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Abstrakt

Cilem této bakalarska prace bylo shrnout v teoretické ¢asti problematiku genetickych
modifikaci a jejich hlavni vyuziti. DalSim ukolem bylo popsat rizné pouzivané metody
detekce geneticky modifikovanych rostlinnych produktd a jejich vlastnosti. Prakticka
¢ast je zamérena na izolaci DNA z riznych potravin a krmiv obsahujici séju. Pomoci
metody PCR byly vzorky testovany na pfitomnost DNA sdji, promotoru CaMV a
transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup. V ramci této prace bylo testovano

celkem 42 vzork( a 5 z nich obsahovalo séju transgenni.
Klicova slova:

séja, PCR, GMO, potraviny, krmiva



Summary

The aim of this thesis was to summarize in the theoretical part the issue of genetic
modifications and their main use. Another task was to describe various methods used
for detection of genetically modified plant products and their properties. The practical
part is focused on the isolation of DNA from various foods and feeds containing soy.
Using the PCR method, samples were tested for the presence of soy DNA, the CaMV
promoter, and the Roundup resistance transgene. A total of 42 samples were tested

and 5 of them contained transgenic soy.
Key words:

soy, PCR, GMO, food, feed
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1. Uvod

V posledni dobé je <¢&im dal vétsi pozornost vénovana geneticky
modifikovanym organismim, které muzeme ziskat vlozenim genld Zzadoucich
vlastnosti rizného puvodu do cilového organismu. NejrozSitenéjsi vyuziti maji rostliny
hlavné v zemeédélstvi pro vy$S§i vynosy, odolnost vici herbicidim ¢&i skidctim. Takto
upravené plodiny jsou vyuzity zejména v potravinach a krmivech. Mezi nejznamé;jsi a
nejrozSifenéjsi patfi GM s6ja odolna vuci herbicidu Roundup. Ohledné GM plodin je
kladeno mnoho otazek, tykajici se rizik potencialnimu Spatnému vlivu na zdravi a
Zivotni prostfedi a celkové ma vefejnost na tyto plodiny negativni nazory, proto musi
produkty prochazet pfisnou kontrolou a testy ovéfujici pfitomnost GMO. Pfi
pozitivnich vysledcich a pfekroCeni limitu obsahu GMO musi byt tyto produkty fadné
oznaceny pro zpétné dohledani pfi pfipadnych problémech. Existuje mnoho metod
jak GMO v potravinach a krmivech detekovat. Lisi se asovou a finan¢ni naro¢nosti,
vhodnosti vyuZiti nebo citlivosti. Jsou zaméfeny na detekci vilozené DNA nebo
exprimovaného proteinu viozenych genu. Mezi nejpouzivanégjSi metodu muzeme
zaradit metodu PCR, béhem které dochazi k namnozeni usekl vlozenych gend, ty
mulzeme detekovat pomoci elektroforézy, kdy se DNA fragmenty separuji podle
velikosti na gelu. Jako dal$i metoda pouzivana pfi identifikaci GMO patfi napf.

real- time PCR nebo imunosorbéni test ELISA.



2. Teoreticka cast

2.1 Geneticka modifikace

Genetickou modifikaci (GM) mGzeme jinak nazvat jako genetické inzenyrstvi
nebo technologii rekombinantni DNA (The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2019)
(DNA, ktera kombinuje elementy rizného plvodu — promotor, vlastni kodujici
sekvence a terminator), viz obrazek 1 (Ovesna et al., 2014). Je to technika, ktera je
zalozena na pfenosu DNA z jednoho organismu do organismu jiného, a tim dochazi
ke zménam vlastnosti rostlin, zZivoCichlh nebo mikroorganismi (Bawa
a Anilakumar, 2013). Geny vybranych vlastnosti je mozné izolovat z jakéhokoliv
organismu (napf. bakterie), které se upravi kombinaci ¢astmi genu z organismu
jiného (napf. rostliny) a diky sou¢asnym technikam se vkladaji takto upravené geny
do cilové bunky, ze které se odvodi cely novy jedinec (Ovesna, 2005). Prvni GM
rostlina byl tabak odolny vici antibiotikim produkovan v roce 1983 (Bawa a
Anilakumar, 2013) a prvni GMO schvaleny pro komercializaci bylo rajce Flavr-Savr v

roce 1994 (Fraiture et al., 2015). PfesnéjSi oznaceni GM rostlin je transgenni rostliny

(Custers, 2006), u kterych rozliSujeme transgenezi a cisgenezi. K transgenezi
dochazi mezi organismy, které se sexualné nekfizi a jeden nebo nékolik gen
urcitého druhu je mozno prenaset do genomu druhu jiného. Cisgeneze je pfenos
genetického materialu ziskaného pouze ze stejnych nebo uzce pfibuznych rostlin
(Espinoza et al., 2013).

Konkrétnich vlastnosti u zivych organismu se da také docilit kfizenim druhd
mezi sebou (Slechténi), zde je ale vétSi pravdépodobnost pfenosu i nezadoucich
a nezamyslenych vlastnosti (Ladics et al., 2015). Rostliny s zadoucimi znaky jsou
vybirany, kombinovany opakovanym pohlavnim kfizenim nékolik generaci, proto je
ziskani novych odrud timto procesem velmi zdlouhavé a trva pfiblizné 12-15 let
(Wieczorek a Wright, 2012), ale diky genetickému inZenyrstvi se da tento proces
urychlit. DalSi vyhoda je také nejen pfenos genl mezi sexualné neslucitelnymi
druhy, ale i zvySeni velikosti genofondu (Key et al., 2008).

Zmény rostlinného genomu a tim moznost vyuziti GM se poprvé objevila
v roce 1978, kdy bylo zjisténo, Ze dédi¢na hmota se da predavat z pudnich bakterii
Agrobacterium tumefaciens do dédi¢ného zakladu rostlin, které se daji snadno
regenerovat z jediné buriky ve zkumavce (in vitro) (Ovesna, 2005; de la Riva, 1998),

z nékterych se staly dokonce registrované odridy. Mezi nej¢astéji péstovanou
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transgenni rostlinu patfi s6ja odolna vici herbicidu Roundup (Roundup Ready séja)
(Ovesna, 2005; Cuhra et al., 2015).

Promotor Gen Terminator

DNA pred transformaci

DNA po transformaci

Obrazek 1: Transformace riiznych DNA elementd do DNA organismu

Obsahem bakterii jsou nejen chromozomalni DNA, ale i malé kruhové
molekuly DNA (plazmidy). Cast plazmidu (plazmidu Ti) dokaze bakterie vloZit
do genomu rostliny, ktera poté musi tvofit ristové stimulatory a potravu i pro bakterii.
Timto se vytvafi na rostliné nadorovity Utvar. K naruSeni plazmidu se vyuZivaji
restrikEni enzymy, ke kterym se pfidavaji zadané DNA fragmenty a ty se pfipojuji
na misto pferuSeni. Pomoci enzymu spojovacich ligaz se fragmenty DNA napojuji
a plazmid se uzavie. Poté se plazmid s novou informaci viozi zpét do bakterie, viz
obrazek 2 (Custers, 2006). Ale rostliny nemusi plazmid agrobakterie
pfijmout, proto se vyuziva genové délo, kdy jsou nejprve CasteCky wolframu
nebo zlata (mikroprojektild), slouzici jako naboje, potazeny pfenasenymi geny
plazmidové DNA. Poté jsou pomoci déla vstfelovany do rostlinnych bunék na Petriho
misce. Jak naboje s vysokou rychlosti pronikaji do bunék, plazmidova DNA je
uvolnéna z povrchu €astic. Potom je ¢ast DNA vlioZzena do chromozomalni DNA bunék
(Prado et al., 2014; Custers, 2006; Homrich et al., 2012). Tyto transformované
rostlinné bunky se pak regeneruji do celych jedinci pomoci bézného zplsobu

mnoZzeni rostlin technikou tkanovych kultur (Prado et al., 2014).

11



Agrobacterium tumefaciens Gen s Zadouci vlastnosti
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Rostlinna burka Agrobacterium tumefaciens

«@ e @D

Rostlina se zménénou
genetickou informaci

Obrazek 2: Princip zmény vlastnosti RR séji pfenosem gentl z plazmidu bakterie Agrobacterium
tumefaciens a ¢asti DNA s Zzadoucimi geny do rostliny

Geneticky modifikované organismy

Genetickymi  modifikacemi  vytvafime produkty nazyvané geneticky
modifikované organismy (GMO), které mizeme charakterizovat jako organismy
(kromé ¢loveka), ve kterych byl geneticky material (DNA) zménén zpusobem, ktery se
pfirozené nevyskytuje (pareni, rekombinace) (Fridovich-keil a Diaz, 2018; Pol¢akova,
2010) a vétdinou se na prvni pohled neliSi od nemodifikovaného organismu
(Doubkova, 2008). Vyuzivany jsou pfedevSim GM rostliny, zatimco zavedeni GM
zvifat na farmy nebo na trh se pfedpoklada v blizké budoucnosti (Lievens et al.,
2015). Modifikace mikroorganismu (bakterie) se pouzivaji pfedevSim ve
farmaceutickych aplikacich a v potravinarstvi (Vitorino a Bessa, 2017).

Mezi  nejCastéji GM  rostliny, které se  doposud vyvinuly

a komercializovaly, patfi GM kukufice, séja, fepka olejna a bavina, které byly
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modifikovany hlavné pro toleranci vi¢i herbicidm a odolnost vic¢i hmyzim skidcim
(Clive, 2011; Smarda, 2016; Roudna, 2008).
S GMO se manipuluje v uzavfenych provozech, kde se provadi hlavné
vyzkum, a nebo se uvolnuji do zivotniho prostiedi (Ovesna et al., 2014). Jejich
hlavnim ukolem je zvySeni produkce v zemédélstvi, protoze mohou snizit vyuziti
pesticid, Setfit fosilni paliva, snizovat emise CO- a chranit padu (Buiatti et al., 2013).
Kvali ztratdm drody zpusobené SklGdci nebo chorobami neni mozné neustalé
zvySovani chemické ochrany, ktera by méla Spatny vliv na zivotni prostfedi. Proto se
vyvinuly upravené rostliny s novymi vlastnostmi (Zdenkova, 2006). GM rostliny
muzeme také rozdélit podle vyuziti na tfi zakladni skupiny:
- prvni generace, vhodné hlavné pro produkci v zemédélstvi (odolnost
k herbicidim, skidclim a virovym chorobam) (Ovesna, 2005; Ovesna et
al., 2014),

- druha generace se zménou a zlepSenym slozenim produktu (proteind,
oleju, vitaminu) (Ovesna, 2005; Ovesna et al., 2014)

- tfeti generace, kterd& ma uplatnéni hlavné ve zdravotnictvi (vyroba

enzymd, jedla vakcina). (Ovesna, 2005; Ovesna et al., 2014)

GM rostliny odolné vaéi herbicidiim

Chemickeé latky, které omezuiji rust plevell (nékterych nebo vSech rostlinnych
druht) nazyvame herbicidy. Jen nékteré z nich jsou bezpecné pro ¢lovéka a zivocichy
jako napf. herbicid Roundup nebo Liberty. Nevyhodou je ale tak vysoka
ucinnost, Ze nici i rostliny kulturni (Custers, 2006). AvSak nékteré z rostlin obsahuji
enzym, ktery je vlci herbicidu necitlivy, dokaze ho pfeménit na neucinné latky nebo jej
vlibec nepfijme. Takové vlastnosti maji i GM rostliny s vlozenym genem (z bakterii
nebo jinych rostlin), diky némuz je rostlina vic¢i danému herbicidu tolerantni nebo ho
ur€ity enzym metabolizuje. (Ovesna, 2005). VétsSina téchto plodin jsou Roundup
Ready (plodiny RR) geneticky modifikované tak, aby tolerovaly herbicidy glyfosatu,
jako je komeréni produkt Roundup. Prvni takové odrudy byly zavedeny v roce 1996
a rychle ziskaly popularitu mezi zemédélci. Tolerance na herbicid ma mnoho vyhod.
Snizuje vyrobni ndklady a ma velky pfinos pro Zivotni prostfedi, diky snizeni objemu
pouzitych herbicidl, potfeby Upravy pidy a odplevelovani. Dale snizuje padni erozi
a celkové zvySuje ochranu pady (Brookes, 2014). | kdyz roste mnoZzstvi plevele
odolnému vic&i tomuto herbicidu, RR sdja, RR kukufice, RR fepka a RR bavina patfi

stale mezi nejrozSifenéjsi geneticky modifikované odrady rostlin (Cuhra, 2015).
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DalSi velkou skupinou jsou rostliny odolné vuci herbicidu glufosinat, ktery je
prodavan pod obchodni znackou Liberty. Gen vlozeny do téchto rostlin, pochazi
z bakterie  Streptomyces hygroscopicus kdédujici enzym fosfinotricin-acetyl
transferazu (PAT) proti UCinku herbicidu glufosinat. (Halford, 2003). Soéja patfi

i mezi GM rostliny odolné vugci aktivni sloZzce herbicidu Isoxazol. (Ovesna, 2005).

