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Anotace

Tato préce se zabyva metodami analyzy DNA pro autentizaci méku setého (Papaver
somniferum), pomoci kterych by bylo mozné rychle a jednoduSe odhalit falzifikaty této
plodiny. V dne$ni dobé nepoctivi obchodnici nahrazuji kvalitni ¢esky mak levné&jSimi
odriidami ¢i makem technickym (farmaceutickym) pro vyssi zisk. Toto falSovani poskozuje
dobré jméno ¢eského maku a snizuje jeho oblibenost u zahrani¢nich klientt. Cilem této prace
bylo navrhnout a ovéfit metodiky pro autentizaci maku setého zaloZené na analyze DNA
s vyuzitim polymerazové ftetézové reakce (PCR), izotermické amplifikace DNA (LAMP)
a DNA barcodingu, ktery je zalozen na porovnani sekvenci riznych druhi rostlin. Vysledkem
je névrh metodiky vyuzivajici porovnani sekvenci pro rozliSeni rtznych druhi rostlin
od maku.

Klicova slova

mak sety; polymerdzova fetézova reakce; izotermicka amplifikace zprostiedkovana smyckou;
DNA barcoding; horizontalni agar6zova elektroforéza; spektrofotometrie, DNA analyza

Annotation

This study deals with DNA analysis methods for the authentication of the poppy (Papaver
somniferum), which would be able to detect counterfeits of this plant easily and quickly.
Nowadays rogue traders use cheaper poppy varieties or ones used for pharmaceutical
purposes to gain profit. These counterfeits damage the good name of the Czech poppy
and reduces its popularity among foreign clients. The aim of this study is a proposal
and verification of methods for authentication of this poppy based on a polymerase chain
reaction (PCR), isothermal amplification (LAMP) and DNA barcoding, which is based on the
comparison of sequences of different plant varieties. The result of my study is a proposal
of a method using a comparison of sequences for differentiating varieties of plants from this

Poppy.
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horizontal agarose electrophoresis; spectrophotometer, DNA analysis
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1 UvoDp

Ceské republika ma velmi dobré podminky pro péstovani maku setého a je tedy jednim
z nejvétsich péstiteli a vyvozel potravinafského maku na svété. Cesky modry mak ma diky
své kvalit¢ ve svété velmi dobré jméno, které je ale kvili nepoctivym obchodnikim
v posledni dobé ohrozZeno. Tito obchodnici nahrazuji ve svych produktech ¢esky modry mak
za levnéjsi odrudy potravinarského ¢i technického maku.

Je dulezité, aby k tomuto falSovani dochézelo co nejméné. V soucasnosti je registrace
dovozu méku velmi pfisna a je také kontrolovan obsah morfinovych alkaloidi. Podle
vyhlasky ¢. 329/1997 Sh. nesmi obsah morfinovych alkaloidu Vv potravinaiskych odridach
méaku ptesahnout 25 mg/kg maku. Technicky neboli farmaceuticky mék, ktery maze byt téZ
odridou maku setého, mé zpravidla vyssi obsah morfinu nez registrované ¢eské potravinaiské
odrudy. Nékteti obchodnici ale nasli zpusob, jak obsah morfinovych alkaloidt uméle snizit
a takto upravena semena poté vydavaji za semena potravinaiska. V né€kterych piipadech
byvaji semena potravinafskych odrid nahrazovana za semena maka okrasnych.

Je tedy nutné se dale vénovat vyvoji autentizacnich metod, které by mohly falzifikaty
rychle odhalit, a tim zabranit falSovani a poSkozovani dobrého jména ¢eského maku.

Tato prace se vénuje autentizaci maku setého pomoci metod analyzy DNA, konkrétné
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR), izotermické amplifikace zprostfedkované
smyc¢kou (LAMP) a tzv. DNA barcodingu, s cilem navrhnout a ovétit metodu, ktera by byla
schopna odhalit druhovou a/nebo odridovou zaménu maku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mak sety

Mak sety (Papaver somniferum) se fadi do Celedi makovité (Papaveraceae). Je to prastara
rostlina ptivodem z vychodni a piedni Asie.! Tato plodina byla lidem prospé$na odjakziva.
Jeji semena obsahuji velmi hodnotné oleje a mineralni latky jako napt. vapnik, fosfor, hoicik
a draslik. Tato semena se dnes vyuzivaji v potravinafstvi napft. jako dochucovadlo ¢i k vyrobé
jedlého oleje.? Latex' maku setého obsahuje mnoho druht alkaloidil, mezi néZ patii napf.
morfin, kodein, thebain &i papaverin.® Tii z téchto latek (morfin, thebain a kodein) fadime
mezi tzv. fenantrenové alkaloidy a jsou pod mezinarodni kontrolou OSN. Tyto tfi alkaloidy se
vyuzivaji ve farmaceutickém primyslu a s papaverinem jsou ekonomicky vyznamné. Zaroven
ale byvaji zneuzivany pro vyrobu opia ¢i heroinu.*

Diky vysokému obsahu morfinu, ktery se Siroce vyuziva jako analgetikum®, je méak velmi
zadanou plodinou také ve farmaceutickém primyslu. Sucha makovina z méaku obsahuje
ramcové 0,1 az 1 % morfinu (jednd se o hmotnostni podil). Ve farmaceutickém prumyslu je
pozadovan alespoti 0,25% obsah této u¢inné latky. V CR se vétsinou péstuje mak s 0,4-0,6 %
morfinového obsahu, ale v jinych statech se ¢asto péstuji také tzv. vysoko obsahové maky.’
Napiiklad v Mad’arsku péstuji mak s morfinovym obsahem 1,5-2,5%. V Tasmanii jsou
péstovany odrudy az s 3% obsahem morfinu. Vzhledem Kk ¢astému zneuzivani morfinu je
v n¢kterych zemich péstovani méaku zcela zakdzano (napt. Estonsko) a v nékterych statech je
nutné mit k péstovani zvlastni povoleni (napf. Polsko, Ukrajina).® V Ceské republice je tieba
se fidit 8 29 v zakoné o ndvykovych latkach, ktery zahrnuje mj. tzv. ohlaSovaci povinnost
pfi péstovani méaku setého na plose vétsi nez 100 m?. Pro vyvoz a dovoz této plodiny je navic
nutné ziskat povoleni od ministerstva zdravotnictvi.”

2.2 FalSovani maku

Ceska republika je jednim z nejvétsich péstiteli a vyvozel potravinafského maku na svéts.
Zaroveh je také zemi s nejvétsi spotiebou této plodiny. Roéné je v Ceské republice
vypestovano piiblizné 28,5 tis. tun maku. Tato masivni produkce je dana predevSim
celosvétovou poptavkou a dostatkem vhodné pudy k péstovani této plodiny. Vétsina Ceské
produkce maku je vyvazena do riznych koutii Evropy. Vzhledem k tomu, Ze je méak dualezita
soucast Geské kuchyné, je piiblizné 5 tisic tun maku uréeno pro tuzemsky trh.®

Mak péstovany v Ceské republice ma ve svété velmi dobré jméno diky své skvélé
kvalité, chuti, nutricnim vlastnostem a jasné barvé. Tuto reputaci ale postupné ztraci kvuli
dovozu semen maku ze Spanélska, Francie i z Tasménie, kde je péstovan zejména technicky
(farmaceuticky) mak, jehoz semena byla puvodné spalovana. Tento odpadni mak, ktery ma
vysoky obsah morfinu, vyrazné hor$i chut a ma jinak zbarvena semena, se stal pfilezitosti
pro nepoctivé obchodniky. Ti za¢ali odpadni mék dovazet do CR, michat s kvalitnim ¢eskym
méakem a vyvazet tyto produkty pod etiketou ,,Cesky modry mak* do jinych statu.’

" mlé¢na tekutina produkovana mlé&nicemi v pletivu maku
" jakakoli latka z rozmanité skupiny 1é¢iv pouzivanych k tlevée od bolesti



Prvniho ledna 2014 zacala v CR platit novela vyhlasky &. 329/1997 Sb., vydané podle
zakona o potravinach, ktera v piiloze ¢. 9 limituje obsah morfinovych alkaloidi na nejvyse
25 mg/kg maku.'® Technicky mak vyuzivany pii falsovani ¢asto piesahuje tento limit, a proto
se vyuziva tzv. termostabilizace, coz je proces umeélého snizeni obsahu morfinu primarné
u technického maku. Jde o pfeménu technického maku na mak potravinaisky. Produkt
obsahujici kvalitni 1 technicky mak se poté proddva za plnou cenu a je oznacen za 100%
esky. Cesky mak je také ¢asto nahrazovan méné kvalitnimi odriidami dovezenymi z ciziny,
které mohou mit az o dvé tfetiny niz$i cenovou hodnotu.!*

Ceska republika se v minulych letech snazila na Grovni Evropské komise prosadit
zakon o pouzivani pouze potravinaiského maku v potravinaistvi tak, aby tuto tradi¢ni ceskou
komoditu ochranila. Bohuzel vSak nebyla tspésna. Evropska komise na zakladé jednani
vydala pouze doporuéujici dokument!? 0 spravné praxi pro piedchazeni a snizovani vyskytu
opiovych alkaloidéi v maku a makovych produktech.'®

Vzhledem ke stale castéjsimu vyskytu ,.falSovaného maku na ceském trhu se
zkusebni laboratof UBM'" FPBTY na VSCHTY Praha zabyva mj. také vyvojem metod
pro laboratorni kontrolu maku setého, které by se daly vyuzit K odhaleni téchto
falzifikovanych produktt. Jednou z takovych metod je metoda analyzy DNA, které jsou
vénovany nasledujici kapitoly této préce.

