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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na testovani mikroizolace DNA za pomoci magnetickych
¢astic z tepelné zpracovanych potravinovych vyrobka v kvalit¢ vhodné pro polymerazovou
feté¢zovou reakci (PCR). Pro analyzu byly vybrany rybizové dzemy. Ty byly homogenizovany
s pouzitim plastového kopistu a stomacheru v lyzacnim roztoku s cetyltrimetylammonium
bromidem (CTAB). Pfi pfipravé homogendti byl testovan vliv chloroform-oktanolu
a isopropanolu. Homogenaty byly pouzity pro izolaci DNA magnetickymi c¢asticemi.
Po odstiedéni komplexit CTAB s proteiny, polyfenoly a polysacharidy byla hruba frakce
DNA purifikovdna vazbou na magnetické ¢astice. Byly testovany dva druhy magnetickych
castic: mikrocastice poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat) — P(HEMA-co-
GMA) a nanocastice oxidii zeleza pokryté poly(L-lysinem) — PLL. Izolovanda DNA byla
podrobena spektrofotometrické analyze, kde byla zjisStovana jeji koncentrace a kontaminace
polyfenoly a proteiny. Poté byla testovana amplifikovatelnost DNA v PCR. Pro amplifikaci
byly pouzity primery specifické pro rostlinnou ribosomdlni DNA. Produkty PCR
s o¢ekavanou délkou 700 bp byly detegovany agardézovou gelovou elektroforézou. Bylo
zjisténo, ze z dzeml lze pomoci testovanych magnetickych nosi¢l izolovat DNA v kvalité
vhodné pro PCR.

ABSTRACT

The thesis has been focused on testing of micromethod of DNA isolation using magnetic
particles from thermic-managed food products in a quality suitable for polymerase chain
reaction (PCR). Currant jams were selected for the analysis. These were homogenized using
plastic copist and stomacher in lysis buffer with cetyltrimethylammonium bromide (CTAB).
The effect of chloroform-octanol and isopropanol in the preparation of homogenates was
tested. Homogenates were used for DNA isolation by magnetic particles. Rough fraction
of DNA was purified by binding on the magnetic particles after centrifugation of the CTAB
complexes with proteins, polyphenols and polysaccharides. Two types of magnetic particles
were tested: microparticles of poly(hydroxyethylmethacrylate-co-glycidylmethacrylate) —
P(HEMA-co-GMA) and nanoparticles of iron oxides covered by poly(L-lysine) — PLL.
Isolated DNA was analyzed spectrophotometrically — it was assessed its concentration and
contamination by polyphenols and proteins. After that, amplification of the DNA was tested
in PCR. Primers specific for plant ribosomal DNA were used. PCR products of expected
length 700 bp were detected by agarose gel electrophoresis. It was shown that DNA isolated
from currant jams using magnetic particles was in PCR-ready quality.

KLICOVA SLOVA

izolace DNA, magnetické mikroc¢astice, magnetické nanocéstice, polymerazova fetézova
reakce (PCR)

KEYWORDS

isolation of DNA, magnetic microparticles, magnetic nanoparticles, polymerase chain
reaction (PCR)
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1 UvVoD

ey ee

o falSovani potravin jsou od roku 1525, kdy bylo na prazském trhu nalezeno maslo nahrazené
lojem ¢i do pepie byla pfidavana nastrouhand chlebova kirka. K falSovani potravin dochazi
predevsim kviili ekonomickému zisku, kdy je nejcastéji nahrazena drazsi slozka potraviny
slozkou levné&jsi. Nepravost potravin klame nejen spotiebitele, ale mize mit také nevhodné
ucinky na jeho zdravi. Z toho divodu je zapotiebi vyvijet rychlé a spolehlivé metody, které
udrzi kvalitu potravin a pfedevSim budou dohlizet na spokojenost a zdravi spotiebitelt.
Pti identifikaci falSovanych potravin se v posedni dobé zacinaji uplatiiovat metody zalozené
na genetické analyze [1, 2].

U metod, které jsou zalozené¢ na genetické¢ analyze, je velmi dilezita izolace DNA
bez inhibitorh a v dostatecném mnozstvi a kvalité pro dalsi zpracovani. Bylo navrzeno velké
mnozstvi metod pro extrakci DNA z rostlinnych tkani; vétSina z nich je zalozena na izolaci
DNA pomoci komplexniho roztoku obsahujici cetyltrimethylammonium bromid (CTAB).
Zadnou znich vsak nelze pouzit pro vsechny rostliny, proto je nutné metody izolace
modifikovat pro kazdy rostlinny druh zvlast. Izolace DNA ztepelné¢ zpracovanych
potravinovych vyrobkil (dZemi) vyrobenych z bobulovin je velmi komplikovany proces.
Hlavnim problémem pii izolaci DNA je skutecnost, Ze bobuloviny obsahuji velké mnozstvi
sekundarnich metabolitli, jako jsou polyfenoly, tfisloviny, proteiny a polysacharidy. Tyto
latky neptiznivé ovliviiuji kvalitu a amplifikovatelnost DNA. Z tohoto diivodu je velmi nutné
tyto latky ze vzorku odstranit nebo alespoi snizit jejich mnozstvi. Dalsi ptekazkou pii izolaci
DNA 7z tepeln¢ zpracovanych potravinovych vyrobku je jeji degradace, kterd je zpusobena
vysokou teplotou pfi zpracovani [3, 4].



2 TEORETICKA CAST

2.1 FalSovani potravin

S ptipady falSovani potravin se mizeme setkat od doby, kdy se zacaly vyrabét za ticelem
prodeje. FalSovani je fenomén, ktery postihuje od nepaméti prakticky vSechny obory lidské
¢innosti. Frederick Accum byl némecky chemik, ktery jako prvni zacal fesSit problematiku
falSovani potravin (1793). V té dobé¢ se objevilo velmi mnoho falSovanych potravin, u kterych
neslo jen o Sizeni, ale také o ohrozeni zdravi konzumenta (napi. listky Caje byly vafeny
v siranu Zeleznatém a vyluhu z ov¢iho hnoje) [1, 5, 6].

Autentickd (nefalSovand) potravina je takova potravina, ktera je v souladu s popisem
poskytnutym vyrobcem ¢i producentem. V souladu musi byt geograficky piivod jednotlivych
sloZek, z kterych je potravina sloZzend, pouZita technologie, totoZnost pouzitych druhi (odrad)
rostlin a pfesné slozeni potraviny, apod. V poslednich letech se autenticita potravin stala
pfedmétem velkého zdjmu. Nejcastéji dochazi k falSovani luxusnich potravin (lihoviny, vino,
koteni) nebo naopak potravin, které jsou prodavany ve velkém mnozstvi (masné a mlécné
vyrobky, tuky a oleje, ovocné s$tavy). U téchto potravin dochazi ptredevsim k ¢astecné
nebo uplné nahradé jednotlivych slozek, zkterych je potravina slozena. Casto muZe byt
nckterd slozka potraviny zaménéna za jinou, levnéj$i, v potraviné se mohou nachdzet
nedeklarované slozky, muze dojit k nedodrzeni deklarovaného technologického postupu,
potraviny mohou byt dale falSovany pro zlepSeni jejich vlastnosti, na etiketich miize byt
uvadeén vyssi obsah slozky, nez v potraving skutec¢né je, atd. FalSovani potravin je nezdkonné,
klame spotiebitele a mize ovlivnit zdravi konzumenta. Z téchto diivodl bylo pfijato piisné
legislativni opatfeni s cilem kontrolovat veskeré kroky v potravinovém fetézci (pocinaje
od dodavatelll potravinovych slozek, vyrobcli az po prodejce potravin) [1, 3, 5, 7, 8].

2.1.1 Metody detekce falSovani potravin

S rostoucim trendem v oblasti falSovani potravin jsou zapotiebi spolehlivé a rychlé metody
pro ovéfovani a zajisténi kvality vyrobkl. Ke zjistovani a prukazu falSovani potravin slouzi
Siroka Skala metod. Vyuzivaji se napf. metody zaloZzené na analyze stabilnich izotopd,
proteomické metody, spektroskopické metody, chromatografické metody ¢i metody zalozené
na analyze DNA. Chromatografick¢ a spektroskopické metody jsou relativné rychlé,
ale pti analyze vzorku dochéazi kjeho zniCeni, coZ je nezadouci a jsou drahé. Navic
tyto analytické metody maji pfi urovani druhli rostlin velkou nevyhodu a to takovou,
ze jejich vysledky jsou ovlivnény podminkami Zivotniho prostfedi, zménou klimatu
¢1 zemedeélskymi postupy, které jsou pii pé€stovani rostlin aplikovany [1, 2, 3, 5].

Na druhé stran€, metody zaloZzené na analyze DNA jsou povazovany za spolehlivé
z davodu stability DNA. Tyto metody vyuZivaji jedine¢nosti ve strukture DNA a také toho,
ze je DNA pfitomna ve vSech bunikach organismu, ¢imZ se usnadiiuje odbér vzorkd. Kromé
toho analyza DNA umoznuje také kvantitativni stanoveni jednotlivych slozek potravin. DNA
je extrahovana z cilové potraviny a vybrany fragment DNA je amplifikovan pomoci metody
PCR. Amplikony, které jsou amplifikovany, jsou nasledn¢ analyzovéany (napt. agard6zova
gelova elektroforéza, sekvencovani, HRM analyza). Metody zaloZené na izolaci DNA a PCR
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se ukazaly byt ucinné napt. pii detekci druhii brambor, pii identifikaci pouzitého masa,
pfirozliSovani jednotlivych druhii ryb, pifi identifikaci Basmati ryze ve smésich ryze,
pii detekci pSenice seté v téstovindch ¢i pfi identifikaci pouzitych druhi ovoce [1, 3, 7, 9].

2.2 Rybiz

2.2.1  Charakterizace rostliny

Rybiz (Ribes spp.), nazyvany také reviz ¢i meruzalka, je vytrvald rostlina, ktera je plivodem
z Asie a severni Evropy. Dnes je rozsifend v mirnych i chladnych pasmech Evropy, Asie,
Severni Ameriky, severni Afriky a Jizni Ameriky v Andach az po Patagonii. Botanicky
se fadi do fadu lomikamenotvaré (Saxigragales), celedi srstkovité (Grossulariaceae), rodu
rybiz (Ribes L.). Do tohoto rodu patii kolem 120-130 druht (napt. rybiz Cerveny (Ribes
rubrum L.) a rybiz ¢erny (Ribes nigrum L.) [10—13], Obrazek 1.

Rybiz vytvaii kefe rozlozitého az vzptimeného vzristu. Jeho listy jsou opadavé a letorosty
holé a beztrnné. Pupeny ¢erného rybizu jsou vegetativn¢ generativni, tedy smisené. Z pupent
se vyvine hrozen kvétd a jeden az dva letorosty. Cerveny rybiz plodi predev§im
na kyticovitych vétvickach, jehoz pupeny jsou rozmistény na bocich vétvicek a jsou
také vegetativné generativni. Kvéty jsou nevyrazné, svétle zlutozelené az slabé nacervenalé
au ¢erného rybizu az nafialovéle zabarvené. Bobule dozravaji podle ranosti odrid a jsou
kulovité. Mohou byt cervené, ¢erné, riizove nebo bile zabarveny [11, 14].

Obrazek 1: Plody a listy rybizu; a) rybiz Cerveny (Ribes rubrum L.); b) rybiz Cerny (Ribes
nigrum L.) [15]

2.2.2  Chemické sloZeni rybizu

Rybiz je povazovan za pfirozeny zdroj mnoha cennych zivin. Obsahuje rizné chemické
latky, které zvySuji jeho sladkost, ovocnou vini a podporuji vlastnosti, které ptispivaji
ke zdravi ¢loveka. Jsou bohatym zdrojem fenolovych kyselin (anthokyant, flavonolt, flavan-
3-ola a fenolickych kyselin), mineralt ¢i kyseliny askorbové (vitamin C). Jeho plody nemaji
vysokou kalorickou hodnotu, protoze obsah glykosidl, tukii a dusikatych latek je pomérné
nizky. Rybiz se od vétSiny druhd ovoce odliSuje i tim, ze obsahuje malo disacharidi
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(sachardzy). Pro rybiz a ostatni bobulovité rostliny je charakteristicky vysoky obsah vody.
Chemické slozeni Cerveného a Cerného rybizu je uvedeno v Tabulce 1. Chemické slozeni

muze byt vysoce variabilni v zavislosti na kultivaru, misté, kde rostlina roste, stupni zralosti,

sklizni a skladovacich podminkach [10, 14, 16, 17].

Tabulka 1: Chemické slozeni cerveného a Cerného rybizu [14]

Obsah latek — Rwbiz
cerveny cerny
Susina % 17,6 159-234
Nerozpustné latky % 6,3 6.4
Celkové cukry % 25-45 5,3-9,8
z toho gluk6za % 1,0-1,5 3,3
fruktdza % 1,5-3 3.9
sacharoza % — 1,15-1,3
Extraktivni latky % 9,9 14,4
Vl1aknina % 4,3 5.4
Pektin % 0,2-1,5 0,1-1,6
Tuky % 1,7 0,5-0,9
Bilkoviny % 1,0-1,97 0,9 -1,49
Vitamin C v meg % 1560 50— 300
(kyselina askorbovd)
Vitamin P v mg % 220 — 450 1000 — 2138
Vitamin A v mg % 0,012 - 0,150 0,072 — 0,900
Vitamin B; v mg % 0-0,1 0,06 — 0,22
Vitamin B, v mg % 0-0,02 0,02 - 0,07
Kyseliny v porovnani
na kyselinu jable¢nou % 1,2-38 29
Ttisloviny % 0,083 - 0,119 0,332 — 0,420
Mineralni latky v mg %:
K,O 47,7 443
Na,O 3,7 5,4
CaO 6,3 9,1
MgO 3,1 4,2
F,O3 1,4 0,7
P,0s 15,9 18,6
SO; 7,2 4,1
Popeloviny % 0,7 0,6

Pozn.: mg % = mg ve 100 g Cerstvého ovoce
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2.2.3  Vyznam rybizu pro zdravi ¢lovéka

Rybiz je zdrojem mnoha cennych Zivin, které maji kladny vliv na zdravi Cloveka. Listy
rybizu byly vyuzivany jako bylinny 1¢ék jiz od starovéku k 1€¢bé chronickych revmatickych
a zanétlivych onemocnéni. Je velmi bohaty na fenolové slouceniny, jejichz vyssi piijem
je spojen se snizenym rizikem rakoviny, srdecnich chorob ¢i mrtvice. Rybiz ma dale silné
imunomodulacni, antimikrobidlni, antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky. Uvadi se,
ze pravidelnym pouzivanim jak plodi rybizu, tak i vyrobkl z n¢j, se zvySuje pruznost cév
a prostupnost bunécnych stén a zeslabuji se krevni vyrony do mozku. Pro vysoky obsah
vitaminu C je rybiz doporuovan ptedevSim lidem, ktefi onemocnéli napt. kurdéjemi
¢1 paradentozou. Vysoky obsah drasliku a sodiku v Cerstvé §tavé rybizu ma piiznivy vliv
na ¢innost jater a ledvin a to z toho divodu, Ze podporuji rozpousténi mocovych kaminkii,
chrani organismus pfed kornaténim tepen, snizuje krevni tlak a odvadéji z téla prebyte¢nou
vodu. Lze fici, Ze rybiz obecné zvySuje odolnost organismu proti chorobam [12, 14, 16, 17].

2.2.4  Vyuziti rybizu pro potravinarské ucely

Plody rybizu Ize konzumovat Cerstvé, anebo je lze vyuzit jako ptfisadu do zpracovanych
produkt. Rybiz je vyuzivan pfi vyrobé ovocnych $tdv, dzeml a zavafenin, moSstl, vin,
rosoli, kolacovych naplni, dezertnich polev, jogurti, zmrzlin, mineralnich vod, ¢aji, bonboni
i suseného ovoce. Cerny rybiz je také vyuzivan jako surovina pro vyrobu tradi¢niho
francouzského alkoholického napoje - Liquere de cassis nebo Créme de cassis [11, 12, 18].

2.2.4.1 DZem

DZem je pifesné¢ definovan vyhldskou (Vyhlaska ¢. 157/2003 Sb.), kterou se stanovi
pozadavky na Cerstvé ovoce a Cerstvou zeleninu, zpracované ovoce a zpracovanou zeleninu,
suché skotdpkové plody, houby, brambory a vyrobky z nich, jakoz i1 dal$i zpisoby jejich
oznaceni. DZem je potravina, kterd je vyrobena ze smési pfirodnich sladidel, vody, pulpy
a dfen¢, nebo ze smési prirodnich sladidel, vody a diené. Tato smés je ptivedena do vhodné
rosolovité konzistence. DZzem je vyroben z jednoho nebo vice druhli ovoce, jehoZ minimalni
obsah je vSeobecné 350 g/kg dZemu. Pro urcité ovoce (napf. rybiz, jefabiny, rakytnik, atd.) je
obsah zpracované¢ho ovoce snizen — 250 g ovoce/kg vyrobku. Dale jsou vyrabény dzemy
vybérové, které¢ by mély obsahovat minimdlné¢ 450 g zpracované¢ho ovoce/kg dzemu.
U rybizovych dZem je obsah rybizu minimalné 350 g/kg dZemu [19]. RozliSujeme:

e dZem vybérovy (Extra) — jednd se o potravinu, kterd je vyrobena ze smési ptirodnich
sladidel, vody a nezahusténé pulpy jednoho nebo vice druhi ovoce, piivedené
do vhodné rosolovité konzistence [19].

e dzem vybérovy (Extra) specidlni — potravina, ktera spliiuje pozadavky pro dzem
vybérovy (Extra) stim, Ze tyto vyrobky jsou se snizenym obsahem energie/cukru
a spliuji podminky pro relevantni vyzivove tvrzeni [19].

e dzem vybérovy (Extra) méné sladky — potravina, jenZ spliiuje podminky pro dZem
vybérovy (Extra) s tim, Ze tyto vyrobky obsahuji méné cukru [19].
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Pti vyrobé dzemu dojde nejprve k oprani rybizu. Bobule jsou nésledné otrhdny a polovina
znich je umleta na mlynku na ovoce. Rybizova stava a zbylé bobule rybizu jsou vatreny
v nizké vrstvé v Sirokém hrnci do té doby, dokud bobule nezméknou a dzem se nezahusti.
Poté je po cCastech pridavan cukr tak, aby nedoslo k preruseni varu. Horky dzem (o teploté
minimalné 85 °C) je naplnén do sklenicek, které byly nahtaté a vysusené. Naplnéné sklenicky
jsou uzavieny a obraceny dnem vzhiru dokud nedojde k jejich vychladnuti. Sklenicky
s dzemem jsou uchovavany na tmavém a suchém misté [11].

