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Nazev bakalarské prace v ¢eském jazyce

Abstrakt

Geneticky modifikované organismy (GMO) se v mnoha zemich staly kontroverznim
tématem, protoZe jejich pfinosy pro vyrobce potravin i pro spotiebitele jsou spojeny s
potencidlnimi biomedicinskymi riziky a vedlejSimi u€inky na Zivotni prostfedi. V této
praci se snazim shrnout aktualni poznatky o geneticky modifikovanych (GM) plodinach
a predstavit rizné metody detekce GMO v potravinach a krmivech. V praktické ¢asti
této prace bylo zriznych zdroji ndhodné odebréno tficet vzorkil potravin a krmiv
obsahujicich kukufici. Cilem mé prace bylo tyto vzorky otestovat na pritomnost GMO,
ovérit udaje uvedené na jejich obalech a zjistit, zda jsou v souladu s legislativou EU,
ktera pozaduje oznacovani produkti obsahujicich vice nez vice nez 0,9% GM materialu.
Dalsim cilem byla optimalizace metody izolace DNA z testovanych vzorkd. Pro izolaci
genomové DNA ze vzorki jsem pouzila NucleoSpin® Food Kit a automaticky izolator
nukleovych kyselin MagCore®™. Koncentrace extrahované DNA byla zméfena za vyuZiti
absorbce UV svétla pomoci spektrofotometru BioSpec-nano. Gen pro zasobni protein
kukufice zein byl pouZit k potvrzeni ptfitomnosti amplifikovatelné kukuti¢né DNA. Po
extrakci DNA nasledovalo provedeni PCR pouzivajici rizné sady primert k detekci Ctyt
riznych GM odrid kukufice: Btll, Bt176, Mon810 a T25. Elektroforéza na
agarézovém gelu byla pouZita k separaci DNA fragmentl,, které byly nésledné
vizualizovany za pouZiti manualniho gelového dokumentac¢niho systému InGenius.
Navzdory soucasnym nafizenim, ani jeden ze tii pozitivnich vzorkd, u kterych byla
prokézana piitomnost kukufice MON810, nemél na svém obalu oznaceni. U vzorkd,
které mély na obalu uvedeno ,,GMO free®, skutecné nebyla prokdzana pfitomnost ani

jedné z vysetiovanych GM odrtd kukufice.
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Nazev bakalarské prace v anglickém jazyce

Abstract

The term “genetically modified organism (GMO)” has become a controversial topic in
many countries as its benefits for both food producers and consumers are accompanied
by potential biomedical risks and environmental side effects. In this thesis, | attempt to
summarize up-to-date knowledge about genetically modified (GM) crops. | also
introduce different methods for detecting GMOs in food and feed. In the practical part
of this thesis, thirty food and feed samples containing maize were randomly collected
from different sources. The aim of this study was to test these samples for the presence
of GMO, verify the information given on the label, and check that it complies with the
EU legislation requiring that any food or feed containing more than 0.9% GM content
has to be labeled. The next aim was to optimize the method for DNA extraction from
the tested samples. In order to isolate genomic DNA from the samples, | used the
NucleoSpin® Food kit and the MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor. The
concentration of extracted DNA was evaluated by ultraviolet (UV) absorption using a
BioSpec-nano spectrophotometer. The gene coding for the zein storage protein of maize
was used to confirm the presence of amplifiable maize DNA. DNA extraction was
followed by PCR protocols using different sets of primers to detect four maize events:
Btl1, Bt176, Mon810, and T25. Agarose gel electrophoresis was used for the separation
of DNA fragments that were subsequently visualized using InGenius manual gel
documentation system. In spite of the curent regulations, none of the three samples
tested positive for the presence of MON810 maize had any such indication on their
label. The samples that claimed to be "GMO free" on their label actually did not show

the presence of any of the GM maize events tested.
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1. Uvod