2.3 lzolace DNA

Aby bylo mozné provést analyzu DNA urcitého biologického materialu, je nutné tuto DNA
nejprve izolovat. Izolace DNA je proces, pii kterém dochazi k oddéleni DNA od ostatnich
bun&énych materialt.}* Tato izolace je nezbytna pro analyzu materialu napiiklad pomoci
metody PCR (Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce),™ ktera je urcena
k rychlému a snadnému mnoZeni iseku DNA na principu replikace nukleovych kyselin.!®
Ptitomnost jinych latek ve vzorku DNA (napf. proteind, lipidd, polysacharidl, ptipadné
dalsich, at’ uz organickych ¢i anorganickych latek) by mohla ovlivnit enzymatické reakce,
kterym je izolovana DNA dale podrobena.” Spatny vliv by mohla mit napf. pfitomnost
sekundarnich metaboliti, jako jsou napf. polysacharidy & polyfenolické slouéeniny.!®
Molekularné-biologicka analyza DNA se vyuzivd napf. v medicing,®
¢i k autentizaci potravin.?:

ve forenzni véde?

Izolaci DNA miiZeme provést u jakéhokoliv vzorku, ktery pochazi z zivého ¢i mrtvého

organismu. Muze to byt tkan, epitelové bunky, krev nebo také zrnka méaku.

Zisk DNA probiha v nékolika krocich:

a) Lyzabun¢k

b) oddéleni DNA od ostatnich komponentl bunky

c) izolace DNA.

Prvnim krokem izolace jetzv. lyza (rozpad) bun€k. Tento proces je nezbytny
pro destrukci proteinovych struktur, naruseni bunéénych membran a uvolnéni nukleovych
kyselin zbuniky. K této destrukci se vyuziva ruznych fyzikalnich, chemickych

il Ustav biochemie a mikrobiologie
" Fakulta potravinarské a biochemické technologie
v Vysoka skola chemicko-technologicka


http://www.bezpecnostpotravin.cz/UserFiles/Berankova/vyhlaska_mak_sb0156-2013.pdf

i enzymatickych postupti. Je mozné vyuzit napf. zvySenou teplotu, dithiothreitol (DTT)
ke $tépeni disulfidovych vazeb ¢i ¢inidlo, jako je tfeba dodecylsiran sodny (SDS), ktery slouzi
k naruseni bunéénych membran. Proteiny, protedzy”' a nukleazy'" deaktivuje teplota nebo
chemicka zména prostiedi. Vysledkem denaturace je rozpad bunék a rozpu$téni membran.

Dalsim krokem je oddéleni DNA od ostatnich komponenti. K tomu miize byt vyuzito
extrakéni ¢inidlo (pfikladem miZze byt smés chloroformu a isoamylalkoholu). Vzorek
obsahujici DNA a extrakéni Cinidlo je centrifugovan. Po centrifugaci dojde Kk rozdéleni
vzorku na horni vodnou fazi obsahujici DNA a spodni organickou fazi tvofenou
chloroformem. Vodna faze je odebrana a piefiltrovana. Poslednim krokem je eluce DNA.
Na filtru zachycenou DNA miizeme eluovat pomoci eluéniho pufru ¢i NFWY'. Filtr s DNA je
premistén do Cisté zkumavky a DNA je pomoci zminéného pufru eluovana. Kvalitu takto
ziskané DNA Ize ovéfit pomoci gelové elektroforézy.?

Posledni dva zminéné kroky izolace DNA mohou prob&hnout také pomoci ethanolu, ktery
je pouzit jako srazeci ¢inidlo. Pomoci centrifugace dojde krozdéleni smési na peletu
obsahujici DNA a na supernatant obsahujici ostatni komponenty vzorku. Dale je supernatant
odsan a zkumavka je zahtivana tak, aby doslo k odpaieni zbylé tekutiny. Teplota ale nesmi
presahovat 40 °C, aby nedo$lo k poskozeni DNA. Nakonec je peleta rozpusténa v pufru
&i NFW. 2

2.4 Metody pouzivané pro autentizaci maku setého

2.4.1 Metoda PCR

Metoda PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce) byla piedstavena
v roce 1983 americkym chemikem Kary Mullisem, ktery za tento objev ziskal v roce 1993
Nobelovu cenu za chemii.?* Od té doby je metoda PCR Siroce vyuzivana v mnoha oborech,
jako je napf. virologie, mykologie, parazitologie, mikrobiologie, zubni lékafstvi
&i potravinafstvi.?®

Metoda PCR je velmi efektivni. Pomoci této metody muzeme zvelmi malého
mnozstvi vzorku amplifikovat veliké mnozstvi nami vybraného tiseku DNA. Kary Mullis
jednou prohlasil: ,,/t lets you pick the piece of DNA you 're interested in and have as much of it
as you want.”? coz v pekladu znamena: ,,MiiZete si vybrat libovolny tisek DNA a namnoZit
si ho tolikrat, kolikrat si prejete.*

Dalsi vyhodou této metody je jeji vysokd senzitivita, kterd je dulezita
napf. pii zjiStovani genetickych chorob ¢i, v mém ptipadé, k rozpoznani kvalitniho ¢eského
maku od méaku technického. Zaroven je vsak metoda PCR kvili své senzitivité nachylna
k inhibici, coZ mize mit v nékterych ptipadech za nasledek zavadgjici vysledky.

K provedeni testu PCR je zapotiebi templatova DNA, primery, nukleotidy, DNA
polymerdza a pufr. DNA polymeraza je enzym, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy
dohromady a tim vytvaii na$ produkt. Tento enzym je izolovan nejcastéji z bakterie Thermus
aquaticus (pak nese oznaCeni Taq polymeraza). Tato bakterie je schopna zit v prostiedi

Vi enzymy $tépici proteiny
VI enzymy Stépici nukleové kyseliny rozkladem fosfodiesterové vazby
Vit yoda zbavena nukleaz (nuclease free water)
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s teplotou az 80 °C. DNA polymerdza je tedy velmi odolnd vi¢i vysokym teplotam.
Je schopna odolat i prvnimu kroku metody PCR, kterou je denaturace templatové DNA
pii teploté ptiblizn¢ 95 °C. Vyuziti této polymeradzy znaéné zjednodusilo prubéh reakce.
Pied objevenim Taq polymerazy bylo potieba po kazdém cyklu polymerazu doplnit.?’
Nukleotidy (napt. deoxyribonukleotid trifosfat - dNTP) obsahuji ¢tyfi nukleové baze:

adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G), které jsou obsazeny v  DNA. Tyto
nukleotidy jsou stavebni jednotky, které DNA polymeréaza spojuje do vysledného produktu.?®
Dalsi nezbytnou slozkou k provedeni PCR jsou primery, coz jsou kratké oligonukleotidy.
Tyto primery se vazou (piisedaji) na komplementarni tseky templatové DNA a ohranicuji
z obou stran amplifikovany usek. Primery jsou tak pocatecnim bodem syntézy a pouze
v piipadé, Ze primery nasednou na templatovou DNA, miize zacit fungovat polymeraza.?®
Tyto primery se vétSinou objednavaji na zakazku. Na webovych strankach ptislusné firmy je
mozné provést objednavku primeru pozadované sekvence, pozadovaného mnozstvi a Cistoty
i s ptipadnymi modifikacemi oligonukleotidu.®® Posledni slozkou, ktera je k provedeni
metody PCR zapotiebi, je pufr. Ten zajistuje vhodné pH prostiedi a iontovou silu
pro reakci.?®

Vsechny zminéné komponenty jsou smichany ve zkumavce a jsou dany do piistroje, ktery
umoznuje rychlé stfidani teplot a opakovani cykla amplifikace DNA. V kazdém cyklu se dany
isesk DNA namnozi exponencialné.3 Cyklus je mozny zadit tzv. inicializaci, kdy dochazi
k aktivaci polymerazy a odstranéni Skodnych enzymu ve vzorku pii teploté 94-96 °C po dobu
pfiblizné 4-5 minut.?* Poté se jiz opakuji cykly, které se skladaji z nasledujicich 3 &asti
(Obr. 1):

e Denaturace DNA — separace fetézcu (pii teploté ptiblizné 95 °C)

e Pfipojeni primert (tzv. annealing; teplota pfiblizné 55 °C)

e Prodluzovani fetézce (tzv. elongace; teplota piiblizng 72 °C).3

JelikoZ se mezi protilehlymi bdzemi v DNA (guaninem a cytosinem nebo adeninem
a thyminem) vytvareji vodikové miustky, je tieba tyto mustky rozru$it. V prvnim kroku
kazdého cyklu jsou tyto mustky pieruseny pomoci vysoké teploty. Dojde tak k rozdéleni
dvoufetézcové DNA na dvé jednofetézcové DNA.3

V dalsim kroku je teplota vzorku snizena piiblizné¢ na 55 °C. Pfesnda teplota je dana
teplotou tani pouzivaného primeru. To umoziuje primeram nasednout na specifické misto
jednotetézcové templatové DNA. Primery nasednou naopacné strany cilového useku
a vytvareji fetézec smérem k sobé. Podle sméru rozeznavame forward primer a reverse
primer.3

Poslednim krokem je elongace, tedy prodluzovani fetézce, pii které DNA polymeraza
vytvoii ve sméru 5° — 3" komplementarni fetézec k templatové DNA. Doba, po kterou se
tento krok provadi, zalezi na délce Useku. Kompletni reakci je mozno zakonéit finalni
elongaci po dobu pfiblizné 10 minut.3*

Metod PCR existuje cela fada. Kazda z nich je vhodné pro jiny ucel. Za zminku stoji
naptiklad metoda kvantitativni gPCR, multiplexni PCR, RT-PCR & RT-qPCRX *®

* real-time polymerazova fetézova reakce
* real-time kvantitativni polymerazova fetézova reakce
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Obr. 1: Priibéh PCR (ptevzato z lit*®, upraveno autorkou)
2.4.2 Metoda gPCR

