12. Historia, sucasnost’ a budicnost’ autentifikacie potravin na urovni DNA. Zikladné
predpoklady pre pouzitenost’ genetickych dat

Dnesna téma bude venovana histdrii, sucasnosti a budicnosti autentifikacie potravin na tirovni
DNA, prednéska je sti¢astou modulu ¢islo 1 — genetika zivocichov, ktory je stcast'ou projektu
ISAGREED. Tato prezentacia bola podporend grantom Erasmus plus KA2 partnerstva pre
spolupracu - inovécia Struktiry a obsahu Studijnych programov v oblasti manazmentu
zivociSnych genetickych a potravinovych zdrojov z vyuzitim digitalizacie.

Autentifikacia potravin je proces, ktorym sa overuje pravost, povod a kvalita potravinarskych
produktov. Je to dolezity néstroj na boj proti falSovaniu a podvodom v potravinovom retazci.
Autentifikdcia potravin poméha chranit’ spotrebitelov, vyrobcov a obchodnikov pred
zdravotnymi, ekonomickymi a environmentalnymi rizikami. Autentifikacia potravin sa moze
vykonavat pomocou ro6znych metod, ako st analytické, molekularne, senzorické alebo digitalne
techniky.

Kazda bunka v tele obsahuje geneticku informaciu o celom organizme. Téato informacia je
ulozend v DNA, ktorad sa nachddza v jadre bunky. Na to aby sme dokdzali zistit' mnozstvo
informécii o organizme ndm teda staci nahliadnut’ do jadra bunky a analyzovat’ rézne tseky
DNA. Na zédklade skimania DNA mo6zeme zistit’ mnozstvo informécii, ktoré sa daju vyuzit' v
procese autentifikacie potravin.

Sangerovo sekvenovanie je metdda sekvenovania DNA, ktord bola prvykrat pouzitd v roku
1977. Tato metoda je zalozena na pouziti modifikovanych dideoxy-nukleotidov a stala sa
Standardom molekuldrno-biologického vyskumu na nasledujtcich 30 rokov. V roku 1996 dala
na trh firma Applied Biosystems prvy komerény automaticky sekvenator. AvSak uz d’alsi rozvoj
automatickych sekvenatorov nedokdzal viac dosiahnut’ stanoveny ciel’: sekvenovat’ cely l'udsky
gendm pod hranicu 1000 dolarov. Obdobie monopolu klasického Sangerovho sekvenovania sa
nazyva aj I. generaciou sekvenovania a trva priblizne do roku 2005.

Mikrosatelity st kratke repetitivne sekvencie DNA, ktoré sa nachadzaju v genome kazdého
jedinca. Vyuzitie mikrosatelitov v procese identifikacie potravin na troven jedinca je zaloZzené
na PCR analyze a naslednej fragmentovej analyze. Pri fragmentacnej analyze sa vyuZzivaju
rozne variabilné lokusy ako napriklad AHT4 alebo LEX3 v ktorych je pozorovana vyrazna
variabilita v dizke opakujucej sa sekvencie ktor(i mozno identifikovat’ samotnou dizkou, alebo
u Standardizovanych systémov pismenom.

Kapilarova elektroforéza je separacna metdda, ktord umoznuje rozdelenie mikrosatelitnych
fragmentov na zaklade ich velkosti a naboja. Fragmenty su vlozené do kapilary naplnenej
gélovym médiumom a nésledne vystavené elektrickému pol'u. Fragmenty sa pohybuju v
kapilare na zaklade ich naboja a vel'kosti. MensSie fragmenty sa pohybuju rychlejsie ako vacsie
fragmenty a preto sa fragmenty rozdelia podl'a ich velkosti. V pripade, Ze sa na identifikaciu
fragmentov vyuziva sekvenator, fragmenty su fluorescencne znafené a pri priechode cez
opticky senzor je identifikovany ndrast fluorescencie, ktory je priradeny konkrétnemu casu,
ktory zaroven sluzi na identifikaciu vel'kosti fragmentu.