GMO rostliny odolné vi€i hmyzim skadcum

Populace hmyzu mohou znicit porost béhem nékolika
minut, proto se v zemédélstvi pouZivaji chemické pfipravky, tzv. insekticidy. Nékteré
Z nich mohou byt ale Skodlivé pro ostatni Zivocichy i ¢lovéka, proto je snaha vyuZivat
jiné Setrn&jSi moznosti (Custers, 2006). V 50. letech se vyuzivalo DDT, které bylo
nahrazeno toxinem z bakterie bézné zijici v padé Bacillus thuringiensis (Bt toxin, Cry
protein), vyuzivany v postfiku. Pfeneseny gen z bakterie Bacillus thuringiensis je
aktivovan v rostliné produkci proteinu, ktery je toxicky pro travici ustroji hmyzu (Ye,
2000; Ovesna, 2005; Halford, 2003). Tato modifikace se vyuziva zejména u kukufice
proti zavijeCi kukuficnému (Custers, 2006), a tim je omezena aplikace chemickych
insekticidi (Doubkova, 2008).

2.2 GMO ve svété

GMO jsou k dispozici komeréné od 90. let 20. stoleti (Wunderlich a Gatto,
2015). Mezi nejroz8ifengjsi GM plodiny ve svété patfi GM soéja (USA), dale GM
kukufice (USA), bavinik (Cina, Indie) a ryZe (Roudna, 2008; Buiatt, et al., 2013; Kamle
etal., 2017).

V poslednich letech za¢alo mnozstvi téchto plodin rist, avSak znalosti o GMO
se nezvySovaly a spotfebitelé na celém svété vykazuji omezené porozuméni, mylné
pfedstavy, a dokonce i neznalost GM produktd (Wunderlich a Gatto, 2015). Podil
ploch v ramci svéta a komeréni produkce téchto plodin je v EU zanedbatelny (Trnkova
et al., 2017) a dosahuji pouze nékolika tisic hektard, predstavuje tak jen malé
procento svétové produkce (Brandt, 2003). ZpUsobeno je to hlavné kvuli obavam
a neochoté odkoupeni produktd GM plodin nebo zvifat krmenych témito plodinami.
Souvisi to také s v8eobecné negativnim vnimanim GMO v EU (Trnkova et al., 2017).
Proto je zavisla na dovozu krmiv pro zvifata pochazejici z modifikovanych rostlinnych
materidlu stejné jako bavina, ktera je Siroce pouzivana v odévnim prdmyslu
(Tagliabue, 2017; Goétzova, 2017).
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V roce 2007 se jiz dvanactym rokem celosvétové rozSifovalo péstovani
biotechnologickych plodin, které narostlo o 12 % ve 23 zemich (Key et al., 2008).
Zvysuijici se pfitomnost téchto plodin a postupné zavadéni GM rostlin do Evropské
unie (Key et al., 2008) pfitahuje velkou pozornost také diskuze o jejich bezpe&nosti
a ucincich (Wunderlich a Gatto, 2015).

GM plodiny jsou pFisné regulovany, kontrolovany a je nutné je oznacovat nez
jsou uvedeny na trh, musi projit bezpe¢nostni zkouskou (Broeders et al., 2012).
V souCasné dobé je USA nejvétsim svétovym producentem GM plodin se 70,9 miliony
ha (39 %). Druhy nejvétsi producent je Brazilie, dale Argentina, Indie a na patém
misté Kanada (Kamle et al., 2017).

V USA jsou GM plodiny soucasti bézné stravy. Spotrebitell, ktefi se aktivné
GM plodinam vyhybaji, se pohybuje jen okolo 13 %, oproti Evropé&, kde mezi tyto
spotfebitele patfi vétSina a oznacuji GMO za nepfirozené, pfesto, Zze antibiotika jsou
Siroce pouzivana v drubezafském pramyslu v krmivech a nékteré odrudy pSenice byly
produkovany pomoci radiané indukované mutace a to je brano jako pfirozené.
Celkové mulzeme fici, ze vétSina je bezpochybné proti GM potravinam, mnoho
rozvojovych zemi by mohlo tuto technologii vyuZzit, ale tak se nestane, dokud nezmizi
obavy tykajici se téchto technologii a obavy vyvozu produktt do EU (Key et al., 2008).

V EU je povolena péstovat pouze GM kukufice, vyuzita pfedevSim jako
krmivo, pé&stuje se hlavné ve Spanélsku. Ve Francii a Némecku je zakazana Gplné.
Pro dovoz do EU jsou poveleny so6ja, bavinik nebo fepka olejna (Keményova, 2019).
Uvolfiovani, pouzivani a vyzkum jsou u nas peclivé kontrolovany a oSetfeny
Evropskym Parlamentem a Radou EU. Diky tomu mohou byt vydana povoleni
o dovozu, uvadéni na trh a péstovani GM plodin (Ovesna, 2005). Podle legislativy EU
je povinnost znacit GMO potraviny a krmiva z nich vyrobené pro moznost dohledani
(napft. zjisténi negativniho efektu na zdravi a zivotni prostfedi) (Ovesna, 2014), pokud
obsahuji 0,9 % nebo vice GMO (Delwaide et al., 2015). To je divod, pro¢ je potfeba
provadét spolehlivé kontrolni testy pro detekci potravin, surovin a krmiv (Zderkova,
2006).
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2.3.1 GMOv CR

Od konce 90. let zadaly v Ceské republice probihat polni pokusy s rtiznymi
GM plodinami, hlavné s kukufici a bramborami. (Doubkova, 2008). Na uzemi EU tedy
i CR je pro komeréni vyuZiti péstovana jedina plodina, kukufice, téZ oznacovana jako
,Bt kukufice® (Trnkova et al., 2017), odolna vi&i hmyzim Skddcim (zavije€ kukuficny)
k tvofeni Bt toxinu. V roce 1998 byla tato linie povolena pro uvedeni do obéhu a pro
péstovani. Poprvé komeréné péstovana byla roku 2005 a v roce 2008 pak dosahla
plocha této plodiny 8 380 ha (Doubkova, 2008).

Tato kukufice je vyuzita zejména jako krmivo, pfimo péstitelem nebo je
vyuzita na bioplyn (Trnkova et al., 2017).

V roce 2010 byly poprvé také vysazeny GM brambory odridy Amflora
se zmé&nénym slozenim $krobu. V nasledujicich letech se ale v CR tyto brambory
prestaly péstovat a byly zakazany (Trnkova et al., 2017).

GM soju je v zemich EU neni povoleno péstovat, je ale sou€asti dovazenych
krmiv pro hospodarska zvifata, V Evropé se péstuje méné nez 0,1 % celosvétové
vyméry GM plodin, ale je vice nez 70 % pozadavkl na krmivo pro zvifata
(Tagliabue, 2017).

V Ceské republice se GMO fidi zakonem &. 346/2005 Sb., tento zakon
obsahuje pravidla o nakladani s GMO a GM produkty. Zahrnuje informace
0 uzavieném nakladani s GMO, o uvadéni do Zivotniho prostfedi a do obéhu. Dale je
zde sepsan postup povinného znaceni potravin a krmiva obsahuijici vice nez 0,9 %
GMO. Povinnost obchodnikil a péstiteld EU je fadné oznaceni povolenych GM
vyrobku na trh slovy ,geneticky modifikovany organismus®, ,tento vyrobek obsahuje
geneticky modifikované organismy“ nebo ,tento vyrobek obsahuje geneticky
modifikovany...(nazev organismu)“ (Doubkova, 2005). Ozna¢ené musi byt i produkty,
ve kterych neni mozné pfitomnost GM materialu dokazat (oleje). Potom se informace
o puvodu dohledavaji v povinnych dokumentacich v fetézci od vyrobce ke spotfebiteli.
Vyjimku v ozna€ovani tvofi produkty, které obsahuji GM material tvofici neumysiné a
nevyhnutelné pfimési v mnozstvi nepfesahujici 0,9 %. Neoznacuji se produkty
pochazejicich od zvifat krmenych GM plodinami (maso, mléko a vejce) (Doubkova,
2008).

Pfed uvolnénim GMO do Zivotniho prostfedi je nutnost posoudit rizika

a prokazat bezpecnost daného GMO, ktera musi byt schvalena (Ovesna, 2005).
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2.3 Rizika GMO

S touto novou technologii pfichazi otazka, jaka jsou rizika ,manipulace
s matkou pfirodou®. Obavy vefejnosti z GM potravin a plodin se obvykle zamé&fuji
zejména na bezpednost lidi a Zivotniho prostfedi (Bawa a Anilakumar, 2013). Casto
feSené otazky se tykaji moznych skodlivych G&ink( souvisejicich s lidskym zdravim.
Ale GM potraviny konzumuiji stovky milion( lidi po celém svété bez negativnich G¢inkd
adukazl, ze by tyto plodiny mohly byt potencialné toxické, je malo
(Key et al., 2008; Azevedo et al., 2003). Je dllezité si také uvédomit, ze kazda lidska
¢innost neni Uplné bez rizik. Stejné je tomu tak i u GMO a i jen minimalni rizika nelze
zcela vyloucit (Rakousky, 2008).

Zdravotni rizika spojena s GM potravinami se tykaji toxicity, alergenicity,
genetickych rizik nebo pfenosu rezistence na antibiotika (Bawa a Anilakumar, 2013;
Lack, 2002). Toxicita by se mohla projevit u nového proteinu, ktery je produkovan
transgenem. (Key et al., 2008). Mezi nejvétsi obavy patfi také mozné vyvolani
nepredvidatelnych alergennich u¢inkl, které mohou byt navozeny i malou davkou
proteinl nebo jejich ¢asti (Ruprich, 2006), proto je dulezité sledovani schopnosti
nového GMO tvofit proteiny a hodnotit jejich alergenni a toxicky potencial nez jsou
produkty uvedeny na trh (Ruprich, 2006; Cefovska, 2005).

Rizika se také tykaji Skodlivych u€inku na Zivotni prostfedi a zmén biodiversity
postupnym rozSifovanim rlstu péstovani GM rostlin a tim i ovlivnéni lidského zdravi
(Bawa a Anilakumar, 2013). Mezi to patfi sexualni hybridizace s geneticky
nemodifikovanymi rostlinami pfenosem pylu, které se mohou kfizZit s ostatnimi druhy
a tim zvysit jejich plevelny charakter (Tsatsakis et al., 2017; Key et al., 2008). DalSim
rizikem je vznik novych Skudcu, novych onemocnéni plodin, vliv na biodiverzitu nebo
ovlivnéni genetické Cistoty dalSich plodin (Ovesna, 2005). Jedno z podstatnych rizik
pfi péstovani transgennich rostlin ve volném prostfedi je moznost pfenosu genu jak
mezi stejnymi druhy rostlin, tak i mezi rGznymi plodinami, potom je riziko, ze by se
mohly transgeny v prostfedi stat odolné. Na druhou stranu jsou ale nékteré kulturni
rostliny omezeny v kfizenii s blizce pfibuznymi rostlinami, proto Ize vétSinou kfizence
dostat jen pfi urCitych umélych podminkach. Proto neni Casté, ze by k tomuto kfizeni
dochazelo ve volné pfirodé, to negativni dusledky (napf. fertilni potomstvo). Jinak
tomu je v genetickych centrech kulturnich rostlin, kde se musi pfistupovat k moznosti
pfenosl genu jinak. (Soukup et al., 2005).

Dale by mohlo dojit k vyvoji rezistentniho hmyzu bé&hem nékolika let a rusit
Ucinky transgennich rostlin. Také pokud se postfik herbicidi stane Castéji

pouzivany, okolni plevele by mohly vyvinout rezistenci vuci herbicidu tolerantnimu

17



pro plodinu. To by zpusobilo potfebu zvySeni davky herbicidu nebo zménu
herbicidu, jakoz i zvySeni mnozstvi a typu herbicidd na plodinach (Bawa a
Anilakumar, 2013).

Jestli je mozné vzajemné plsobeni GM odrid musi kazda zemé oveérit
podle mistnich podminek s agro-ekosystémy. V CR probiha vyzkum za podpory MZe

CR a Ministerstva Zivotniho prostiedi. (Cefovska, 2005).