Tato metoda je zalozena na principu klasické PCR. Pomoci metody qPCR (kvantitativni
polymerédzova tetézova reakce) je ale mozné s vyuzitim fluorescencniho znaceni sbirat data
v prib¢hu reakce a sledovat tak ndrtst amplifikovanych fragmenti DNA v redlném case.
V priibéhu reakce je métena fluorescence, kterd se zvySuje s mnozstvim amplifikovanych
fragmentl. Zdrojem této fluorescence muze byt napt. fluorescencni barvivo, jako tieba
ethidium bromid ¢i SYBR Green |, které je specifické pro dvouvlaknovou DNA (dsDNA).
Nevyhodou této metody je, Ze se s jeji pomoci da sledovat amplifikace pouze jedné cilové
frekvence. Barvivo totiz naseda na jakykoliv vzorek s dsDNA bez specifity
k sekvenci.3! Metoda qPCR vyuziva k zachyceni fluorescenéniho zafeni opticky systém. Data
jsou pak analyzovana pomoci poéitace se specialnim softwarem.%’

Dalsi moznosti je vyuziti napf. oligonukleotidovych sond specifickych pro danou
sekvenci. Existuje n&kolik typti sond jako napt. sondovy systém TagMan™, ktery obsahuje
dva typy znacek: fluorofor (reportér), ktery nasedd na 5° konec, a tzv. quencher (zhasec),
ktery naseda na 3° konec. Tyto sondy vyuzivaji aktivity Taq DNA polymerazy. Sonda se vaze
na sekvenci mezi obéma primery. V tuto chvili zhase¢ potlacuje fluorescenci fluoroforu. Taq
DNA polymeraza zacne syntetizovat novy fetézec DNA a sondu rozsté€pi. Jakmile se fluorofor
dostane z vlivu zhasece, fluorescence se projevi.!

2.4.3 Metoda PCR multiplex

Metoda PCR multiplex umoznuje amplifikaci vice nez jedné cilové sekvence DNA. Do smési
neni pfidana pouze jedna sada primert, ale nékolik sad, a tim dojde k amplifikaci nékolika
sekvenci. Timto zptisobem se usetii mnoho Casu, prace a financi, aniz bychom snizili kvalitu
ziskanych vysledki.®® PCR multiplex byla jiz n&kolikrat Gspésné vyuzita v oborech analyzy
nukleovych kyselin véetné analyzy mutace,®® polymorfismu,*® detekci RNA*! ¢i kvantitativni

wewvr

zptisobem, aby K sobé& navzajem nebyly komplementarni.*3
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2.4.4 Sekvenovani

Sekvenovani DNA je metoda, ktera slouzi ke zjisténi potadi nukleotidi v sekvencich DNA.
Tyto sekvence jsou soucasti dédiéné informace na chromozomech, plazmidech
a mitochondriich.** Sekvenace DNA se vyuzivd napf. V archeologii, antropologii,
biotechnice,* pfi zjistovani genetickych vad nebo k identifikaci Zivo&isnych ¢&i rostlinnych
druhti. V tomto ptipad¢ je nutné najit takovou sekvenci DNA, ktera je jedine¢nd a neni
totozna s zadnou jinou. OdliSnosti sekvenci je mozné vyuzit i pro odliSeni jednotlivych odrad.
Av8ak ani v dne$ni dobé nejsou v databazich nukleovych kyselin dostupné sekvence
pro odlieni nékterych rostlinnych odriid, napiiklad u méku setého.*

Mezi prvni metody sekvenace DNA, které se stale vyuZivaji, patéi tzv. Sangerova
metoda. Tuto metodu piedstavil Frederick Sanger, ktery za ni ziskal v roce 1980 Nobelovu
cenu.*® Metoda funguje na podobném principu jako PCR, kdy se za¢ina amplifikaci
(zmnoZenim) templatové DNA pomoci primerid a DNA polymerdzy. Na rozdil od PCR
vyuziva tato metoda pouze jeden primer a dochazi tak k syntéze jen jednoho fetézce v jednom
sméru. Dal$i odlisnosti Sangerovy metody V jeji pivodni podobé je to, ze se provadi
ve Ctyfech zkumavkach, které obsahuji totozné slozky reakce (ANTP jako stavebni bloky,
templat, primer a polymerazu). Ktémto slozkam se ale je§t¢ pridava
tzv. dideoxyribonukleotid (ddATP v prvni zkumavce, ddTTP ve druhé, ddGTP ve tfeti
a ddCTP ve ¢tvrté). Tento nukleotid je specificky tim, Ze mu chybi na 3" uhliku —OH skupina,
ktera je nezbytnd pro pfipojeni dalSiho nukleotidu. Cely fetézec zaina sekvenci primeru
a poté dochazi k zaclenéni dideoxyribonukleotidu, ktery syntézu tetézce zastavi. Kdy se tento
nukleotid vmezeti do syntézy a ukonéi vznik nového fetézce je tedy véci nahody.
Je ale znamo, jakym nukleotidem novy fetézec konci. Pokud je Vv reakci pfitomen napt.
nukleotid ddATP, tak novy fetézec vzdy konéi adeninem. Poslednim krokem Sangerovy
metody je analyza fragmenti pomoci citlivé gelové elektroforézy. Na gel je vedle sebe
nanesen obsah zminénych ¢ty zkumavek a po separaci jednotlivych fragmentt je podle jejich
délky mozné urcit potadi nukleotidi. Pozice fragmentu totiz odpovida pozici jednotlivych
nukleotidd v sekvenovaném vzorku.*’

Provedeni Sangerovy metody se dnes jiz trochu lisi, princip je ale stale stejny; misto
¢tyt zkumavek se pouziva pouze jedna, kde je kazdy dideoxyribonukleotid znaceny svou
specifickou fluorescen¢ni znackou. Fragmenty jsou poté detegovany pomoci kapilarni
elektroforézy. Fragmenty se na zaklad¢ rozdilné velikosti v kapilafe rozdeli. Pomoci
detektoru, ktery je schopen zaznamenat barvu ,,projizdéjiciho® fragmentu, jsou pak Useky
analyzovany.®® Vysledkem je chromatogram s piky jednotlivych nukleotidi. Podle potadi
téchto pikti pak pozname sekvenci DNA.#°

2.45 Metoda LAMP

Amplifikace nukleovych kyselin pomoci metody LAMP (loop-mediated isothermal
amplification; izotermicka amplifikace zprostfedkovana smyckou) kombinuje vysokou
specifi¢nost, jednoduchost a rychlost.° Radi se mezi nové vyvinuté molekularng-biologické
metody pro amplifikaci specifickych sekvenci DNA ¢i RNA.5! V porovnani s PCR ma tato
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metoda vys§i specifitu a citlivost a jeji reakce probiha v izotermickych* podminkéch.>
LAMP vyuzivdi DNA polymerdzu a sadu Cctyf specidln€ navrzenych primerd,
které rozpoznavaji celkem az Sest riznych sekvenci cilové DNA. Vnitini primer obsahujici
sekvence cilové DNA iniciuje LAMP. Poté dochazi k zamén¢ DNA fetézce syntézou nového
fetézce, ktera je aktivovana vnéj$im primerem. Pti zamén¢é se uvoliuje jednoietézcovd DNA,
ktera slouzi jako templat k syntéze dalsi DNA. Tato syntéza je aktivovana druhym vnitinim
a vnéjSim primerem, které hybridizuji na druhy konec cilové DNA a vytvareji strukturu DNA
ve tvaru smy¢ky. V nasledujicich cyklech jeden z vnitinich primert hybridizuje na smy¢ce
produktu a iniciuje dislokaci DNA syntézou nového fetézce. Tato cyklicka reakce pokracuje
akumulaci az 10° kopii cilové DNA a cely proces trva méné nez hodinu.>® Produkty jsou poté
analyzovany pomoci gelové elektroforézy a pro vizualni detekci se vyuzivaji rizna barviva
jako napt. SYBR Green | & hydroxynaftol modry (HNB).>

2.4.6 DNA barcoding

DNA barcoding je identifika¢ni systém zaloZeny na sekvencich DNA a zastupuje vyznamnou
roli v moderni taxonomii*.%® Tzv. Barcode (angl. ¢arovy kéd) je usek DNA, v jehoZ sekvenci
se druhy zkoumané taxonomické jednotky od sebe co nejvice lisi, a jedinci druhu se v ném
naopak li§i co nejménd.>® Tento systém se nejvice vyuzivd k uréovani Zivodichl
napt. v ekologii ¢i evoluéni biologii, ale také k uréovani rostlin a jinych skupin organism.>’
Bardcoding pouziva standardni krdtkou genomovou oblast, ktera je vSeobecné piitomna
v cilovych fadach a méa dostateénou sekvenéni variaci k rozligeni riznych druhti organismi.>®
V praxi se DNA sekvence d& ziskat z kratké genomové oblasti z malého vzorku tkané. Tato
sekvence je poté porovndna v databazi sekvenci znamych druhti a shoda sekvenci zajisti
rychlou identifikaci neznamého organismu.>®

X! probihajici pii stéle teploté
X yédni obor, zabyvajici se rozpoznavanim identity nebo zékladniho charakteru organismu
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité chemikalie

o Xiii

Pro ptipravu PCR reakcni smési, elektroforetickou detekci amplikon™" a dalSich roztoki
byly pouzity nasledujici chemikalie:

5PRIME, DEU: 5X TBE pufr, voda zbavena nukledz (nuclease free water)

Bio-Rad Laboratories Inc., USA: Agardza pro molekularni biologii

East Port Praha: Primery

Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.0, CZE: Midori Green Advance DNA Stain
Eppendorf AG, DEU: 5X TBE pufr

Invitrogen, USA: Platinum® Taq DNA polymeraza, reakéni pufr pro Platinum® Taq
DNA polymerazu, chlorid hore¢naty

Macherey-Nagel, DEU: NucleoSpin® Food Kit

New England Biolabs, Inc., USA: Bst 2.0 DNA polymeraza

New England Biolabs, Inc., USA: Monarch DNA Gel Extraction Kit

Penta, CZE: Chlorid sodny p.a., ethanol (96%), isopropanol p.a.,
chloroform p.a.