Konvencni techniky genetického inzenyrstvi vytvaieji modifikace v genomu
stabilni integraci DNA elementd, které se v pivodnim genomu nevyskytovaly. Takto
upraveny organismus nabude novych charakteristik, které¢ by za normalnich okolnosti
nemél. V zeméd€lstvi se vétsSinou jedna o ziskani herbicidni tolerance a rezistence viici
hmyzu, snizeni kazivosti a upraveni nutricniho slozeni. V poslednich letech jsou
potraviny a krmiva produkovana technologiemi genetického inzenyrstvi umistovana na
sveétovy trh. Schvaleni téchto technologii se vkazdé zemi mulze liSit na zakladé
obchodnich zajmi a toho, co lidé potebuji a vyzaduji. Aspekty biologické bezpec¢nosti,
regulace a oznacovani geneticky upravenych potravin jsou kontroverznim tématem ve
vétsSiné zemi. Evropskd unie se pfi nakladani s geneticky modifikovanymi organismy
(GMO) a jejich produkty fidi pravidlem piedbézné opatrnosti a reguluje pouzivani
GMO v potravinach a krmivech piisnéji nez napiiklad USA. Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢.1829/2003 vyzaduje oznaceni potravinovych produktd
obsahujicich vice nez 0,9% autorizovaného GM materidlu. Aby mohla byt zajisténa
sledovatelnost a kontrola GMO v potravinaiském prumyslu, je nutné znat metody, které
umozni GM plodiny detekovat, identifikovat a pifipadné kvantifikovat. Béhem
poslednich let bylo vyvinuto nékolik analytickych metod, které se k monitorovani

ptitomnosti GMO vyuzivaji. Nejpouzivangjsi z nich je polymerazova tetézova reakce
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2. Teoreticka ¢ast

2.1  Geneticky modifikované organismy

Tato kapitola shrnuje aktudlni poznatky o GM plodinach. Kratce popisuje
biotechnologie pouzivané v zeméd¢lstvi, definuje, co se oznacuje jako GMO, shrnuje
historii upravy plodin, vyrobu, kontroverzi i legislativu tykajici se GMO. V zavéru

nahlizi do budoucnosti GM technologii.

2.1.1 Biotechnologie v zemédélstvi

Po staleti zemédé€lci experimentovali s upravou rostlin tak, aby ziskali plodiny,
které by byly vétsi a odolnéjsi vici chorobam a Skidcum. V soucasné dobé védci védi,
ktery konkrétni gen rostliny ¢i jiného organismu odpovida za urcity znak a jsou schopni
tento gen izolovat a pifenést ho do Slechténé rostliny. Tento proces nazyvame
transgenoze rostlin. Transgenni rostliny, tedy rostliny vzniklé pfenosem genu, se téz
nazyvaji jako geneticky modifikované (Custers, 2006).

Prvni experimenty na potravinarskych plodinach, které byly geneticky upravené za
pouziti technologie rekombinantni DNA, zacaly v roce 1987. Rajce Flavr Savr od
spole¢nosti Calgene se vroce 1994 stalo po letech rozsahlého testovani dopadd na
zdravi a zivotni prostfedi prvni GMO plodinou schvalenou ke komeréni produkei. Toto
rajce bylo modifikovano tak, ze obsahovalo DNA sekvenci, kterd inhibovala produkci
rajcatového enzymu polygalakturonazy, ktery hraje podstatnou roli pfi méknuti ovoce.
Prodlouzila se tak doba, po kterou rajée vypadalo hezky, bylo prodejné a pozivatelné
(Bruening et al., 2000).

Kromé vytvofeni jidla hezkého na pohled se védciim podatilo vyvinout plodiny,
které se snadnéji péstovaly. V roce 1995 doslo ke schvaleni prvni plodiny produkujici
pesticidy (Mahgoub, 2016). O rok pozdéji byla schvalena Bt-kukufice, ktera obsahuje
gen zpudni bakterie Bacillus thuringiensis a produkuje proteiny s insekticidnim
ucinkem. V soucasné dob¢ je vétsina péstované kukutice v USA praveé Bt (Adoption of
Genetically Engineered Crops in the U.S.: Recent Trends in GE Adoption, 2019).

Dale byly plodiny geneticky upraveny tak, aby odolaly herbicidiim. Farmaii tedy
mohli pouzivat herbicidni postiiky, aniz by se museli bat, Zze Si poskodi Grodu. Asi

nejznaméjsi plodiny odolné vici herbicidiim jsou glyfosat rezistentni — Roundup-Ready



rostliny. Prvni glyfosat rezistentni plodinou byla transgenni sdja, vyrobena v roce 1996
spole¢nosti Monsanto (Dill, 2005).