2.4 Séja lustinata

Soja lustinata (Glycine max) je nejrozSifenéjsi sdja z rodu Glycine Celedé
bobovité — Fabaceae a patfi nejen mezi luskoviny, ale diky velkému mnozstvi oleje
se fadi také mezi olejniny. (Dolezal, 2004). Odkud pochazi, neni Uuplné
znamo, ale pravdépodobné z jihovychodni Asie (Ciny). Pfed vice nez dvéma sty lety
se dostala tato kulturni rostlina do USA a koncem 18. stoleti do Evropy. (Dostalova,
1990; Kadlec et al., 2009). Vyznamna je produkci olejnatych semen, ktera jsou jeden
Z nejdllezitéjSich a nejméné nakladnych zdroju bilkovin vyrabénych na celém svété
(Fried et al., 2018).

Tato jednoleta rostlina se silnym kulovitym kofenem a dlouhymi postrannimi
kofeny mlze dosahovat az 2 m (zavislost na podminkach a odrudé). Podle vétveni
lodyhy se rozdéluje na formu pé&stovanou na semeno s lodyhou vzpfimenou pevnou
a na péstovanou ke krmnym uceliim se slabsi popinavou lodyhou. Cela rostlina je
vinaté chlupatda. Listy ma slozené, stfidave, fapikaté, trojCetné s palisty. Kvéty jsou
oboupohlavné, soumérné a drobné, rostouci v hroznech s bilou az svétle fialovou
barvou. Tato rostlina patfi mezi rostliny samospradné, vyjimeCné cizosprasné
s plodem Zlutého, nazelenalého nebo hnédého, chlupatého, podlouhlého lusku
obsahujici 1-4 semena (boby) srozmanitou Skalou barev, velikosti a tvaru.
(Dolezal, 2004; Dostalova, 1990).

Soja lustinata a jeji odriidy vyslechténé pro vyuziti ve vysSich zemépisnych
Sifkach je vhodnou luskovinou pro péstovani v teplejSich a nepfili§ suchych oblastech
CR. Vekologicky vhodnych oblastech muZe byt velkym pfinosem
v zemeédélstvi, diky své produktivité, funkci preruSovace obilnich sledl, vysoké
pfedplodinové hodnoté, ale i schopnosti ozdravovani nebo zvySenim urodnosti pady
pfi zafazeni do osevniho postupu. ZlepSuje fyzikalni, chemické a biologické vliastnosti
zpusobem hloubkou zakoferovani, osvojovanim Zivin, poutanim vzdusného dusiku
a fytosanitarnimi u€inky (Baranyk, 2010). M& dobré funkéni vlastnosti, jako vazat

vodu a tuk. Séja také hraje velkou roli ve vyzivé, kde je uZiteCna cela rostlina. Semena

18



jsou hlavné vyznamna pro vyzivu lidi. Jako krmivo pro zvifata se vyuzivaji
jak semena, tak i susena nebo Cerstva nat. Velky vyznam ma diky své nutriéni
a biologické hodnoté (Bulkova, 2011; Dostalova, 1990) a dokaze se transformovat
na strukturu, podobajici se vlastnostem bilkovin masa, kdy ve srovnani s zivo&iSnymi
bilkovinami je jeji vyhodou daleko niz8i cena (Kadlec et al., 2009). Uplatiiuje se také
v rliznych odveétvich primyslu (Baranyk, 2010).

Po kukufici, pSenici a ryZi, co se plochy tyCe je &tvrta, nejrozSifenéjsi plodina
na svété s vice nez 100 mil. ha s primérnym svétovym vynosem okolo 2,3 t/ha. Této
plodiny se vypéstuje nejvétsi mnozstvi v USA, Brazilii, Argenting a Ciné. (Dostalova,
1990; Baranyk, 2010). Z celkové produkce séji ve svété se v Evropé v mistech
s vhodnymi podminkami vypéstuje asi jen 2 %. ZvySuje se produkce GM sgji, napfr.
proti herbicidu Roundup (Kadlec et al., 2009).

O soje se mluvi jako o olejning, protoze patfi mezi plodinu s vysokym obsahem
oleje v semenech (19 %). DalSi dllezitou slozkou semen sgji je také velké mnozstvi
bilkovin, pfiblizné 40 % vyznamné hlavné ve vyZivé (Sultan et al., 2015). Dalsi je
podstatné zastoupeni vSech aminokyselin, kde je nejvyznamnéjsi vysoké mnozstvi
esencialni aminokyseliny, které si télo nedokaze samo syntetizovat a musi byt proto
pfijimano potravou. Vysoky podil nenasycenych mastnych kyselin, karotenu
a vitaminu E obsahuje kvalitni tuk s vysokou nutri¢ni a biologickou hodnotou, kterého
s6jové boby obsahuji v priméru 18-23 %. Obsahuji také 20-30 % bezSkrobovych
glycidli, z ¢ehoz cukry jsou jen 5-6 %, 4,5-5 % mineralii, kam patfi hlavné Ca, K, Mg
a Fe, velké mnozstvi vitamind B (Bi1, Bs), také lecitin, fytin, kefalin a enzymy.
Mezi dalSi slozku patfi polyfenolitické latky (izoflavony, fytoestrogeny) (Baranyk,
2010).

2.51 GM séja

Séja a kukufice jsou nejCastéji kultivované GMO a patfi mezi zakladni prvek
mnoha potravin. Hlavné GM séja, ktera je v dnedSni dobé& soucasti potravin
bézné, hlavné v USA (Alaraidh, 2009).

GM u sdji lustinaté se zaméfuji hlavné na toleranci k neselektivnim herbicidim
(herbicid-tolerantni sdja), dale je to zlepSeni kvality séjového oleje, zménény obsah
proteind nebo rezistence k hmyzim Skidcim a hadatkim (Becka a Jozefyova, 2005).
Herbicid-tolerantni rostliny obsahuji gen, diky kterému jsou odolné k urCitému
herbicidu a nejsou jim poskozeny. Mezi nejznaméjSi patfi herbicid glyfosat

a glufosinat (Rehofova et al., 2017). Diky tomu mohou zemé&délci péstovat plodiny
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Setrnégji vuci zivotnimu prostfedi na dokonale odplevelenych pozemcich s vy$Simi
vynosy (Green, 2012). Tolerantni odrudy se od geneticky nemodifikovanych odrad
neliSi nutriéni hodnotou ani zpusoby vyuziti krmnych a potravinarskych uéeltl (Becka

a Jozefyova, 2005).

Roundup Ready so6ja

Mezi nejznamnéjSi GM soéju patfi sodja zlinie GTS-40-3-2, prodavana
pod nazvem Roundup Ready soja (RR séja). Prvni rostliny byly testovany v USA
v roce 1991 firmou Monsanto a dnes se fadi mezi celosvétové nejvice péstované GM
plodiny (Rehofova et al., 2017). P¥i jejim péstovani lze bez poskozeni rostliny
pouzivat herbicid Roundup s uc€innou slozkou glyfosat proti plevelim. Tato séja byla
poprvé schvalena v Kanadg, v roce 1995 bylo poprvé povoleno uvolnéni do Zivotniho
prostfedi i pouziti v krmivech a vroce 1996 byla povolena i v potravinarskych
vyrobcich (Rott et al., 2004).

Tato vysoce tolerantni linie, (Padgette et al., 1995), byla ziskana expresi
bakterialniho enzymu 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntazy (EPSP syntazy, EPSPS)
z Agrobacterium sp. kmene CP4. Tato transgenni rostlina obsahuje tedy gen CP4
EPSPS z Agrobacterium sp. kmen CP4 (Wu et al., 2012), ktery v pfirodé pfenasi své
geny do rostlin a zpusobuje na nich turmory, dale také obsahuje promotor 35S (P-
E35S) z viru mozaiky kvétaku, gen z Petunie zajistujiciho tvorbu tranzitniho peptidu
(CTP) pro transport enzymu EPSPS do chloroplastu a terminator NOS 3 z
Agrobacterium tumefaciens (Padgette et al., 1995; Rehofova et al., 2017).

Témér vSechna sojova pole se oSetfuji herbicidy, protoZe plevele dokazi
zpusobit velké ztraty na vynosech, které mohou prekrocit i 75 %. Proto byla vyvinuta
s6ja RR, aby pomohla zemédélcim. Vyvoj zacal objevem pfirozené se vyskytujiciho
genu v prostfedi, ktery byl zodpovédny za toleranci k herbicidu glyfosatu. Gen CP4
EPSPS byl nalezen v bakterii, ze které byl izolovan, extrahovan a poté viozen
do plazmidu. Pomoci transformace byl gen viozen do genomu sgji
(Prado et al., 2014).

Jinak upravena séja

Mezi dalSi herbicid-tolerantni soju patfi také soja odolna vici herbicidu
glufosinatu jako je napt. Basta, Finale nebo Harvest (Rehofova et al., 2017). Herbicid
tolerantni soja patfi do skupiny tzv. prvni generace GM rostlin pro péstitele.

Do skupiny tzv. druhé generace GM rostlin, ktera je uziteCna pro spotfebitele, patfi
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malo rozsifena GM sbja, ktera se lisi obsahem mastnych kyselin v s6jovém oleji. Tyto
modifikace se vyznacuji zejména vySSim obsahem kyseliny olejové, nebo niz§im
obsahem kyseliny linolenové (Betka a Jozefyova, 2005). Sojovy olej je komplexni
smés péti mastnych kyselin (kyseliny palmitové, stearové, olejové, linolové a
linoleové) s riznymi vlastnostmi (Cahoon, 2003).

NejvyznamnéjSi je transgenni produkce semen soéji s obsahem kyseliny
olejové pfiblizné 80 % celkového oleje, coz je znatelné vy3Si obsah nez u konvenéni
séji, kde se obsah kyseliny olejové pohybuje okolo 25 %. Kromé toho tyto oleje
obsahuji relativné nizké hladiny polynenasycenych mastnych kyselin linolové
alinolenové kyseliny (Cahoon, 2003) a maji srovnatelnou kvalitu jako olej
podzemnicovy nebo olivovy, obecné jsou povazovany za zdravéjSi (BeCka a
Jozefyova, 2005, Cahoon, 2003). Vyznamna u téchto soéjovych olejl je vys$si stabilita
(nezlukne) a lepsi trvanlivost (Be¢ka a Jozefyova, 2005).

Pomoci GM lze také docilit rezistence k hmyzim Skddcim a hadatkdm.
Vyvojem prochazi i zmény v obsahu zasobnich proteinl, mezi které patfi vy$si obsah

methioninu, lyzinu a threoninu (Bec¢ka a Jozefyova, 2005).

2.5 Detekce GMO v krmivech a potravinach

GMO a GM produkty mizeme identifikovat zejména pomoci viozenych genu
a exprimovanych proteint (Salisu et al., 2017).

Na rozdil od zplGsobu detekce DNA, bylo vyvinuto jen par
zpusobu, jak detekovat bilkoviny, protoze DNA ma lepSi vlastnosti, mezi které patfi:
dobra stabilita, umoznéni extrakce ze vSech typu tkané a jeji rozbor ze zpracovanych
a tepelné osetfenych potravin. Zejména je vyznamna jedinecnost DNA v kazdém
druhu bufky. Obsah genetické informace v DNA je vétdi nez v bilkovinach,
kvuli degeneraci genetického kédu pfi prekladu z DNA do proteinu. Navic pfi vkladani
ciziho genu do GMO organismu, se detekuje snadnéji na urovni DNA (Alaraidh,
2009).

GM produkty mohou byt identifikovany kvalitativnimi i kvantitativnimi
metodami (Markoulatos et al., 2004), které se provadi v laboratofich k tomu ur¢enym

a k testim specialné pfizpisobenym (Ahmed, 2002).
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Obecné se postup identifikace sklada ze tfi rliznych kroku:

1. Detekce - Cilem je urcit, zda je produkt GM nebo ne. Pro tento Uc¢el mize byt
pouzita obecna screeningova metoda, kde jsou vysledky kladné nebo
zaporné. Metody screeningu jsou obvykle zalozeny na PCR, imunotestech
nebo testech biologickych. Metody detekce musi byt dostate¢né citlivé
a spolehlivé, aby bylo mozné ziskat pfesné vysledky (Tripathi, 2011).

2. Identifikace: Ugelem identifikace je zjistit, ktera GM plodina nebo produkt jsou

pfitomny a zda jsou v zemi autorizovany ¢i nikoli (Tripathi, 2011).