Promega Corporation, USA: Standardy pro elektroforézu: nanaSeci roztok na
elektroforézu Blue/Orange 6x, smés 2’-deoxyribonukleosid-5’-trifosfati, Go Taq® G2
Flexi DNA polymeraza, reakéni pufr pro Go Taq® G2 Flexi DNA polymerazu, chlorid
hote¢naty, voda zbavena nukleaz

Sigma-Aldrich, USA: cetyltrimethylamonium bromid (CTAB),
ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA), ribonukledza A (hovézi pankreas),
proteindzy K (Tritirachium album), Tris-HCl p.a., SYBR® Green |

Sigma-Aldrich, USA: GenElute PCR Clean-Up Kit

Solis Biodyne: 5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix

Thermo Fisher Scientific: GeneRuler DNA Ladder Mix, 50 bp DNA Ladder, 100 bp
DNA Ladder

3.2 Pouzité roztoky a pufry

5X TBE pufr (45mm Tris-borat, Imm EDTA, pH = 8,3)

Pufr 1X TBE byl pfipraven nafedénim 200 ml zasobniho roztoku (5X TBE) a 800 ml
destilované vody.

CTAB extrakéni pufr (20 -1t CTAB, 1,4m NaCl, 100mm Tris®"V, 20mm EDTA; pH
upraveno na hodnotu 8,0)

10g CTAB, 6,05g Tris, 40,9 g NaCl, a 3,725 ¢ EDTA bylo rozpuiténé v 250 ml
sterilni destilované vody. Celkovy objem byl doplnén do 500 ml; pH roztoku bylo
upraveno na hodnotu 8,0. Pufr byl nasledn¢ sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C
po dobu 20 min.

Xt gast DNA & RNA, kterd je zdrojem &i vysledkem amplifikace
XV tris(hydroxymethyl)aminomethan

15



CTAB precipitaéni roztok (5 g-I CTAB, 40mm NaCl; pH upraveno na hodnotu 8,0)
V 250 ml sterilni destilované vody bylo rozpusténo 1,25 g NaCl a 2,59 CTAB.
Celkovy objem byl doplnén vodou do 500 ml. A pH roztoku bylo upraveno na
hodnotu 8,0. Roztok byl sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 min.

1,2 m NaCl
Navazka 7 g NaCl byla doplnéna destilovanou vodou do objemu 100 ml. Roztok byl
nasledné sterilovan v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20 min.

Ethanol — 70% roztok (v/v)

Absolutni ethanol o objemu 70 ml byl smichan s 30 ml sterilni destilované vody.

Proteinaza K (20 mg-ml™)

K20 mg proteindzy K (EC 3.1.27.5) byl ptidan 1 ml NFW*'. Dle vyrobce byla
aktivita proteindzy K min. 8 DMC-U na mg. Roztok byl skladovan pfi teplotach

od —18 do —25°C.
e Ribonukleaza A (10 mg-mi?)

K 10 mg ribonukleazy A (EC 3.1.27.5) byl pfidan 1 ml NFW. Roztok byl skladovan

pfi teplotach od —18 do —25°C.

3.3 Pristroje a programové vybaveni

Analytické vahy

Analyticke vahy

Autoklav PS20A

Box s laminarnim proudénim vzduchu
Box s laminarnim proudénim vzduchu
Centrifuga HERMLE, Z 233 MK-2
Centrifuga Mikro20

Digitalni kamera C-4040Z00M
Fotodokumentacni systém (Quantum)

Horizontélni elektroforéza EO 638
Horizontélni elektroforéza MS SafeBlue
Horkovzdus$ny sterilizator HS 32A
Lednice (26 °C)

Mikrocentrifuga Force 13
Mikrocentrifuga DUAL — ROTOR
Mikrocentrifuga MINISPIN (PLUS)
Mikrovinna trouba

Mikrovinna trouba

Mrazici box (=20 °C)
NanoPhotometer

pH meter PHM 202

Pipety

X nuclease-free water

Denver Instrument, USA

Sartorius 2006 MP Sartorius AG, DEU
Chirana Group a.s., CZE

Bioair Instruments, ITA

Clean Air, NLD

Hermle Labortechnik GmbH, DEU
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, DEU
Olympus Optical Co., Ltd., DEU
Schoeller Instruments, s.r.o, CZE
Vilber Lourmat)

Sigma-Aldrich, Inc., USA

Major Science, USA

LABO-MS, spol. s.r.o., CZE
Liebherr Premium, DEU

Denver Instrument, USA

P-LAB a.s., CZE

Eppendorf AG, DEU

Concept, CZE

Zanussi, ITA

Liebherr Comfort, DEU

Implen, DEU

Radiometer Copenhagen, DAN
Eppendorf AG, DEU
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Program Primer-Blast; Program pro globalni
zarovnani, BLAST
Program MAFFT

Termocykler T Gradient

Termocykler s fluorescencnim detektorem
Tteci miska s tlouckem

Ttepaci vodni lazen SW22 Julabo

UV transluminator

Vortex MS1 Minishaker IKA, Vortex MS3
Basic

Vyhievny blok DRI-BLOCK DB 2A
Vyhtevny blok Mixing Block MB — 102
Zatizeni na ptipravu destilované vody
Zatizeni na ptipravu ledu Ice Flaker

Zdroj pro elektroforézu Power PAC 300
Zdroj pro elektroforézu 250EX

Zoner Photo Studio 14

National Center for Biotechnology
Information, USA

European Molecular Biology Laboratory —
The European Bioinformatics Institute, UK
Whatman Biometra, DEU

Applied Biosystems USA

Schoeller Instrument, s.r.o, CZE
Vilber Lourmat, FRA
IKA-Works, INS., USA

Techne, GBR

Schoeller instruments, s. r. 0., CZE
Labor Komplet, CZE

Brema Ice Makers, ITA

Bio-Rad Laboratories, Inc., USA
Whatman Biometra, DEU
Zonerlinc., USA

3.4 Pouzité vzorky maku a dalSich rostlin

Analyze bylo podrobeno celkem 26 vzorki rtiznych odrud rostlin; z toho 12 vzorkd byly
odrudy maku. Vybrané rostliny, zahrnujici vétSinu odrid maku, byly poskytnuty Vyzkumnym
ustavem rostlinné vyroby (VURV v. v. i.) a Ceskou zemédélskou univerzitou. Okrasné maky
byly ziskany od znacky FloraSelf a mak modry byl ziskan od firmy IBK Trade. Mk M5 a T4
jsou neznamé odrudy, které byly poskytnuty k vyzkumu. Mak M5 ma zvySeny obsah morfinu
a mak T4 ma zvysSeny obsah thebainu. Seznam vsSech odrid méku je shrnut v Tab. 1

a ostatni rostliny jsou popsany v Tab. 2.

Tab. 1: Pfehled pouzitych vzorkt maku.

Cislo vzorku Nazev Pivod

1 VIEi FloraSelf

2 Méak modry IBK Trade

3 M5 VSCHT Praha

4 T4 VSCHT Praha

5 Maraton CZU, VUVR v. v. i.
6 Major CZU, VUVR v. v. i.
7 Aplaus CZU, VUVR v. v. i.
8 Opél CZU, VUVR v. v. i.
9 Postomi CZU, VUVR v. v. i.
10 Buddha CZU, VUVR v. v. i.
11 Vychodni mak FloraSelf

12 Turecky mak FloraSelf
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Tab. 2: Piehled pouzitych vzorkt rostlin (mimo mak).

Cislo vzorku Néazev Piavod
1 Hoi¢ice VURV V. V. i.
2 Hréch VURV V. V. i.
3 Jeémen VURV v. V. i.
4 Kukufice VURV V. V. i.
5 P3enice VURV V. V. i.
6 Repka VURV V. V. i.
7 Slunecnice VURV v. V. i.
8 Soja VURV V. V. i.
9 Cirok VURV V. V. i.
10 Tymian VURV V. V. i.
11 Rozmaryn VURV V. V. i.
12 Oregano VURV V. V. i.
13 Paprika VURV V. V. i.
14 Bazalka VURV V. V. i.

3.5 Pouzité metody a postupy

3.5.1 Homogenizace vzorki

Pied samotnou izolaci rostlinné DNA byla provedena homogenizace vzorki. Casti rostlin
(semena nebo listy) byly rozdrceny v tfeci misce pomoci tlouc¢ku. Pfed kazdym drcenim byla
tteci miska s tlouckem omyta vodou, ethanolem (70%), 1% roztokem Sava a nakonec op¢t
ethanolem. Mikrozkumavky se vzorky byly uschovany v mrazicim boxu (—20 °C).

3.5.2 lzolace DNA kitem NucleoSpin Food kit

Po homogenizaci vzorku byla provedena izolace DNA pomoci NucleoSpin Food kitu dle
nasledujiciho postupu:
1. NavaZeni 200 mg homogenizovaného vzorku do 2ml mikrozkumavky
2. Lyza bunck:
ptidani 550 pl CF pufru pfedehiatého na 65 °C; promichani

a.