Microarray je technologia, ktord umoznuje si¢asné meranie expresie génov pre tisice génov v
jednom experimente. Tato technoldgia sa pouziva na Stidium genetickych variantov a ich
vztahu k réznym chorobam. Pre potreby autentifikdcie potravin bola alternovand na



identifikaciu réznych potravinovych zvierat a zjednoduSenie postupov analyzy. Zastupcom
upravenej technologie ,,makroarray* je spolo¢nsot’ CHIPRON.

Autentifikacia potravin pomocou ¢ipu MEATS spolo¢nost'it CHIPRON ma Styri fazy.

Prvé faza pouziva izolovani DNA z potraviny ako templat pre PCR reakciu v ktorej s primery
vyuzivané pre zacielennie znaené biotinom. Biotin sa v PCR reakcii pouZziva ako znacka pre
detekciu produktu amplifikécie. Biotinovy primer sa naviaze na jedno vldkno DNA a po
amplifikacii sa na produkt naviaze streptavidinovy enzym, ktory je spojeny s detekénym
systémom. Cip ktory sa pri analyze pouziva ma na konkrétnych miestach imobilizované tiseky
DNA komplementarne k jednotlivym zivoc¢iSnym druhom. V procese hybridizacie sa spoja
biotinizované produkty PCR reakcie s komplementarnymi vlaknami DNA imobilizovanymi na
Cipe. Nasledné postupy farbenia tieto spojenia zafarbia a odhalia tak vo vzorke DNA
konkrétnych Zivoc¢isnych druhov na ktoré Cip cieli. Pri naslednej analyze je mozné podla
pozicie farebnej zmeny odhalit’ pritomnost’ viacerych druhov potravinovych zvierat naraz.

Genomika zmenila sposob autentifikdcie potravin tym, Ze umoznila vyrobcom ako aj
inStitciam uradnej kontroly identifikovat’ zdroj surovin a zistit’, ¢i st potraviny falSované alebo
autentické. Genomika sa pouziva na identifikdciu rastlinnych druhov a odrdd, ako aj na
identifikaciu zivoCiSnych druhov a plemien. Taktiez sa pouziva na identifikaciu
mikroorganizmov v potravinach. Vd’aka genomike sa dnes moze vyrobca potravin presne urcit,
ktoré druhy rastlin alebo zvierat boli pouzité pri vyrobe potravin a ¢i su tieto potraviny
autentické alebo falSované.

NGS (next generation sequencing) a metabarkdding sa pouzivaju v autentifikacii potravin na
identifikaciu druhu a pévodu potravin. NGS umoziuje analyzu velkého objemu dat v jednom
teste a je schopné detekovat’ zlozenie potravin na molekuldrnej Grovni. Metabarkdding je
metdda identifikdcie druhu potravin na zdklade DNA sekvencii. Miniaturizécia pristrojového
vybavenia a vyvoj najnovsich metdd semikonduktorového sekvenovania tieto metddy vyrazne
zlacnila a zjednodusila, a preto je ich mozné vyuzit aj v rutinnej diagnostike potravin.

Postup metabarcodingu sa zvycajne skladd z niekolkych krokov: extrakcia DNA, PCR
amplifikacia, sekvenovanie a analyza dat.

- Extrakcia DNA zahffia izolaciu DNA z potravin. VacSinou sa pouziva metoda extrakcie na
baze CTAB alebo komer¢ného kitu na izolaciu DNA.

- PCR amplifikdcia zahfna amplifikaciu cielovej DNA pomocou PCR (polymerazovej
retazovej reakcie). PouZzivaju sa Specifické primerové sady na amplifikdciu cielovej DNA ktoré
cielia na najvariabilnejSie iseky genému rastlin a zvierat.

- Sekvenovanie zahfila sekvenovanie amplifikovanych produktov pomocou NGS (next
generation sequencing). Ide o paralelné sekvenovanie viac ako 100 000 fragmentov v rovnakom
Case.

- Analyza dat je zamerand na vytvorenie skupin rovnakych alebo podobnych fragmentov DNA,
Cistenie a normalizaciu dat a naslednu identifikdciu fragmentov na zdklade internych
Standardov, alebo externych databaz.