2.3  Extrakce DNA z rostlinnych materiali

Izolace Cisté, neporusené a vysoce kvalitni DNA je pro vSechny molekularni studie velmi
dulezita. Ziskani vysoce kvalitni DNA s vysokou molekulovou hmotnosti z rostlinnych tkani
je velmi naro¢ny proces. Existuje cela fada problému spojenych s izolaci nukleovych kyselin
z rostlinnych materidli — zejména pfitomnost polyfenolovych slou€enin, polysacharidii
a proteint [20, 21, 22, 23]. 1kdyz bylo vyvinuto n€kolik tispé$nych postupt pro izolaci DNA
z rostlin, nelze zadny z nich univerzalné pouzit pro vSechny rostliny a to piedev§im kvili
jejich biochemické a morfologické rozmanitosti. Metody izolace DNA je tifeba upravit
pro kazdy rostlinny druh a dokonce i1 pro kazdou rostlinnou tkai. Izolace DNA by m¢la byt
predevsim rychla, bezpecna, spolehliva a efektivni, poskytujici dostatecnou koncentraci DNA
vhodnou pro molekularni analyzu. Izolovand DNA je vyuZzivdna pro Stépeni restrikénimi
endonukledzami, southern-blot a DNA/DNA hybridizaci, pfi PCR a pfi konstrukci
genomovych knihoven [20, 23, 24].

Izolaci DNA 1z rostlinného materidlu ovliviiuje, jak bylo uvedeno vySe, pfitomnost
nezadoucich latek. ObtiZze vznikaji vzhledem k pfitomnosti bunétné stény, chloroplasti,
sacharidd, polyfenold, alkaloidd, flavonoidi ¢i tfislovin. Tyto latky se pevné vazi na nukleové
kyseliny a jsou snimi koextrahovany. Pfitomnost polysacharidi muize inhibovat
enzymatickou aktivitu — konkrétné aktivitu DNA polymerazy a aktivitu restrikénich enzymd.
Polysacharidy také ovliviiuji viskozitu roztoku. Oxidovand forma polyfenoll, kterd vznika
oxidaci bunéénymi oxiddzami, se kovalentné navdze na DNA a zpasobi jeji zhnédnuti.
V disledku toho je kvalita DNA pro pouziti v molekularni analyze sniZena. Proto je velmi
nezbytné minimalizovat pfitomnost téchto latek. K odstranéni polysacharidi se vyuziva vyssi
koncentrace cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB) s vys§i koncentraci soli (NaCl).
K odstranéni polyfenol je vyuzivan polyvinylpyrrolidin (PVP) a B-merkaptoethanol.
Aby se predeslo degradaci DNA, je do extraéniho pufru ptidavana disodna sil kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA). Prebytecné proteiny jsou odstranény piidavkem fenolu
a chloroformu [20-22, 24-28].
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2.4  Magnetické ¢astice

Magnetické castice byly poprvé pouzity v lékatském oboru pro dodani 1éciva k cilové
bunice kolem roku 1970. Az v poslednich letech byl zaznamenan rozvoj magnetickych
separacnich technik. Magnetické Castice nasly uplatnéni v mnoha biologickych oblastech
(diagnostika, molekulérni biologie, izolace nukleovych kyselin a jejich isténi, imunologické
testy, biotechnologie, environmentdlni technologie, medicina 1 analytické aplikace).
Ve srovnani s béznymi metodami ma vyuziti magnetickych ¢astic fadu vyhod — jsou vysoce
ucinné, zkracuji dobu analyzy a je zapotfebi mensi mnozstvi vzorku a ¢inidel [29-32].

Magnetické castice se skladaji z magnetického jadra, ochranného obalu a funkcéniho
povrchu (viz Obrazek 2, A). Magnetické jadro je vetSinou vyrobeno z oxida zeleza (magnetit,
maghemit ¢i ferit) a je zodpovédné za interakci s vn€jSim magnetickym polem. Aby doslo
k ochran¢ analytu ptfed stykem s kovem, je jadro obaleno tenkou ochrannou vrstvou, kterou
nejcastéji tvoii polymery (polystyren, polyakrylové derivaty), organické kyseliny, pfirodni
sacharidy ¢i rizné anorganické matrice. Tato slozka je diamagneticka a jeji vyhodou je,
7e mize byt funkcionalizovana (viz Obrazek 2, B). Castice mohou byt funkcionalizovany
riznymi skupinami (aminové, karboxylové, thiolové, hydroxylové) ¢i latkami (biotin,
protilatky, enzymy, aj) v zavislosti na cilové molekule, kterd méa byt izolovana [29, 31,
33, 34].

Proteim

A B
) ) O;:ﬁ] Barviva
o < Ostatni ligandy
Magnetické /. Biotin
jadro Protilatky "\ 4
:\
Monomery
Enzvmv& Epoxy
Polymerni
vrstva

Organicke coox
raménko Nablte 5 2
Funkéni molekuly C@

molekula
PEG

Obrazek 2: A) Stavba magnetické Castice [29], B) moznosti funkcionalizace magnetické Castice [34]
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2.4.1 Vlastnosti magnetickych ¢astic

Materialy, znichz jsou magnetické castice piipraveny, ovliviiuji celkové vlastnosti
magnetickych Castic (napf. koloidni stabilitu, morfologii, velikost ¢i disperzitu). Vyhodné
jsou materialy s velkym povrchem pro navazani nukleovych kyselin. Primér ¢astic je obvykle
v rozmezi 0,5-10 um a nejvyhodnéjsi tvar magnetickych ¢astic je koule (kulicka), ponévadz
ma nejvetsi vazebnou kapacitu (viz Obrazek 3) [30, 35].

Obrazek 3: Kulovity tvar magnetickych castic (magnetické Castice P(HEMA-co-GMA) s obsahem
kyseliny olejové potazené magnetitem a poly(glycidyl methakrylatem) (PGMA)) [30]

2.4.1.1 Magnetické jadro

Jadro castic je tvofeno magnetickym materidlem, ktery je zodpovédny za interakci
s vnéjsim magnetickym polem. Jelikoz vSechny magnetické a fyzikalné-chemické vlastnosti
zavisi na velikosti a tvaru magnetickych jader, je velmi dileZzité, aby vSechna magneticka
jadra v ¢astici méla jednotny tvar. Jadro miZe byt pfipraveno z riiznych druhii magnetickych
materiald. Nicmén€, mnoho z téchto materidlli, jako je napt. kobalt ¢i chrom, je vysoce
toxickych a nestabilnich. Nej€astéji pouzivanym a relativné bezpecnym materidlem jsou
oxidy Zeleza — magnetit, maghemit ¢i rizné typy ferith ve formée praska nebo kapalin [29, 31,
33, 36].

o magnetit Fe;04
Magnetit je mineral, ktery vykazuje feromagnetické vlastnosti. Sktruktura magnetitu se fadi

wrwe

[29].

o maghemit y-Fe;03
Maghemit vznikd oxidaci magnetitu a ma stejnou miiZzkovou strukturu az na vyjimku,
7e viechny atomy Zeleza jsou v oxidaénim stavu Fe’*. Jednd se o nejvhodn&jsi materidl,
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a to ptredevs$im z toho divodu, ze nepredstavuje zadné zdravotni nebezpeci. V dusledku toho
je maghemit velmi popularni pro vyrobu magnetickych castic (zejména pro biomedicinské
aplikace) [29].

o ferity MO - Fe;0;

Ferity jsou slouCeniny pfechodnych kovl (Co, Ni, Mn, Zn) a Zeleza, které vykazuji silné
magnetické vlastnosti. Tyto materidly maji podobnou spinelovou strukturu jako magnetit,
s vyjimkou toho, ze ionty zeleza jsou zcela nebo Casteéné nahrazeny jinymi prechodnymi
kovy. Pouziti feritll je omezeno toxicitou ptechodnych kovii. Vyuzivaji se nepropustné obaly,
které zabranuji vyplavovani téchto kovii. Mohou byt také vyuzivany smiSené ferity, ¢imz jsou
vyuzivany ruzné vlastnosti jednotlivych iontd [29, 33, 36].

2.4.1.2 Ochranny obal

Ochranny obal ma klicovou roli v mnoha oblastech. PiedevS§im zabranuje styku analytu
s magnetickym jadrem, zabranuje aglomeraci Céastic a znemoziluje unik toxickych iontd
z magnetického jadra do prostfedi. Ochranny obal slouzi také jako zéklad pro dalsi ukotveni
funk¢nich skupin (funkcionalizaci). Magnetické jadro byva nejcastéji potahovano ptirodnimi
¢i syntetickymi polymery, oxidem kifemicitym ¢i zlatem. Volba materidlu zavisi na dalsi
aplikaci magnetickych ¢astic [29, 33, 36].

24.2 Izolace DNA magnetickymi ¢asticemi

K izolaci DNA se vyuzivaji magnetické nosi¢e s imobilizovanymi ligandy na polymeru,
které vykazuji afinitu k cilové nukleové kyseliné. Zvlast€ vhodné jsou castice, které
jsou vyrobeny ze superparamagnetického materidlu (kombinace paramagnetického
a feromagnetického). Tyto Castice neinteraguji mezi sebou v nepfitomnosti magnetického
pole a jsou dobie dispergovany v médiu bez ptfitomnosti magnetického pole, aniz by
dochézelo k jejich shlukovani. Mnoho magnetickych ¢astic je komeréné dostupnych. Silikagel
(oxid kiemicity) je jednim z nejpouZzivanéjSich pevnych nosicli vyuzivanych pii izolaci DNA.
Dva hlavni materidly na bazi oxidu kfemicitého pouZivané pro izolaci DNA jsou ¢isté matrice
ze silikagelu a aniontménice. K vazbé DNA na povrch silikagelu dochazi v prostiedi
s vysokou koncentraci chaotropnich latek. K pokryti magnetickych ¢astic polymerni vrstvou
se nejcastéji pouziva polystyren. Polymerni vrstva méd hydrofobni vlastnosti, coZ zplsobuje
neselektivni adsorpci proteini. Tento problém lze odstranit pouZzitim c¢astic pokrytych
hydrofilni vrstvou polymerti na bazi poly(HEMA). K izolaci nukleovych kyselin se rovnéz
pouzivaji nosice pokryté amino skupinami (-NH,), které poskytuji kladny naboj na povrchu
¢astic. Pozitivné nabité skupiny zvySuji elektrostatickou afinitu s fosfaitovym koncem fetézce
DNA nebo RNA, ktery mé negativni naboj. K vazbé DNA na nosi¢ s karboxylovymi
skupinami s negativnim nébojem dochézi v prostfedi s vysokou koncentraci NaCl (¢i Nal)
a polyethylenglykolu (PEG 6000). DNA se eluuje do pufru s nizkou iontovou silou [33, 35].
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2.4.3 Princip magnetické separace

Proces separace za pomoci magnetickych castic se skladd ze tfech zékladnich kroku
(schéma procesu je zobrazeno na Obrazku 4):

e Nejprve dojde k namichani separa¢ni smeési, kterd obsahuje suspenzi s cilovymi
nukleovymi kyselinami a magnetické castice. Dochéazi k interakci a vznika
magneticky komplex, ktery je néasledné oddé€len za pouziti vhodného magnetického
separatoru (supernatant je odstranén) [35, 37].

e Magneticky komplex je nékolikrat promyt, aby doslo k odstranéni nezadoucich latek,
kter¢ by mohly inhibovat PCR (napi. polysacharidy, fenolické latky, huminové
kyseliny) [35, 37].

e Magnetické Castice jsou nasledné odseparovany za pomoci magnetického separatoru
a Cisté nukleové kyseliny jsou ptipraveny pro dalsi aplikace [35, 37].

. i Promyvaci Eluéni Cista
Vzorek pufr pufr DNA
Lyza¢ni Magnetické
i A i Sastice i Supematant i i?
1= (=1 =1 =1

-)E-)Cﬂ >

Obrazek 4: Schéma principu magnetické separace. Obrazek prevzat z [35]
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2.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je molekularni diagnosticka metoda, kterd byla
objevena v poloving€ 80. let minulého stoleti americkym biochemikem K. Mullisem. Za tento
objev byl vroce 1993 odménén Nobelovou cenou. PCR umoznila fadu experimentéalnich
pristupt, které byly diive neproveditelné. V dnesni dobé se PCR vyuziva pfi detekci cilovych
organismi v huménni a veterindrni mediciné, v pidé a ve vodé¢, pifi kontrole vyrobki
a pti charakterizaci genti. PCR ma mnoho dalSich vyuziti [38—42].

2.5.1  Princip polymeriazové retézové reakce

Podstatou PCR je mnohonasobnd syntéza komplementarniho fetézce DNA pomoci
termostabilni DNA  polymerazy. K vybranym tUsekim komplementarnich vlaken
denaturované DNA se pfipojuji tzv. nukleotidy (kratké syntetické oligonukleotidy), které jsou
odvozeny od dané sekvence. Obecné¢ Ize pritbéh PCR rozdélit do tii fazi (Obrazek 5).

e Vprvnim kroku se DNA denaturuje pii vysokych teplotich (90-97 °C). Dochazi
k rozvolnéni dvousSroubovice a vznikaji dvé jednofetézcové molekuly DNA,
na které mohou v dal$im kroku nasedat primery.
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e Nasledné dochézi k pfipojeni primerti na templatovou DNA na jejich specifické cilové
sekvence. Teplota hybridizace se pohybuje v rozmezi 50-60 °C. Teplota vhodna
pro tuto reakci zavisi na délce oligonukleotidu a na zastoupeni A-T a G-C pard.

e V poslednim kroku dochazi k syntéze novych fetézci DNA podle pivodniho vldkna
(jako sablony). Tato reakce je katalyzovana DNA polymerazou. Teplota syntézy
novych fetézclh DNA probihd vrozmezi 65-75 °C. VysSich teplot nelze vyuZit,
atoztoho divodu, ze DNA polymerdza neni stabilni pii vysSich teplotach.
V soucasné dobé je vyuzivana rekombinantni termostabilni DNA polymeraza.
Podminka teplotni stability enzymu je dualezitd z toho divodu, Ze jednim krokem
je denaturace DNA za vysoké teploty [38, 40—43].

DNA
\ Y7 51 3
\/ Cilova
4 } |~ sekvence
3| 5
Cykl 1 /_
Denaturace
DNA s
’
primerua
Syntéza j
novych ‘
Fetézca DNA % g : Cykl 2
N > E 5

Obrazek 5: Princip PCR. Obrazek ptevzat z [43]
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Opakovéanim téchto tfi fazi dochazi k exponencidlni amplifikaci ptivodni DNA, kde pocet
cykli (n) uréuje kolik kopii (2") je syntetizovano. Pii 30 cyklech mize byt syntetizovano
az 10’ kopii vybraného tuseku DNA. PH vyuziti 25-30 cykli dochazi k dostateénému
zmnozeni pivodni DNA. K provedeni PCR se vyuziva cykler, do kterého se vkladaji
zkumavky nebo desticky obsahujici namichanou smés pro PCR. Piistroj méni teplotu
v pfesnych a pfedem naprogramovanych krocich [38—40, 43].

Vyslednymi produkty PCR jsou useky DNA o piesné¢ definované délce (tzv. amplikony).
Jejich velikost byva obvykle v rozmezi desitek az tisic pari bazi (bp). Pritomnost amplikonii
se prokazuje nejcasteji agardzovou gelovou elektroforézou, kde dochazi k separaci fragmentti
DNA na zaklad¢ velikosti a naboje (kvalitativni stanoveni). Produkty PCR jsou vizualizovany
po interakci s ur¢itymi chemickymi latkami (napf. interkalace pii pouziti ethidium bromidu)
v UV svétle. Rozdélené fragmenty lze izolovat z agar6zového gelu a pouzit pro dalsi praci
[38, 39, 43].

2.5.2  Reakéni smés pro PCR

Kazda reakéni smés PCR vyzaduje pfitomnost téchto komponent:

e DNA templat — slouzi jako matrice pro syntézu nového fet¢zce DNA a obsahuje
cilovéd mista pro primery. K amplifikaci dochdzi i u DNA templatu, ktery neni vysoké
Cistoty.

e oligonukleotidové primery — obsahuji obvykle 18-24 nukleotidi a jsou
komplementarni k sekvencim ohraniCujici usek DNA templatu, ktery ma byt
amplifikovan. Jejich teplota tani by méla byt podobnd a pohybovat se v rozmezi 55—
65 °C. Tato teplota dovoluje pfipojeni primeri k DNA templatu. Optimalni
koncentrace jednoho primeru v reakci je zpravidla 0,1-0,6 pM. Oligonukleotidové
primery byvaji synteticky pfipravené.

e 2’-deoxynukleosid-5'-trifosfaty (ANTP) — smés vSech &ty deoxyribonukleotida
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Jedna se o stavebni kameny pro syntézu nového fetézce
DNA, jejichz optimalni koncentrace je 200 pM.

e DNA polymeriaza — enzym, ktery syntetizuje novou DNA ve sméru 5" — 3’ podle
sekvence nukleotidi v DNA templatu od 5° konce primeru. Tento enzym neni
schopny opravovat chyby vzniklé pfi replikaci (postradd 3" — 5 exonukleazovou
aktivitu). Vyuziva se tzv. Taq DNA polymeraza, ktera je izolovand z termofilni
bakterie Thermus aquaticus. Jeji teplotni optimum je pii 75 °C a polocas inaktivace
je priblizné 40 minut pfti 95 °C.

e reakéni pufr sionty Mg®* — vytvaii idealni prostiedi pro DNA polymerazu (ionty
Mg** jsou kofaktorem pro DNA polymerazu). Obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3—
8,8), 50 mM KCl a 1,5 mM MgCl,. Koncentrace Mg** iontii je ¢asto optimalizovana
pro kazdé primery zvIast.

e voda pro PCR - tridestilovand voda (odpor 18 MQ), vyuziva se k doplnéni smési
na definovany objem [38—40, 42].
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2.5.3 Vyhody a nevyhody PCR

PCR je definovana jako jednoducha, rychla a nendkladna metoda, coz je jeji velkou
vyhodou. Umoziuje prokazat ptitomnost DNA a vzhledem k tomu, ze se jednd o velmi
citlivou metodu, je mozné PCR pouzit pro zjisténi piitomnosti malého mnozstvi DNA
ve vzorku (teoreticky by méla stacit jedna molekula DNA) [39, 43].

U DNA, kterd je pouzita pro PCR, je mozna piitomnost tzv. PCR inhibitort, coz jsou
chemické latky, které maji negativni dopad na priabéh PCR. Inhibitory mohou pochazet
ze vzorku potraviny (napf. Ca** ionty z mlé&nych vyrobki) nebo mohou byt do PCR smési
pfeneseny béhem zpracovani vzorku ¢i mohou byt koextrahovany s DNA. Dusledkem
pritomnosti PCR inhibitort je ¢aste¢na nebo tplna inhibice PCR. To vede ke snizeni citlivosti
PCR nebo ke vzniku faleSné negativnich vysledkii. VétSina zndmych inhibitori jsou
organické slouceniny (naptiklad mocovina, fenol, ethanol, polysacharidy, dodecylsulfat sodny
¢i proteiny, atd.) [38, 44].