-~ ® oo0o

ptidani 10 pl proteindzy K; promichani

inkubace pfi 65 °C po dobu 30 min
centrifugace (10 min, 10 000 g)

odebrani supernatantu do nové zkumavky

ptidani C4 pufru a ethanolu v poméru 1:1:1 (od kazdé kapaliny 300 pl);

promichani

3. Navazani DNA:

a.

pfemisténi

700 pl

(NucleoSpin Food Column)

roztoku z predeslého kroku do zkumavky s filtrem
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b. centrifugace (1 min, 11 000 g)
c. vyliti tekutiny, ktera protekla do spodni ¢asti zkumavky; predeslé dva kroky
byly zopakovany
4. Vymyti a vysuSeni filtru:
a. prvni promyti — ptidani 400 pl pufru CQW, centrifugace (1 min, 11 000 g),
vyliti proteklé tekutiny
b. druhé promyti — pfidani 700 ul C5 pufru, centrifugace (1 min, 11 000 g), vyliti
proteklé tekutiny tieti promyti — pfidani 200 pl C5 pufru, centrifugace (1 min,
11 000 g), vyliti proteklé tekutiny
5. Eluce DNA:
a. vloZeni vnitini zkumavky s filtrem do nové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml
b. ptidani 100 pl elu¢niho pufru CE ptedehiatého na 70 °C
c. inkubace po dobu 5 min pti pokojové teploté
d. centrifugace (1 min, 11 000 g)
Takto izolovana DNA byla poté uskladnéna pti teploté 4 °C do dalSiho zpracovani.
Dlouhodobé skladovani probihalo pii teplotach od —18 do —25 °C.

3.5.3 Horizontalni agar6zova elektroforéza

Kvalita izolované DNA byla ovéfena horizontalni agar6zovou elektroforézou za pouziti 1%
gelu. Po provedeni PCR byla kvalita vzorkl ovéfena pomoci 2% gelu. Gel byl namichan
z ptislusného mnozstvi agarézy a 1X TBE pufru v zavislosti na velikosti vany a potifebné
koncentraci gelu. Roztok agarozy a 1X TBE pufru byl zahtivan v mikrovinné troub¢, dokud
se agardza zcela nerozpustila. Poté byl roztok zchlazen vodou ptiblizné na 50 °C a na 100 ml
gelu bylo do roztoku napipetovano 5 ul interkala¢niho ¢inidla Midori green advance DNA
stain, které je schopno zviditelnit polohu past nukleovych kyselin na elektroforeogramu.
Tekuty gel byl ptemistén do formy, kde byl ponechan na 20 min ke ztuhnuti.

Takto ptipraveny gel byl pfeveden do elektroforetické vany. Nasledné bylo do prvni
jamky napipetovano 5 ul markeru, ktery slouzil jako standard k uréeni velikosti jednotlivych
fragmenti DNA. Béhem této prace byly vyuzity dva markery. Vice pouzivany byl 100 bp
DNA Ladder, ktery se vyuziva na vzorky s vétsim produktem. Jako druhy marker byl vyuzity
50 bp DNA Ladder, ktery je pfesné&jsi pii uréeni velikosti produktu. Je vhodny pro mensi
produkty. Néasledn¢ bylo smichano 5 pl vzorku s 3 pl barviva SYBR Green a 5 pl této smési
bylo napipetovana do jamky. Elektroforéza s gelem byla spusténa na 30—-60 min pii napéti
90 V a pii proudu 300 mA. Po skonceni byla provedena fotodokumentace gelu pod UV
zafenim.

3.5.4 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce byla pouzita k odliSeni riznych odrid maku a druhu rostlin.
Pouzity byly dva teplotni programy (viz Tab. 3 a Tab. 4). Pii reakcich bylo vyzkouSeno
nékolik part primert. Sekvence vSech primert jsou znazornény v Tab. 5. VSechny reakéni
smési pro PCR jsou popsany v Tab. 6 a Tab. 7. Reak¢ni smés v Tab. 6 byla pouzita
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pro primery F3 a B3, FIP a BIP a pro vSechny 4 primery dohromady, kdy bylo mnozstvi

druhého paru primeru odecteno z mnozstvi NFW.

Pfidana DNA byla zfedéna na koncentraci 25 ng/ul. V reakcich PCR byla vyzkousena
Bst a GoTaq polymeréaza. Pro kazdou reakci byla provedena také beztemplatova zkouska,
pii které byla DNA nahrazena NFW. Pied samotnou piipravou byly vSechny slozky smési
rfadné homogenizovany a né¢kolik sekund centrifugovany.

Tab. 3: Teplotni program pro PCR pfi vyuziti GoTaq polymerazy.

Teplotni program Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 94 4 min 1
Denaturace templatu 95 30s

Nasednuti primeru 55 30s 35
Prodluz?vanl prlrrlleru 79 2 min
pomoci polymerazy

Zavéreéna polymerace 72 5 min 1
Tab. 4: Teplotni program pro PCR pfi vyuziti Bst polymerazy.

Teplotni program Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 94 4 min 1
Denaturace templatu 95 30s

Nasednuti primeru 58 30s 30
Prodluz?vanl prlnlleru 7 2 min

pomoci polymerazy

Zaveérecna polymerace 72 5 min 1
Tab. 5: Piehled pouzitych primert pro PCR a qPCR.
Amplifikovany Primer Sekvence Velikost
Usek produktu [bp]
COR1 F3 TTGTATAAATATCCCCGGAGTA 22
COR1 B3 TCTGATTATGCCCTTATTCAAC 20
COR1 FIP CAATAGTGGAAGCAATTGTCTCAAC 43
GATATCAACTTAAGACAGTTGTTTC
COR1 BIP ACTTGTATTAAGTTGGATCCGGGAA 45
TACCCATATCTTCTAAAAGTGG
Rbel RbcL F AGACCTWTTTGAAGAAGGTTCWGT 285
RbcL R GTAAAATCAAGTCCACCRCG 511
ITS2 ITS2 F GATGCGGAGATTGGCCCCCCGTGC 246
ITS2R GTTTCTTTTCCTCCGCT 250
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Tab. 6: Slozeni reakéni smési s vyuzitim F3, B3 a FIP, BIP primerti a GoTaq polymerazy.

Chemikéalie = Objem v reakéni smési Koncentrace Kone¢na koncentrace
na 1 vzorek [pl] zasobnich roztoki V reakéni smési

NFW 12,86 - -

Pufr 5,00 5X 1X
MgCl» 2,50 25 mm 2,5mm
dNTP 1,25 10 mm 0,5mm
F3/FIP 0,63 20 um 0,504 pm
B3/BIP 0,63 20 uMm 0,504 pum

GoTaq polym. 0,13 5 U/ul 0, 026 U/ ul

DNA 2,00 - -

Celkem 25

Tab. 7: Slozeni reakéni smési s vyuZzitim dvou part primert (F3, B3 a FIP, BIP) a Bst polymerazy.

Chemikalie Objem v reakéni Koncentrace Kone¢na
smési na 1 vzorek zasobnich roztoki koncentrace
[ V reakéni smési
NFW 9,50 - -
Pufr Bst 2,50 10X 1X
MgSO4 1,50 100 mm 6mMm
dNTP 3,50 10 mm 1,4 mm
Primer F3+FIP 0,50 + 2,00 20 um 04+1,6um
Primer B3+BIP 0,50 + 2,00 20 um 04+1,6um
Bst polymeraza 1,00 8 000 U/ul 320 U/l
DNA 2,00 -
Celkem 25

3.5.5 Kvantitativni polymerazova ietézova reakce (QPCR)

Bé&hem této prace byla také vyzkouSena qPCR na riiznych odridach méaku a riznych druzich
rostlin pfi teplotnim programu uvedeném v Tab. 8 a Tab. 9. Pfi qPCR byly vyuzity dva pary
primert rbcL a ITS2. Sekvence téchto primerd jsou uvedeny v Tab. 5. Do smési byla ptidana
také Platinum polymeraza, nebo HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix a DNA ziedéna
na koncentraci 25 ng/ul. Slozeni reakénich smési je popsano v Tab. 10 a Tab. 11.

Stejn¢ jako pii PCR byla provedena beztemplatova kontrola, pii které byla DNA
nahrazena NFW. Pfed samotnou piipravou smeési byly vSechny slozky smési tadné
homogenizovany a n¢kolik sekund centrifugovany.
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Tab. 8: Teplotni program pro gPCR s Platinum polymerazou.

Teplotni program Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94 2 min 1
Denaturace templatu 94 30s

Nasednuti primeru 60 30s 35
Prodluz?vanl prlrr,leru 79 30

pomoci polymerazy

Zavéreéna polymerace 72 5 min 1

Tab. 9: Teplotni program pro qPCR pii vyuziti HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix.

Teplotni program Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 12 min 1
Denaturace templatu 95 155

Nasednuti primeru 60 20s 40
Prodluz?vam prm,leru 79 30
pomoci polymerazy

Zaveérecna polymerace 60 1 min 1

Tab. 10: Slozeni reakéni smési pro qPCR s vyuZzitim rbcL primert a Platinum polymerézy.

Chemikalie Objem v reakéni  Koncentrace Koneéna
smési na 1 vzorek zasobnich koncentrace
[ui] roztoki V reakéni smési
NFW 16,625 - -
Pufr 2,50 10X 1X
MgCl; 1,25 50 mm 2,5mm
dNTP 1,25 10 mm 0,5 mm
Primer rbcL forward 0,625 10 pum 0,25 um
Primer rbcL reverse 0,625 10 pum 0,25 um
Platinum Polymerase 0,125 5 U/l 0, 25 U/ul
DNA 2,00 - -

Celkem 25




Tab. 11: SloZeni reakéni smési pro qPCR s vyuzitim HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermixu.

Chemikalie Objem v reakéni Koncentrace Kone¢na
smési na 1 zasobnich koncentrace
vzorek [ul] roztoku V reakéni smési

NFW 11,40 - -
HOT FIREPol EvaGreen
qPCR Supermix 400 oX X
Primer ITS2/rbcL forward 0,30 10 pm 150 nm
Primer ITS2/rbcL reverse 0,30 10 pm 150 nm
DNA 4,00 - -
Celkem 20

3.5.6 DNA barcoding

Pomoci metody PCR byl namnozen vybrany usek DNA négkolika odrid maku a nékolika
druhti rostlin. Usp&snost amplifikace DNA byla po PCR ovéfovana pomoci gelové
elektroforézy. Smési s kvalitnimi vysledky byly precistény pomoci ethanolu ¢i pre¢istovaciho
kitu Monarch DNA Gel Extraction Kit a GenElute PCR Clean-Up Kit.