3. Kvantifikace: Pokud bylo prokazano, Ze plodina nebo jeji produkt obsahuje
GM odridy, pak je nezbytné posoudit dodrzovani prahové regulace
stanovenim mnozstvi kazdé z pfitomnych GM odrad. Obvykle se kvantifikace
provadi pomoci Realtime PCR (Tripathi, 2011).

Odbér vzorku

U testovani GMO musi byt analyzovany vzorek reprezentativni. Dulezita je
jak velikost vzorku, tak i postupy odbéru, které by mohly ovlivnit zavéry testovacich
metod (nutny homogenni charakter). DostateCna velikost vzorku umozfiuje analyzu
s pozadovanou citlivosti (Sudhakar, 2006). Vzorek se musi dukladné rozemlit

a potom nasleduje extrakce bud bilkoviny, nebo DNA (Ahmed, 2002).

Referenéni materialy

Referenni materidly jsou zakladnim nastrojem pfi zajiStovani kvality
analytickych méfeni (Trapmann et al., 2002). Vyuzivaji se jako negativni a pozitivni
kontroly pro ovéfeni spravnosti metod detekce. Definuji se jako Cisté latky
nebo matricové materialy, a aby mohly byt pouzity k posouzeni, musi byt homogenni
a stabilni (Sowa, 2014). Kazdy GMO musi mit specificky referenéni
material, ktery by nemél byt zavisly na analytickych metodach a mél by byt
soustfedén hlavné na zakladni sloZky nez na hotové potraviny. Pouzivaji

se zrna, upravené DNA nebo proteiny. Pouzitd zrna by méla mit podobné vlastnosti
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jako testované vzorky (obsah GMO, stabilita a homogenita vzorku). Dale se také

muze jako referenéni material pouzivat plazmidova a genomova DNA (Ahmed, 2002).

2.6 Metody detekce

Existuje fada jak kvalitativnich, tak i kvantitativnich analytickych metod,
pro spolehlivou detekci pfitomnosti nebo mnozstvi GMO (Anklam et al., 2002).
Soucasné metody pro analyzu GMO jsou zaméfeny bud’ na transgenni vioZenou DNA
nebo novy protein (proteiny) exprimovany v GM produktu (Miragalia et al., 2004).
VétsSinou se pfi detekci na bazi DNA pouziva metoda PCR, nejéastéji vyuzivana
metoda na bazi proteinu je ELISA (Miragalia et al., 2004; Marmiroli et al., 2008).
Vyuziva se ale také detekce pomoci chemické analyzy, jako je chromatografie. Pokud
neni dostupna informace o modifikované sekvenci, da se GMO detekovat
diky infracervené spektrofotometrii. Dal$i je vyznamna inovace Cipu DNA (DNA
microarrays) (Anklam, et al., 2002; Malik et al., 2018).

2.7.1 Testovaci metody na bazi proteinu

Pro vétSinu metod zaloZzenych na proteinech se pouZivaji enzymové
imunosorbentni testy (Miragalia et al., 2004), které identifikuji a kvantifikuji
molekuly, které maji byt detekovany (analyty) pomoci protilatky a antigenu vazajici
se na protein. Specifické antigeny mohou byt stimulovany specifickymi imunitnimi
odpovédmi a v duisledku imunitni reakce v téle jsou produkovany
protilatky, které dokazi najit jakykoli antigen v téle (Malik et al., 2018). Dulezity je
vybér antigenu vazany protilatkou (Miragalia et al., 2004). Vyuzivaji se polyklonalni
(citlivéjsi) nebo monoklonaini (vysoce specifické) protilatky v zavislosti na specifité
detekce, jako jsou protilatky proti celému proteinu nebo specifickym sekvencim
peptidu. Imunotesty mohou zjistit modifikované proteiny i v 1 % GMO. Tyto metody
s protilatkami mohou byt vyuzity ve dvou formach: kompetitivni test, kde detektor
a analyt soutézi o vazbu se zachycovacimi latkami a dvouslozkovy (double antibody
sandwich) test, ktery je povazovan za vhodnéjsi, kde dochazi ke vlozZeni analytu
mezi zachycovaci a detekéni protilatku. Metodou Western blot, nebo metodou ELISA

jsou analyzovany produkty transgenni RR séji (Ahmed, 2002).
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Hlavni nevyhodou metod detekce proteinu je mala dostupnost protilatek
specifickych proti proteinim produkovanych viozenym genem (Ka$ et al., 2004).
Pro imunologické testy je dulezitA neporuSsena tercialni a kvarterni

struktura, a proto se daji pouzivat pouze Cerstvé materialy (Bonfini et al., 2001).

Western blot

Western blot je specifickd metoda poskytujici kvalitativni vysledky
pfi stanoveni pfitomnosti ur€itého proteinu prostfednictvim protilatek (sond). Tato
detekce je vhodnéjsi pfi vyzkumu nez pfi bézném testovani (Ahmed, 2002, Griffiths
et al.,, 2019). Obsahuje tfi kroky: separace podle velikosti, pfenos na pevny nosi¢
a oznaceni cilového proteinu za pouZiti spravné primarni a sekundarni protilatky
k vizualizaci. Proteiny vzorku se separuji na zakladé molekulové hmotnosti
prostfednictvim polyakrylamidové gelové elektroforézy (Yang a Mahmood, 2012;
Clark, 2005). Vysledky jsou pak pfeneseny na pevny nosi¢ (nitrocelulézovou
nebo nylonovou membranu) pomoci elektrického pole a jednotlivé proteiny jsou
zviditelnény znacenymi protilatkami (Clark, 2005). Nenavazana protilatka se vymyje
a ponecha pouze navazanou protilatku k proteinu, ktery nas zajima. Tloustka
vytvofeného pasu odpovida mnozstvi pfitomného proteinu (Yang a Mahmood, 2012).
Navazana protilatka je nakonec pro vizualizaci obarvena latkou Ponceau,
dusi¢nanem stfibrnym, barvivem Coomassie nebo sekundarnim imunologickym
Cinidlem jako je napf. protein A spojeny s kifenovou peroxidazou nebo alkalickou
fosfatazou. (Ahmed, 2002).

PFi testovani sdjovych vyrobku je u surovin citlivost detekce mezi 0,5 % a 1 %.
Sojovy protein vSak neni mozné identifikovat ve vysoce zpracovanych sojovych
vyrobcich (Griffiths et al., 2019).

V porovnanim s metodou ELISA, je u této metody vyhoda uréeni molekularni
jsou méné presné (Kas et al., 2004). Vyuziva se pfedevsim ve vyzkumech pro detekci
GM proteint, vhodna je i pro detekci proteini nerozpustnych. Nevyhodou je
ale potfeba vysokych technickych dovednosti a vice ¢asu (minimalné jeden den)
(Griffiths et al., 2019).
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ELISA

ELISA, test Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, je dalSi metoda vyuZivana
k detekci proteinu ve vzorcich, zaloZzena na jednoduchém principu, kdy se na sebe
vaze antigen a protilatka (Crowther, 2009). Antigenem je nové syntetizovany protein
(Bonfini et al., 2001).

Tato metoda je kvantitativni, vysoce citliva a ekonomicka, idealni pro rozsahlé
laboratorni analyzy, kdy se protein nedenaturuje. Vyuziva se mikrotitraéni deska
jamek s protilatkou. Doba pribéhu se pohybuje okolo 90 minut a pomoci ¢tecky
se poté urCuje koncentrace ve vzorcich (Ahmed, 2002). NejCastéji pouzivana je
"sendviCova" forma, kdy je jeden antigen vlozen mezi dvé protilatky nebo jedna
protilatka je viozena mezi dva antigeny pro specifictéjsi reakci. V tomto testu se roztok
vzorku pfida dojamky desticky obsahujici navazanou protilatkou specifickou
pro GMO protein. Vzorek s antigenem je nanesen na desti¢ku, a pokud je GM protein
ve vzorku pfitomen, navaze se na protilatku. Nenavazané antigeny se promyji
a do jamky se pfida jina protilatka, specificka znacena enzymem pro pozadovany
protein. Po daldim promyti, aby se odstranila jakakoliv nenavazana protilatka, se pfida
substrat pro enzym, ktery indukuje zménu barvy v roztoku, ktera je pfimo umérna
s mnozstvim GMO proteinu (Malik et al., 2018).

ELISA testy jsou ale omezeny u nékterych potravin, které jsou upravovany
vysokymi teplotami pfi zpracovani, kdy jsou bilkoviny poskozeny a neni snadné je
detekovat (Thomison a Loux, 2001). Dale nemuze identifikovat vzorek GM, pokud
nékolik odrid maji stejny znak. Je potfeba specializované vybaveni a vyskoleny
personal. Na druhou stranu je rychlejdi nez PCR metoda, levnéjSi a protein méfi
na kvantitativni arovni (Tripathi, 2011). Testy ELISA se snadno pouzivaji, jsou siln&jsi
alevnéjsi nez metody detekce DNA, ale je nedostatecna dostupnost protilatek a jejich
vyvoj mlze trvat i nékolik let, také jsou méne citlivé nez metody na bazi DNA (Griffiths
et al., 2019). Mezi dalSi nevyhody patfi citlivost, ktera se pohybuje pfiblizné okolo 0,5
az 1 % GMO nebo nedetekovatelnost kvali nizkému mnozstvi cilového proteinu.
(Griffiths et al., 2019).

U geneticky modifikované séji se bilkoviny identifikuji do teploty 65 °C.
PFi zahfati na vyssi teplotu, jiZz proteiny specifickymi protilatkami neni mozné urcit
(Urbanek-Kartowska et al., 2001).
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Lateral flow strip

Pro polni pouZiti vznikla dalSi varianta metody ELISA - Lateral Flow Strip
(Stave, 1999). Vyznaéuje se jednoduchym pouzitim, kde se rozliduji jen pozitivni
nebo negativni vysledky a da se vyhodnocovat vizualné (Luppa et al., 2011). Test
pouziva membranu, ktera obsahuje dvé zachytné zoény. Jedna zachycuje vazany
transgenni protein, druhd barevné C¢inidlo. Prouzek je ponofen do pfipraveného
vzorku v extrakénim roztoku a vzorek migruje na druhy konec pasky. Kdyz vzorek
protéka, protilatky zachyti protein, ktery nas zajima a bude se zde akumulovat. Tyto
testy obecné poskytuji kvalitativni nebo semikvantitativni vysledky s pouzitim
protilatek a barevnych cinidel zaclenénych do prouzku. PFitomnost jedné linky
na membrané indikuje negativni vzorek a pfitomnost dvou linek naznacuje pozitivni
vysledek. (Chalam a Khetrapal, 2012; Meulenberg, 2012). Tato forma detekce je
velice rychla a ekonomicka, poskytuje vysledky za 5-10 minut (Feng et al., 2018).
Pasky byly komeréné vyvinuty pro detekci endotoxin exprimovanych bakterii Bacillus
thuringiensis, poteinu CP4 EPSPS v sdji, fepce, baviné a cukrové fepé. Komeréné
dostupné jsou omezeny jen na nékolik GM produktu, ale jsou vyvijeny pasky, které
mohou souc€asné detekovat vice proteint (Ahmed, 2002).

Vyhodou je rychlé, kvalitativni méFfeni na pfitomnost nebo nepfitomnost
cilového proteinu. Neni mozna kvantifikace proteinu a nem(ze byt identifikovan

vzorek, u kterého muze mit nékolik odrid stejnou viastnost (Tripathi, 2011).

2.7.2 Testovaci metody na bazi DNA

Metody detekce DNA pro GM potraviny jsou zaloZeny na komplementarité
dvou fetézcu dvouSroubovice DNA, které hybridizuji specifickym zpusobem.
DNA, ktera byla viozena do plodiny, se sklada z nékolika prvku, které Fidi jeji
fungovani. Je to typicky promotorova sekvence, strukturni gen a stop sekvence
pro gen. | kdyz je k dispozici nékolik technik, béZné se pouziva Southern blot a hlavné
metoda PCR. Mezi dal$i patfi technologie Microarray.

Dulezitym krokem je purifikace a extrakce. V souc€asné dobé je k dispozici
nékolik metod extrakce, vyuzivaji se k vyizolovani uspokojivé DNA. Faktory, jako je
nadmérné teplo, aktivita nukledzy a nizké pH (zcela bézné pfi zpracovani potravin)
pfispivaji k degradaci DNA. To je nejpravdépodobnéjSi u vyrobkd s dlouhou
Zivotnosti. Slou€eniny pfitomné v potravinach (napfiklad proteiny, tuky,
polysacharidy, polyfenoly, kakaové extrakty a karamelizovany cukr) mohou inhibovat

DNA polymerazu.
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Nejcastéji dostupné GMO v EU obsahuji nékteré ze tfi genetickych prvku: 35S
promotor viru mozaiky kvétaku (CaMV), terminator nopalin syntazy (NOS) nebo
markerovy gen pro rezistenci na kanamycin (nptll). Tyto prvky se také vyskytuji

pfirozené v nékterych rostlinach a padnich mikroorganismech (Ahmed, 2002).