Reakce miize byt také kontaminovana i jedinou molekulou téze DNA, coZz postacuje
k ziskani falesné€ negativniho vysledku. Pro minimalizaci vzniku falesné negativnich vysledkt
a inhibice PCR byly ur€eny standardni postupy (pouZivéni sterilnich roztokli, UV svétla,
jednorazovych rukavic, ptidavani DNA do PCR smési jako posledni v oddéleném prostoru,
aj...) [38].

2.5.3.1 Inhibitory PCR v rostlinnych materidalech

Rostlinné tkané obsahuji vysokou koncentraci polysacharidd, proteini a sekundarnich
metabolitd — alkaloidy, flavonoidy, polyfenoly. Bobule jsou obvykle bohaté na fenoly
(napf. anthokyanin, flavonol ¢i fenolové kyseliny) a polysacharidy (pektin). Tyto latky
se extrahuji spolecné s DNA a nasledn¢ inhibuji PCR. Polyfenoly zptisobuji degradaci DNA
polymerazy ¢i méni chemické vlastnosti nukleovych kyselin. Polysacharidy mohou naopak
ovlivnit syntézu nového fetézce DNA. Je velmi dilezité tyto latky pii izolaci DNA odstranit
nebo alespon sniZit jejich koncentraci (viz kapitola 2.4) [44, 45].

2.54  Detekce produkti PCR pomoci agaréozové gelové elektroforézy

Agardzova gelova elektroforéza je klasicka metoda pouzivana pii identifikaci, separaci
a purifikaci fragmentd DNA rtznych velikosti (100 bp — 25 kb) ziskanych pomoci PCR.
Jedna se o separacni metodu, jejiZ princip je zaloZen na skutecnosti, Ze molekuly nukleovych
kyselin v roztoku se pohybuji v elektrickém poli rychlosti zavislou na poméru jejich naboje
a hmotnosti. Rychlost pohybu (resp. draha, kterou za urcity ¢as molekula biopolymeru urazi)
je pfimo umérnd intenzit¢ vloZeného elektrického pole a celkovému naboji molekuly.
Agardzovy gel vytvaii tzv. molekulové sito s kandlky, které umoznuje pohyb dé€lenych
molekul. Velikost pori v gelu omezuje pohyblivost molekul. Obecné plati, ze ¢im vyssi
koncentrace agar6zového gelu je, tim mensi je velikost pért pro prichod molekul [38, 39,
46, 47].

Nukleové kyseliny obsahuji fosfatové skupiny, které nesou zaporny naboj, tudiz
se v elektrickém poli pohybuji ke kladné elektrodé (anod€). Vzhledem k tomu, ze nukleové
kyseliny maji téméf stejny pomér naboje a hmotnosti, déli se v agar6zovém gelu predevSim
podle své velikosti. Dochazi k tomu, Ze delsi molekuly se pohybuji pomaleji nez molekuly
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kratké. Za pomoci agardézové gelové elektroforézy lze rozlisit fragmenty DNA liSici se pouze
o nckolik procent své délky a lze detegovat az 1 ng DNA. Pro stanovené velikosti
jednotlivych fragmentt DNA se pouzivaji komeréné dostupné smési fragmenti DNA
definovanych velikosti tzv. DNA standard (Obrazek 6) [39, 46, 47].

3Kb
waopo  1022DP 1022 bp
p
. - 65 hp 1 Kb
500 bp
100 bp

Obrazek 6: Znazornéni riznych velikosti fragmentli DNA a komer¢né dostupné smési fragmentti DNA
o definované velikosti rozdélenych pomoci agardézové gelové elektroforézy [47]

Rozdélené fragmenty DNA se pro zviditelnéni obarvuji vhodnymi barvivy. Nejcastéji
vyuzivané barvivo je ethidium bromid. Jedna se o interkala¢ni ¢inidlo, které se vdze mezi
vlakna DNA a Cerveno-oranzové fluoreskuje po ozareni UV zafenim (A = 305 nm). Vznikly
komplex je vizualizovan na tzv. transiluminatoru. Pro obarveni fragmenti DNA Ize vyuZit
ijina barviva (SYBR Gold, SYBR Green). Tyto barviva jsou vSak podstatné drazsi, ale méné
toxicka nez ethidium bromid [39, 46, 47].

22



3 CiL PRACE

Cilem diplomové prace byla izolace DNA za pomoci dvou druhi magnetickych Céstic
z tepelné zpracovanych potravinovych vyrobkii v kvalit¢ vhodné pro PCR. Pro analyzu byly
vybrany rybizové dzemy.

V praci byly feSeny jednotlivé dilci tkoly nasledovné:

e homogenizace dZzemul za vyuziti plastového kopistu ¢i stomacheru a ptiprava lyzati
bunék pro izolaci DNA,

e izolace DNA za vyuziti dvou druhli magnetickych ¢astic — P(HEMA-co-GMA) a PLL,

e spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a zjiSténi kontaminace latkami
inhibujicimi PCR (polyfenoly a proteiny),

e ovefeni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Potravinové vyrobky (dZzemy) a DNA

Byly pouzity tepelné zpracované potravinové vyrobky — domaci dzemy. Piehled pouzitych
dzemd je zaznamenan v Tabulce 2.

Tabulka 2: Pfehled pouzitych dzemi

oznaceni druh vyrobku | druh ovoce rok vyroby | Zelirovaci pripravek
dzem (2011) dzem cerveny rybiz 2011 +
dzem (2016; a) dzem cerveny rybiz 2016 +
dzem (2016; b) dzem cerny rybiz 2016 —

Pro porovnani vzorki, co se tepelného zpracovani tyce, byly pro diplomovou préci také
pouzity Cerstvé plody a listy ¢erveného rybizu.

Jako kontrolni DNA byla pouzita DNA Brassica oleracea (10 ng/pl), ktera byla ziskéna
od RNDr. A. Kovarika, CSc.

4.1.1.1 Priprava diemi

e dzZem z Cerveného rybizu s pridavkem Zelirovactho pripravku z roku 2011 a 2016
Zelirovaci ptipravek (Quittin) byl za sucha smichan s 350 g cukru v poméru 3:1. Byl
odvazen 1kg cerveného rybizu. Navazka byla rozmixovana a smichdna s cukrem
a Zelirovacim pfipravkem. Za stdlého michani byl dZem piiveden k varu a byl povaien
5 minut (dzem z roku 2011) nebo 10 minut (dZem z roku 2016). Horky dZem byl naplnén
do dokonale ¢istych sklenic, které byly ihned uzavieny.

e dZem z Cerného rybizu bez Zelirovaciho pripravku
1 kg Cerného rybizu byl rozmixovan a smichan s cukrem. Za stdlého michani byl dZem
pfiveden k varu a byl povaren pifiblizné 30 minut, ¢imz doslo k zahusténi. Horky dZem byl
naplnén do Cistych sklenic a ty byly ihned uzavieny.

4.1.2 Chemikalie

e agardza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)

e cetyltrimethylammonium bromid — CTAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e cthanol (Merck, Darmstadt, SRN) pro UV spektrofotometrii

e cthidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e cthylendiaminotetraoctova kyselina — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

e fluorescencni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)

e hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

e isopropanol (PENTA, Praha, CR)

e chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
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e chloroform (PENTA, Praha, CR)

e kyselina boritd (PENTA, Praha, CR)

e kyselina chlorovodikova (PENTA, Praha, CR)

e oktanol (PENTA, Praha, CR)

e [B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e polyethylenglykol 6000 — PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e polyvinylpyrrolidin 1000 — PVP 1000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Tris-baze (Amresco, Solon, USA)

Vsechny chemikalie byly v kvalité p.a.

4.1.3 Magnetické nosice

e magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat) —
P(HEMA-co-GMA)
Primér ¢astic byl 2,2 um.

e magnetické nanocastice oxidu zeleza pokryté poly(L-lysinem) — PLL
Primér ¢astic byl 110 nm.

Castice byly pfipraveny na Molekularnim tstavu AV CR v Praze Ing. Danielem Horakem,
CSc.

4.1.4  Pristroje a pomicky

e centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, SRN)

e centrifuga MINI (Labnet, New Jersey, USA)

e NanoDrop 2 000 (Termo Scientific, Wilmington, USA)

e mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Polsko)

e mini inkubéator (Labnet, New Jersey, USA)

e thermo cykler Bio-Rad PTC 200 (Bio-Rad Lab., USA)

e thermo shaker TS-100C (Biosan, Riga, LV)

e zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet, USA)
e béZné laboratorni sklo, material a pomtcky
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4.1.5 Roztoky pro izolaci DNA

e EDTA (0,5 M; pH 8,0)
Navazka 186,1 g EDTA byla rozpusténa v 800 ml destilované vody. pH bylo upraveno
pfidanim 20 g hydroxidu sodného na hodnotu 8,0. Roztok byl doplnén destilovanou vodou
do 1 litru, rozdélen do alikvota a poté byl sterilizovan pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

e cthanol (70%)
Bylo smichano 70 ml 96% ethanolu s 26 ml destilované vody.

e lyzacni roztok s CTAB
1 g CTAB byl rozpustén v 10 ml 0,5 M Tris-HCI, 16 ml 5M NaCl, 2 ml 0,5 M EDTA
a 42 ml destilované vody.

e modifikovany lyzac¢ni roztok s CTAB a PVP
1 g CTAB a 0,4 g PVP bylo rozpusténo v 10 ml 0,5 M Tris-HCI, 16 ml 5 M NacCl, 2,25 ml
0,5 M EDTA a 42 ml destilované vody.

e roztok chloridu sodného (3 M)
Navazka 87,66 g NaCl byla rozpusténa v 500 ml destilované vody.

e roztok chloridu sodného (5 M)
Navazka 87,66 g NaCl byla rozpusténa v 300 ml destilované vody.

e roztok 40% polyethylenglykolu 6 000
Bylo navaZzeno 40 g PEG 6 000. Tato navazka byla rozpuSténa v 60 ml destilované vody
a objem byl destilovanou vodou doplnén do 100 ml.

e sm¢s chloroform-oktanol
Chloroform-oktanol byl smichdn v poméru 24:1.

e TE pufr
1 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0) byl smichan s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok byl doplnén
do 100 ml destilovanou vodou. Vysledny roztok byl rozd€len do alikvotnich podild.

e TEN pufr
Byl smichdn 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 3,45 ml 3 M NaCl.
Tento roztok byl doplnén destilovanou vodou do 100 ml.

e Tris-HCI (1M; pH 7,8)
Navéazka 121,1 g Tris-baze byla rozpusténa v 800 ml destilované vody. pH roztoku bylo
upraveno koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 7,8. Objem byl doplnén
destilovanou vodou na 1 1 a poté byl sterilizovan pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.
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4.1.6 Komponenty pro PCR
e DNA polymeraza o koncentraci 1 U/ul a 5 U/ul (TopBio, Praha, CR)

e dNTP smés 10 mM (Top Bio, Praha, CR)

e primery 18S_for a 5,8S_rev (10 pmol/ul) (GENERI BIOTECH, Hradec Kralové, CR)
Sekvence primert je uvedena v Tabulce 3 [48].

Tabulka 3: Sekvence primert 18S_for a 5,8S rev

primer sekvence
18S_for 5’-GCG CTA CAC TGA TGT ATT CAA CGA G-3'
5,8S_rev 5'-CGC AAC TTG CGT TCA AAG ACT CGA-3'

e reakéni pufr kompletni (10x koncentrovany) (TopBio, Praha, CR)
Slozeni: 750 mM Tris-HCI (pH 8,8 pii 25 °C), 200 mM (NHy4),SO4, 1% Tween 20, 25 mM

e voda pro PCR (voda pro injekce, Braun, Melsungen, Némecko)

e PCR Enhancer (zesilova¢) (TopBio, Praha, CR)
Slozeni: 0,1 M TMA (tetramethylammonium oxalat) v PCR vod¢.

4.1.7 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

e agarozovy gel 1,2%
0,6 g agardzy bylo rozpusténo v 50 ml 0,5x TBE puftu.

e DNA standard 100 bp zebticek (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Obsahuje fragmenty DNA délky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200
a 1400 bp.

e cthidium bromid 0,5 pg/ml
50 ul ethidium bromidu (10 ng/ul ) bylo smichano s 1 1 destilované vody.

e TBE pufr (5x)
Navazka 54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité byla rozpusténa v 20 ml EDTA (pH 8,0).
Roztok byl nasledné doplnén do 11 destilovanou vodou. Pfed pouzitim byl pufr ziedén
destilovanou vodou 10x.

e PCR vkladaci pufr Yellow load (TopBio, Praha, CR)
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4.2  Metody

4.2.1 Homogenizace dZemiu, plodi a listi plastovym Kkopistem a priprava lyzata
bunék pro izolaci DNA

Do 1,5ml Eppendorfovych zkumavek byl sterilné odvazen 0,1-1 g vzorku — dZemd,
rozmacknutych plodi, na malé kousky nakrajenych listi ¢i zrniCek nachazejicich
se v dzemech. Nésledn¢ bylo do Eppendorfovy zkumavky ptidano 500 pl lyza¢niho roztoku
s CTAB (pfipadné¢ modifikovaného lyzaéniho roztoku sCTAB a PVP) a 1ul
merkaptoethanolu. Pomoci plastového kopistu byla provedena homogenizace. Vzorek byl
po celou dobu chlazen. Zhomogenizovany vzorek byl nasledné inkubovan pii 60 °C po dobu
30 minut.

1) Po centrifugaci (10 minut; 14 500 otacek) byl odebran supernatant, ktery byl pouzit
pro izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic.

2) Ke vzorku dzemu bylo pfiddno 500 pl smési chloroform-oktanol a vzorek byl
centrifugovdn 10 minut (14 500 otacek). Po centrifugaci se v Eppendorfové zkumavce
vytvotily tfi vrstvy. Do cCisté Eppendorfovy zkumavky byla odpipetovana vrchni faze, ktera
obsahovala DNA. Takto ptipraveny vzorek byl pouzit pro izolaci DNA pomoci magnetickych
nosicu.

4.2.2 Homogenizace dZemu za pomoci stomacheru a priprava homogenati pro izolaci
DNA

Do plastového sacku pro stomacher bylo navdzeno 20 g dZzemu. Pfi vézeni bylo dbéano
pfedevsim na to, aby se navazka nachazela na dné sacku a ne po sténach. K navazce bylo
pfidano 20 ml TEN pufru, sacek se smési byl vloZen do stomacheru a homogenizace
probihala 2 minuty. Po ukonceni homogenizace byl odd€leny supernatant slit ze sacku
do 15 ml zkumavek.

Vznikly homogenat byl testovan bez centrifugace a s centrifugaci (14 500 g/5 minut).
Centrifugace slouzila pfedev§im k odstranéni hrubych ¢astic z homogenatu.

Do ¢ty 2 ml Eppendorfovych zkumavek bylo odpipetovano 750 pl supernatantu vzniklého
homogenizaci za pomoci stomacheru. Jedna zkumavka byla ponechana pro separaci
magnetickymi ¢asticemi (I).

K ostatnim vzorkim bylo pfidano 750 pl lyzacniho roztoku s CTAB s pfidavkem
merkaptoethanolu (3 pl merkaptoethanolu + 3 ml lyza¢niho roztoku s CTAB) nebo 750 pl
lyzacniho roztoku s CTAB a PVP s pfidavkem merkaptoethanolu. Vzorky byly nasledné
inkubovany za stalého protfepavani 1 hodinu pii 65 °C. Jeden vzorek byl po inkubaci
ponechdn pro separaci magnetickymi Céasticemi. Tento vzorek byl nasledné centrifugovan
10 minut pii 13 500 g. Po centrifugaci byl do cisté Eppendorfovy zkumavky odebran
supernatant (II).

Z ostatnich zkumavek bylo do sterilnich Eppendorfovych zkumavek odpipetovano 650 ul
vzorku. K odpipetovanému podilu bylo pfiddno 650 ul chloroform-oktanolu. Vzorky byly
michany kyvavym pohybem pfii laboratorni teplot¢ po dobu 4 minut. Nasledné byly vzorky
centrifugovany 10 minut pifi 13500 g. Po centrifugaci byla odebrdna vodni faze,
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jenz obsahovala DNA. Jeden ze vzorki byl ponechdn pro separaci pomoci magnetickych
castic (III).

K poslednimu vzorku bylo pfidano 0,6 objemu isopropanolu a vzorek byl inkubovan
5 minut pfi laboratorni teploté. Vzorek byl nasledné centrifugovan 10 minut pti 13 500 g.
Po centrifugaci byl slit supernatant a sediment byl suSen pii 60 °C 3 minuty. UsuSeny
sediment byl rozpustén v 600 ul TE pufru (IV).

Stejnym zplisobem byl testovan i centrifugovany homogenat. Postup byl obdobny jako
u necentrifugovaného homogenatu s vyjimkou toho, Ze homogenat byl odpipetovan
do Eppendorfovych zkumavek, které byly nasledné centrifugovany (3 minuty; 14 500 g).
500 pl vzniklého supernatantu bylo odpipetovano do ¢ty 2 ml Eppendorfovych zkumavek.
Jedna zkumavka byla ponechana pro separaci magnetickymi casticemi (I). K ostatnim
vzorkiim bylo pfidano 500 pl lyzacniho roztoku s CTAB s piidavkem merkaptoethanolu
(3 pl merkaptoethanolu + 3 ml lyza¢niho roztoku s CTAB).

Vzorky byly nasledné vyuzity pfi izolaci DNA za pomoci magnetickych ¢astic PLL
(kapitola 4.3.2.) nebo byly uchovany v lednici (4 °C).

4.2.3 Izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic

4.2.3.1 Magnetické castice P(HEMA-co-GMA)

K izolaci rostlinné DNA byly vyuzity magnetické nosi¢e PIHEMA-co-GMA) o koncentraci
2 mg/ml. Nejprve byla pfipravena separa¢ni smés, jejiz sloZzeni a potfadi komponent je
zaznamenano v Tabulce 4. Vysledné koncentrace NaCl byla 2 M a PEG 6 000 16 a 8%.