Vyjimkou nejsou ani plodiny, které byly geneticky modifikovany za ucelem
zvySeni nutriéni hodnoty. Vitamin A ma dilezity vyznam pro nase o¢i a nelze
opomenout ani jeho podstatnou funkci pii ovliviiovani rustu, reprodukce, bunécné
diferenciace a proliferace a integrity imunitniho systému. Nasledkem deficience
vitaminu A ro¢né¢ oslepne 1/2 milionu déti, z nichz 2/3 pied¢asné zemiou (Miillerova et
al., 2014). Proto byla vyvinuta GM zlata ryze, ktera méla za cil s touto deficienci
bojovat (Tang et al., 2009).

2.1.2 Co se oznacuje jako GMO?

Definovani toho, co v kontextu rostlinnych biotechnologii znamena ,,geneticky
modifikovany®, neni tak jednoduché, jak by se mohlo na prvni pohled zdat. Smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2001/18/ES udavé, ze geneticky modifikovanym
organismem je organismus, s vyjimkou lidskych bytosti, jehoz geneticky material byl
zménén zpusobem, kterého piirozenou cestou dosahnout nelze. Potiz je vtom, ze i
nckteré¢ techniky pouzivané v ,tradicnim® S$lechténi rostlin a moderni genomice
produkuji genetické zmény, ke kterym by pfirozené nedoslo. Napiiklad radiacni a
chemicka mutageneze vytvori V rostling tisice mutaci. Produkty téchto metod jsou sice
podle definice vySe uvedené smérnice povazovany za GMO, ale byla jim udé€lena
vyjimka. A to hlavné proto, Ze rlizné druhy plodin s uméle indukovanymi mutacemi uz
byly rozsifené a pouZzivané po nckolik dekad, davno ptedtim, nez byla smérnice viibec
navrzena (Halford, 2018). Napiiklad fepka olejka (Brassica napus) muze byt
konzumovéna lidmi pouze diky tomu, Ze si v druhé poloviné 20. stoleti prosla
intenzivnim programem mutageneze, pii kterém byly zredukovany hladiny jedovatych
latek kyseliny erukové a glukosinolati. K mutacim sice dochazi i pfirozenou cestou, ale
ne v tak velké mire jako kdyz jsou indukované chemickou nebo radia¢ni mutagenezi
(Halford, 2012).

Moderni techniky z oblasti genomiky rostlin v posledni dobé vyuzivaji diploidni
linie k identifikaci lokust kvantitativnich znakd (QTL) a genetickych markerd pro
markery asistovanou selekci (MAS). Produkce diploidnich linii zahrnuje kiizeni mezi
druhy, které by se pfirozen¢ nekiizily (napf. pSenice a kukutice), nasledované chemicky
indukovanym zdvojnasobenim poc¢tu chromozémi haploidnich embryi, ve kterych byly

,»Cizi*“ chromozomy eliminovany. Tato metoda také neni velmi ptirodni (Ren et al.,
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2017). 1 tritikale, dnes jiz znama plodina s ¢eskym nazvem zitovec, je hybrid pSenice a
zita, ktery byl vytvofeny v laboratofi. Nicméné ani tritikale, ani odridy dalSich plodin
vytvofené touto metodou nespadaji pod legislativu EU, kterd se vztahuje na GM
plodiny, a tudiz mohou byt v EU uvedeny na trh, aniz by musely prochazet
bezpec¢nostnimi kontrolami a regulacemi, které se vztahuji na GM plodiny (Evenson et
al., 2006).