Southern blot s naslednou hybridizaci

Metoda Southern blot je wvyuzivdna k detekci specifickych DNA
sekvenci, které jsou rozdélovany pomoci elektroforézy na agaré6zovém gelu. Poté je
soucasti této metody fixace izolované DNA vzorku na nitrocelul6zovou, nebo
nylonovou membranu. DNA sekvence na tomto pevném nosi¢i mohou byt dale
identifikovany za pomoci komplementarnich fetézcl (sond), specifickych pro urcité
GMO. Sondy mohou byt znaCeny enzymaticky nebo radioaktivné
(Edberg, 1985; Smarda, 2005. Pouziva se jen jedna sonda a neni provedena zadna
amplifikace. Tato metoda je povazovana za méné citlivou nez PCR, ktera vyuziva
dvou primer(. (Ahmed, 2002). Nevyhodou Southern blot je potfeba velkého mnozstvi
DNA a ¢asova narocnost (Edberg, 1985). Intenzivni prace s mnoha kroky trva 2-3
dny. Dal$i nevyhoda je nevhodnost pro pfesnou kvantifikaci nebo automatizaci.
Soucasné Ize pouzit pouze omezeny pocet sond vhodné pro detekci vice analytl
(Griffiths et al., 2019).

Polymerazova retézcova reakce (Polymerase chain reaction—PCR)

Jedna z metod, ktera byla oznaCena za vhodnou k analyze potravin je
PCR, proto byla také vybrana k detekci GMO (Alaraidh, 2009). Je to in vitro
amplifikace (namnozeni) urCitych Useku (lokusu) nukleovych kyselin, nejcastéji
DNA, kdy je nutné znat nukleotidové sekvence, které ohrani€uji zkoumany gen nebo
Usek DNA (Kldela et al., 2002; Snustad et al., 2009). PCR je syntéza, ktera se
cyklicky opakuje. Nejprve je DNA s cilovym mistem izolovana a pfidana do smési,
jejiz soucasti jsou primery o 18-25 nukleotidech komplementarnich k okrajovym
usek(m urgité sekvence. (Smarda, 2005, Maheaswari et al., 2016). Pfi standardni
PCR se pouzivaji dvojice primeru: pfedni (F), ktery se vaze na konec 5'— 3 a primer
reverzni (R), vazajici se na druhy konec 3 '— &'. Tyto primery jsou navrZzeny
tak, aby hybridizovaly na protichddnych fetézcich sledované sekvence (Maheaswari
et al., 2016). Dale je potfeba DNA polymeraza, ktera katalyzuje syntézu fetézcu, 4

typy deoxynuklesidtrifosfatll (dNTPs, N = Guanosin, Adenosin, Thymidin nebo
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Cytidin), Mg?* ionty pro zajisténi vhodného prostiedi pro stabilitu a optimalni aktivitu
DNA polymerazy, vody, soli s Mg?* a PCR pufr pro stalé a optimalni pH prostredi
(Smarda, 2005). Reakce probiha v opakujicich se cyklech v tzv. termocykleru, ktery
dokaze velmi rychle ménit teplotu. (Alberts, 1998). PCR obsahuije tfi kroky zavislé na

ménici se teploté, viz obrazek 3. Mezi né patfi:

Denaturace — Rozpojeni vodikovych mustkl, které spojuji matricové fetézce DNA
za zvysené teploty na cca 94 °C po dobu 30 sekund (Kadela et al., 2002; Snustad et
al., 2009).

Annealing — Hybridizace DNA neboli nasedani primerl (dvou kratkych
jednoretézcovych specifickych ,matricovych® oligonukleotidli odvozenych z DNA)
na pozadované misto kazdého z viaken DNA pfi teploté 50-70 °C po dobu 15-60
sekund. (Kadela et al., 2002; Snustad et al., 2009), kdy se podle znamé sekvence
nasyntetizuji dva primery, kdy je kazdy komplementarni k sekvenci jiného viakna
pavodni dvouretézcové molekuly DNA na koncich zkoumaného lokusu, ktery ma byt

namnozen (Alberts, 1998).

Elongace — Syntéza dvouretézcové DNA probihajici diky teplotné stabilnimu enzymu
DNA - polymerazy a volnych nukleotidu, které se komplementarné vazou na ptvodni
fetézce ve sméru ve sméru 5°-3°. DNA — polymeraza dokaze nasyntetizovat nékolik
miliard kopii dané sekvence (Kudela et al., 2002; Snustad et al., 2009; Alberts, 1998),
pfi teploté 72 °C (Maheaswari et al., 2016).
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Obrazek 3: Prtibéh PCR reakce

Po 30 cyklech obsahuje reakéni smés teoreticky 2°° molekul poZzadovaného
produktu. Jakmile dojde k amplifikacni reakci, jsou k dispozici rizné metody
pro detekci amplifikovaného produktu. Nejjednodussi je identifikovat produkt podle
velikosti pomoci elektroforézy na agarézovém nebo polyakrylamidovém gelu
(Maheaswari et al., 2016).

Metoda je velmi citlivd a nejpfesnéjSi z hlediska detek&nich limitd. Cilova
sekvence DNA se da méfit jak kvalitativng, tak i kvantitativné. Jsou ale vyZadovany
drahé, specializované vybaveni a vyskoleny personal (Tripathi, 2011). Metoda PCR
se vyznaCuje velkou citlivosti. Analyzovan muze byt jakykoliv typ tkané, protoze
v8echny buriky nesou stejnou DNA, ale vyznacuje se €asovou naro¢nosti pfipravy
vzorku, doba testu je 2-3 dny. Celkové je drazsi nez metody zaloZené na proteinu,

kvuli potfebé termocykleru a elektroforetického zafizeni.
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Nevyhodu je citlivost na inhibitory, které mohou byt pfitomné v potravinach.
Neexistuje zadna metoda PCR, ktera by dokazala detekovat vSechny GMO (Griffiths
et al., 2019).

Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, kterou mlOzeme separovat biologické
vzorky, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny (DNA a RNA) s ruznou velikosti
a nabojem. (Snustad et al., 2009; Schwedt, c1997). Nabité Castice migruji
ve stejnosmérném elektrickém poli diky stejnosmérnému napéti mezi dvéma
elektrodami (Klouda, 1996). Pohyb c&astic je zavisly na velikosti naboje,
tvaru, intenzité elektrického proudu, vlastnostech pufru, velikosti a stupni disociace
(Cermakova, 2005).

\% praxi je to nejvice pouzivana metoda pro déleni
makromolekul, ktera vyuziva porézni gely (nosice), agarézové (k separaci a analyze
DNA) a polyakrylamidové (k separaci a analyze proteinu), které funguji pfi separaci
na principu sitového efektu. VyuZivaji se napf. pfi metodé SDS-PAGE.
(Kas et al., 2005, Roy a Kumar, 2014). Cely gel je ponofen do pufru, ktery je dllezity
pro udrzeni stabilni pH béhem separace a slouzi jako vodivostni médium (Kealey a
Haines, 2002). Déleni zacina pohybem Castic ze stejné pozice. Dopfedu se dostavaji
nabité Castice s vétSi pohyblivosti a Eastice s mensi pohyblivosti se opozduji (Klouda,
1996; Kealey a Haines, 2002). Po dokonceni déleni molekul se gel vizualné zhodnoti

po UV svétlem (agarézovy gel), nebo se obarvi nékterym barvivem (polyakrylamidovy

gel).

Kvantitativni kompetitivni polymerazova retézova reakce (QC- PCR)

Klicovym aspektem analyzy GMO v potravinach je kvantifikace,
protoze maximalni limity GMO v potravinach jsou zékladem pro oznacovani v EU
(Ahmed, 2002). Techniky zalozené na DNA, jako je polymerazova fetézova
reakce, jsou Siroce pouzivany pro identifikaci useki DNA, ale nezjiStuji mnoZstvi,
proto se vyvinula kvantitativni kompetitivni polymerazové retézové reakce (QC-PCR)
pro detekci a kvantifikaci (Wolf a Luthy, 2001). Princip QC-PCR je zaloZen na
spole¢né amplifikaci urcitého fragmentu vzorku a uméle konstruovaného vnitfniho
standardu (kompetitor) se znamou koncentraci, ktery je podstatny pro kvantitativni

hodnoceni vysledku. Kompetitor ma stejna vazebna mista pro navazani stejného paru
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primerq, ale od amplifikovaného fragmentu se liSi ve velikosti (Priglova a Kénig 2002).
Diky tomuto malému rozdilu velikosti (<40bp) se daji reakeni produkty rozlisit. Tato
metoda funguje na principu analyzace série PCR reakci s ur€itou koncentraci DNA
zkoumaného vzorku, kdy se pfidavaji razné koncentrace DNA vnitfniho standardu
(Anklam et al., 2002). Podle toho, kdy je v reakci PCR-produktli odvozenych z cilové
DNA a kompetitivni DNA stejné, tak, ze maji pruhy na agaré6zovém gelu stejnou
intenzitu, da se porovnat mnozstvi DNA sekvence v analyzovaném vzorku
(Bonfini et al., 2001). Vyhodou je sice kvantifikace, ale tato metoda se také vyznacuje
jak Casovou, tak materialni naroCnosti a odhad koncentrace cilové sekvence
ve vzorku se urCuje semikvantitativné, takze nelze urcit pfesné Ciselné hodnoty
(Priglova a Konig, 2002).

Kvantitativni polymerazova reakce v realném case (real-time PCR)

Real-time PCR je jednoducha metoda s vysokou citlivosti a spolehlivosti.
V klasické PCR se amplifikovana sekvence detekuje elektroforézou az po skon&eni
reakce, ale u real-time PCR je mozné méfit zmnozeni produktu v pribéhu reakce, tzn.
v realném Case (real time) (Dudova a Hajek, 2008). A mlizeme sledovat namnozeni
produktu po kazdém amplifikaénim cyklu (Houghton a Cockerill, 2006). Pro detekci
produktll se vyuzivaji fluorescenéné znacené oligonukleotidy, mohou to byt
i barviva, ktera se vazi na DNA, a nebo sekvencné specifické primery & sondy
(Dudova a Hajek, 2008; Houghton a Cockerill, 2006). Real-time PCR se muze
oznacovat také jako kvantitativni PCR (qPCR), protoZze amplifikovana sekvence DNA
se mlze stanovit, jak kvalitativné, tak i kvantitativné (podle poc¢tu kopii DNA). Metoda
je vysoce specificka diky tfem oligonukleotidim (dva primery a jedna sonda) (Dudova
a Hajek, 2008).

Pro odhad mnozstvi PCR produktu se pouziva barvivo SYBR Green | vazajici
se na dsDNA, hybridizaéni sondy, sondy pfenosu fluorescenéni rezonance nebo
sondy hydrolyzy (technologie TagMan) a molekularni majaky (Ahmed, 2002). Princip
pouziti barviva SYBR Green je zaloZzeny na jeho vazbé& na dvojvlaknovou
deoxyribonukleovou kyselinu (dsDNA). Drazsi varianta TaqgMan funguje na zakladé
dvojit¢ znacenych oligonukleotidd (TagMan sondy). Vyuzivaji exonukledzovou
aktivitu enzymu Taq polymerazy pfi syntéze DNA (Tajadini et al., 2004; Ponchel et
al., 2003). Pomoci TagMan bylo analyzovano mnoho potravinaiskych vyrobku
obsahujicich GM RR soéju (napf. détské vyzivy a dietni vyrobky, sdjové napoje

a dezerty, tofu, nudle, tuky, oleje a kofeni). Metoda se ukazala jako citliva. Sojova
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DNA v8ak nemohla byt detekovana v tucich, olejich a kofenich (Ahmed, 2002). Tato
metoda je velmi citliva, ale drazsi nez bézna PCR, kvdli pouziti specialniho

termocykleru. Dale jsou nutné vysoké technické schopnosti (Dorak, 2007).