Tabulka 4: Komponenty pro pfipravu smési k izolaci DNA pomoci magnetickych nosi¢t P(HEMA-
co-GMA)

Lo PEG 6000 [pl]
poradi komponenta 16% 3%
1 NaCl (5 M) 400 400
2 lyzat bunck (DNA) 100 300
3 PEG 6 000 (40 %) 400 200
4 magnetické Castice (2 mg/ml) 100 100
vysledny objem 1 000 1 000

Ptipravend smés byla nasledné¢ inkubovana pfti laboratorni teploté po dobu 15 minut. Poté
byly vzorky vloZzeny do magnetického separatoru a separace probihala 5 minut. Supernatant
byl odpipetovan a magnetické nosice s navazanou DNA byly promyty 500 ul 70% ethanolu.
Separace probihala dvé minuty, nasledné¢ byl opét odpipetovan supernatant a Castice byly
stejnym postupem promyty 100 pul 70% ethanolu. Po promyti a usuSeni bylo pfidano 50—
100 pl TE pufru, ve kterém byla DNA eluovéana po dobu 1 hodiny. Nésledné byly magnetické
nosice odseparovany od DNA a DNA byla pfenesena do ¢ist¢ Eppendorfovy zkumavky.
U DNA pfipravené timto zplisobem byla zapomoci spektrofotometru promeéifena jeji
koncentrace (4.2.5) a byla pouZita jako DNA matrice v PCR (4.2.6).
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4.2.3.2 Magnetické nanocdastice PLL

DNA ze vzorkl piipravenych dle kapitoly 4.2.2 byla nasledn¢ separovana za pomoci
separacnich smési, které obsahovaly magnetické ¢astice PLL. Jednotlivé komponenty a jejich
objemy jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Komponenty pro izolaci DNA ze vzorkli dZzemti za pomoci magnetickych ¢astic PLL

poradi komponenta objem [pl]
1 NaCl (5 M) 800
2 lyzat bunck (DNA) 600
3 PEG 6 000 (40 %) 400
4 magnetické ¢astice (0,5 mg/ml 200
nebo 0,1 mg/ml)
vysledny objem 2 000

Inkubace a nésledna separace na magnetickém separatoru probihala stejnym zplsobem,
jako je uvedeno v kapitole 4.2.3.1. Eluce DNA probihala ptes noc v 50 ul TE pufru,
¢imz doslo 1 k zakoncentrovani DNA. Po eluci byly ziskané roztoky DNA odpipetovany
do ¢istych Eppendorfovych zkumavek a uvzorkli byly spektrofotometricky zméfeny
koncentrace (4.2.5). DNA byla pouzita jako DNA matrice do PCR (4.2.6).

4.2.4  Zakoncentrovani DNA izolované magnetickymi ¢asticemi P(HEMA-co-GMA)

Po homogenizaci dzemli bez ptidavku chloroform-oktanolu (kapitola 4.2.1) a nasledné
separaci DNA za pomoci magnetickych nosi¢i P(HEMA-co-GMA) (kapitola 4.2.3.1) byly
pfipraveny &tyfi vzorky od kazdého dzemu. Ctyti vzorky byly také pfipraveny z plodii a listi
cerveného rybizu. Vzorky pattici k sobé byly nasledné smichany a 300 pl takto pfipraveného
vzorku bylo smichéno se 17,5 pl 3M NaCl a 900 pl 96% ethanolu. Nasledné byly vzorky
ponechdny 15 minut v mrazdku (-20 °C). Po uplynulé dobé byly vzorky stoceny po dobu
15 minut pii 14 500 g. Po centrifugaci byl supernatant slit a sediment byl suSen 10 minut
v exikatoru. SuSeni se provadélo velmi opatrn€, aby nedoSlo ke ztraté a presuSeni DNA.
Sediment byl po ususeni rozpustén v 30 pl TE pufru. U vzorkt pfipravenych timto zptisobem
byla spektrofotometricky métena koncentrace DNA (kapitola 4.2.5).

4.2.5 Stanoveni koncentrace izolované DNA

Koncentrace rostlinné DNA, ktera byla izolovana za pomoci magnetickych nosi¢t z dzemu
(4.2.3), byla méfena spektrofotometricky. Koncentrace DNA byla méfena na pfistroji
a v programu NanoDrop 2000. Cocka na piistroji byla nejprve ocisténa pomoci PCR vody
apoté na ni byly naneseny 2 pul TE pufru (blank), ¢imz byla na pfistroji nastavena nulova
hodnota. V programu bylo nastaveno méfeni pro nukleové kyseliny. Nasledné byla cocka
osuSena a byly na ni naneseny 2 pl vzorku. Na spektrofotometru byla odectena absorbance
v rozmezi vinovych délek 220 — 350 nm a koncentrace DNA.
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4.2.6  Priprava smési pro PCR a provedeni PCR

Rostlinna DNA, jejiz koncentrace byla zjisténa spektrofotometricky (4.2.5), byla nafedéna
10x a 100x. Takto ptipravena DNA byla pouzita jako matrice pro PCR. Komponenty pro PCR
smés byly dukladn¢ promichany a nasledné byly odpipetovany pozadované objemy
do mikrozkumavek. Jednotlivé komponenty byly piidavany v poradi, které je uvedeno
v Tabulce 6 pro DNA polymerazu o koncentraci 5 U/ul a v Tabulce 7 pro DNA polymerazu
o koncentraci 1 U/pl.

Tabulka 6: Komponenty pro pfipravu PCR smési pfi pouziti DNA polymerazy o koncentraci 5 U/pl

poradi komponenta objem [pl]

1 voda pro PCR 17,1

2 reakéni pufr kompletni 2,5

3 primer 18S_for (10 pmol/ul) 1

4 primer 5,8S_rev (10 pmol/ul) 1

5 dNTP (10 mM) 1

6 Taq DNA polymeraza (5 U/ul) 0,4

7 DNA matrice 2
vysledny objem 25

Tabulka 7: Komponenty pro pfipravu PCR smési pii pouziti DNA polymerazy 1.1 o koncentraci
1 U/ul

poradi komponenta objem [pl]

1 voda pro PCR 16,5

2 reakéni pufr kompletni 2,5

3 primer 18S_for (10 pmol/ul) 1

4 primer 5,8S_rev (10 pmol/ul) 1

5 dNTP (10 mM) 1

6 Taq DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) 1

7 DNA matrice 2
vysledny objem 25

Pro amplifikaci fragmentu dlouhého 700 bp bylo pouzito 35 cykll. Na cykleru byl nastaven
program ROST700, jehoZ nastaveni je zaznamenano v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Program PCR ROST700

teplota [°C] cas [s] pocet opakovani
95 300 1
95 40
57 40 35
72 80
72 600 1
10 o0 1

Produkty PCR byly pouzity pro agar6zovou gelovou elektroforézu nebo byly uchovavany
pti -20 °C.

Ke zvyseni mnozstvi PCR produktu byl vyuzit PCR enhancer, kterého se do smeési
ptidavalo 0,5 pl na tikor PCR vody (Tabulka 7).

4.277 Detekce produkti PCR agarézovou gelovou elektroforézou

Pro agarézovou gelovou elektroforézu byl pripraven 1,2% agar6zovy gel. Na laboratornich
vahéch bylo do Erlenmeyerovy baiky navazeno 0,6 g agardzy a nasledné bylo ptidano 50 ml
0,5M TBE pufru. Smés byla povarena v mikrovinné troubé. Do smési bylo ptidano 0,5 pl
barviva Gold View a nasledné¢ byla smés nalita do pfedem piipravené elektroforetické
vanicky s hfebinkem, kde byla ponechdna ztuhnout.

Do takto pfipraveného a zatuhlého 1,2% agardézového gelu byly ndsledné nandsSeny
produkty PCR, které byly smichany s 5 pl PCR vkladaciho pufru Yellow load. Na gel bylo
nandseno 15-20 pl smési. Pro stanoveni velikosti fragmentu byl pouzit DNA standard 100 bp
zebricek. Pro kontrolu byly pfipraveny také pozitivni a negativni kontroly. Negativni kontrola
obsahovala misto DNA PCR vodu a pozitivni kontrola obsahovala DNA z B. oleracea
o koncentraci 10 ng/pl. Elektroforéza probihala pii 60 V po dobu cca 3 hodin. Dokumentace
gelu byla provedena fotograficky.

Alternativné byla DNA po skonceni gelové elektroforézy barvena v roztoku ethidium
bromidu (0,5 pg/ml) po dobu 30 minut.
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovani separace DNA casticemi P(HEMA-co-GMA) primo
z rybizovych dZemi (bez homogenizace)

Tato metoda byla vyuzita z toho divodu, Ze jiz pti ptipravé dzeml dochazi k rozruseni
bunc¢k. Vzorky dzeml byly nafedény v poméru 1:1 sterilni vodou (bez homogenizace
v lyza¢nim roztoku s CTAB). Nasledné byly namichény dvé separacni smési s magnetickymi
nosi¢i P(HEMA-co-GMA) o riiznych koncentracich PEG 6000 (16% a 8%). Slozeni smési
a jednotlivé komponenty jsou zaznamenany v Tabulce 4. Ptipravené smési byly inkubovany
a separovany stejnym postupem, jako je uvedeno v kapitole 4.2.3.1. Vzorky DNA byly
nasledné podrobeny spektrofotometrickému stanoveni koncentrace (4.2.5) a DNA byla
testovana v PCR.

Nameéfené koncentrace DNA jsou zaznamendny v Tabulce 9. Zavislosti absorbance DNA
na vlnové délce jsou zobrazeny na Obrazku 7.

Tabulka 9: Koncentrace DNA izolované za pomoci magnetickych ¢astic PBHEMA-co-GMA) z dzemi
(1 g) v prostiedi 8 a 16% PEG 6000

PEG
DNA 6000 | < ONA | A o | Acsonm | Ason | 2200/ | Azonm | DNA
[ng/ul] A2sonm | A230nm [ng]
[%]
dzem (2011) 11,20 0,29 0,22 0,18 1,24 0,78 1120
dzem (2016; a) 16 49,20 1,82 0,98 0,47 2,10 0,54 4920
dzem (2016; b) 27,60 1,10 0,55 0,45 1,24 0,50 2 760
dzem (2011) 18,20 0,62 0,36 0,36 1,00 0,59 1 820
dzem (2016; a) 8 118,20 1,49 2,37 1,30 1,82 1,59 11 820
dzem (2016; b) 27,80 2,07 0,64 0,64 0,87 0,31 2 780
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Obrazek 7: Ktivky zavislosti absorbance DNA na vinové délce. DNA byla izolovana ze vzorkd dzemt
bez homogenizace v lyzacnim roztoku s CTAB,

a) DNA izolovana casticemi PHEMA-co-GMA) v prostiedi s 16% PEG 6000,

b) DNA izolovana ¢asticemi P(HEMA-co-GMA) v prostiedi s 8% PEG 6000

» DNA byla izolovand v rizném mnozZstvi v zavislosti na dzemu. Separac¢ni smés s 8% PEG
6000 vedla k izolaci vétsiho mnozstvi DNA (18,20 — 118,20 ng/pl) neZ separaéni smés s 16%
PEG 6000 (11,20 — 49,20 ng/pl).

34



5.1.1  Vizualizace DNA na gelu

Jelikoz byly naméteny vysSsi koncentrace DNA (Tabulka 9), byla izolovana DNA ihned
nanesena na gel (25 pl). Vysledny gel je zobrazen na Obrazku 8.

PEG 6000 DNA detekce | degradace
¢h DNA
be N [%] [ng] DNA DNA

1 5 16 280 — +
> dzem (2011) s 455 - N
3 16 1230 — +

74 2016;
4 dzem ( ;a) g 5055 B +
5 16 690 — +

7 2016;
p dzem (2016; b) g 605 B N
7 lambda 250 + —
8 lambda 500 ++ —
9 lambda 1 000 +++ —

Pozn.: +, ++, +++ detekce DNA v riizné intenzité, — DNA nebylo nedetegovano

Obrazek 8: Agardzova gelova elektroforéza DNA izolované z dzemu ¢asticemi P(HEMA-co-GMA)

bez homogenizace

» DNA nebyla na gelu vizualizovana.
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5.2  Homogenizace dZemii, plodu a lista ¢erveného rybizu

5.2.1 Testovani homogenizace v lyza¢nim roztoku s CTAB pomoci kopistu

K homogenizaci dzemi, plodl a listdh rybizu a k rozruSeni tkdni byla testovana
homogenizace v lyza¢nim roztoku s CTAB za pomoci plastového kopistu, ktera probihala
za stdlého chlazeni dle postupu v kapitole 4.2.1. Tato homogenizace je zobrazena
na Obrazku 9.

Obrazek 9: Homogenizace dzemu — dzem (2011) (0,1 g) v Eppendorfové zkumavce za pomoci
kopistu

» VSechny typy vzorkid se podafilo zhomogenizovat v lyzaénim roztoku s CTAB plastovym
kopistem.
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5.2.2  Piiprava homogenati s pfidavkem nebo bez pridavku chloroform-oktanolu

Vzorek dzemu v lyza¢nim roztoku s CTAB a s pfidavkem nebo bez ptidavku chloroform-
oktanolu byl nasledn¢ inkubovan a poté centrifugovan (dle postupu 4.2.1). Po centrifugaci
doslo k rozdé€leni do vrstev (viz Obrazek 10).

———— vodna faze s DNA

proteinovy prstenec

sediment

Obrazek 10: Vzorky po homogenizaci a centrifugaci;

a) dzem (2011) v lyza¢nim roztoku s CTAB,

b) dzem (2011) v lyza¢nim roztoku s CTAB s ptidavkem chloroform-oktanolu,
c¢) dzem (2016; a) v lyza¢nim roztoku s CTAB,

d) dZzem (2016; b) v lyza¢nim roztoku s CTAB,

e) plody Cerveného rybizu v lyza¢nim roztoku s CTAB,

f) listy Cerveného rybizu v lyza¢nim roztoku s CTAB.

» Po homogenizaci v lyzacnim roztoku s CTAB a nasledné centrifugaci doslo k rozdéleni
slozek homogenatd do vrstev. Vzorky nebyly ¢iré, coz mize ovliviiovat spektrofotometrické
stanoveni DNA.
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5.2.3  Testovani homogenizace v TEN pufru za pomoci stomacheru

Jako dalsi zptsob pro homogenizaci dzemu byl vyuzit stomacher dle postupu uvedenym
v kapitole 4.2.2. Homogenizace se provadi kopistem v jednordzovych plastovych saccich
s membranou, coZz narozdil od pfimé homogenizace zabranuje priniku vétSich kouskil
do vzorku. Safek umistény ve stomacheru a vysledek po homogenizaci je zobrazeny
na Obrazku 11.

KR 'r‘ter‘SCierwc;e =

3 _
Obrazek 11: Homogenizace vzorku dZzemu (2016; a) ve stomacheru (20 g dzemu/ 20 ml TEN pufru),
a) saCek umistény ve stomacheru, b) homogenizovany vzorek s uvolnénym roztokem (homogenat)

» Stomacherem byly uspé$Sné€ homogenizovany vSechny vzorky dzemd.

5.3  Testovani izolace DNA ¢asticemi P(HEMA-co-GMA) z homogenati
rybizového dZemu (2011) s pridavkem a bez pridavku chloroform-
oktanolu

Tento dzem byl vybran pro testovani metody v piitomnosti ¢i nepfitomnosti pridavku
chloroform-oktanolu. DNA byla izolovana dle postupu 4.2.3.1 z homogenatli pfipravenych
plastovym kopistem (4.2.1). Kvalita izolované DNA byla ovéfovana spektrofotometricky
a pomoci PCR. Bylo testovano pouziti homogenatu v lyzacnim roztoku s CTAB bez pridavku
chloroform-oktanolu a v lyzacnim roztoku s CTAB s pfidavkem chloroform-oktanolu.
Koncentrace izolované DNA byla meéfena spektrofotometricky (4.2.5). Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 10. Kfivky zavislosti absorbance na vlnové délce (220-350 nm) jsou
znazornény na Obrazku 12.
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Tabulka 10: Koncentrace a mnozstvi DNA izolované z homogenatu v lyzacnim roztoku s CTAB
(500 pl) po ptidavku nebo bez piidavku chloroform-oktanolu. DNA byla izolovana ve 3 opakovanich

z 1 gdzemu (2011)

lyzacni pridavek c

vzorek | roztok s | chloroform- | DNA | Azzonm | A260nm | A280nm Azgonn | Azgonms | DNA
CTAB | oktanolu | [ng/pl] Azgonm | Azzonn | [ng]

+ 87,50 4,49 1,75 1,26 1,39 0,39 4 375
! " - 46,40 1,31 0,93 0,71 1,30 0,71 2320
) N + 11,60 1,29 0,23 0,15 1,56 0,18 1160
- 18,80 1,51 0,38 0,25 1,50 0,25 1 880

3 N + 5,10 0,15 0,10 0,07 1,57 0,69 510

- 6,10 0,15 0,12 0,09 1,41 0,80 610

Pozn.: + homogenizace v lyzacnim roztoku s CTAB

a) - . e dzem (2011) s chloroform-oktanolem

dzem (2011) bez chloroform-oktanolu

17

:

B : . dzem (2011) s chloroform-oktanolem
e 1Y e dZem (2011) bez chloroform-oktanolu
el ".‘

18 "\_\

e R

E 14 %, \

4 12

E
7 o=

+ s pritomnosti chloroform-oktanolu, — bez ptitomnosti chloroform-oktanolu
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©) ;5 ptoms i e dzem (2011) s chloroform-oktanolem
dzem (2011) bez chloroform-oktanolu

Tilmim Absorbanos

Obrazek 12: Zavislosti absorbance DNA na vinové délce; a) vzorek €. 1, b) vzorek €. 2, ¢) vzorek €. 3,
DNA byla izolovana z 0,1 g rybizového dzemu ve 3 opakovanich

» DNA byla izolovana v riznych koncentracich a byla znecisténa. Ptidavek chloroform-
oktanolu vyrazné neovliviioval hodnotu Ajeonm/Azsonm (kromé vzorku ¢.1). Mnozstvi

wrwe

Koncentrace DNA byla dostacujici k provedeni PCR.

5.3.1 Amplifikace DNA

DNA izolované z dzemu (2011) byla amplifikovana (podle postupu uvedeného v kapitole
4.2.6) za pouziti primeru 18S_for, primeru 5,8S_rev a Taq DNA polymerazy (5U/ul)
(kapitola 4.2.6, Tabulka 6). Amplifikace probihala podle programu, ktery je uveden
v Tabulce 8. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita DNA Brassica oleracea (10 ng/ul).
Vysledky detekce produktii PCR jsou zobrazeny na Obrazku 13.
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—— 1000 bp

—— 700 bp
— 500 bp
—— 100 bp
) lyza¢ni pridavek DNA/ ) produkt | . ..
béh DNA roztok s chloroform- | PCR smés PCR inhibitory
CTAB oktanolu [ng]
1 + — 21,0 ++ —
2 + — 2,10 ++ —
3 dzem (2011) + — 0,21 ++ —
4 + + 17,8 ++ —
5 + + 1,78 ++ —
6 + + 0,18 — —
v
7 pozItvil B. oleracea 20,00 +++ -
kontrola
8 standard
9 negativni
kontrola

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 13: Agardozova gelova elektroforéza produktd PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z dzemu (2011) homogenizovanym v lyza¢nim roztoku s CTAB snebo bez ptidavku
chloroform-oktanolu za pouziti primeru 18S_for a primeru 5,8S_rev.