Precistovani ethanolem bylo provedeno nasledujicim zptisobem: Vytiznuty produkt
zgelu byl po dobu 15 min zahiivan na teplotu 50 °C. Poté bylo do kazdé zkumavky
s produktem piidano 400 pl ethanolu. Zkumavky byly vlozeny do mrazdku a po 15 min
pii teploté —20 °C se DNA ze smési vysrazela. Vzorky byly 60 s centrifugovany. Vznikla
peleta obsahovala DNA. Zbytek tekutiny byla odsana pipetou a poté byla zkumavka
s otevienym vikem zahfivana na teplotu 40 °C tak, aby se vypatfila vSechna zbyla tekutina.
Nakonec bylo do zkumavek ptidano 50-100 ul NFW. Vznikly roztok DNA byl umistén
do lednice.

Precist'ovani kity probehlo dle pokynii vyrobee. Kvalita precisténé DNA byla ovéfena
na spektrofotometru, ktery se pouziva zejména pro odhad koncentrace vzorki DNA a zjisténi
jejich Cistoty. Kvalita vzorku se zjistuje pomoci poméru absorbanci A2eo/A2s0 & Azeo/ Azzo.
Podle poméru Azso/Azg0 (pomér absobance pii 260 a 280 nm) posuzujeme Cistotu vzorku.
Tento pomér by se mél pohybovat okolo hodnoty 1,8. Hodnoty pod 1,75 znaéi zneciSténi
proteiny (popi. fenolem) a hodnoty nad 2,0 poukazuji na vysoké mnozstvi RNA.®® Pomér
Aoeo/A2zo je sekundarni kontrolou pro Cistotu nukleovych kyselin. Jeji hodnoty by se mély
pohybovat mezi 2-2,2. Pokud jsou hodnoty niz$i, poukazuje to na zneéi$téni inhibitory,
které pohlcuji svétlo pfi 230 nm.®* Vzorky vhodné kvality a kvantity DNA byly poslany
na sekvenaci. Pfed poslanim vzorki k sekvenaci DNA bylo do dvou zkumavek vzdy piidano
ur¢ité mnozstvi pouzitého primeru tak, aby kazda zkumavka obsahovala 25 pmol primeru.
Do jedné zkumavky byl ptidan forward primer a do druhé reverse primer. Poté bylo
do zkumavek piidano urcité mnozstvi DNA dle jeji koncentrace tak, aby koncentrace DNA
ve vzorku odpovidala hodnoté¢ 100 ng. Nakonec byl objem kazdé zkumavky doplnén NFW
tak, aby celkovy roztok mé¢l objem 10 pl. Tato smés byla poslana k sekvenaci do firmy
SEQme.
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3.5.7 LAMP

Analyza maku pomoci metody LAMP byla vyzkousena na odriidé Opal a mak modry (IBK
Trade). Pii reakci byla vyuzita Bst polymeraza a DNA byla ziedéna na koncentraci 25 ng/pl.
Reakéni smés (Tab. 12) byla 5 minut pfed pfidanim polymerazy zahiata na teplotu 95 °C
a cela reakce probihala pii teploté 63 °C. Pii analyze maku metodou LAMP byly provedeny
dvé beztemplatové kontroly. Pfi jedné kontrole byla misto DNA maéku piidana NFW.
Pti druhé kontrole byla vodou (NFW) nahrazena DNA maéku i polymeraza. Pouzité primery
jsou zobrazeny v Tab. 13.

Tab. 12: Reak¢ni smés pro LAMP.

Chemikalie Objem v reakéni Koncentrace Konecéna
smési na 1 vzorek zasobnich roztoku koncentrace
[u] V reak¢ni smési
NFW 8,00 - -

Pufr Bst 2,50 10X 1X
MgSO4 1,50 100 mm 6 mm
dNTP 3,50 10 mm 1,4 mm

HNB 1,50 2 MM 0,12 mm
Primer FIP 2,00 20 pm 1,6 um
Primer BIP 2,00 20 um 1,6 um
Primer F3 0,50 20 um 0,4 um
Primer B3 0,50 20 um 0,4 um

Bst polymeraza 1,00 8 000 U/ul 320 U/ul

DNA 2,00 - -

Celkem 25

Tab. 13: Pouzité primery pro LAMP.

Specifikace  Primer Sekvence primeru
F3 TTGTATAAATATCCCCGGAGTA
B3 TCTGATTATGCCCTTATTCAAC
Mék FIP CAATAGTGGAAGCAATTGTCTCAACGATATCAACTTAAGA
CAGTTGTTTC
BIP ACTTGTATTAAGTTGGATCCGGGAATACCCATATCTTCTA
AAAGTGG
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato prace je zamé&fena na autentizaci maku setého pomoci analyzy DNA. Zakladem téchto
analyz je tak izolace kvalitni rostlinné DNA. Prvnim krokem k nalezeni spravné metody
pro autentizaci maku je schopnost odliSit mak od jinych druhii rostlin a poté odlisit druhy
a/nebo odridy maku mezi sebou.

4.1 lzolace DNA

Vzorky maku byly podrobeny izolaci pomoci izola¢niho kitu NucleoSpin Food (Macherey-
Nagel, Némecko). lzolace byla provedena podle postupu od vyrobce. DNA ostatnich druht
rostlin byla poskytnuta pracovniky ze Zkusebni laboratore UBM FPBT na VSCHT Praha.
Naslednym krokem bylo spektrofotometrické ovéfeni kvality a kvantity DNA, kdy byla
naméfena koncentrace vzorkll a poméry absorbanci Aze0/A2s0 @ Azeo/A2z0. Vysledky méteni
zobrazuje Tab. 14. Rozmezi poméru absorbanci Azeo/A2go pro ¢istou DNA byla stanovena
na hodnoty 1,75-2. Tuto podminku splnilo 20 % vzork®; 30 % vzorku bylo znecisténo
proteiny ¢i fenolem. Zbyvajicich 50 % vzorki bylo znecisténo RNA. Znecisténi RNA by bylo
mozné snizit pomoci piidavku enzymu RNasa, ktery neni soucasti izola¢niho kitu. Vyrobce
pouze doporucuje jeho pridani u vzorkli bohatych na RNA, a to ptfimo do lyza¢niho pufru.
RNasu neni vhodné pridavat do vzorku po izolaci; doSlo by totiz Krozstépeni RNA
na nukleotidy, které by ve vzorku zustaly a mohly by ovlivnit spektrofotometrii. Pridani
RNasy by také navysilo cenu za reakci. Z téchto divoda tedy RNasa pouzita nebyla.

Pro dalsi ovéteni kvality ziskané DNA byla pouzita horizontalni gelova elektroforéza
v 1% gelu. Nukleové kyseliny byly na gelu zviditelnény pod UV svétlem a vyfoceny.
Vyfoceny elektroforeogram je vyobrazen na Obr. 2. Izolace probé&hla tspésné. Vidime,
ze vznikly specifické produkty DNA. Je také viditelné, ze kromé vychodniho maku,
ktery i u spektrofotometrie prokadzal dobré wvysledky, jsou vzorky znecisténé RNA.
Beztemplatova kontrola nebyla ni¢im kontaminovéna.

Vsechny vzorky izolované komer¢nim kitem NucleoSpin Food kit byly sice
dostatecné kvalitni pro pouziti k dalsi analyze, ale objevovalo se v nich ¢asté zne€isténi RNA,
které by podle popisu tohoto kitu nemélo nastat. Vyhodou tohoto kitu je jeho Casova
nenaro¢nost (pro jeden vzorek cca 65 min). Nevyhodou je jeho vysokad cena, kterd se
pohybuje kolem 100 K¢ za reakci (cena za izola¢ni soupravu a ethanol).
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Tab. 14: Vysledky spektrofotometrie vzorkti maku izolované kitem NucleoSpin Food kit.

Nazev Koncentrace [ng/ul] Az60/ A2g0 A260/A230
Aplaus 139 2,206 1,986
Buddha 325 1,000 -

Major 39,5 2,324 1,681
Maraton 468 1,628 2,463

M5 610 1,810 2,824
Postomi 146 2,172 2,405

T4 65 1,461 -
Turecky mak 61 2,440 1,070
VI¢i mak 34 2,194 2,000
Vychodni mak 45,5 1,857 1,369

Obr. 2: Elektroforeogram znazoriujici velikost fragementi DNA po izolaci NucleoSpin Food kitem. Drahy: 1 —
NT; 2 — vychodni mék; 3 — turecky mak; 4 — vI¢i mak; 5 — Aplaus; 6 — Maraton; M — marker 100 bp.

4.2 Polymerazova retézova reakce

Pfi autentizaci maku setého byla vyuzita metoda PCR i qPCR. Testovany byly ctyfi rtizné
polymerazy a Ctyti rizné pary primert, které jsou spolu s teplotnimi programy a reakénimi
smésmi popsany v kapitole 3.5.4 a 3.5.5. Po kazdé probéhlé PCR byla ovéfena ispésnost
amplifikace DNA pomoci horizontélni agarézoveé elektroforézy ve 2% gelu, ve kterém byly
poté zviditelnény fragmenty DNA pomoci UV zéfeni.
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4.2.1 PCRsF3, B3, FIP aBIP primery

Pii analyze PCR byly nejdiive vyzkouseny dva pary primert F3, B3, FIP a BIP, které jsou
navrzené pro LAMP. Tyto primery byly zprvu testovdny na LAMP, u kterého nebyly
vysledky dle o¢ekavani, tudiz tyto primery byly také vyzkouseny na PCR pro porovnani. Tyto
primery byly testovany spolu s Bst2.0 DNA Polymerase, kterd je také optimalizovana
pro LAMP, a s GoTag® Flexi DNA Polymerase. Tyto primery a polymerazy byly otestovany
minimalné trikrat.