Definovat GM plodinu by mohlo napiiklad to, ze obsahuje DNA z jiného sexualné
nekompatibilniho rostlinného druhu. Na trhu existuje mnoho takovych plodin.
Naptiklad EPSPS gen pouzivany spoleCnosti Monsanto Kk vytvoieni glyfosat
rezistentnich plodin pochazi =z bakterie Agrobacterium tumefaciens. Cry geny
pochazejici z bakterie Bacillus thuringiensis zase udé€luji rezistenci vi¢i hmyzu Bt
plodinam. Tyto geny se nazyvaji transgeny a 0 organismu, ktery je pfijimé, mluvime
jako o transgennim (Halford, 2018). Ale u genetickych modifikaci nemusi nutné
dochazet k pfenosu DNA mezi druhy. Naptiklad v USA se na trhu nachazeji odrady
brambor Innate® a Innate® Generation 2, které nesou nékolik znakd, které jim byly
udéleny vlozenymi geny pochazejicimi z brambory. Takto upravené brambory se
nazyvaji cisgenni, nikoliv transgenni (Watson et al., 2016). O tom, zda by na cisgenni
plodiny mélo byt nahlizeno jinak nez na plodiny transgenni, se stale vedou debaty.
Pokud by se rozhodlo, Ze cisgenni plodiny nebudou podléhat regulacim, které se tykaji
GM plodin, vzbudilo by to otazku, jak blizce ptibuzné by si mély rostlinné druhy byt,
aby se pienaSeny gen kvalifikoval jako cisgen, spiSe nez transgen (Schouten et al.,
2006). Naptiklad gen zptsobujici rezistenci viuci plisni bramborové, Rpi- vntl.1, ktery
je obsazeny v bramborach Innate® Generation 2, pochazi z divoké brambory Solanum
venturii. Solanum venturii je sice druh brambory, ale ne stejny jako kultivovana
brambora Solanum tuberosum (Foster et al., 2009). V soucasné dob&é se o této
problematice muze pouze diskutovat, protoze navrh toho, Ze by cisgenni plodiny
nemély byt regulovany stejné jako plodiny transgenni, byl jiz zamitnut (European Food
Safety Authority, 2012). At uz cisgenni ¢i transgenni, gen je do hostitelského genomu
zabudovan pomoci DNA rekombinace. V piirodé se ale DNA rekombinuje neustale a
proto pfitomnost rekombinantni DNA sama o sob& nemuZe slouzit jako definice GMO.

Vzhledem k vyse uvedenému, Evropska komise nemuize pouzit vlastni oficialni
definici GMO (organismus, jehoz geneticky material byl zménén zptisobem, které¢ho se
pfirozenou cestou nedosahne) pii zvazovani toho, zda by si nova odrida plodiny méla

projit stejnym schvalovacim procesem jako GM plodiny, nebo definovat GMO jako
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organismus obsahujici cizi gen ¢i rekombinantni DNA. Za dulezitou se povazuje
metoda, kterd byla pouzita K vytvofeni nové odridy plodiny, a ktera urci, zda budou
plodina ¢i jeji produkt ozna¢eny jako GMO (Halford, 2018).

2.1.3 Historie upravy plodin

Mnoho lidi si mysli, Ze plodiny, které péstujeme a jime, jsou pfirozené, ale neni
tomu tak. VétSina pochéazi od Slechtitelti. K cilenému péstovani rostlin a jejich kiizeni
zaCalo dochazet cca pied 10 tisici lety, kdy ¢lovek zjistil, Ze sazenim semen rostlin do
zemé ziska vytouzenou potravu, aniz by se musel st€hovat jinam. Postupem ¢asu ¢lovék
zacCal sazet pouze semena Z nejsilnéjSich a nejproduktivnéjsich rostlin. Vybér nejlepsich
plodin se nazyva selekce. Spravné provedenou selekei ziskal Slechtitel silnéjsi rostliny
s vyssim vynosem (Custers, 2006). V piirod¢ také dochazelo k samovolnému kiiZzeni
mistnich rostlin s nove pfivezenymi. Kombinaci riznych variaci DNA zisk4valy dosud
znamé rostliny nové zadouci vlastnosti, ale i zvySenou nachylnost k chorobam ¢i
Skidcim (Stratilova, 2016). Gregor Mendel, augustiniansky mnich z 19. stoleti, je
povazovéan za otce moderni genetiky. Na zdklad€ experimentovani s kiizenim hrachu
(Pisum sativum) objevil a popsal zakony dédi¢nosti (Gautam, 2018). Piestoze Mendel
prokéazal, ze vybérem urcitych druht rostlin lze ziskat rostlinu o pozadovanych
vlastnostech, nebylo zatim mozné vyvinout takovou plodinu, ktera by nezdédila i
vlastnosti nezadouci (Stratilova, 2016).