» DNA izolovand pomoci magnetickych castic P(HEMA-co-GMA) z dZzemu (2011)
se amplifikovala v PCR. Pro dalsi praci byl pouzivan homogenat v lyzacnim roztoku s CTAB
bez piidavku chloroform-oktanolu.
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54  Izolace DNA zriznych dZemii, plodi ¢erveného rybizu a lista
casticemi P(HEMA-co-GMA)

V kapitole 5.3 bylo urceno, ze izolace DNA nosi¢i P(HEMA-co-GMA) bude provadéna
z homogenatl v lyza¢nim roztoku s CTAB bez piidavku chloroform-oktanolu. Metoda byla
pouzita pro izolaci DNA z homogenatl (4.2.1) vSech analyzovanych vzorkl nosi¢i P(HEMA -
co-GMA) dle postupu 4.2.3.1. Naméfené hodnoty koncentraci DNA jsou uvedeny
v Tabulce 11. Kiivky zavislosti absorbance DNA na vlnové délce ziskané pomoci NanoDropu
2000 jsou zobrazeny na Obrazku 14.

Tabulka 11: Koncentrace DNA izolované z riiznych dzemi, plodu a listd Cerveného rybizu casticemi
P(HEMA-co-GMA) (1 g vzorku v 500 pl lyzaéniho pufru s CTAB)

¢ DNA Az6onny | Az6onmy | DNA
DNA [ng/pl] Azsinm | Az | Az8nm Assonm | A23onm | [ng]

dzem (2011) 39,30 1,17 0,79 0,50 1,58 0,67 3930
dzem (2016; a) 17,20 0,57 0,34 0,26 1,30 0,60 1720
dzem (2016; b) 14,90 0,32 0,30 0,22 1,33 0,92 1 490

plody - ¢erveny

, 12,50 0,20 0,25 0,16 1,61 1,23 1250
rybiz

listy - & ,
isty - Cerveny 2200 | 038 | 044 0.31 1,43 1,17 2200

rybiz

- o dzem (2011)

1 Cerveny |}IB\?2‘JT1 T ~ diem (2016; a)

" \\ dzem (2016; b)
g \ plody Cerveného rybizu
g NG e listy Cerveného rybizu
P
£

Wavelength (nm)

Obrazek 14: Zavislost absorbance DNA na vinové délce. DNA byla izolovana ¢asticemi P(HEMA-co-
GMA) z homogenatl riznych dZzem, plodi a listti ¢erveného rybizu v lyza¢nim roztoku s CTAB

» DNA byla izolovana z dzemt v koncentraci 14,90-39,30 ng/ul. Z listii a ploda ¢erveného
rybizu byla DNA izolovana o koncentraci 12,50-22,00 ng/pl. DNA byla znecis$téna proteiny
(A260nm/A280nm 1,30-1,61), ale v dostacujici koncentraci pro PCR.
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54.1

Amplifikace DNA

DNA byla amplifikovana s primery 18S_for a 5,8S_rev a Taq DNA polymerazou (1U/ul)
(4.2.6, Tabulka 7). Amplifikace probihala podle programu uvedeného v Tabulce 8.
Jako pozitivni kontrola byla vyuzita DNA Brassica oleracea o koncentraci 10 ng/ul.
Vysledné produkty PCR jsou zobrazeny na Obrazku 15.

1 000 bp
700 bp
500 bp
& 100 bp
. lyza¢ni roztok | DNA/ PCR rodukt N
béh DNA y s CTAB smés [ng] pP CR inhibitory
; dzem (2011) : 778’;;6 60 - :
3 + 0,79 — +
4 + 34,40 ++
5 dzem (2016; a) + 3,44 — +
6 + 0,34 ++
7 pozitivni B. oleracea 20,00 ++++
kontrola
8 standard -
9 negativni B
kontrola
10 + 29,80 +
11 | dzem (2016; b) + 2,98 — +
12 + 0,30 — +
13 + 25,00 ++
14 plody + 2,50 +
15 + 0,25 ++
16 + 44,00 +4++
17 listy + 4,40 +
18 + 0,44 +

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 15: Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z dzemu, plodu a listti cerveného rybizu za pouziti primeru 18S_for a primeru 5,8S_rev.
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DNA, inhibitory PCR, pfipadn¢ mohla byt DNA degradovana.

54.2

Amplifikace DNA v pritomnosti enhanceru PCR

7w

Pro srovnani byla piipravena PCR smés, kterd obsahovala PCR enhancer. Smés pro PCR
byla namichand dle Tabulky 7. PCR probihala podle postupu, ktery je uveden v kapitole

4.2.6. Gel s amplifikovanou DNA je zobrazen na Obrazku 16.

1 2 3 4 56098910 11812 13 14 158
— 1000 bp
— 700 bp
— 500bp
— 100 bp

. lyzaéni roztok | DNA/ PCR rodukt N

béh DNA 4 s CTAB smés [ng] pP CR inhibitory

1 + 78,60 + —

2 dzem (2011) + 7,86 + —

3 + 0,79 + —

4 + 34,40 + —

5 dzem (2016; a) + 3,44 — +

6 + 0,34 — +

7 + 29,80 + +

8 dzem (2016; b) + 2,98 + —

9 + 0,30 + -

10 + 25,00 ++ -

11 plody + 2,50 + —

12 + 0,25 — —

13 + 44,00 ++ —

14 listy + 4,40 ++ —

15 + 0,44 + -

16 | pozitivni kont. B. oleracea 20,00 +++

17 standard —

18 | negativni kont. —

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 16: Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovand z dzemt, plodu a listd Cerveného rybizu za pouziti primeru 18S_for a primeru 5,8S_rev

v ptitomnosti PCR enhanceru.
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» Byly detegovany produkty PCR v riizné intenzit¢ po amplifikaci vSech DNA vcetné DNA
izolované z dzemu (2011). Relativné silny produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA
izolované z plodu a listi Cerveného rybizu. Pfitomné inhibitory snizuji citlivost PCR.

5.5 Vicenasobné opakovani izolace DNA c¢asticemi P(HEMA-co-GMA),
jeji zakoncentrovani presraZzenim a gelova elektroforéza

S cilem vizualizovat DNA na gelu byla postupem uvedenym v kapitole 4.2.3.1 DNA
izolovana ve Ctyfech opakovanich. Naméfené hodnoty absorbanci DNA jsou zaznamenany
v Tabulce 12. Kiivky zavislosti absorbance na vinové délce jsou zobrazeny na Obrazku 17.

Tabulka 12: Naméfené koncentrace DNA izolované z 1 g rybizovych dzemil a dalSich rostlinnych
materiali ve 4 opakovanich. Dzemy byly homogenizovany kopistem v lyzacnim roztoku s CTAB
(500 pl)

vzorek | & navazka | ¢ DNA Cprimér A230 A260 A230 A260nm/ A260nm/ DNA
[g] [ng/pl] | [ng/ul] " " "™ | Azsonm | Azzonm | [ng]
1 1 8,60 0,24 0,17 0,13 1,37 - 860
dzem |2 1 9,50 L 913 0,04 0,19 0,15 1,28 5,09 950
(2011) | 3 1 10,50 ’ 0,24 0,21 0,16 1,28 0,88 1050
4 1 7,90 — 0,16 0,13 1,18 — 790
1 1 5,70 0,02 0,11 0,09 1,13 4,97 570
dzem
(2016: 2 1 4,50 1563 - 0,09 0,07 1,29 - 450
2) 3 1 7,00 0,09 0,14 0,11 1,30 1,65 700
4 1 5,30 0,10 0,11 0,08 1,39 1,09 530
5 1 1 9,00 0,13 0,18 0,17 1,08 1,44 900
dzem T 8,10 007 | 016 [ 013 | 124 | 227 | 810
(2016; +9,08
b) 3 1 8,40 0,14 0,17 0,15 1,16 1,23 840
4 1 10,80 0,12 0,22 0,18 1,23 1,78 1080
plody 1 1 5,60 - 0,11 0,09 1,20 - 560
Serveny 2 1 9,60 875 - 0,19 0,16 1,19 - 960
rybiz 3 1 7,40 - 0,15 0,12 1,26 - 740
4 1 12,40 — 0,25 0,22 1,13 — 1240
) 1 0,1 8,80 - 0,18 0,14 1,28 - 880
é::/te};y 2 0,1 6,50 713 - 0,13 0,10 1,34 - 650
i 3 0,1 7,00 ’ - 0,14 0,11 1,30 - 700
rybizu
4 0,1 6,20 — 0,12 0,10 1,22 — 620
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“us listy ¢erveného rybizu 1
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Obrazek 17: Zavislost absorbance DNA na vlnové délce; a) dzem (2011), b) dzem (2016; a),
¢) dzem (2016; b), d) listy Cerveného rybizu, e) plody ¢erveného rybizu

» DNA byla izolovana o primérné koncentraci 5,63 — 9,13 ng/ul. V riznych opakovanich
byla DNA izolovana v pfiblizné¢ stejné kvalité. Koncentrace DNA byla dostacujici
pro gelovou elektroforézu.

5.5.1 Zakoncentrovani DNA presraZenim ethanolem

Vzorky DNA z jednotlivych opakovani byly spojeny a pfesraZeny ethanolem dle postupu
uvedeném v kapitole 4.2.4, aby doSlo k zakoncentrovani DNA a DNA tak mohla byt
vizualizovana na gelu. Vysledné hodnoty koncentraci po spektrofotometrickém stanoveni
DNA po pfesrazeni jsou zaznamenany v Tabulce 13. Zavislosti absorbance DNA na vlnové
délce po piesraZeni byly zobrazeny na Obrazku 18.
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Tabulka 13: Namétené hodnoty koncentrace DNA po pfesrazeni ethanolem

¢ DNA A260nmy | Azeonmy | DNA
DNA Az3onm | Az¢onm | Azgonm
[ng/ul] | % 269 0 A2gonm_|_ A230nm [ng]
dzem (2011) | 31,00 | 2,000 | 0,620 | 0414 | 1,500 | 0,310 | 930
dzem (2016:2) | 9,00 | 0,716 | 0,179 | 0,094 | 1,900 | 0250 | 270
dzem (2016:b) | 20,80 | 1,186 | 0415 | 0291 | 1,430 | 0350 | 624
lody - & :
plody-cetvely ! 670 | 0335 | 0,134 | 0,083 | 1.610 | 0400 | 201
rybiz
listy -Cerveny | 20 | 0087 | 0,055 | 0.044 | 1240 | 0.630 81
rybiz
ey o dzem (2011)
25 jna, o dzem (2016; )
\, dzem (2016; b)
g 2 N plody ¢erveného rybizu
g \ e listy Gerveného rybizu
2 15
E .
= % \\\\
25 \\‘H.
05 =0 T .
whF——— e

T T T T T T T
220 Zilit] 2-&0 2150 ZéG 2%0 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 18: Zavislosti absorbance na vinové délce piesrazenych vzorkit DNA

» Pfesrazenim DNA dosSlo k ¢asteénému zakoncentrovani DNA izolované z riznych
rybizovych dZemd, plodu a listli Eerveného rybizu. Celkové mnoZstvi DNA bylo nedostacujici
pro detekci pomoci gelové elektroforézy (s vyjimkou dZemu (2011) a dZemu (2016; b)).
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5.6  Izolace DNA casticemi PLL z rybizovych dZemu

5.6.1 Priprava homogenati dZemu a jejich zpracovani

Rzné zpracovany homogenizovany dzem ze stomacheru byl podroben separaci
magnetickymi ¢asticemi PLL dle postupu 4.2.2. Byl pouZzivén stejny lyzacni roztok s CTAB

jako u castic P(HEMA-co-GMA). Schéma jednotlivych krok pfi zpracovani dzemu

pro separaci DNA pomoci magnetickych ¢astic PLL je zobrazeno na Obrazku 19.

homogenat homogenat homogenat homogenat
v lyzatnim roztoku v lyzacnim roztoku v lvzacnim roztoku
s CTAB s CTAB s CTAB
+ +
chloroform-oktanol  chloroform-oktanol
+
isopropanol
a pfesrazeni DNA
+
rozpusténi sedimentu DNA
v TE pufru

K

Obrazek 19: Schéma jednotlivych krokli zpracovani homogenatu z dzemt pro separaci DNA pomoci

magnetickych nanoc¢astic PLL
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Zpracované homogenaty rybizového dzemu (1 g) pouzité pro separaci magnetickymi
nanocasticemi PLL jsou zobrazeny na Obrazku 20.

Obrazek 20: Pfiprava rizn€ zpracovaného homogendtu z rybizového dzemu (2016; a)
pro separaci magnetickymi nanoc¢asticemi PLL

a) I (homogenat),

b) II (homogenat + lyzacni roztok s CTAB),

c) III (homogenat + lyzacni roztok s CTAB + chloroform-oktanol, po centrifugaci a oddéleni
fazi),

d) IV (homogenat + lyza¢ni roztok s CTAB + chloforom-oktanol, po centrifugaci a oddéleni fazi +
isopropanol a piesrazeni DNA ve vodné fazi + rozpusténi sedimentu DNA v TE pufru)

» Pro izolaci DNA magnetickymi nosici byly pouzity rizné zpracované homogenaty (I-
V).
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5.6.1.1 Porovnani zabarveni separacnich smési riazné zpracovanych homogendti
Z rybizového dZemu (2016, a)
Z Obrazku 20 je patrné, ze postupnym zpracovavanim homogendtu se vytracel zéakal
i zabarveni. Fakt, ze dochazelo ke ztraté zabarveni je patrné i po namichani separacnich
smési, kter¢ obsahovaly magnetické nanocéastice PLL (viz postup v kapitole 4.2.2).
Eppendorfovy zkumavky obsahujici separacni smési jsou zobrazeny na Obrazku 21.

Obrazek 21: Porovnani rbizn€ zpracovaného homogenatu zdzemu (2016; a) pouZzivaného
do separac¢nich smeési s magnetickymi ¢asticemi PLL,

a) I (homogenat),

b) II (homogenat + lyzacni roztok s CTAB),

c) III (homogenat + lyza¢ni roztok s CTAB + chloroform-oktanol),

d) IV (homogenat + lyzacni roztok s CTAB + chloroform-oktanol + isopropanol a pfesrazeni DNA +
rozpusténi sedimentu DNA v TE pufru)

» Zabarveni rizné zpracovanych homogenati z rybizovych dzeml pro separaci
magnetickymi nanoc¢asticemi PLL bylo odli§né. Postupné mizelo stejné jako zakal.
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5.6.2 Izolace DNA z rizné zpracovanych homogenatu z dZzemu (2016; a)

K homogenizaci dzemu (20 g) byl vyuzit stomacher (4.2.2). Polovina ziskaného
homogenatu byla centrifugovana (14 500 g; 3 minuty) a druhd polovina nikoliv. Byly tudiz
porovnany centrifugované a necentrifugované homogenaty. Separacni smési byly pfipraveny
dle kapitoly 4.2.3.2 s magnetickymi ¢asticemi PLL (0,1 mg/ml) (viz Obrazek 21) z:

1) homogenatu (I)
2) homogenatu (II)
3) homogenatu (III)
4) homogenatu (IV).

Nameétené koncentrace DNA byly zaznamendny do Tabulky 14. Kiivky zavislosti

absorbance DNA na vlnové délce jsou vykresleny v Obrazku 22.

Tabulka 14: Naméfené koncentrace a hodnoty absorbance DNA izolované zriizné zpracovanych
homogenatt z dzemu (2016; a). Byly testovany homogenaty I-IV bez centrifugace a po centrifugaci

. C
DNA ;e“t“' homogenst | DNA | Azsonm | Azgonm | Asgonm ’ZZ““““" ’Zz““““" DNA
ugace (ng/ul] 280nm | A23onm | [ng]
I 40,70 | 122 | 081 | 052 | 1,55 | 0,67 | 2035
11 51,50 | 1,64 | 1,03 | 0,72 | 144 | 063 | 2575
) - Il 18,00 | 034 | 036 | 031 | 1,14 | 095 | 900
(if)‘irg_ I\ 370 | - 1007 | 007 | 1,00 | - 185
N I 58,40 | 1,92 | 1,17 | 079 | 148 | 061 | 2920
. 11 52,30 | 244 | 105 | 0,67 | 1,55 | 043 | 2615
11 2540 | 0,85 | 051 | 044 | 1,16 | 060 | 1270
v 620 | — | 013 | 011 | 115 _ 310

Pozn.: — bez centrifugace, + s centrifugaci
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o III

10mm Absorbance

10mm Absorbance

Obrazek 22: Krivky zavislosti absorbance na vinové délce DNA izolované z dzemu (2016; a),

a) homogenaty bez centrifugace, b) homogenaty s centrifugaci

» DNA byla izolovana v rizném mnozstvi v zavislosti na zpracovani homogenati. DNA byla
zneCiSténa. Z centrifugovanych homogenati bylo izolované vétsi mnoZstvi DNA.
Centrifugaci se ztratil zakal a byly odseparovany hrubé necistoty, coz mohlo ovlivnit
spektrofotometrické stanoveni.

5.6.2.1 Amplifikace DNA
DNA byla amplifikovana za pouziti primeru 18S_for a primeru 5,8S_rev dle postupu

v kapitole 4.2.6 (Tabulka 7). Amplifikace probihala podle programu, ktery je uveden
v Tabulce 8. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita DNA Brassica oleracea (10 ng/ul).

Vysledky detekce produktti PCR jsou zobrazeny na Obrazku 23.
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7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

- — 1000 bp
— 700bp

— 500bp

-~
" we-Nebaw 00 0. CRLTLE ] — 1006p

béh DNA z centrifugace DNA/PCR | produkt inhibitory
homogenatu smés [ng] PCR

1 — 81,4 — +
2 I — 8,14 —

3 — 0,814 —

4 — 103 — +
5 II — 10,3 —

6 — 1,03 —

7 — 36,0 — +
8 I — 3,60 +

9 — 0,360 —

10 — 7.4 +

11 v — 0,74 —

12 — 0,074 —

13 + 116,8 — +
14 I + 11,68 — +
15 + 1,168 ++

16 + 104,6 — +
17 II + 10,46 — +
18 + 1,046 +

19 + 50,8 — +
20 I + 5,08 +
21 + 0,508 —
22 + 12,4 - +
23 v + 1,24 +
24 + 0,124 +

25 | pozitivni kont. | B. oleracea 20 +++

26 standard

27 | negativni kont. -

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 23: Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovanad zrizné zpracovanych homogenatt (I-IV) z rybizového dzemu (2016; a) magnetickymi
¢asticemi PLL za vyuziti primeru 18S_for a primeru 5,8S_rev

54



» PCR produkty slabé intenzity byly detegovany po amplifikaci DNA izolované
z homogenatu, ktery byl pfed zpracovanim centrifugovan. Z centrifugovaného homogenatu
bylo izolovano vétsi mnozstvi DNA. DNA byla znecisténa a obsahovala inhibitory PCR.