2.7.3 Jiné metody

Chromatografie

Chromatografické metody se vyuZivaji u GMO obsahujici mastné kyseliny,
triglyceridy a urcité latky, které lze detekovat pouze kvalitativnimi zpusoby. Tyto
analytické techniky byly vyvinuty za pouZiti vysokouc€inné kapalinové chromatografie
(HPLC) spojené s hmotnostni spektrometrii s chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI-MS) Vv GM fepce na pfitomnost triglyceridu
(Byrdwell et al., 2001; Jin et al., 2016). To bylo prokazano u oleji pochazejicich z GM
fepky. Pfi porovnavani separovanych triglyceridd bylo mozno pozorovat, Zze oleje
z geneticky  modifikovanych  fepkovych odrdd mély zvySeny obsah
triacylglyceroll, coz ukazuje na vétSi oxidaéni stabilitu pro fepkovy olej s vysokym
obsahem kyseliny stearové. Je vsak tfeba zdlraznit, ze tato metodika je pouzitelna
pouze v pfFipadé, ze jsou zmeény geneticky modifikovanych rostlin nebo odvozenych
produktd vyznamné. Je to spiSe kvalitativni metoda detekce nez kvantitativni metoda
(Anklam et al., 2002).

Infracervena spektroskopie

Nékteré genetické modifikace mohou zménit i strukturu pletiv rostlin, i kdyz
detekce oleji a proteinl neukazuje zadné rozdily ve slozeni (napf. Roundup Ready
séja). Tyto rozdily Ize ale identifikovat infraervenou spektroskopii
(Hurburgh et al., 2000, Anklam et al., 2002). Pouziva hlavné pro obiloviny a zrna
ve vytazich, obvykle pro nedestruktivni analyzu celych zrn pro stanoveni obsahu
vlhkosti, bilkovin, oleje, vliakniny a Skrobu. NIR se pouziva k rozliSeni s6jovych bobl
Roundup Ready od konvenéni sdji (Esteve Agelet et al. 2013). Vyhody této techniky
je rychlost (<1 min), pfiprava vzorku neni nutnd, protoZe pouziva cela zrna, a je proto
ilevna. Hlavni nevyhodou je to, Ze neidentifikuje sloueniny. Pokud jde
0 GMO, nedetekuje zménu DNA ani proteinu, ale mnohem vétsi nezname strukturaini

zmény, jako jsou ty, které jsou spojeny s parietalni ¢asti semen (napf. Lignin nebo
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celuléza), diky vzniku nové DNA (Ahmed, 2002). Shrnuti metod, detekujicich
produkty GMO jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1: Shrnuti metod, specificky detekujici produkty GMO (Anklam et al., 2002; Tripathi, 2011)

d: den, min: minuty

Metody na bazi proteinu

Metody na bazi DNA

Western Lateral Southern | Qualitative Real-time
Parametr ELISA . QC-PCR
blot flow strip blot PCR PCR
Pouziti Slozité Pramérné | Jednoduché Slozité Slozité Slozité Slozité
Specialni
Ano Ano Ne Ano Ano Ano Ano
vybaveni
. Velmi
Citlivost Vysoka Vysoka Vysoka Stredni . Vysoka Vysoka
vysoka
30-90 .
Doba trvani 2d ) 10-20 min 6 hod 2-3d 2d 1d
min
Kvantitativni
Ne Ano Ne Ne Ne Ano Ano
vysledky
Vhodnost
pro polni Ne Ano Ano Ne Ne Ne Ne
testy
Hlavni Védecké | Testovaci Polni Védecke Testovaci | Testovaci | Testovaci
vyuziti laboratofe | zafizeni testovani laboratofe zafizeni zafizeni zafizeni
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3. Cile prace

Cilem mé bakalarské prace bylo izolovat DNA z rlznych potravin a krmiv
pravdépodobné obsahujicich séju a vzorky analyzovat na pfitomnost DNA soji,
promotoru CaMV a genu pro transgen zpusobujici odolnost k herbicidu Roundup
pomoci velmi citlivé a pfesné metody PCR a vysledky porovnat s dostupnymi

informacemi o vyrobcich.
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4. Material a metody

Vzorky

V potravinach a krmivech od rGznych vyrobcu byl stanovovan obsah GM sd;ji.

Konkrétné byly analyzovany rlizné séjové nahrazky masa, ty€inky, dochucovadla

pokrmU nebo tofu. Detekce byla zaméfena na gen pro sojovy protein lektin, podle

kterého se mohla urcit pfitomnost sdji v produktu. Dale se testovala pfitomnost

promotoru z viru mozaiky kvétaku (CaMV) GM s¢ji a transgenu zpusobujici odolnost

k herbicidu Roundup. Pouzité vzorky a dalSi informace jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Pouzité vzorky a shrnuti informaci

. Uvedeni séji
Cislo Nazev Znaceni pritomnosti
Vyrobce ve slozeni na
vzorku vyrobku GMO na obalu
obalu
. Sojova tyCinka
Nestlé Cesko )
1 Margot 75%, sojova Neuvedeno
S.T. 0.
mouka 17 %
Sojovy Sojové viocky
2 Albert Neuvedeno
Spalek (29 %)
Zora Sojové Nestlé Cesko Sdjové vioCky
3 . Neuvedeno
fezy S.T. 0. 30 %
Sojovy protein,
Proteinova Max Sport emulgator
4 . o ) Neuvedeno
ty€inka S.T.0. lecithin (s6ja),
séjovy olej
Sojovy
. extrahovany ] .
Krmivo pro | ZZN Pelhfimov . ) Obsahuje geneticky
5 . Srot loupany, . B
kufata a.s. modifikovanou soéju
toastovany,
Sojovy olej
Sojové Bona Vita Odtuénéna
6 Neuvedeno
kostky S.T.0. séjova mouka
Sojové Bona Vita Odtuénéna
7 . ) Neuvedeno
nudlicky S.T.0. séjova mouka
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ALA Séjovy

Vega Provita

Sojové boby

8 Neuvedeno
dezert S.T. 0. 75 %
] Loupané
Alpro Puding Emco )
9 . séjové boby Neuvedeno
vanilkovy S.r.0.
(6,4 %)
PATIFU
Veto Eco Tofu 22 %
10 Séjova . Neuvedeno
. s.r. 0. (soja)
pastika
Sdéjova )
) ) Obsahuje
11 Sojové parky Kalma k. s. bilkovina . i
nemodifikovanou séju
(11 %)
] Geneticky
Soy'n’'Health Sojové boby )
12 Tavenyr neupravované sojové
S.T. 0. (8 %)
boby
Sojova F.W. Tandoori Sojové boby
13 Neuvedeno
omacka S.T. 0. (20 %)
Loupané
so6jové boby
- (7,9 %),
14 Cuisine ALPRO C. V. A ] Neuvedeno
emulgétor
(lecitiny
séjové)
Pecivarne
15 Oplatka Lipt.Hradok Sdéjova mouka Neuvedeno
S.T. 0.
Véneclky .
16 . . Sunfood s. r. 0. | Séjova mouka Neuvedeno
Zloutkové
Trubicky Alaska Foods Emulgator:
17 Neuvedeno
Alaska S.r.0. sojovy lecitin
Bezlepkova | OK-FAIN, spol. -
18 .. Sojovy lecitin Neuvedeno
ty€inka S.T.0.
_ Castecné
Polomacené Druid CZ
19 B ztuZeny sojovy Neuvedeno
susenky S.T. 0.

tuk
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Hydrolyzovana

Krupky .
20 . Intersnack a. s. sojova Neuvedeno
Baconchio
bilkovina
Burger Fini Golosinas o
21 Lo Sojovy lecitin Neuvedeno
zvykacka Espana, S.L.U.
KFupky Pepsico CZ ] ]
22 Obsahuje soju Neuvedeno
Cheetos S.T. 0.
Pernik s Albert Heijn Vyrobek
23 L . Neuvedeno
naplni B.V. obsahuje séju
Casteéné
24 Ovesna kase | Bonavita s. r. 0. | ztuzeny séjovy Neuvedeno
olej
Sojovy Fermentovana
25 o Amunak s. r. 0. ] Neuvedeno
jitrni¢ak séja
26 Tofu natural | Sunfood s.r. o. Soja Neuvedeno
Tofu
27 Sunfood s. r. o. Tofu 72 % Neuvedeno
karbanatky
RETRO
] Sojové viocky
28 Sojova Chocoland a. s. Neuvedeno
. (29 %)
ty€inka
29 Pomazanka Sunfood Tofu (so&a) Neuvedeno
tofu s.r.o. 70 %, séja
Sojova
Amunak bilkovina
30 séjovy Amunak s. r. o. (31 %), Neuvedeno
Skvafik fermentovana
séja
31 Sojanéza Kalma k. s. Soja 6 % Neuvedeno
32 Miso Sunfood s. r. 0. Sojové boby Nevedeno
. Emulgator:
33 Cookies GaIIetSasaGuIIon séjovy lecitin, Neuvedeno
o séjova mouka
Loupané
34 !?fan?nov’e ALPRO C. V. A (’a'vro’pske Neuvedeno
séjové mléko séjové boby
(9,8 %)
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35 Ta}t.ark'a Kalmak. s. Sdja 29 % Neuvedeno
séjova
Vajahit o
36 nahrada Topnatur So!c.)va'moglfa, Neuvedeno
. S.T. 0. sojovy lecitin
vajec
Sojovy
extrahovany .
37 AO HANSA C. B. Srot, s6jovy Vyrobe.r.lo z ge’net'lt.:.ky
S.T. 0. . . modifikované sdgji
protein, séjovy
olej
Sojovy
extrahovany .
38 c0S T HANSA C. B. Srot, s6jovy Vyrobe.po Z ge,net'lc.:.ky
S.T. 0. . modifikované sgji
koncentrat,
sojovy olej
Sojovy .
39 P1 HANSA C. B. extrahovany Vyrobe.|?0 z ger]etllcl:lky
S.rT. 0. N modifikované soji
Srot
Extrudovany Sojovy Vyrobeno z genetick
40 oy y Neznamy extrudovany y o g f e y
sojovy Srot N modifikované soji
Srot
Smiley sticks . . .
- . Pfesné slozeni
41 — ty€inka pro Frolic Neuvedeno
neuvedeno
psy
Sdjovy lecitin,
42 Peanut Cambridge sopve ’ Neuvedeno
crunch bar plan proteinové
nugety
Izolace

Pro izolaci DNA byl pouzit komeréni kit MagCore® Genomic DNA Tissue Kit,
ktery je navrzen pro izolaci DNA (v€etné genomické, mitochondrialni a virové DNA)
zrlznych zivoci8nych tkani nebo bunék pouzitim MagCore® pristroje
pro automatickou extrakci. Poskytnuté filtrovaci kolonky dokazi prefiltrovat pevné
tkané, aby bylo zabranéno ucpani $picky pipety béhem procesu v MagCore® pristroji.
Metoda pouziva pfedplnénou kazetu, ktera obsahuje proteinazu K a chaotropickou
sul, aby lyzovala buriky a odbouravala bilkoviny. DNA se vaze na celul6zové
magnetické kuli¢ky. Po promyti kontaminantl je purifikovana DNA eluovana slabym
solnym eluénim pufrem. Cela sada pro jeden vzorek obsahuje pifedplnénou kazetu
s reagenciemi, SpiCku na pipetu, mikrozkumavku na vzorek, elucni

mikrozkumavku, filtracni kolonku, GT pufr a proteinazu K. Dale byla k izolaci potfeba
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vaha, pinzeta, nozik, centrifuga, vortex, inkubator, pipety se sterilnimi Spi¢kami
a homogenizatory. Pro zméfeni koncentrace a Cistoty vyizolovaného DNA byl pouzit

spektrofotometr BioSpecNano.

Postup izolace DNA

1. Odebrala jsem pomoci noziku a pinzety kousek vzorku a navazila 30-40mg

do mikrocentrifugacnich mikrozkumavek.

2. Pridala 20pl proteinazy K a 500ul GT pufru, promichala homogenizatorem a par

sekund vortexovala, dokud se latky nezhomogenizovaly.

3. Smés jsem inkubovala po dobu 15 min. na 56 °C v inkubatoru. B&€hem inkubace

jsem mikrozkumavky pfevracela kazdé 2-3 min. pro rovnomeérné rozpusténi.

4. Pfi obsahu nerozpustnych zbytk( ve zkumavce jsem prepipetovala supernatant
(kapalna ¢ast) do filtrovacich kolonek a centrifugovala na plnou rychlost po dobu 5

min. pro dostani Cistého roztoku vzorku.

5. Napipetovala jsem 400ul Cistého roztoku vzorku do MagCore vzorkovych

mikrozkumavek.

6. Umistila jsem pfipravené vzorkové mikrozkumavky, vymyvaci mikrozkumavky

a $pi¢ky do predurcenych otvoru v robotu.
8. Zvolila program Code.401 na robotu MagCore®a spustila izolaci.

9. Po skonceni izolace jsem zméfila Cistotu a koncentraci extrahované DNA kazdého

vzorku.