Navozovani cilenych dédiénych zmén se védclim podatilo az s pouzitim genového
inzenyrstvi, které spociva v pridavani nebo ubirani uritych tsekt DNA. Dédicné
vlastnosti v§ech organismil, to znamena i rostlin, jsou kodovany DNA. Pokud ménime
DNA, ménime i znaky rostlin (Custers, 2006). Vznik technologii genetickych
modifikaci lze vysledovat do roku 1944, kdy védci zjistili, ze DNA je nositelkou
dédi¢né informace a byla odhalena jeji transformujici aktivita (Passarge, 2018). O par
let pozdéji Watson a Crick objevili strukturu DNA a vroce 1958 dali vzniknout
centralnimu dogmatu, které popisuje cestu prenosu informaci z DNA do mediatorové
RNA (mRNA) za pomoci procesu zvaného transkripce, nasledovaného translaci mRNA
do proteinu. Od té doby se védci snazili najit zpUsob, jak kontrolovat tok informaci
mezi nukleovymi kyselinami a proteiny (Zhou, 2010). V roce 1973 Stanley N. Cohen a
ostatni vé&dci vyvinuli technologii rekombinantni DNA, s jejiz pomoci vlozili geny
rezistence K antibiotikim do plazmidu bakterie Escherichia coli. Vytvofili tak prvni

transgenni organismus (Berg et al., 2010). Biotechnologické firmy zacaly této
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technologie vyuZzivat a v roce 1985 transgenoze pronikla i do Slechténi rostlin. Genové
inzenyrstvi ma oproti radiacni mutagenezi tu vyhodu, ze je mozné danou vlastnost
pomoci genetické modifikace zacilit a zaroven nevznikaji nezadouci vlastnosti. Tabak
(Nicotiana) s rezistenci k antibiotiku kanamycinu se v roce 1983 zapsal do historie jako
prvni transgenni rostlina. Prvni GM plodiny sice nemély vstup na trh jednoduchy, ale to
védce nezastavilo od vyvijeni novych technik §lechténi rostlin za pomoci manipulace

s geny (Stratilova, 2016).

2.1.4 Vyroba GM plodin

Jednoduse feceno, geny jsou sekvence DNA, které obsahuji nezbytné instrukce pro
vytvoteni fenotypovych znakl, jako jsou naptiklad tvar semene ¢i odolnost vici
specifickému Skudci (Lino et al.,, 2012). Instrukce obsazena v sekvenci nukleotida
urcitého genu je ptevedena do biologické funkce proteinu skrze transkripci a translaci.
Transkripce je proces, pii kterém je informace obsazena v kodujici sekvenci genu
pfepsana do jednotfetézcové MRNA. Pfi translaci dochazi k piekladu informace
(sekvence nukleotidi) v mMRNA do sekvence aminokyselin, které tvoii protein
(Passarge, 2018). Pro vytvoreni GMO je zapotiebi donora, tedy organismu, ze kterého
je zadouci gen izolovdn, a hostitelského organismu, ktery se stane GMO =za
pfedpokladu, Ze gen, ktery pfijima, je pfitomny a funkéni ve vSech jeho buiikach. Pokud
jsou transformovany jen nékteré buiky, vznikne chimericky organismus, ktery ma
pouze omezené vyuziti (Tourte, 2003). K pienosu gent do plodiny za uc¢elem vytvoieni
GMO neboli transgenni plodiny se obvykle vyuziva proces o dvou krocich. Prvnim
krokem, ktery se nazyva transformace, je usp&$né vneseni genu do rostlinné buiiky. Poté
nasleduje regenerace transgenni rostliny ve tkanové kultufe z transformovanych bunék.
PfenaSeny gen, zvany transgen, je vétSinou navrzen tak, aby kontroloval kdy, a v jaké
tkani dojde k jeho expresi. Tim se zajisti optimalizace vlastnosti produktu a maximalni
pfinos. Vneseni genu do rostlinné buiiky je obvykle provedeno jednim ze dvou zpiisobti.
Bud’ se jedna o pfimy pienos DNA, nebo se nepiimo pouzije bakterie Agrobacterium

tumefaciens jako prostiednik (Oliver, 2014).