5.6.3 Izolace DNA modifikovanym lyza¢nim roztokem s CTAB s pridavkem PVP

Z rizné zpracovaného homogenatu dZzemu (2016; a)

K optimalizaci metody byl vyuzit modifikovany lyzaéni roztok s CTAB s piidavkem PVP,
kdy CTAB rozpousti polysacharidy a PVP napomaha odstranit polyfenoly ze vzorku. Dzem
byl homogenizovan za pomoci stomacheru a nasledn¢ byl homogenat zpracovan (4.2.2). Poté
byla DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi PLL o dvou rtznych koncentracich - 0,1
a 0,5 mg/ml. Pfi pouziti vy$§i koncentrace (0,5 mg/ml) magnetickych nanocastic doslo
k zabarveni riizné zpracovanych homogenati. Castice nasledné nelo resuspendovat a hodnota
namétené koncentrace DNA 1 kiivky zavislosti absorbance DNA na vinové délce byly
ovlivnény jejich pfitomnosti. Naddle byla tedy vyuZivdna pouze nizSi koncentrace
magnetickych nanocastic — 0,1 mg/ml. Postup separace byl obdobny jako v kapitole 4.2.3.2,
separace Casticemi s DNA vsSak probihala 20 minut. Ze sacku s membranou, ktery se vyuziva
k homogenizaci ve stomacheru, byly vybrany zrnicka, ktera byla nasledné¢ homogenizovéana
za pomoci kopistu v modifikovaném lyza¢nim roztoku (kapitola 4.2.1).

Takto pfipravené homogenizované vzorky byly podrobeny izolaci DNA ¢asticemi
(v prostiedi 16% PEG 6000) a spektrofotometrickému stanoveni (4.2.5). Naméfené hodnoty
absorbanci a koncentrace DNA jsou uvedeny v Tabulce 15. Zavislost absorbance DNA
na vlnové délce rizné zpracovanych homogenati a zrnek je zobrazena na Obrazku 24.

Tabulka 15: Koncentrace DNA izolované z dzemu (2016; a) a zrnek — po homogenizaci byl pouzit
modifikovany lyzacni roztok s CTAB s ptfidavkem PVP

. c
DNA E:;Igl:lrc: homogenét DNA A230nm A260nm A280nm iij:)nm/ iiz(:)nw ][)Ill\lg?
(ng/ul] |
| 8,70 | 0,70 | 0,18 | 0,13 | 1,32 | 025 435
| 235,20 | 16,80 | 4,70 | 3,70 | 1,27 | 028 | 11760
- 11 91,80 | 10,81 | 1,84 | 141 | 1,30 | 0,17 | 4590
, I\% 86,90 | 1022 | 1,74 | 1,32 | 1,32 | 0,17 | 4345
(Z;’llg | 10,90 | 0,80 | 022 | 0,13 | 1,68 | 027 545
2) : N | 244,60 | 16,87 | 489 | 3,67 | 1,33 | 029 | 12230
11 116,80 | 14,60 | 234 | 1,79 | 1,31 | 0,16 | 5840
I\% 96,10 | 12,82 | 1,92 | 1,50 | 128 | 0,15 | 4805
zrmka 1 1990 | 1,99 | 040 | 028 | 1,41 | 020 995
zmmka2 | 17,10 | 1,90 | 034 | 0,23 | 1,52 | 0,18 855

Pozn.: — homogenat nebyl centrifugovan, + homogenat byl centrifugovan,
I-1V — riizn€ zpracované homogenaty
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Obrazek 24: Ktivky zavislosti absorbance DNA izolované z dzemu (2016; a) na vinové délce,
a) DNA izolovana z necentrifugovaného rtizn¢ zpracovaného homogenatu,

b) DNA izolovana z centrifugovaného riizné zpracovaného homogenatu,

¢) DNA izolovana ze zrnek z dzemu (2016; a);

[-IV — rizn€ zpracované homogenaty

56



» DNA byla izolovana v rizném mnozstvi. Hodnota Aj¢onm j€ vySSi u homogenata, které byly
pied zpracovanim centrifugovany. DNA ze zrnek byla izolovana v koncentratnim rozmezi
17,10-19,90 ng/ul. DNA byla znecisténa.

5.6.3.1 Amplifikace DNA

DNA byla kvili mozné piitomnosti inhibitorii 10x a 100x nafedéna a nasledné¢ byla
amplifikovana za vyuziti primert 18S for a 5,8S rev a Taqg DNA polymerazy 1.1 (1U/ul)
(viz Tabulka 7). Amplifikace DNA probihala podle programu, ktery je uveden v Tabulce 8.
Jako pozitivni kontrola byla vyuZzita Brassica oleracea (1 ng/pl). Produkty PCR byly
naneseny na 1,2% agarézovy gel. Gel je zobrazen na Obrazku 25.
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1 .2.3:.4 5&_ 78 95101112, Q,—.m17 18 49 20 21 22 23 24 25 262728 29 30

' “ a w “ 1T17 ," it ‘%%8%%
0 B
o —  100bp
béh | homogenat | centrifugace | DNA/ PCR smés [ng] | produkt PCR | inhibitory
1 — 17,4 — +
2 I — 1,74 — +
3 — 0,174 +
4 — 470,4 — +
5 II — 47,04 +
6 — 4,704 ++
7 — 183,6 — +
8 111 — 18,36 — +
9 — 1,836 — +
10 — 173,8 — +
11 v — 17,38 +
12 - 1,738 ++
13 + 21,8 — +
14 1 + 2,18 — +
15 + 0,218 —
16 + 489,2 — +
17 II + 48,92 — +
18 + 4,892 +
19 + 233,6 — +
20 I + 23,36 +
21 + 2,336 +
22 + 192,2 — +
23 v + 19,22 — +
24 + 1,922 +
25 — 39,8 ++
26 zrnka — 3,98 ++
27 — 0,398 —
28 pozitivni k. | B. oleracea 10 +++
29 standard
30 negativni k. -

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v ruzné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 25: Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z rizné zpracovanych homogenatt (I-1V) rybizového dZzemu (2016; a) a ze zrnek za pouziti
primert 18S_for a primeru 5,8S_rev.
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» Byly detegovany produkty PCR o velikosti 700 bp v slabé intenzité¢. Detegovany byly
piredevsim amplikony nasyntetizované po amplifikaci zfedéné DNA (DNA obsahovala
i inhibitory PCR). DNA izolovana ze zrnek se amplifikovala a amplikony byly detegovany
ve vEtsi intenzité a to pravdépodobné proto, ze DNA, kterd se v nich nachazi, byla méné
degradovana.

5.6.4 Izolace DNA modifikovanym lyza¢nim roztokem s CTAB z riizné zpracovanych
homogenati z vice druhii dZemii, plodii a listii ¢erveného rybizu

S cilem otestovat, zda ptidavek PVP mél kladny vliv na amplifikovatelnost DNA, byla tato
metoda vyuzita pro vSechny druhy dZzemt a zrnka, kterd se v dzemech nachazeji. Pro kontrolu
byla také DNA izolovana z listii a ploda ¢erveného rybizu.

DzZemy, listy a plody Cerveného rybizu byly homogenizovany za pomoci stomacheru
v TEN pufru a poté byly pfipraveny riizné homogenaty I-1V (4.2.2), z kterych byla nasledné
izolovand DNA magnetickymi casticemi PLL o koncentraci 0,1 mg/ml (4.2.3.2). Zrnka,
ktera zistala v saCku s membranou, byla odebrana do Ccist¢ Eppendorfovy zkumavky
a nasledn¢ byla homogenizovana za pomoci plastového kopistu v modifikovaném lyza¢nim
roztoku s CTAB (kapitola 4.2.1).

U ziskané¢ DNA byla zméfena koncentrace DNA a absorbance v rozmezi 220-350 nm.
Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 16. Zavislosti absorbance na vlnové délce jsou
uvedeny na Obrazku 26.
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Tabulka 16: Koncentrace a absorbance DNA izolované ze vSech druhti dzemt, zrnek z nich ziskanych,
plodt a listil cerveného rybizu

DNA Ee“m' homogenit | DNA | Azzonm | Assonm | A2sonm ‘:260‘"‘" ‘:26"“‘“’ DNA
ugace [ng/ul] 280nm | A23onm | [ng]
I 51,80 | 450 | 1,04 | 0,78 | 133 | 023 | 2590
) I 11,00 | 044 | 022 | 016 | 140 | 050 | 555
(‘;f)elri‘) + I 30,10 | 2,15 | 0,60 | 041 | 1,47 | 028 | 1505
v 1340 | 056 | 027 | 019 | 142 | 048 | 670
zmka | 243,60 | 1624 | 487 | 343 | 142 | 030 | 12180
I 5710 | 357 | 1,14 | 0,79 | 1,45 | 032 | 2855
dzem 11 133,80 | 7.04 | 268 | 1,69 | 1,58 | 038 | 6690
Qo16; |+ 1 58,80 | 7.85 | 1,18 | 091 | 1,30 | 0,15 | 2940
a) v 3380 | 519 | 068 | 054 | 124 | 0,13 | 1690
zmka | 10330 | 898 | 2,07 | 136 | 1,52 | 023 | 5165
I 5710 | 440 | 1,14 | 097 | 1,18 | 026 | 2855
dzem I 146,60 | 6,98 | 293 | 200 | 146 | 042 | 7330
Qo16; |+ 1 109,00 | 507 | 2,18 | 150 | 145 | 043 | 5450
b) v 1320 | 120 | 026 | 021 | 124 | 022 | 660
zmka | 52,60 | 405 | 1,05 | 092 | 1,15 | 026 | 2630
plody | - _ 2890 | 1,01 | 058 | 054 | 1,07 | 057 | 1445
listy _ _ 7860 | 291 | 157 | 094 | 1,67 | 054 | 3930
:a}h1 I
1
o I
oIV

10mim Absortanon
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Obrazek 26: Kiivky zavislosti absorbance DNA na vlnové délce izolované z testovanych druhil
dzemt, zrnek, plodu a listd ¢erveného rybizu; a) dzem (2011), b) dZzem (2016; a), ¢) dZzem (2016; b),
d) zrnka z jednotlivych dzemt, e) listy a plody Cerveného rybizu

» DNA byla izolovana ze vzorkli dzemi vrizné koncentraci (11,10-133,80 ng/pl)
a ze zrnicek v rozmezi 52,60-243,60 ng/ul. Koncentrace izolované DNA z plodd cervené¢ho
rybizu byla 28,90 ng/pl a listti Cerveného rybizu 78,60 ng/pl. DNA byla znecisténa

5.6.4.1 Amplifikace DNA

Izolovand DNA byla kvili mozné pfitomnosti inhibitori nafedéna 10x a 100x.
Podle vysledk v kapitole 5.6.3 byla PCR podrobena pouze nafedénd DNA, kde byla
amplifikovand za pouziti primert 18S for a 5,8S rev a DNA polymerazy o koncentraci
5 U/l dle postupu v kapitole 4.2.6 (Tabulka 6). Amplifikace probihala podle programu, ktery
je uveden v Tabulce 8. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita DNA Brassica oleracea (1 ng/ul).
Vysledné produkty PCR byly detegovany na 1,2% agar6zovém gelu. Vysledny gel
s amplikony amplifikovanymi z dZzemu (2011) a dZemu (2016; a) je zobrazen na Obrazku 27.
Gel obsahujici produkty PCR z DNA, ktera byla izolovana dzemu (2016; b), zrnek, plodid a
listh je zobrazen na Obrazku 28.
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10 11 12 13 14 15 16 17

1 000 bp
700 bp
500 bp
100 bp
béh DNA homogenat | centrifugace ]ZI::;/ ;(;{ pl;)((:i;kt inhibitory
1 I + 10,36 — +
2 + 1,036 +
3 I + 2,22 —
4 dzem + 0,222 —
5 (2011) I + 6,02 +
6 + 0,602 —
7 v + 2,68 +
8 + 0,268 —
9 I + 11,42 -
10 + 1,142 —
11 I + 26,76 — +
12 dzem + 2,676 +
13 (2016; a) I + 11,76 +
14 + 1,176 +
15 + 6,76 +
16 v + 0,676 —
17 | pozitivnik. | B. oleracea 2 +++
18 standard
19 | negativni k. —

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 27: Agardozova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana zrizné zpracovanych homogenatli pochazejicich z dzemd (2011 a 2016; a) za vyuziti
primerd 18S for a 5,8S rev a DNA polymerazy o koncentraci SU/pl.
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92028 13" 14 15" 16 17" 18 19

i - ) 1 000 bp
e . D
R N 500 bp

100 bp
béh DNA homogenat | centrifugace lzzlzs/ El(g:;{ pl;)g;kt inhibitory

1 + 11,42 +

2 ! + 1,142 +

3 I + 29,32 +

4 dzem + 2,932 +

5 (2016; b) I + 21,8 +

6 + 2,18 -

7 v + 2,64 -

8 + 0,264 -

9 zrnka dzem - - 48,76 - +
10 (2011) - - 4,876 +
11 zrnka dzem — - 20,66 -
12 (2016; a) - - 2,066 —
13 zrnka dzem — - 10,52 - +
14 (2016; b) — - 1,052 +
15 listy — — 15,72 ++
16 - - 1,572 +
17 — — 5,78 — +
18 plody _ _ 0,578 +
19 standard +

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 28: Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z rizné zpracovanych homogenatti z dzemu (2016; b), zrnek, listti a ploda ¢erveného rybizu
za pouziti primert 18S_for a 5,8S rev a DNA polymerazy 5 U/ul.

» Produkty PCR velmi slabé intenzity byly detegovany. Nejsilnéjsi byl amplikon
amplifikovany z DNA, kterd byla izolovana z listi Cerveného rybizu. DNA obsahovala
inhibitory PCR.

5.6.4.2 PCR produkty po amplifikaci vétsiho mnoZstvi DNA

Jelikoz byly v kapitole 5.6.4.1. detegovany slabé produkty PCR, byla fedéna DNA
amplifikovana za pouziti primerti 18S for a 5,8S rev a DNA polymerazy o koncentraci
5U/ul dle postupu v kapitole 4.2.6 (Tabulka 6) stou zménou, Ze bylo do PCR smési
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pridavano 3 ul DNA na tkor PCR vody. Amplifikace probihala podle programu, ktery je
uveden v Tabulce 8. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita DNA Brassica oleracea (1 ng/ul).
PCR produkty ziskané amplifikaci DNA z dzemu (2011) a dzemu (2016; a) jsou zobrazeny
na Obrazku 29. Amplikony amplifikované z dzemu (2016; b), zrnek, plodd a listd jsou
zobrazeny na 1,2% agar6ézovém gelu na Obrazku 30.

9 10 11 12 13 14 15 16

1000 bp
700 bp
500 bp
Q -
100 bp
béh DNA homogenat | centrifugace ]Zl:::s/ El(;{ pl;)g;kt inhibitory
1 + 15,54 — +
2 I + 1,554 — +
3 n + 3,33 — +
4 dzem + 0,333 - +
5 (2011) 1T + 9,03 — +
6 + 0,903 — +
7 + 4,02 — +
8 v + 0,402 - +
9 + 17,13 — +
10 ! + 1,713 — +
11 I + 40,14 — +
12 dZzem + 4,014 - +
13 (2016; a) I + 17,64 — +
14 + 1,764 — +
15 + 10,14 — +
16 v + 1,014 — +
17 | pozitivnik. | B. oleracea + 3 +++
18 standard +
19 | negativni k. + —

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 29: Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovand zrizné zpracovanych homogenati pochézejicich z dzemt (2011 a 2016; a) za vyuziti
primerti 18S_for a 5,8S rev a DNA polymerazy o koncentraci 5U/pl. Do smési pro PCR byly pfidany
3 ul DNA
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 000 bp

700 bp

500 bp

100 bp

béh DNA homogenat | centrifugace 22: El(;? pl;)g;kt inhibitory
1 + 17,13 — +
2 ! + 1,713 — +
3 I + 43,98 — +
4 dzem + 4,398 — +
5 (2016; b) I + 32,70 - +
6 + 3,270 - +
7 v + 3,96 — +
8 + 0,396 — +
9 zrnka dzem - - 73,14 - +
10 (2011) - — 7,314 - +
11 zrnka dzem — - 30,99 - +
12 (2016; a) - — 3,099 — +
13 | zrnka dZem - - 15,78 - +
14 (2016; b) - — 1,578 - +
15 listy — — 23,58 + —
16 — — 2,358 — +
17 — — 8,67 — +
18 plody ~ ~ 0,867 ~ +

19 standard +

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v rizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Obrazek 30: Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z rizn€ zpracovanych homogenatti pochazejicich z dzemu (2016; b), zrnek, plodi a listd
cerveného rybizu za vyuziti primert 18S for a 5,8S rev a DNA polymerazy o koncentraci 5U/pl.
Do PCR smeési byly ptidany 3 pl DNA

» Detegovan byl pouze produkt PCR, ktery byl amplifikovany z DNA izolované z listi
cerveného rybizu. Pfidanim vétsiho mnozstvi DNA do PCR smési byla prokdzana pfitomnost
inhibitortt PCR 1 u vyfedéné DNA.
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5.7 Porovnani magnetickych ¢astic pouzitych pri izolaci DNA
z rybizovych dzemui

V této praci byla testovana izolace DNA z rybizovych dzemt dvéma druhy magnetickych
¢astic — P(HEMA-co-GMA) a PLL. DNA byla izolovanad za pomoci magnetickych castic
z razné zpracovanych homogenatii z rybizovych dzemi (viz kapitola 4.2.1 a 4.2.2), a vSak
pro porovnani ucinnosti magnetickych castic P(HEMA-co-GMA) aPLL byly vybrany
podobné zpracované homogenaty. Na Obrazku 31 je zobrazena koncentrace DNA, kterd byla
izolovand za pomoci magnetickych ¢&astic P(HEMA-co-GMA) z homogenatu, jenz byl
pfipraven homogenizaci plastovym kopistem v lyza¢niho roztoku s CTAB (viz kapitola 5.4)
a koncentrace DNA, ktera byla izolovana za pomoci magnetickych castic PLL z homogenatu,
ktery byl centrifugovany a obsahoval modifikovany lyzac¢ni roztok s CTAB s pfidavkem PVP
(ID), viz kapitola 5.6.4.

160 -
B P(HEMA-co-GMA)
140 -

EPLL

—

[V}

=
1

—

-

=
1

60 -

koncentrace DNA [ng/ul]
o0
S

40 -

20 ~

dzem (2011)  dZzem (2016; a) dzem (2016; b) plody ¢erveného listy ¢erveného
bizu bizu
vyrobek Y Y

Obrazek 31: Izolované mnozstvi DNA u dzemt, plodt a listh za vyuZziti magnetickych castic
P(HEMA-co-GMA) a PLL v lyza¢nim roztoku s CTAB (s ptidavkem PVP).

» DNA byla izolovand v rizném mnozstvi. Koncentrace DNA byla vyss$i pii vyuziti
magnetickych ¢astic PLL (s vyjimkou dzemu (2011)).
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6 DISKUZE

6.1 Testovani separace DNA casticemi P(HEMA-co-GMA) primo
z rybizovych dZemi (bez homogenizace)

Pii ptipravé dzemit dochazi varem k homogenizaci ploda rybizu, tudiz i k rozruSeni bunck
a naslednému uvolnéni DNA do roztoku. DZzemy jsou ndsledné tepelné¢ zpracovany,
coz umoznuje degradaci DNA. Jestli se uvolnéna DNA nachazi v dzemu, bylo ovétfeno
testovanim separace DNA magnetickymi casticemi P(HEMA-co-GMA) bez pusobeni
lyza¢niho pufru s CTAB. Vzorky dzemt byly nafedény sterilni vodou v poméru 1:1 a ihned
byly pouzity pro separovani DNA za pomoci magnetickych Castic (4.2.3.1), kdy vysledna
koncentrace PEG 6 000 byla 8% a 16%.