PCR

K detekci GM sdji v potravinach byla pouzita metoda PCR, ktera je zaloZena
na pouziti specidlné navrzenych para primert (R a F), oznacujicich konkrétni
sekvence genu pro soju, promotor CaMV a transgen pro odolnost k herbicidu
Roundup. Tyto primery maiji urcitou teplotou nasedani a velikost amplifikovanych
Usekd, viz tabulka 3. Pro spravny prubéh PCR je potfeba reakéni smés z urcitého

mnozstvi latek, které jsou shrnuty v tabulce 4.
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Tabulka 3: Pouzité primery

Velikost Teplota
Primery Sekvence primeru (5’-3°) amplifikovanych nasedani Zdroj
fragmentu (bp) (°C)

GCCCTCTACTCCACCCCCATCC

Lektin 118 58 Meyer et al., 1996
GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG

caMV ATTGATGTGATATCTCCACTGACG
101 62 Tengel et al., 2001
promotor | ccTCTCCAAATGAAATGAACTTCCT
TGGCGCCCAAAGCTTGCATGGC
Roundup 356 58 Tengel et al., 2001
Ready CCCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGT
Tabulka 4. Reakéni smés pro PCR
Latka Mnozstvi (ul)
MasterMix 5
F primer 0,5
R primer 0,5
Voda 3
DNA 1

Gelova elektroforéza

Kontrola a analyza PCR reakce se provadi pomoci gelové
elektroforézy, ktera dokaze separovat amplifikované useky nukleovych kyselin podle
velikosti v elektrickém poli, kde se DNA pohybuje podle riznych parametru, jako je
napriklad tvar a velikost. Protoze ma DNA zaporny naboj, pohybuje se od katody
k anodé. Pro porovnani velikosti separovanych fragmentl se pouziva marker
(ladder), kdy se srovnava poloha fragmentu DNA s polohami markeru. Vysledny
produkt PCR reakce byl analyzovan na 1,5% agarézovém gelu, kde jako
fluorescenéni barvivo byl pouzit ethidium bromid. Poté byl vysledny gel nasvicen pod

UV transiluminatorem pro porovnani vysledkl a sniman fotoaparatem.
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5. Vysledky

Po izolaci DNA ze vzork( byly zméfeny koncentrace, které jsou zaznamenany

v tabulce 5. Vyhodnoceni vysledki PCR detekce GMO sdji v potravinach nebo

krmivech je znazornéno na obrazcich 4-9. Kazdy obrazek zobrazuje analyzu vzorki

testovanych na pfitomnost DNA séji, promotoru CaMV a transgenu pro odolnost

k herbicidu Roundup. Negativni vzorky bez DNA a marker 100bp byly pouzity pro

kontrolu a porovnani vysledk.

Tabulka 5: Koncentrace ziskané DNA jednotlivych vzork

v?)srl:u Nazev vyrobku Koncentrace DNA (ng/pL)

1 Margot 81,48
2 Sojovy fez 115,31
3 Sojovy Spalek 128,32
4 Proteinova tycinka 19,66
5 Krmivo pro kufata 203,04
6 Sojové kostky 116,53
7 Soéjové nudlicky 120,99
8 ALA S¢jovy dezert 23,87
9 ALPRO Puding vanilkovy 33,81
10 PATIFU Séjova pastika 36,74
11 Sojovy parek 72,53
12 Tavenyr 28,99
13 Sojova omacka 4,75

14 Cuisine 11,10
15 Oplatka 46,62
16 Vénecky Zloutkové 277,73
17 Trubiky Alaska 11,35
18 Bezlepkova tyginka 16,69
19 Polomacdené susenky 33,57
20 Kfupky Baconchio 38,55
21 Burger Zvykacka 4,06

22 Kfupky Cheetos 13,00
23 Pernik s naplni 4,99
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24 Ovesna kase 82,16
25 Sojovy jitrnicak 54,26
26 Tofu natural 291,99
27 Karbanatky tofu 212,08
28 RETRO Soéjova ty€inka 223,96
29 Pomazanka tofu 65,84
30 Amunak sojovy Skvafik 12,69
31 Sojanéza 17,80
32 Miso 10,00
33 Cookies 6,60

34 Bananové sojové mléko 13,61
35 Tatarka sojova 28,13
36 Vajahit nahrada vajec 40,71
37 AO 95,69
38 CosT 186,92
39 P1 235,22
40 Extrudovany séjovy Srot 64,03
a1 Smiley sticks — ty€inka pro 40,36

psy
42 Peanut crunch bar 14,93
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Obrazek 4: Vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu z PCR

M: 100bp marker (referencni material)

1: Margot

2: Sojovy fez

3: Sojovy Spalek

4: Proteinova ty€inka

5: Krmivo pro kufata

Lektin: pfitomnost DNA s¢ji ve vzorku

CaMV: pfitomnost promotoru viru mozaiky kvétaku

RR: pfitomnost transgenu pro odolnost k Roundupu ve vzorku

Podle elektroforeogramu na obr. 4 byl vtestovanych vzorcich DNA
extrahované z Margot, Séjového fezu, Sojového Spalku, Proteinové ty€inky a Krmiva
pro kufata potvrzen vyskyt DNA sdji. Podle intenzity prouzkd jsem pravdépodobné
nejucinnéji purifikovala DNA z Krmiva pro kufata (vz. €. 5) a nejméné ze vzorkl
Margot a Séjovy Spalek (vz. €. 1 a 3). Vyskyt promotoru CaMV byl potvrzen u vzork(
DNA extrahované ze Krmiva pro kufata (vz. €. 5). U tohoto vzorku byl také potvrzen

vyskyt transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup.
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Obrazek 5: Vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu z PCR
M: 100bp marker (referen¢éni material)

NV: negativni vzorek (kontrolni vzorek bez DNA)
6: Séjoveé kostky

7: Séjové nudlicky

8: ALA sojovy dezert

9: ALPRO puding vanilkovy

10: PATIFU sdjova pastika

11: Séjovy parek

12: Tavenyr

13: Séjova omacka

14: Cuisine

Lektin: pfitomnost DNA sgji ve vzorku

CaMV: pfitomnost promotoru viru mozaiky kvétaku

RR: pfitomnost transgenu pro odolnost k Roundupu ve vzorku

Podle elektroforeogramu na obr. 5 byl vtestovanych vzorcich DNA
extrahované ze Sojovych kostek, Sojovych nudlicek, ALA sojového dezertu, ALPRO
pudingu vanilkového, PATIFU sojové pastiky, Séjového parku, Tavenyru, Sojové
omacky a Cuisine potvrzen vyskyt DNA séji. Podle intenzity prouzkd jsem
pravdépodobné nejucinngji purifikovala DNA z ALA séjového dezertu (vz. €. 8) a

nejméné ze vzorkd Séjové nudlicky, Tavenyr a Séjova omacka (vz €. 7, 12 a 13).
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Vyskyt promotoru CaMV a transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup nebyl

potvrzen u zadného ze vzorkl extrahované DNA.

Obrazek 6: Vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu z PCR

M: 100bp marker (referencni material)

NV: negativni vzorek (kontrolni vzorek bez DNA)
15: Oplatka

16: Vénecky Zloutkové

17: Trubiky Alaska

18: Bezlepkova tycinka

19: Polomacené susenky

Lektin: pfitomnost DNA sdji ve vzorku

CaMV: pfitomnost promotoru viru mozaiky kvétaku

RR: pfitomnost transgenu pro odolnost k Roundupu ve vzorku

Podle elektroforeogramu na obr. 6 nebyl vtestovanych vzorcich DNA
extrahované z Oplatky, Vénec€ku Zloutkovych, Trubicek Alaska, Bezlepkové ty€inky,
Polomacené susenky potvrzen vyskyt DNA séji. Podle absence prouzk(l se mi
nepodafilo purifikovat DNA z zadnych ze vzorkd, proto ani vyskyt promotoru CaMV a
transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup nebyl potvrzen u zadného ze vzorku

extrahované DNA.
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NV 200 21 22 23 24

NV 20 21 22 23 24

Obrazek 7: Vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu z PCR
M: 100bp marker (referenéni material)

NV: negativni vzorek (kontrolni vzorek bez DNA)

20: Kfupky Baconchio

21: Burger zvykacka

22: Kfupky Cheetos

23: Pernik s naplni

24: Ovesna kase

Lektin: pfitomnost DNA sdji ve vzorku

CaMV: pfitomnost promotoru viru mozaiky kvétaku

RR: pfitomnost transgenu pro odolnost k Roundupu ve vzorku

Podle elektroforeogramu na obr. 7 nebyl vtestovanych vzorcich DNA
extrahované z Kfupek Baconchio, Burger zvykacky, Kiupek Cheetos, Perniku
s naplni a Ovesné kase potvrzen vyskyt DNA sgji. Podle absence prouzki se mi
nepodafilo purifikovat DNA z Zadnych ze vzorkd, proto ani vyskyt promotoru CaMV a
transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup nebyl potvrzen u Zadného ze vzorku

extrahované DNA.
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Obrazek 8: Vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu z PCR

M: 100 bp marker (referenni material)

NV: negativni vzorek (kontrolni vzorek bez DNA)
25: Sojovy jitrnic¢ak

26: Tofu natural

27: Karbanatky tofu

28: RETRO sojovy ty€inka

29: Pomazanka tofu

Lektin: pfitomnost DNA sgji ve vzorku

CaMV: pfitomnost promotoru viru mozaiky kvétaku

RR: pfitomnost transgenu pro odolnost k Roundupu ve vzorku

Podle elektroforeogramu na obr. 8 byl vtestovanych vzorcich DNA
extrahované ze Sojového jitrni¢aku, Tofu natural, Karbanatkd tofu, RETRO sojové
tyCinky a Pomazanky tofu potvrzen vyskyt DNA séji. Podle intenzity prouzki jsem
pravdépodobné nejucinngji purifikovala DNA ze Sojového jitrniCaku, Tofu natural,
Karbanatk( tofu a Pomazanky tofu. (vz. &. 25, 26, 27 a 29) a nejméné ze vzorku
RETRO sojova tycinka (vz. €. 28). Vyskyt promotoru CaMV a transgenu pro odolnost

k herbicidu Roundup nebyl potvrzen u zadného ze vzorkl extrahované DNA.
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NV 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

NV 30 31 3233 34 35 36 37 38 39 40 41 42

NV 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Obrazek 9: Vysledek elektroforézy na agar6zovém gelu z PCR
M: 100 bp marker (referenéni material)

NV: negativni vzorek (kontrolni vzorek bez DNA)
30: Amunak sojovy Skvafik

31: Sojanéza

32: Miso

33: Cookies

34: Bananové sojové mléko

35: Tatarka sojova

36: Vajahit ndhrada vajec

37: AO

38:COST

39:P1

40: Extrudovany séjovy Srot

41: Smiley sticks — ty&inka pro psy

42: Peanut crunch bar

Lektin: pfitomnost DNA sdgji ve vzorku

CaMV: pfitomnost promotoru viru mozaiky kvétaku

RR: pfitomnost transgenu pro odolnost k Roundupu ve vzorku

Podle elektroforeogramu na obr. 9 byl vtestovanych vzorcich DNA
extrahované z Amunak sojového Skvafiku, Sojanézy, Miso, Bananového soéjového
mléka, Tatarky sojové, Vajahit nahrady vajec, AO, COS T, P1, Extrudovaného
s6jového Srotu a Peanut crunch bar (30, 32, 34, 35. 36, 37, 38, 39, 40 a 42) potvrzen
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vyskyt DNA sdji. Podle intenzity prouzkd jsem pravdépodobné nejucinnéji purifikovala
DNA z Amunak soéjového Skvariku, Vajahit nahrady vajec, AO, COS T, P1 a
Extrudovného soéjového Srotu (vz. €. 30, 36, 37, 38, 39 a 40) a nejméné ze vzorku
Miso (vz. &. 32). Zadné DNA se mi nepovedlo purifikovat ze vzorkil Cookies a Smiley
sticks — tyinka pro psy. Vyskyt promotoru CaMV byl potvrzen u vzorkli DNA
extrahované z AO, COS T, P1 a Extrudovaného sojového Srotu (vz. €. 37, 38, 39 a
40). U téchto vzorku byl také potvrzen vyskyt transgenu pro odolnost k herbicidu
Roundup.