Vzorky s Bst polymerdzou nevytvorily pifi PCR  Zadné produkty.
Na elektroforeogramu (Obr. 3) vidime pouze nespecifické produkty, které jsou mensi nez
100 bp; ocekavany produkt u primert F3 a B3 by se mél pohybovat kolem 200 bp. Stejny
problém nastal i u LAMPu, jehoz vysledky jsou popsany v kapitole 4.3. Je mozZné,
ze polymeraza nebyla dostate¢né aktivovana teplotou. Také musime brét v potaz, ze Bst
polymeréza je optimalizovand pro LAMP, kde se teplotni cyklus od PCR lisi.

Naopak vzorky s GoTaq polymerazou vytvofily produkt kolem 200 bp pii pouziti
vSech 4 primertu (Obr. 3). U Opélu je produkt dobte znatelny; u modrého maku (IBK Trade)
vidime pouze velmi slaby produkt. Pii vyuziti pouze primerd F3 a B3 vznikaly silné
nespecifické produkty. Mohlo dojit ke vzniku tzv. dimera primeru, a tim k inhibici reakce.
Dimery vznikaji tehdy, jestlize je par primerd mezi sebou komplementarni. V pfipadé pouziti
primera FIP a BIP vznikly (stejné jako u F3 a B3) také pouze nespecifické produkty.
Nejsilngjsi nespecificky produkt vznikl u méku modrého (IBK Trade). Polymerdza GoTaq se
jevi jako vhodna polymeraza. Pii pouziti Bst polymerazy k amplifikaci nedoslo, a proto s ni
nebylo déle u PCR reakci pracovano. U testovanych primert vznikaly Casto nespecifické
produkty a dimery. Bylo by vhodné vyzkouset jesté jiné reakéni podminky, ptipadné jiné pary
primerti.

7 8 9 10 11 12 M [

Obr. 3: Elektroforeogram znazoriujici velikost fragmenti DNA po PCR s primery F3, B3, FIP a BIP pfi pouziti
Bst polymerazy a GoTaq polymeréazy. Vlevo (drdha 1-3) byla vyuzita reakéni smés z Tab. 7 s Bst polymeréazou,
vpravo (dréha 4-12) byla vyuzita reakéni smés z Tab. 6 s GoTaq polymerazou. Drdhy: M — marker 100 bp;
1,4,7,10 — NT; 2,5,8,11 — mak modry (IBK Trade); 3,6,9,12 — Opél; 1-3 — F3, B3, FIP, BIP; 46 — F3, B3; 7-9 —
FIP, BIP; 10-12 — F3, B3, FIP, BIP.
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4.2.2 qPCR s rbcL a ITS2 primery

Po reakcich PCR s F3, B3, FIP a BIP primery byl vyzkousen par primera rbcL, ktery je
navrzen pro odliSeni maku od jinych rostlin, a par primerd ITS2, ktery je navrzen
i pro odliSeni odrud maku mezi sebou. Vyuzita byla Platinum™ Tag DNA Polymerase a HOT
FIREPol EvaGreen gPCR Supermix. Tyto primery a polymerazy byly testovany pomoci
kvantitativni polymerazové ftetézové reakce (QPCR). Produkty PCR byly ovéfeny take
horizontalni agarézovou elektroforézou.

Na Obr. 4 je zobrazen elektroforeogram z reakce s rbcL primery. Reakéni smés je
popsdna v Tab. 11. Na elektroforeogramu jsou vidét jasné specifické produkty a Cista
beztemplatova kontrola. U méku T4 vidime také dva nespecifické produkty, které mohly
vzniknout naseddnim primert i na jinych Gsecich DNA, coz poukazuje na odlisnost
od ostatnich odrid maku. Specifické produkty byly u vSech ¢tyf testovanych rostlin vytiznuty
zgelu, a nasledné precistény. Po ovéfeni koncentrace pie¢isténé DNA byla poslana
na sekvenaci hoi¢ice a maky major a maraton. Vysledky, popis precisténi a sekvenace jsou
popsany v kapitole 4.4.

Na Obr. 5 je zobrazen elektroforeogram z reakce s ITS2 primery. Reakéni smés je
popsana v Tab. 11. Na elektroforeogramu jsou viditelné pouze jasné specifické produkty
s Cistou beztemplatovou kontrolou.

[op]

1000
500

Obr. 4: Elektroforeogram znazoriujici velikost fragmentli DNA po PCR s primery rbcL pii pouziti HOT
FIREPol EvaGreen gPCR Supermix. Drahy: M — marker 100 bp; 1 — hoi¢ice; 2 — T4; 3 — major; 4 — maraton; 5 —
NT.
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Obr. 5: Elektroforeogram znazoriujici velikost fragmenttt DNA po qPCR s primery ITS2 pti pouziti HOT
FIREPol EvaGreen gPCR Supermix. Drahy: 1 — NT; M — marker 100 bp; 2 — hoi¢ice; 3 — hrach; 4 — je¢men; 5 —
kukufice; 6 — pSenice; 7 — fepka; 8 — sluneénice; 9 — sbja; 10 — ¢irok.

Na Obr. 6 je zobrazen graf tzv. amplifikaénich kiivek®' PCR s primery rbcL,
ktery porovnavd naméiené kiivky rtznych odrid maku a 4 druhd olejnin. Kiivky se 1isi
hodnotou prahového detekéniho cyklu (CeV). Jednd se o nejnizsi amplifikaéni cyklus,
ve kterém hodnota fluorescence méteného vzorku vzroste nad hodnotu fluorescence pozadi.
Z Obr. 6 je patrne, ze se hodnoty Ct u maku a olejnin 1isi pfiblizné o deset cykla. Jelikoz bylo
do reakce pfidavano stejné mnozstvi DNA, 1ze usuzovat, Ze maji primery vyssi specifitu
pro DNA méku. U beztemplatové kontroly k amplifikaci nedoslo.

Na Obr. 7 a Obr. 8 jsou zobrazeny ktivky tani DNA riznych odrid maku. Kiivky tani
u DNA odrud maku setého maji stejny tvar a vrchol kiivky nastava pii pfiblizné stejné teploté
(ptiblizn¢ 88 °C). Tvar a umisténi vrcholu kiivky tdni u DNA olejnin se lisi jak od maku,
tak také mezi sebou. Dle téchto zjisténi je tedy gPCR s vyuzitim primert rbcL a ITS2 metoda,
ktera by byla schopna odlisit mak od jinych druhd rostlin, ale pro odli$eni odrtid maku mezi

v

sebou je spolehlivéjsi DNA barcoding, kterému je vénovana kapitola 4.4.
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Obr. 6: Amplifika¢ni kfivka®il z qPCR s rbcL primery. Zluté kiivky — odriidy méku (Aplaus, Opal), Eervené
ktivky — olejniny (fepka, kukufice, soja, hotcice), zelena kiivka — NT.

¥ zavislost naméfené fluorescence na podtu probéhlych cykli

i threshold cycle
X ARn — velikost signalu vytvoteného za danych podminek PCR reakce (ARn = Rn — pozadi)
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Obr. 7: Ktivka tani DNA odrid maku (Aplaus, Opal, Maraton, Buddha, Postomi, Major).
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4.3 LAMP

Slozeni reak¢ni smési pro metodu LAMP je uvedena v Tab. 12. Vyuzity byly primery F3, B3,
FIP a BIP, které jsou navrzené piimo pro LAMP, stejné tak jako pouzitd polymeraza Bst 2.0
DNA Polymerase. Metoda LAMP neposkytla produkty podle o¢ekavani. Vznikaly pouze
slabé produkty delsi nez 1500 bp, coz je viditelné napi. na elektroforeogramu na Obr. 9,
kde byl ziskan pouze jeden produkt a k tomu silné nespecifické produkty (mensi nez 100 bp).
U metody LAMP byl o¢ekavan vznik nékolika produktii, coz mizeme vidét na Obr. 10, kde je
znazornén piiklad o¢ekavaného gelu pii pouziti této metody.

V reakci byl vyuzit indikator hydroxynaftol modry (HNB) pro kolorimetrické
stanoveni uspéSnosti reakce, u kterého se predpokladd, ze by nemél narusit reakci. HNB
funguje v zavislosti na koncentraci ionti Mg?". Ve smési reaguji hofednaté ionty
suvolinovanym  pyrofosfaitem a vznika difosforeCnan  dihofe¢naty  (Mg2P20y7),
ktery za pfitomnosti HNB, méni barvu z fialové na svétle modrou, coZ znaci Gispé$nou reakci.
Byly vytvofeny 3 mastermixy s odlisnym mnozstvim HNB (pIné mnozstvi, poloviéni
mnozstvi a bez HNB), ale ani v jednom ptipadé k zadné barevné zméné nedoslo.

Dtlivod netspéchu reakce by mohly byt nevyhovujici primery, které se ukazaly byt
neaspé&sné i u PCR. V budoucnu by bylo vhodné navrhnout nové primery pro LAMP
a v dal$im postupu vyzkouset jinou polymerazu. Také by bylo vhodné poupravit teplotu
a délku cyklu v zavislosti na vybrané polymeraze, popt. se soustiedit i na koncentraci Mg?".

Obr. 9: Elektroforeogram znazorujici velikost fragmentd DNA po LAMPu s primery F3, B3, FIP a BIP pti
pouziti Bst polymerazy (specifické produkty jsou oznageny v ramecku). Vlevo (draha 1-4) byl vyuZzit mastermix
s plnym mnozstvim HNB, vpravo (draha 5-8) byl vyuzit mastermix bez HNB. Drahy: M — Marker 100 bp; 1,5 -
NT bez polymerazy; 2,6 — NT; 3,7 — mak modry (IBK Trade); 4,8 — Opal.
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Obr. 10: O&ekavany eletroforeogram LAMPu (pfevzato z lit®?).