Z namétenych koncentraci DNA a absorbanci (Tabulka 9) je ziejmé, Ze k rozruseni bunék
a k naslednému uvolnéni DNA do roztoku pii ptipravé dzemu dochdzi. Nejvyssi namétena
koncentrace je u dzemu (2016; a), kdy DNA z dzemu byla izolovana za ptitomnosti 8% PEG
6 000. U této DNA byla také nejvyssi absorbance latek, které absorbuji pti 230 nm (fenoly),
260 nm (nukleové kyseliny) 1 280 nm (proteiny).

Z vysledku je patrné, ze koncentrace DNA izolované za piitomnosti 8% PEG 6000 byla
vys$si nez pii vyuziti 16% PEG 6000, avsak DNA izolovana v pfitomnosti 8% PEG 6000 byla
vSak vice zneciSténa.

6.1.1  Vizualizace DNA na gelu

Timto stanovenim se mélo ovéfit, zda-li je DNA izolovana bez vyuziti homogenizace
v lyzacnim pufru s CTAB Cistd, degradovand, anebo obsahuje malé¢ mnozstvi DNA a tudiz
Na gelu (Obrazek 8) byla vizualizovana pouze kontrolni DNA faga lambda o riznych
koncentracich. Vzorky izolované DNA vizualizovany nebyly. TudiZ byla DNA degradovana
nebo byla izolovana ve velmi malém mnozstvi. VyS$si hodnoty absorbanci a koncentraci

wrwe

které absorbuji pti 240-280 nm, proteiny, které maji absorbéni maximum pii 280 nm [49].
6.2  Homogenizace dZemii, plodi a listii ¢cerveného rybizu

6.2.1 Testovani homogenizace pomoci kopistu

Pro izolaci DNA z dZzemu se testovala modifikovana metoda CTAB, ktera se vyuZziva
proizolaci rostlinné DNA. Vzorky rostlinného plvodu obsahuji velké mnoZstvi
polysacharidl, polyfenoli a proteini [45]. Po rozruSeni buné¢k miize dojit k jejich absorpci
na DNA, proto je velmi dilezité tyto latky odstranit. Za timto ucelem se ke vzorku dZzemu
pfidava lyzacni roztok s CTAB v pfitomnosti vyS§i koncentrace NaCl (pro odstranéni
polysacharidll) a merkaptoethanol, ktery se vyuziva k odstranéni polyfenoli.

Plastovy kopist byl vyuzit k homogenizaci vzorkt, pfi ¢emZ doSlo k rozruseni bungk, tkani
a zrnek, ¢imz se DNA uvolnila do roztoku. DNA izolovand z dzemu byla degradovana,

Mrwe
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je uloZena v zrnkdch rybizu, proto je velmi dulezité dbat na Setrnou homogenizaci,
¢imz dochdzi kuvolnéni DNA do roztoku. Homogenizace se provadi za chladu,
aby se predeslo enzymatické degradaci DNA. Do lyza¢niho roztoku s CTAB se piidava
EDTA, kter4 vyvazuje kationty nezbytné pro aktivitu nukleaz [50].

6.2.2 Priprava homogenati vlyzaénim roztoku s CTAB spridavkem nebo
bez piidavku chloroform-oktanolu

Po homogenizaci v lyzacnim roztoku s CTAB za pomoci plastového kopistu byl testovan
ptidavek chloroform-oktanolu. Po nasledné centrifugaci doslo k rozdéleni homogenatt
do fazi. Vzorky, které byly pfipraveny v lyza¢nim roztoku s CTAB bez piidavku chloroform-
oktanolu, byly rozdéleny na sediment a supernatant. Vzorky, jenzZ obsahovaly lyza¢ni roztok
s CTAB s pfidavkem chloroform-oktanolu, byly rozdéleny na tfi faze, kdy jednu fazi tvofil
pfimo chloroform-oktanol, coz je zdokumentovano i na Obrazku 10.

Podle Obrazku 10 je patrné, ze vzorek a) (dzem (2011) po inkubaci v lyzaénim pufru
s CTAB) byl po centrifugaci rozd€len na sediment a supernatant. Pro izolaci DNA (4.2.3.1)
byl odebran supernatant, ktery byl mirné zabarveny. Sediment obsahoval hrubé neclistoty
vzniklé pti homogenizaci.

U vzorku b) (dzem (2011) po inkubaci v lyza¢nim pufru s CTAB s naslednym piidavkem
chloroform-oktanolu) se po centrifugaci vytvorily tfi vrstvy. Spodni vrstva obsahovala
chloroform-oktanol, prostfedni vrstvu tvofily proteiny a necistoty z dzemu a horni vrstva
obsahovala vodnou fazi s DNA. Ta faze, kterd obsahovala DNA, byla nésledné odpipetovana
do ¢isté Eppendorfovy zkumavky a byla pouzita pro separaci za pomoci magnetickych nosict
P(HEMA-co-GMA) (dle kapitoly 4.2.3.1).

Z ostatnich vzorkl (dzem (2016; a), dzem (2016; b), plody a listy cerveného rybizu) byl
po pusobeni lyzacniho roztoku s CTAB a po centrifugaci odebran supernatant, ktery byl
pouzit pro separaci DNA za pomoci magnetickych castic P(HEMA-co-GMA) (4.2.3.1).
Supernatant byl u vSech vzorkli zakaleny, nejsilnéji vSak u vzorku d) (dzem (2016; b)).
Sedimenty obsahovaly hrubé necistoty.

6.2.3 Testovani homogenizace za pomoci stomacheru

Testovani homogenizace za pomoci stomacheru bylo provedeno dle kapitoly 4.2.2. Pfistroj
homogenizuje vzorky za pomoci pedalu, coZ umoziuje rychlé a spolehlivé rozmélnéni
apromichani. Specidlni sacek s membranou zabrafiuje pronikani vétSich kouskl
do homogenati. Vznikly homogenat byl zabarveny a kalny. Testovany byly ctyfi rizné
zpracované homogenaty:

e homogenat (I),

e homogenat + lyzacni roztok s CTAB (1),

e homogenat + lyza¢ni roztok s CTAB + chloroform-oktanol (III),

e homogenat + lyza¢ni roztok s CTAB + chloforom-oktanol + isopropanol a ptesraZzeni
DNA + rozpusténi sedimentu DNA v TE pufru (IV)

Tato metoda homogenizace je na rozdil od homogenizace za pomoci kopistu (4.2.1) velmi
rychlad. Nedochéazi vSak k rozmélnéni zrnicek rybizu, ve kterych se nachazi nedegradovana
DNA. Proto po ukonceni homogenizace byly ze sd€ku s membranou zrnka rybizu vybrany
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a byly homogenizovany za pomoci plastového kopistu bez piidavku chloroform-oktanolu
(viz kapitola 4.2.1).

6.3 Testovani izolace DNA c¢asticemi P(HEMA-co-GMA) z homogenata
rybizového dZemu (2011) s pfidavkem a bez pridavku chloroform-
oktanolu

Homogenat obsahujici DNA byl ziskan homogenizaci dzemu (2011) plastovym kopistem
v lyza¢nim roztoku s CTAB (4.2.1). DNA byla nésledn¢ zhomogenatu izolovana
magnetickymi c¢asticemi P(HEMA-co-GMA) (podle postupu v kapitole 4.2.3.1). Cilem
této kapitoly bylo urcit, zda-li pifidavek chloroform-oktanolu zlepSuje Cistotu
a amplifikovatelnost izolované DNA z tepelné¢ zpracovanych vyrobkii (dzemil). Vysledky
s ptidavkem chloroform-oktanolu a bez pifidavku chloroform-oktanolu jsou dosti podobné.
Z namétfenych koncentraci, jednotlivych poméri absorbanci a kiivek zdvislosti absorbance
DNA na vinovych délkach (Tabulka 10; Obrazek 12) je patrné, ze izolovana DNA je silné
zne€isténa. Rozdily v mnozstvi izolované DNA jsou ziejmé ddny odbérem dzemu, kdy zavisi
pfedev§im na obsahu zrniek, které obsahuji méné¢ degradovanou DNA. Pfitomnost
chloroform-oktanolu vyrazné neovlivitovala hodnotu Ajgonm/Azsonm. Koncentrace DNA byla
dostacujici k tomu, aby byly vzorky podrobeny PCR. Jestlize se hodnota Ajgonm/A280nm
nachazi vrozmezi 1,8-2,0 lze izolovanou DNA povazovat za Cistou (nekontaminovanou
proteiny ¢i RNA). Pokud je hodnota Ajgonm/Azsonm Nizs$i nez 1,8 je DNA kontaminovana
proteiny, pokud je tato hodnota vyssi nez 2,0 — DNA je znecisténa RNA. Dalsim ukazatelem
Cistoty DNA je pomér absorbanci Az3onm/Az60nm- Pokud se naméfend hodnota lisi od rozmezi
1,8-2,2 maze byt DNA znecisténa fenoly, solemi, bilkoviny ¢i polysacharidy [51].

Dle produkti PCR (Obrazek 13) lze konstatovat, ze u DNA, ktera byla ¢isténa chloroform-
oktanolem, byl po amplifikaci detegovan produkt PCR slab&ji, nez u DNA bez pifidavku
chloroform-oktanolu. Detegovany byly i nespecifické produkty PCR — dimery primera.
Jelikoz by metoda izolace méla byt co nejjednodussi — chloroform-oktanol nebyl dale
ptidavan.

6.4  Izolace DNA z riiznych dZemii, plodi cerveného rybizu a listh
c¢asticemi P(HEMA-co-GMA)

DNA byla izolovana ze vSech vzorkll dzemi, listli a plodl za pomoci magnetickych ¢astic
P(HEMA-co-GMA) dle postupu uvedeném v kapitole 4.2.3.1. Dle namétenych koncentraci
DNA a ktivek zavislosti absorbance DNA na vinové délce (Tabulka 11; Obrazek 14) Ize fici,
ze DNA je zneciSténa, a to pfedevSim polyfenoly a proteiny. Nejvyssi hodnota absorbance je
okolo 250 nm, kdy pfi této vlnoveé délce absorbuji fenolické latky.

Nameétend koncentrace DNA je nejvyssi u dzemu z ¢erveného rybizu (2011). Tento vzorek
ma vSak také nejvyssi absorbanci pti 240 nm, coZ znamend, Ze obsahuje hodné polyfenold,
¢imz muze byt ovlivnéna prave 1 hodnota koncentrace (muze dochazet k ptekryvu). DNA byla
u vSech vzorki izolovand v dostate¢ném mnozstvi pro PCR.
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6.4.1 Amplifikace DNA

DNA byla podrobena PCR. Pro amplifikaci izolované DNA byly pouzity primery
publikované v [48]. Produkty PCR byly detegovany. Intenzivni produkt PCR byl detegovan
v béhu ¢. 16 (Obrazek 15). Tento béh obsahoval amplikon po amplifikaci DNA izolované
z listu ¢erveného rybizu a plodu cerveného rybizu. Tato DNA byla amplifikovana pfedevsim
z toho dlivodu, ze tyto tkdn¢ nebyly nikterak zahfivany a nedochdzelo tedy k degradaci
¢i nalamani DNA. Obdobnych vysledkd bylo také dosaZeno v publikaci [52], kde nejvyssi
Cistotu méla DNA, kterd byla izolovand z ovocnych plodi a listi jabloné a kdoulong.
Tato DNA byla nasledn¢ amplifikovana a amplikony byly detegovany silnéji nez amplikony,
které obsahovaly amplifikovanou DNA z dzemt.

Dale byl detegovan produkt PCR v b¢hu €. 4 a ¢. 6. Tyto béhy obsahovaly amplikony
z dzemu (2016; a). Slabé detegovan byl také produkt PCR po amplifikaci DNA z dZemu
(2016; b). Produkty PCR byly slabé intenzity.

6.4.2 Amplifikace DNA v pfitomnosti enhanceru PCR

Amplifikace DNA fragmenti pomoci PCR vyzaduje optimalizaci reakénich podminek,
¢imz se odstranuji nezddouci produkty a ptredevsim se zvySuje mnozstvi PCR produktu.
Optimalizace muze byt provedena pfidanim aditiv, kdy jednou z moznosti je pravé PCR
enhancer, ktery je v kvalité¢ vhodné pro piimé ptidani do reakéni sméesi PCR [53].

Po pfidani enhanceru byly detegovany slabé produkty PCR po amplifikaci vS§ech DNA
(Obrazek 16). Doslo tedy k ¢aste¢nému odstranéni latek inhibujicich amplifikaci DNA.
Nejsilnéji byl detegovan produkt PCR v béhu ¢. 14, ktery obsahoval produkt PCR
po amplifikaci DNA izolované z listu ¢erven¢ho rybizu. Tento produkt PCR byl nejsilnéji
detegovan ziejmé z toho dliivodu, ze pii pripravé vzorku nedochazelo k zadnému tepelnému
zpracovani, tudiz nemohlo dojit k degradaci DNA. Stejného vysledku bylo dosaZeno
i v kapitole 5.4.1. Tepelné zpracovani ma vliv na amplifikaci DNA. Pii teplotach vysSich
nez 100 °C dochazi ke $tépeni a k nevratné ztraté sekundarni struktury DNA [54].

6.5 Vicenasobné opakovani izolace DNA ¢asticemi P(HEMA-co-GMA),
jeji zakoncentrovani piresraZenim a gelova elektroforéza

DNA byla izolované z homogenati riznych dZzemd, listi a plodl ¢erveného rybizu pomoci
magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA) ve ctyfech opakovéanich. Toto stanoveni bylo
provedeno piedevsim z toho diivodu, aby byla ovéfena presnost metody a také aby bylo
ziskano vétsi mnozstvi DNA potiebné k zakoncentrovani pomoci ethanolu (viz kapitola 4.2.4)
a vizualizaci DNA na gelu.

Namétené koncentrace DNA byly u vSech vzorka podobné (viz Tabulka 12). Nejmensi
koncentrace byla naméfena u dZzemu (2016; a) (stejnych vysledkd bylo dosaZeno i v kapitole
na vlnové délce zobrazené na Obrazku 17 ukazuji, Ze DNA je zneciSténa polyfenoly.

Vicenasobnym opakovanim izolace DNA ze vSech druhli dZzemt, plodi a listi ¢erveného
rybizu bylo prokdzéno, ze metoda je relativné presnd (naméfené hodnoty koncentraci
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a jednotlivych absorbanci jsou dosti podobné — viz Tabulka 12). Vychylky v namétenych
koncentracich u vzorkti dZzema a plodua cerveného rybizu mohou byt zplisobeny obsahem
zrnicek a jejich spravnou homogenizaci.

6.5.1 Zakoncentrovani DNA po presraZeni ethanolem

DNA, ktera byla vicendsobné¢ izolovand (kapitola 5.4), byla piesrdzena ethanolem,
¢imz dochdzi k zakoncentrovani DNA. Tato metoda se vyuziva k purifikaci DNA
a ke zvyseni jeji koncentrace, kdyz se po presrazeni rozpusti v mensim mnozstvi pufru [38].

Podle namétenych dat a kiivek zavislosti absorbance DNA na vinovych délkach
(Tabulka 13; Obrazek 18) je zfejmé, ze koncentrace presrdzené DNA je vyssi nez u vzorka
pied srazenim. K vzristu koncentrace izolované DNA doslo piedevSim u vzorkli dZzemd.
presusenim ¢i ztratou DNA pii postupu. Na rozdil od DNA pied srazenim (Tabulka 12)
obsahuji tyto vzorky DNA 1ivelké mnozstvi polyfenoli. Nejvice fenold a jinych latek
absorbujicich pfi 230 nm obsahuje dzem (2011) a dzem (2016; b). Tyto vzorky jsou
zneCisténé 1 proteiny.

6.6  Izolace DNA ¢asticemi PLL z rybizovych dZemi

6.6.1 Priprava homogenati dZemi a jejich zpracovani

Pro homogenizaci dZemi byl pouzit stomacher. Byl pouzit pfedev§im z toho divodu,
ze dochazi k rychlé a u¢inné homogenizaci. Dzem, ktery byl homogenizovan ve stomacheru,
byl dale zpracovén (4.2.2). Rizn¢ zpracované homogenaty se od sebe liSily obsahem riznych
latek a nasledné také zabarvenim (viz Obrazek 20). U prvniho odbéru vzorku pro separaci
DNA magnetickymi ¢asticemi PLL (I), coZ byl ptimo homogenat ziskany po homogenizaci
ve stomacheru, byl vzorek siln€ zakaleny i zabarveny. Druhy odbér (II) byl proveden
po ptidavku lyza¢niho roztoku s CTAB s pfidavkem merkaptoethanolu, po nésledné inkubaci
a centrifugaci. Vzorek byl po centrifugaci rozdélen na sediment a supernatant, ktery byl stale
siln¢ zakaleny. Intenzita barvy byla jiz niz8i. U tietiho odbéru homogenatu (III), jenz byl
proveden po pfidavku chloroform-oktanolu, se po centrifugaci vytvotily v Eppendorfové
zkumavce tfi vrstvy. Spodni vrstvu tvofil chloroform-oktanol. Prostfedni vrstvu tvoftily
proteiny. Vodna (horni) fdze obsahovala DNA a byla ¢ird jen s mirnym rizovym zabarvenim.
Posledni odbér byl proveden po pifidavku isopropanolu, presraZzeni DNA, centrifugaci
a po rozpusténi sedimentu v TE pufru (IV). Tento vzorek byl Ciry a téméf bezbarvy.

Zabarveni vzorkil bylo prokazéno i po namichani separacnich smési obsahujicich ¢astice
PLL o koncentraci 1 mg/ml (Obrazek 21). Intenzita zabarveni mohla negativné ovliviiovat
spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA 1 amplifikaci.
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6.6.2  Izolace DNA z rizné zpracovanych homogenati z dZzemu (2016; a)

Vzorek dzemu (2016; a) byl homogenizovan ve stomacheru za pomoci pedalii. Vznikly
homogenat byl dale zpracovavan (viz kapitola 4.2.2). Z rzné zpracovanych homogenatt (I-
IV) byla magnetickymi Casticemi PLL izolovana DNA (4.2.3.2), u které¢ byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace (4.2.5). Byly porovnavany centrifugované
a necentrifugované homogenaty.