Dalsi informace testovanych vzorka a vysledky jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6: Souhrn vysledkii detekce GM séji u vSech testovanych vzorkii
(+) : pozitivni
(-) : negativni

AO, COS T, P1: Kompletni krmiva pro selata

. Gen Gen Gen
Cislo
Nazev vyrobku pro pro pro
vzorku .
lektin | CaMV | RR
1 Margot + - -
2 Sojovy Spalek + - -
3 Séjové fezy + - -
4 Proteinova tyCinka + - -
5 Krmivo pro kurata + + +
6 Séjove kostky + - -
7 Sojové nudliCky + - -
8 ALA Séjovy dezert + - -
ALPRO Puding
9 + - -
vanilkovy
PATIFU Sdjova
10 _ + - -
pastika
11 Séjovy parek + - -
12 Tavenyr + - -
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13 Sojova omacka

14 Cuisine

15 Oplatka

16 Vénecky zloutkové

17 Trubicky Alaska

18 Bezlepkova ty€inka

19 Polomacené suSenky

20 Kfupky Baconchio

21 Burger Zvykacka

22 Kfupky Cheetos

23 Pernik s naplni

24 Ovesna kase

25 Sojovy jitrnicak

26 Tofu natural

27 Karbanatky tofu

28 RETRO sojova tyCinka

29 Pomazanka tofu

30 Amuvnak vs’éjovy
Skvafik

31 Sojanéza

32 Miso

33 Cookies

34 Banénov’é séjové
mléko

35 Tatarka sojova
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36 Vajahit Nahrada vajec

37 AO

38 CosT

39 P1

40 ExtrudoYany sojovy

Srot

a1 Smiley sticks — ty€inka
pro psy

42 Peanut crunch bar
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6. Diskuze

V poslednich  letech  dostavaji GM produkty velkou pozornost
kvuli postupnému Sifeni (Wunderlich a Gatto, 2015) a obavam z negativniho vlivu na
zdravi Clovéka a zivotni prostfedi, hlavné v EU. (Azevedo et al., 2003). Proto pfed
tim, nez jsou produkty uvedeny na trh, prochazi pfisnymi kontrolami a testy (Broeders
et al., 2012). Bylo vyvinuto nékolik metod pro detekci GMO v riznych produktech.
VétSina potravin se velmi vysoce zpracovava nebo upravuje (vafenim a ohfevem) a
proteiny jsou tak denaturovany, k detekci jsou proto nevhodné proteomické metody.
Naopak DNA je odolné&jsi vici pusobeni vysoké teploty a stala se hlavnim pfedmeétem
pro analyzu GM potravin pomoci metody PCR (LIU et al., 2005). Proto jsem ji pouzila
i kmé analyzaci. Tato metoda je zalozena na amplifikaci urcitych useki DNA ve
vzorku, probihajici v termocykleru (Snustad, 2009). Pro vizualizaci vysledk( detekce
se vyuziva gelova elektroforéza, kdy se DNA Useky separuji podle velikosti a tvofi
prouzky, které jsou diky barvivu vidét pod UV svétlem (Maheaswari, 2016).

Touto metodou jsem v ramci této bakalarské prace analyzovala celkem 42
vzorkU potravin a krmiv obsahujicich séju na pfitomnost DNA s¢ji v ziskaném vzorku
genu pro lektin, ¢imz jsem potvrdila nebo vyvratila pfitomnost DNA sdji v ziskaném
vzorku. Dale jsem detekovala pfitomnost promotoru CaMV, ktery je ¢asto pouzivan
pfi transgenozi v nej¢astéjSim transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup. Prvnim
krokem byla izolace DNA pomoci robota MagCore pro automatickou izolaci s kitem
MagCore® Genomic DNA Tissue. Podle RBC Bioscience Corp. (2014) se s timto
pFistrojem velmi jednoduse a rychle pracuje a je navic efektivni. Automaticky Cisti
nukleové kyseliny ze Siroké Skaly typd vzorkd. S pfedem naprogramovanymi
protokoly a magnetickymi kuliCkami na bazi perli¢ek poskytuje konzistentni a stabilni
purifikaci nukleovych kyselin a je vhodny pro izolaci DNA z potravin a krmiv.

Koncentrace vyizolované DNA jednotlivych vzork( byla zméfena na
koncentraci 4,06 ng/uL méla DNA purifikovana ze vzorku ,Burger Zvykacka“ a
nejvyssi 291,99 ng/uL méla DNA ze vzorku ,Tofu natural®. Vzhledem k pouziti
automatizované DNA izolace si myslim, ze rozdil v uspé3nosti izolace DNA zavisela
pravdépodobné na intenzité Uprav potravin, pfi kterych mohlo dojit k poskozeni DNA.
Nejnizsi koncentrace DNA pravé ve vzorku ziskaném ze zvykacky je podle mého
nazoru ocekavatelna. Mnoho védcu izolovalo séju z potravin pomoci metody CTAB,
ktera je pracnéjSi a je vétSi pravdépodobnost chybnosti nez izolaci robotem, kterou
jsem zvolila u mych vzork(. Mandaci et al. (2014) pfi pouziti CTAB v porovnani

s mymi vysledky uspésné amplifikovali fragmenty pro lektin soji u vSech vzorku. To
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by mohlo byt podle mé zplsobeno bud spolehlivéjsi izolaci touto metodou, nebo
vhodnéjSimi vzorky s obsahem sdéji bez poskozeni DNA. Pacheco Coello et al. (2017)
izolovali také uspésné metodou CTAB, ale nékteré vzorky vykazovaly degradaci
DNA, podle ného to zpusobily obtizné odstranitelné kontaminujici faktory, které
inhibovaly extrakci DNA, nebo zpracovani produktu, kde byla pouZzita vysoka teplota,
silna alkalicka nebo kysela €inidla. Po dokonéeni PCR reakce a vizualizace vysledku
byla vétSina mych vzorkud (29) pozitivni na pfitomnost genu séji. | pfesto, Ze u vSech
vyrobku je na obalu uvedena pfitomnost riznych forem soji kromé tycinky pro psy, 13
vzorkl bylo negativnich. To mlze byt s nejvétsi pravdépodobnosti, jak jiz bylo
zminéno, kvali poSkozeni DNA béhem uprav, Spatné izolaci nebo s mensi
pravdépodobnosti nepfitomnosti soji ve vyrobku. Pacheco Coello et al. (2017) uvadi,
Ze vyroba potravinarskych produktd ovliviiuje kvalitu a mnozstvi extrahované DNA. U
jimiz testovanych vzorku extrahovana DNA vykazovala nizkou koncentraci, a proto
nemohla byt viditelna na agarézovém gelu. LIU et al. (2005) dosli ke zjisténi, Ze k
negativnim vysledkim muze také pfispét nizka kvalita ziskané DNA a v dusledku toho
selhani PCR, coz mlze zpusobit faleSné negativni vysledky. Z tohoto dlvodu je
detekce genu pro lektin, tedy pfitomnost sdji, povazovana také jako kontrola béhem
PCR. Moznym feSenim by podle mé mohlo byt zvySeni navazky vzorku pro izolaci a
jeho zakoncentrovani pomoci centrifugace pfed samotnou purifikaci v pfistroji. LIU et
al. (2005) také ve své praci udavaji, ze vétsSina potravin se zpracovava ohfevem nebo
vafenim a proteiny jsou tak denaturovany. Vhodnéjsi je proto podle ni DNA nez
proteiny pro identifikaci GM potravin. Vysledky jejich analyz pokrmu tou-kan odhaluji,
ze dostateéné kvalitni DNA pro PCR reakci byla pfitomna pouze v tou-kan bez dalSiho
zpracovani a vafeného v sojové omacce max 1 h. Tyto vysledky ukazuji, ze pfi delSi
dobé varu byla DNA zni¢ena natolik, Ze pomoci PCR nebyly pozadované fragmenty
amplifikovany.

Intenzita zbarveni prouzku separované DNA pod UV svétlem na
elektroforeogramu jsem myslela, ze zavisi mimo jiné na mnozstvi DNA pfidané do
reakce, tedy na koncentraci vzorku, a Zze nejintenzivnéji zbarvené prouzky budou u
vzorkl, u kterych byla vyizolovana vyssi koncentrace DNA, ale z mych vysledku
vyplyva, Ze to neni pravidlem. Nékteré vzorky mohly mit menSi intenzitu prouzku kvuli
nepfesnému pipetovani, nebo u nich mohlo dochazet k inhibici PCR reakce kvuli
pfitomnosti znedistujicich latek v téchto vzorcich. Ze vSech mnou analyzovanych
vzorkd bylo 5 pozitivnich na pfitomnost sekvence odpovidajici promotoru CaMV
pouzivaného k transgenozi a transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup (Krmivo
pro kufata, AO, COS T, P1, Extrudovany séjovy $rot). VSechny tyto vzorky patfi mezi

GM krmiva pro zvifata, u kterych je povoleno pouzivat produkty GMO a tato
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skute¢nost je u téchto vyrobkl fadné oznacena na obalu. Tato krmiva jsou v naprosté
vétSiné do EU dovazena. Z vysledkl mnou provedenych analyz také vyplyva, ze
v8echny séjové potraviny v CR jsou peélivé kontrolovany a neobsahuji GM soju.
Podobnymi detekcemi se zabyva i mnoho odbornych publikaci. Mandaci et al.
(2014) provedli analyzu nékterych produktl potencialné obsahujicich GM séju (séjova
mouka, sojové maso, sojovy krém, séjové vyhonky, sojové mléko, séjova kava a tofu).
Produkty byly nakupovany nahodné z trhu v tureckém Istanbulu. Turecko neni sice
soucasti EU, ale je kandidatni zemi, proto zde plati stejna pravidla pro nakladani s
GMO jako v EU. Ze vzorkl Mandaci et al. (2014) extrahovali DNA metodou CTAB,
ktera je pracngjsSi a je vétSi pravdépodobnost vzniku lidské chyby nez pfi izolaci
robotem, kterou jsem zvolila u mych vzorku ja. PCR amplifikace fragmentu pro séjovy
lektin potvrzujici pfitomnost DNA s¢ji ve vzorcich na rozdil od mych vysledk( uspésné

probéhla u v8ech vzork( testovanych v jeji praci. To mohlo byt zpusobeno bud
spolehlivéjsi purifikaci DNA nebo vybérem vhodnéjsich vzorkd s vyS§Sim obsahem soji
bez poskozeni DNA. Autorka poté detekovala 35S promotor, tedy stejnou sekvenci,
kterou jsem vyuzila ve své praci i ja a navic NOS terminatorovou sekvenci, ktera je
také soucasti sekvence viozené do rostliny pfi transgenozi. Pouzitim dvou téchto
sekvenci si autorka zvySila pravdépodobnost zachyceni GM soji ve vyrobcich.
Povazuji za vhodné v budoucnu vyuzit detekci NOS terminatoru i pfi mych analyzach.

Merig, et al. (2014) testovali 11 vzork( krmiv z Turecka. Stejné jako Mandaci
et al. (2014) pomoci CTAB metody Uspésné extrahovali dostate¢né kvalitni DNA ze
vSech téchto krmiv a zjistili, ze je GM sdja pfitomna ve vSech testovanych vzorcich.
To odpovida i mym zjisténim, Ze v krmivech dostupnych na ¢eském trhu je obsazena

geneticky modifikovana sdja.
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7. Zaver

GM plodiny by mohly byt velice uzite€né pro lidstvo, nebot se diky nim maze
zvySit Uroda a snizit mnozstvi aplikovanych pesticidi. Bohuzel, vétSina nazorl na
GMO rostliny a z nich ziskané potraviny je negativni a je mnoho predsudk( ohledné
negativniho dopadu na zdravi, pfestoze k tomu neni mnoho dikazu. V souc¢asné dobé
je vyrabéno mnoho potravin z geneticky modifikované sdji, jako je napf. tofu a rlizné
dalSi nahrazky masa, které jsou v nékterych zemich bézné, ale v EU je mnoho
odpdurcu, proto se GMO potraviny v Evropé pfisné kontroluji a oznacuji. Nejvice
pouzivanou metodou pro detekci GMO je velice citliva metoda PCR.

Cilem této bakalarské prace bylo provedeni izolace DNA ze s6jovych vyrobku
a analyza gen0 pro promotor CaMV a transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup
pomoci metody PCR a nasledné elektroforézy. Na zakladé vysledkd mnou
provedenych analyz jsem zjistila, Ze mezi s6jovymi vyrobky prodavanymi v Ceské
republice ur€enymi k lidské konzumaci se nevyskytuji vyrobky obsahujici GM sdju.
Opacné je tomu tak u dovazenych krmiv pro zvifata, jako jsou krmiva pro prasata
nebo pro kufata. Nékteré vyrobky prosly tepelnymi a dalSimi upravami, kdy byla DNA

séji degradovana, a tak ji nebylo mozné pomoci PCR detekovat.
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