2.1.4.1 Konstrukce transgenu

Transformace rostliny vZdy za€ind konstrukci transgenu. Ten vznika tak, Ze se
k izolovanému zadoucimu genu zacleni promotor, tj. sekvence DNA, ktera umoznuje

jeho piepis do RNA a proteinu. Prepis je ukoncen diky terminatoru, ktery je do
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konstruktu transgenu také zaclenén. Konstrukt mize obsahovat i jiné specifické useky
DNA jako naptiklad enhancery ¢i silencery, které moduluji expresi DNA. Spravna
konstrukce transgenu je kli¢ova pro uspéch produkce idealni transgenni linie (Low et
al., 2018).

2.1.4.2 Piimy pienos DNA

Bézné pouzivana technika pro pfimy prenos exogenni DNA je biolisticka metoda
(biolistika = biologicka balistika). Nékdy se téz muzeme setkat s terminy jako
bombardovani mikrocasticemi ¢i mikroprojektily. Tato metoda byla vyvinuta Johnem
Sanfordem v pozdnich osmdesatych letech. Ackoliv se pouzivané vybaveni a
mikroprojektily od doby svého vynalezeni zménily, bombardovani mikrocasticemi stale
funguje na stejném principu jako Sanfordovo pivodni genové délo. Genové délo (viz
obrazek 1) za pouziti stlaceného helia vystieluje mikroc¢astice zlata ¢i wolframu
potazené DNA do tkané rostliny. Vysoka rychlost umozni mikro¢asticim penetrovat
bunéénou sténou. Timto zplisobem mohou byt transgeny transportovany do vnitiku
rostlinné buiky, kde se oddéli od mikroprojektilu a integruji se do jaderného c¢i
plastidového genomu. (Taylor et al., 2002). Dalsimi zpusoby jak dorucit DNA do
rostlinnych bunék jsou napiiklad elektroporace ¢i mikroinjekce. Nicméné metoda
bombardovani mikrocasticemi je vice efektivni v pfenaseni velkych fragmenti DNA i

celych chromozomu (Zhang et al., 2016).

Obrazek 1: Rzné typy genovych dél (Dostupné z: http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin_5443.pdf)
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2.1.4.3 Neprimy prenos DNA za pouZiti bakterie jako prostiednika

Pouzivani bakterie Agrobacterium tumefaciens otevielo novou éru vnaseni
exogenni DNA do rostlinnych bun¢k. Tato ptdni bakterie z ¢eledi Rhizobiaceae ma
schopnost infikovat dvoudélozné rostliny v misté jejich poranéni a zpasobovat u nich
nemoc zvanou ,,crown gall“ (Yildiz et al., 2016) (viz obrazek 2). A. tumefaciens méni
genom rostliny, ¢imz zapficini nejen proliferaci rostlinnych bunék, ale také rostliné
umozni produkovat modifikované aminokyseliny, které¢ slouzi jako zdroj potravy pro
bakterii (Zhang et al., 2016). Schopnost ménit genom rostliny ma tato bakterie diky
tomu, ze vlastni nador indukujici plazmid (Ti-plazmid). Ti-plazmid je mala kruhova
molekula DNA, ktera ma dva tuseky nepostradatelné k indukci nadorti. Prvnim usekem
je T-DNA, ktera vstupuje do rostlinnych bunék, ale nenese geny pro pfenos a integraci.
Usek virulence, na rozdil od prvniho tiseku, obsahuje geny nutné pro pienos T-DNA do
rostlinnych bunék. Védci mohou vyuzit A. tumefaciens jako vektor transgenti tak, ze z
T-DNA useku Ti-plazmidu odstrani piivodni geny a nahradi je cilovymi. Pfenos DNA
za pouziti A. tumefaciens je ve vétiné rostlinnych druhi pomérné obtizny. Uspéch
genetické transformace za pouziti této bakterie je limitovany, vzhledem k tomu, Ze
obranny mechanismus rostliny se aktivuje, kdyz patogen zautoci. Z tohoto divodu se
védci snazi najit zpasoby, jak zvysit virulenci bakterie a G¢innost transformace (Yildiz
et al., 2016). Objeveni Ti-plazmidi a porozuméni mechanismiim pienosu T-DNA byl
zacatkem upravovani téchto plazmidli a ménéni je na vektory vyuZitelné v genovém
inzenyrstvi rostlin. Rostliny upravené za pomoci A. tumefaciens byly komercializovany

a jsou péstovany po celém svété (Brenner et al., 2002).