Z namétenych hodnot koncentraci a absorbanci (Tabulka 14) je patrné, ze vysSsi absorbanci
pfi 260 nm maji vzorky, které byly pfed zpracovanim centrifugovany. Centrifugace byla
provadéna piedev§im ztoho divodu, aby dosSlo k odstranéni hrubSich ¢astic a zéakalu.
Tyto vzorky vSak obsahuji vétsi mnozstvi fenoli ¢i jinych latek, které absorbuji pii 230 nm.
Izolovana DNA je v obou piipadech znecisténa proteiny. Z kiivek (zavislost absorbance DNA
na vlnové délce — Obrazek 22) je patrné, ze vzorky jsou také znecistény polyfenoly a proteiny.
Cim vice byly homogenaty (I-IV) upravovéany, tim dochézelo ke snizovani koncentrace DNA
stanovené z hodnoty Ajzeonm. Nejvyssi nameéfena koncentrace byla u homogenatu piimo
po homogenizaci (I) a pot¢ u homogenatu, do kterého byl nasledné ptidan lyzaéni pufr
s CTAB s ptidavkem merkaptoethanolu (II). Dochéazelo také ke snizovani koncentrace fenola
a pomeru Ajeonm/Azsonm- Ziejmé dochazi k prekryvu absorbance DNA dal§imi latkami
(polyfenoly).

Z namétenych vysledkl je patrné, ze koncentrace DNA izolované magnetickymi ¢asticemi
PLL je vyssi nez koncentrace DNA, ktera byla izolovana magnetickymi ¢asticemi P(HEMA -
co-GMA). Céstice PLL jsou mensi a tudiz maji vétsi povrch umoZiiujici navéazat velké
mnozstvi ligandii [31].

6.6.2.1 Amplifikace DNA

DNA separovand magnetickymi ¢asticemi PLL byla amplifikovana za pouziti primera
18S for a 5,8 rev. Vysledné produkty byly detegovany na 1,2% agarézovém gelu
(Obrazek 23). Detegovany byly pfedevS§im behy, které obsahovaly produkty PCR
po amplifikaci DNA z homogenati, jenz byly po homogenizaci ve stomacheru centrifugovany
(viz kapitola 4.2.3.2). Nejsilnéji byl detegovan amplikon v b&hu ¢. 15. V tomto bé&hu
se nachazel amplikon z homogenatu, ktery nebyl nikterak upravovany (I) a DNA byla 100x
zfedéna. Piedevsim byly detegovany produkty PCR po amplifikaci ziedéné DNA, coz sveéd¢i
o tom, ze DNA obsahovala inhibitory PCR.

6.6.3 Izolace DNA modifikovanym lyza¢nim roztokem s CTAB s pridavkem PVP
z ruzné zpracovaného homogenatu dzemu (2016; a)

JelikoZ ve vzorcich pretrvava velké mnoZstvi polyfenold, byl k lyzaénimu roztoku s CTAB
pfidan PVP, ktery napomdha k jejich odstranéni [49]. DZem byl homogenizovan
ve stomacheru azrGzné upravenych homogenati (I-IV) byla separovdna magnetickymi
¢asticemi PLL (0,1 mg/ml) DNA. Separace na magnetickém separatoru byla prodlouZena
na 20 minut. Byla také vyzkouSena vyS$$i koncentrace magnetickych castic. Pii pouziti
koncentrace magnetickych ¢astic 0,5 mg/ml doSlo k Spatné separaci DNA. Vzorky byly
po separaci zabarvené (II) a Castice neSlo dale oddélit. Pfi promyvani ethanolem byly
vytvoteny agregaty, které neslo resuspendovat (predevsim III a IV). Naméfend koncentrace
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DNA i kfivky byly ovlivnény pfitomnosti castic. Ztéchto vysledkti bylo usouzeno,
ze pro dalsi separaci bude déale vyuzivana pouze nizsi koncentrace magnetickych c¢astic.

Zrnicka zbyla v sacku po homogenizaci byla vybrana a byla homogenizovana za pomoci
plastového kopistu (4.2.1). DNA znich byla separovana magnetickymi casticemi PLL
o koncentraci 0,1 mg/pl.

U izolované DNA byla spektrofotometricky méfena koncentrace (viz Tabulka 15). Vyssi
hodnota Ajsonm byla naméfend u homogenatli, které byly pied zpracovanim centrifugovany
a tudiz byly v tomto kroku odstranény hrubé castice a zékal (vysledky shodné s kapitolou
5.6.2). Nejvyssi naméfend koncentrace byla u homogenatu, ke kterému byl ptidavan lyzacni
roztok s CTAB a PVP s pfidavkem merkaptoethanolu (II). Ze zavislosti absorbance DNA
na vinové délce (Obrazek 24) je patrné, ze vzorky jsou znecistény polyfenoly (vCetné zrnek),
i pres pridavek PVP. U homogenatu, do kterého byl pfidan lyza¢ni pufru s CTAB a PVP
s ptidavkem merkaptoethanolu (II), se nachéazeji dvé maxima (232 a 240 nm). Tento tvar

wvrwe

Ao6onm/A2sonm VYPlYVa, Ze vzorky jsou znecistény i proteiny.

6.6.3.1 Amplifikace DNA

Izolovand DNA byla v dostate¢né kvalit¢ pro PCR. DNA byla amplifikovana za pouziti
primert 18S for a 5,8_rev. PCR produkty byly detegovany pomoci gelové elektroforézy.
Nejsilngji byly detegovany amplikony po amplifikaci DNA ze zrnek. CimZ se prokazalo,
ze DNA v zrnkéach je méné degradovana nez DNA v dzemech. Déle byly detegovany b¢hy,
které obsahovaly amplikony po amplifikaci fedéné DNA. DNA, ktera nebyla fedénd, nedavala
vizualizovatelny amplikon. Vzorky DNA obsahuji tedy znaéné mnoZzstvi inhibitori, které
1ze vytedit. Pro dalsi stanoveni byla proto vyuzivana pouze fedéna DNA.

Pti pouziti lyzaéniho roztoku s pfidavkem PVP nedoSlo k odstranéni polyfenold, naopak
doslo ke zvySeni absorbance pfi 230 nm a také ke zvySeni hodnoty Azeonm. Produkty PCR
byly vSak cetnéji detegovany po amplifikaci DNA izolované s piidavkem PVP
nez bez ptidavku PVP.

6.6.4 Izolace DNA modifikovanym lyza¢nim roztokem s CTAB z riizné zpracovanych
homogenatii z vice druhi dZemii, plodi a listii ¢erveného rybizu

Z ptedchozich vysledkli (kapitola 6.6.2 a 6.6.3) bylo usouzeno, Ze vysSich hodnot
koncentrace DNA a lepsi amplifikovatelnosti bylo dosazeno u centrifugovanych homogenati,
ke kterym byl pfidavan lyzacni roztok s CTAB a PVP. Vsechny druhy dzemt, plody a listy
cerveného rybizu byly homogenizovany ve stomacheru. Vznikly homogenat byl
zcentrifugovan a poté dale upravovan (viz kapitola 4.2.2). Z takto piipravenych homogenat
(I-IV) byla separovana DNA magnetickymi c¢asticemi PLL. Zrnka, kterd zbyla
po homogenizaci ve stomacheru v saccich, byla vybrana do Eppendorfovy zkumavky,
kde byla homogenizovana plastovym kopistem (4.2.1).

U DNA byla méfena koncentrace a Cistota DNA (viz Tabulka 16). Nejvyssi koncentrace
DNA byla namétena u zrnek dzemu (2011). Koncentrace DNA v homogenétech z dzemu

cv v

v zrniCkach. Nejvyssi naméfend koncentrace byla u homogenatl, ke kterym byl nasledné
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pfidan lyzaéni roztok s CTAB a PVP (II). Koncentrace DNA pochdzejici z homogenati,
ke kterym byl piidan chloroform-oktanol a isopropanol je nizsi. Z kiivek (Obrazek 26) je
patrné, ze DNA je zneciSténa piedev§im polyfenoly. Dale je zneciSténa proteiny
(Azéonm/Azgonmje nizsi nez 1,8)

6.6.4.1 Amplifikace DNA

DNA byla podrobena PCR, protoze cilem je izolovat amplifikovatelnou DNA. Produkty
PCR byly detegovany na 1,2% agar6zovém gelu (Obrazek 27; Obrazek 28). Nejsilnéji
detegovany byly amplikony pochazejici z DNA listi. Listy nebyly oproti dzemim nikterak

wrwe

byt mélo purifikované nebo degradované.

6.6.4.2 PCR produkty po amplifikaci vét§iho mnoZstvi DNA

Jelikoz byly detegovany slabé produkty PCR (kapitola 5.6.4.1) byly do PCR smési pfidany
3 pl DNA na ukor PCR vody. M¢lo dojit k zesileni produktu PCR. Vysledné produkty PCR
byly detegovany za pomoci gelové elektroforézy (Obrazek 29; Obrazek 30). Byl detegovan
amplikon v béhu €. 15 na Obrazku 30. Tento béh obsahoval amplikon po amplifikaci DNA
izolované z listi cerveného rybizu. DNA izolovand zdzemi, zrnek a plodi nedavala
po amplifikaci vizualizovatelny PCR produkt. DNA obsahuje inhibitory, které zabramnuji
amplifikovatelnosti. Gel obsahoval opét Smouhy DNA i po zméné v§ech komponenti PCR.

6.7 Porovnani magnetickych c¢astic pouzitych pri izolaci DNA
z rybizovych dZemii

Byly testovany dva druhy magnetickych castic — mikrocastice P(HEMA-co-GMA)
ananoCastice PLL. Vysledné koncentrace izolované DNA jsou zobrazeny na Obrazku 31.
Vyssi koncentrace DNA bylo dosaZeno za pomoci magnetickych nanocastic PLL (s vyjimkou
dZemu (2011)). U dZzemu (2011) byla naopak naméfena nejvyS$i koncentrace DNA
v zrni¢kach (viz Tabulka 16). Tudiz lze ptedpokladat, ze se v dzemu nachazela ptedevSim
degradovana DNA a pfi homogenizaci nedoSlo krozruSeni zrnicek a uvolnéni DNA
do roztoku. Jinou moZnosti je, ze duzina plodu obsahuje oproti zrnkiim (embryu) malé
mnozstvi DNA. Vyss§i koncentrace izolované DNA za pomoci magnetickych ¢astic PLL
se dala pfedpokladat a to predevS§im z toho divodu, Ze tyto magnetické Céstice jsou mensi
a tudiZ maji vétsi povrch pro adsorpci DNA.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo vytvoreni nejoptimalnéj$iho postupu pro izolaci DNA z rybizovych
dzeml o dostatecné kvalit¢ vhodné pro PCR. Po porovnani vysledkti bylo zjisténo,
ze pridavek ztuzovaciho ptipravku pro vytvofeni vhodné rosolovité konzistence k dzemu
nem¢l vyrazny vliv pfi izolaci DNA. Nasledné piedpokladame, ze tepelnym zpracovanim
vyrobku dochazi k ¢aste¢né degradaci DNA, coz znac¢né ovlivituje amplifikovatelnost DNA
v PCR. Dale bylo zjisténo, ze nedegradovana DNA se nachdzi u rybizovych dzemi v zrnkach,
ktera zlstanou v sacku po homogenizaci stomacherem.

Vyssi koncentrace DNA bylo dosazeno pti pouziti modifikovaného lyzacniho roztoku
s CTAB sptridavkem PVP a pfi vyuziti magnetickych nanocastic PLL. Z téchto kritérii
vyplyva jako nejvhodnéjsi postup nasledujici:

Do stomacherového sacku s membranou bylo navazeno 20 g dzemu a bylo ptidano 20 ml
TEN pufru. Pfi vézeni bylo dbano na to, aby se navazka nachdzela na dné¢ sacku, nikoliv
po sténach. Pfipravend smés byla homogenizovana za pomoci stomacheru po dobu 2 minut.
Vznikly homogenat byl centrifugovan pii 14 500 g po dobu 3 minut a po centrifugaci bylo
do cisté Eppendorfovy zkumavky odpipetovano 750 ul vzniklého supernatantu, k némuz bylo
nasledn¢ pfidano 750 pl modifikovaného lyza¢niho roztoku s CTAB s pfidavkem
merkaptoethanolu (3 ml modifikovaného lyza¢niho roztoku s CTAB s pfidavkem PVP +
3 ul merkaptoethanolu). Vzorek byl poté inkubovan za stdlého protfepavani 1 hodinu
pti 65 °C. Takto upraveny homogenat byl podroben separaci magnetickymi nanocasticemi
PLL o koncentraci 0,1 mg/ml v prostiedi 16% PEG 6000. Pfipravena sm¢s s magnetickymi
casticemi byla inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut. Poté byly vzorky vlozeny
na magneticky separator a separace probihala 20 minut. Supernatant byl odpipetovan
a magnetické nosice s navazanou DNA byly dvakrat promyty 70% ethanolem (500 a 100 pl).
Eluce DNA probihala pfes noc v 50 pl TE pufru. Izolovana DNA byla 10x a 100x natfedéna
a amplifikovana v PCR za vyuziti primert 18S for a 5,8S rev a DNA polymerazy
o koncentraci SU/ul. Produkty PCR byly detegovany agar6zovou gelovou elektroforézou
na 1,2% gelu.

Po homogenizaci rybizového dzemu za pomoci stomacheru zistaly zachyceny v membrané
zrni¢ka, které byly odebrany do ¢ist¢ Eppendorfovy zkumavky. K témto zrnickim bylo
pfidano 750 pl modifikovaného lyza¢niho roztoku s CTAB s pfidavkem merkaptoethanolu.
Pomoci plastového kopistu byla provedena homogenizace, ktera probihala za stilého
chlazeni. Nasledn¢ byl vzorek inkubovan 1 hodinu pii 65 °C. Dale bylo postupovano jako
u izolace DNA z dZemil.

Postup mikroizolace DNA z rybizovych dZzemul v kvalit¢ vhodné pro PCR s vyuzitim
magnetickych c¢astic je nutno dale optimalizovat. Naptiklad moje vysledky ukazuji,
ze bude zapotiebi vyvinout jednoduchou separaci plodovych zrnek (kde se nachazi pomérné
vysokd koncentrace DNA) od ostatnich slozek dZemu. RovnéZ mnou pouzivany PCR produkt
je relativné dlouhy a vyzaduje tedy dlouhou templatovou genomovou DNA, kterd je
vSak pfitomna jen ve velmi malém mnozstvi v tepelné zpracovanych ovocnych produktech,
jako jsou dZemy. Lze ocekavat, ze sniZzenim velikosti amplikonu by se mohlo dosdhnout
vysSich vytézki PCR atim 1 celkového zcitlivéni genetické analyzy. Vysledky v této
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diplomové praci by mohly poslouzit pfi dal§im studiu izolace rostlinné DNA magnetickymi
casticemi.

Cast vysledkii obsazenych v diplomové praci byla prezentovana na studentské védecké
konferenci — Chemie je Zivot.
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9 POUZITE ZKRATKY

zkratka
bp
CTAB
DNA
dNTP
EDTA
GMA
HEMA
HCl
PCR
PEG
PGMA
P(HEMA-co-GMA)

PLL
PVP
TMA

vysvétleni zkratky

par bazi (baise pair)

cetyltrimethylammonium bromid

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleosidtrifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

glycidylmethakrylat

hydroxyethylmethakrylat

kyselina chlorovodikova

polymerazova fetézova reakce

polyethylenglykol

poly(glycidyl methakrylat)

magnetické ¢astice poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-
glycidylmethakrylat)

magnetické nanocastice oxidu zeleza pokryté poly(L-lysinem)
polyvinylpyrrolidon

tetramethylammonium oxalat
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10 PRILOHA

Piiloha ¢. 1

Vyuziti magnetickych castic p¥i izolaci
DNA z rybizovych dZemii

Bc. Aneta Hronovd 5
RNDr. Ales Kovaiik, CSc., doc. RNDr. Alena Spanovd, CSc.,
doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc.

Viysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, L’Ista'g chemie potravin a biotechnologii
Purkyriova 464/118, 612 00, Brno, Ceskid republika
xchronova®@fch.vutbr.cz

P¥i identifikaci falSovanych potravin se v posedni dobé zaéinaji uplatiiovat
metody zaloZené na genetické analyze. Podminkou tispé$né analyzy je dostupnost
kvalitni DNA. Izolace DNA z tepelné zpracovanych vyrobki rostlinného piivodu
je v8ak velmi komplikovany proces. Hlavnim problémem je skutecnost, Ze rostlinné
tkané obsahuji velké mnoZstvi latek, které nepfizniveé ovliviiuji kvalitu a amplifiko-
vatelnost DNA v polymerédzové fetézové reakci (PCR). Jedna se predevEim o poly-
fenoly, polysacharidy a proteiny. Z tohoto diivodu je nutné tyto latky ze vzorku
odstranit nebo alesponi sniZit jejich mnozstvi. Dalsi pfekazkou pfi izolaci DNA je
jeji degradace, ke které dochéazi béhem p¥ipravy a béhem tepelného zpracovéni po-
travinového vyrobku.

Cilem préce byla izolace DNA za pomoci magnetickych ¢astic z tepelné zpra-
covanych potravinovych vyrobkit (dZemt) vhodna pro PCR a dal§i analyzy. Pro
analyzu byly vybrany rybizové dzemy, které byly pFipraveny riiznymi postupy
(pfitomnost ¢ nepfitomnost ztuZovaciho p¥ipravku). DZemy byly za chladu homog-
enizovany rliznymi postupy a ziskané homogenaty byly ndsledné pouZity pro izo-
laci DNA magnetickymi ¢asticemi. Byly provedeny dva typy homogenizace — plas-
tovy kopist a stomacher. K homogenatu byl p¥idan lyza¢ni roztok, ktery ze vzorku
odstraiiuje polysacharidy a polyfenoly. Jedna se o komplexni roztok obsahujici cetyl
trimetyl amonium bromid (CTAB) s pfidavkem merkaptoethanolu. Déale byl testovan
vliv chloroform-oktanolu a izopropanolu na deproteinizaci vzorku. Po odstfedéni
komplexit CTAB s proteiny, polyfenoly a polysacharidy byla hrubé frakce DNA
purifikovana vazbou na magnetické ¢astice. Byly testovany dva druhy magnetick-
ych nosiéil: mikrocastice poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat)
P(HEMA-co-GMA) a nanocastice oxidl Zeleza pokryté poly(L-lysinem).

Izolovana DNA byla podrobena spektrofotometrické analyze, kde byla
zjiStovana jeji koncentrace a stupen kontaminace polyfenoly a proteiny. Poté byla
testovéna amplifikovatelnost DNA v reakci PCR. Pro amplifikaci byly vyuZity
primery specifické pro rostlinnou ribosomalni DNA (dvojice primerit 185_for a
5,85_rev amplifikujici podoblast ITS1). Produkty PCR s ofekdvanou délkou 700 bp
byly detekovany agarézovou gelovou elektroforézou. V préci bylo prokazéano, ze
z dZemti lze pomoci testovanych magnetickych nosiéi izolovat DNA v dostateéné
kvalité vhodné pro PCR.

Klicova slova: izolace DNA, magnetické mikro&4stice, magnetické nanodastice,
PCR
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