4.4 DNA barcoding

Kvalita v8ech vzorkd z PCR byla ovétena horizontalni agar6zovou elektroforézou. Ukazka
vysledki gelu je zobrazena na Obr. 4 a Obr. 5. Vzorky, u kterych vznikl specificky produkt
a u kterych byla beztemplatova kontrola ¢ista, byly precistény pomoci ethanolu,
ptecistovaciho kitu Monarch DNA Gel Extraction Kit ¢i GenElute PCR Clean-Up Kit.
Usp&snost piedisténi byla poté ovéfena na spektrofotometru podle koncentrace a poméru
absorbanci  Azeo/Azs0 a Aoeo/Azz0. Vzorky s dostateGnou koncentraci a Cistotou
pro sekvenovani (podle navodu od firmy SEQme) byly pfipraveny pro sekvenaci. Vysledky
vybranych vzorku ze spektrofotometru jsou zobrazeny v Tab. 14 a Tab. 15.

Ke kazdému vzorku byly ziskdny dvé sekvence; jedna sekvence byla ze vzorku
s forward primerem a druha byla ze vzorku s reverse primerem. Bylo i n¢kolik vyjimek
u vzorkli, u kterych nebyly jednoznaéné vysledky ze spektrofotometrie (pf. nizka
koncentrace). U téchto vzorkti byl poslan na sekvenaci pouze vzorek s forward &i reverse
primerem na zkouSku. Bioinformatickd analyza, nasledn¢ popséana, byla provedena
Ing. Eliskou Cermakovou. Sekvence vzorku s reverse primerem byla obracena a pomoci
softwaru MEGA X ¢i BioEdit byla kazda bdze vyménéna za bazi komplementarni. Tim se
zjednodusilo porovnavani sekvenci. V tomto formétu by mély byt obé sekvence stejné. Poté
byly vSechny ziskané sekvence pomoci softwaru Mega X a/nebo BioEdit sefazeny pod sebou.
Sekvence ruznych odrid maku a druha rostlin byly porovnany se sekvenci odrady méaku
Aplaus.

Baze se nejvice lisily na zac¢atku a na konci sekvence. To je zpisobeno tim, Ze néjaky
Cas trva, nez polymeraza zacne spravné fungovat. Na konci sekvence dochazi také k Castéjsim
chybam pfi ¢teni.

Primer rbcL dokazal pomoci sekvenace tispé$né odlisit odridy maku od druht jinych
rostlin, ale rozdil mezi odridami maku jiz nebyl tak jednoznac¢ny. Sekvence rtiznych druhi
rostlin se lisily od odridy Aplaus mnohem vice nez jiné odridy maku (Tab. 15). Obr. 11
znazoriuje ukazku ,,zarovnanych® sekvenci. Kazda baze ma svou vlastni barvu. Baze,
které jsou bilé, nebyly b&hem sekvenace piecteny. Do budoucna budou sekvenace
zopakovany k ziskani kompletni sekvence.
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Pomoci primeru ITS2 bylo mozné rozli§it odridy maku od jinych druhd rostlin
pfesnéji nez pomoci primeru rbcL. Z Tab. 16 je patrné, ze hoicice se od odridy maku Aplaus
1isi o celych 126 bazi, coz je dvojnasobny rozdil oproti sekvenované hoicici s rbcL primery.
Z vysledku je patrné, Ze se odrida maku Aplaus lisi o 18 bazi od odrady Maraton. V piipadé
odrid Postomi a Buddha je rozdil v bazich maly. Ukazka vysledka z programu Mega X je
zobrazena na Obr. 12.

Z vysledkl je patrné, ze se sekvenace ukazala jako vhodny zplsob pro autentizaci
maku setého. Je ale potieba se této metodé vénovat dale. Z divodu nedostatku ¢asu nebylo
mozné zopakovat u n¢kterych odrud sekvenovani, které by sekvenci potvrdilo, popt. doplnilo
nepiectené baze. Podle vysledkl vidime, Ze primer ITS2 dokazal nalézt vice odliSnych bazi
nez primer rbel, coz bylo predpokladano. Rozdil v bdzich mezi jednotlivymi odridami méku
ale stale nebyl dostacujici. Do budoucna by bylo uZite¢né vyzkouSet také primery na jiné
geny, které by Iépe odlisily odridy maku setého mezi sebou, anebo, v kombinaci s primery
ITS2, poskytly dostateéné mnozstvi bodovych polymorfism&*™ pro jejich odliseni.

Tab. 15: Vybrané vzorky pro sekvenaci s rbcL primery.

Néazev Koncentrace Aoeso/A2s0 Aze0/A230 Poclet bazi, které se lisi od sekvence
[ng/ul] maku Aplaus

Aplaus 29 3,222 0,360 0
Opal 24,5 3,062 0,032 10
Postomi 14 1,750 0,141 3
Major 26 1,529 0,275 3
Maraton 7,5 1,875 0,179 2
Hoi¢ice 12,5 0,694 0,044 60
Slunecnice 13 1,174 0,108 41
Hrach 19 1,900 - 64

Tab. 16: Vybrané vzorky pro sekvenaci s ITS2 primery.

Nazev Koncentrace Azso/A2s0 Aze0/A230  Pocet bazi, které se liSi od sekvence

[ng/ul] maku Aplaus
Aplaus 57,5 1,673 0,146 0
Maraton 28 1,588 0,050 18
Buddha 617 1,791 2,050 2
Postomi 12 1,846 0,247 6
Hréch 12,5 1,786 - 91
Hoicice 15 1,875 0,417 126

XX odlisnost jednoho nukleotidu v sekvenci DNA, ktera se vyskytuje v uréité pozici genomu jednoho druhu
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Species/Abbrv

1. 1Faplaus-rbcl

2. 2Fopalrbcl

3. 3Fpostomi-rbcL

4. 4Fhrach-rbclL

5. SFslunecnice-rbcl

5. 6Fmajor-rbcL

7. TFhorcice-rbel

&. BFmaraton-rbclL F

5. BRmaraton-rbcL 3

10. TRhorcice-rbel W
11. 6Rmajor-rbcl

12. SRslunecnice-rbcZ B @[
13. 4Rhrach-rbclL

14. 3Rpostomi-rbcl

15. 2Ropakrbel k|
16. 1Raplaus-rbclL

17. 1Raplaus-rbcL(2

Species/Abbry

1.19_3811_P00_010F_IF_Postomi
2.19_3811_PO0_004F_IR_Buddha_RC_slozens

3. 19_3811_P00_006F_IR_Maraton_RC_slozene
4.19_3811_P00_002F_IR_Aplaus_RC_slozene

5. 19_3811_P00_015F_Ir_Hrach_RC_slozene

6. 19_3811_P00_011F_Ir_Horcice_RC_slozene omylem s Postor

Obr. 12: Ukazka sekvenci s ITS2 primery v Mega X programu
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5 ZAVER

Cilem mé préce bylo navrhnout a ovéfit metodiku analyzy DNA k autentizaci maku setého.
V poslednich letech dochazi kvili nepoctivym obchodnikiim, kteti nahrazuji modry mak
falzifikaty, k ohrozeni dobrého jména ¢eského modrého maku. Je tedy velmi dileZzité najit
metodu, ktera by byla schopna rychle a efektivné falzifikaty odhalit.

V ramci této prace byla provedena izolace DNA riznych odrid maku a riznych druhi
rostlin a byly vyzkouseny celkem ¢tyfi metody analyzy DNA. Analyzovany byly nejen
vzorky maku, ale také vzorky odlisnych rostlin. Bylo zjisténo, ze pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (qPCR) je mozné odlisit odridy maku od jinych druhu rostlin,
DNA barcoding. Pomoci sekvenovani je mozné odlisit druhy rostlin podle rozdilnych bazi,
coz dava moznost k pfesnému urceni falzifikatu. S vyuzitim primera 1TS2 i rbcL je mozné
odlisit odrudy maku od jinych druhti rostlin velmi jednozna¢né. Mezi jednotlivymi odradami
maku ale rozdily tak jednozna¢né nejsou. Primer ITS2 se sice ukazal byt ptesnéj§i nez primer
rbcL, ale k vylepSeni metody autentizace maku setého by bylo vhodné vyzkouset jesté dalsi
pary primera.

Z divodu obsahlosti této prace nebylo mozné se vice DNA barcodingu vénovat.
Podle vysledki ma ale tato metoda velky potenciél falzifikaty snadno odhalit a bude tedy
pfedmétem dalsiho studia.
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6 SEZNAM ZKRATEK

A — absorbance

A —adenin

B3 — pfedni primer vnitini

BIP — pfedni primer vné&jsi

bp — par bazi

C —cytosin

Ct — cyklus prahu

CTAB - cetrimoniumbromid

DMC-U — mnozstvi enzymatické aktivity, které katalyzuje Stépeni 1 pl ekvivalentni peptidové
vazby z dimethyl kaseinu za minutu pfi 25 °C a pH 7,5
DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat

dsDNA — dvouvlédknova DNA

DTT — dithiotreitol

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

F3 — ptedni primer vné&jsi

FIP — pfedni primer vnitini

FPBT — Fakulta potravinaiské a biochemické technologie
G — guanin

HNB — hydroxynaftol modry

ITS2 — internal transcribed spacer

LAMP — izotermicka amplifikace zprostfedkovana smyckou
NFW — voda zbavena nukleaz

OSN — Organizace spojenych naroda

PCR — polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni PCR

rbcL — gen ribul6za-bisfosfat karboxylazy

RNA — ribonukleonové kyselina

RNasa — enzym ribonukledza

RT-PCR —real time PCR

RT-gPCR - real time kvantitativni PCR

SDS — dodecylsiran sodny

T — thymin

Taq polymeraza — polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus
TBE — Tris-borat-EDTA

U — mezinarodni jednotka enzymové aktivity

UBM — Ustav biochemie a mikrobiologie

UV — ultrafialové zareni

VSCHT — Vysoka §kola chemicko-technologicka
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