Obrazek 2: ,,Crown gall“ v cukrové fepé€ zptisobeny divokym (onkogennim) kmenem

Agrobacteria (Yildiz et al., 2016)
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2.1.4.4 Regenerace rostlin z transformovanych bunék

Pod pojmem regenerace rostlin se rozumi fyziologickd obnova, oprava nebo
nahrazeni rostlinné tkan¢. Na rozdil od Zivocicht, rostliny disponuji vysokym stupném
vyvojové plasticity, tedy maji schopnost velmi dobfe se piizptsobit okolnimu prostiedi,
a vykazuji rizné typy tkdnové nebo organové regenerace. Tuto regeneracni kapacitu lze
zvysit exogenné doddvanymi rostlinnymi hormony in vitro, pfi¢emz rovnovaha mezi
auxinem a cytokininem urcuje to, jak se regenerované tkané ¢i organy budou vyvijet
(Ikeuchi et al., 2016). Pii pienosu DNA za ucelem vytvofeni transgenni rostliny se nové
geny vétsinou dostanou jen do nékolika bungk, ale pfitom jsou potieba ve vSech ¢astech
rostliny. Z tohoto divodu se buniky obsahujici transgeny museji nechat vyvinout az do
stadia celych rostlin. Diky svym regeneratnim schopnostem, i nepatrny sefiznuty
kousek ¢i jedina bunkka mohou dét vznik celé rostling. Takto vznikla rostlina se nazyva
transgenni. Ke zmnozeni bun€k az do stadia nové rostliny se vyuziva technika
tkanovych kultur. Na umélych zivnych pidach se bunky postupné rozristaji ve tkané a

nakonec v celou rostlinu (Custers, 2006).

2.1.5 Kontroverze tykajici se GMO

Existuje mnoho kontroverzi tykajicich se genetického inzenyrstvi. V mnoha
piipadech se diskutuje pravé o GMO potravinach. Zatimco néktefi lidé maji namitky,
které prameni z ndboZenského presvédceni, vétSina kritikll se spiSe obava toho, jaky
dopad mize mit GMO na zivotni prostfedi ¢i zdravi lidi (Sears et al., 2001). Naptiklad
Clanek vydany v roce 1999 v Casopise Nature tvrdi, ze Bt kukufice by mohla mit
negativni vliv na populace motylt. Podle autorti ¢lanku je problém v tom, ze Bt toxin
obsazeny v pylu geneticky modifikované kukufice Se vétrem roznese na ostatni rostliny
rostouci kolem kukufi¢ného pole. Pylem poprasené rostliny jsou potom zkonzumovany
necilovymi organismy, na které by Bt toxin nemél mit téméf zadny vliv.
V laboratornich testech ale autofi ¢lanku doSli k zavéru, ze larvy motyla monarchy
st¢hovavého (Danaus plexippus), zivici se listy klejichy hedvabné poprasené pylem z Bt
kukufice, mén¢ jedly, pomaleji rostly a vyskytla se u nich vétsi imrtnost nez u larev,
které se krmily listy poprasenymi nemodifikovanym pylem (Losey et al., 1999). Po
publikaci tohoto ¢lanku se zvedla vlna odporu proti Bt kukufici, ale nasledovala studie,
kterd prokazala, Ze vliv této kukufice na populaci monarchy st€éhovavého je

zanedbatelny (Sears et al., 2001).
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Ackoliv se 0 GMO potravinach stale aktivné debatuje a mize se zdat, ze zastup
odpurci GM technologie je nekoncici, desitky let testovani GM potravin a krmiv na
laboratornich a hospodaiskych zviratech ukazalo, Ze technologie pouzita k jejich vyrobé
neni inherentné nebezpecna. Zatim nebyly pozorovany zadné nepiiznivé ucinky
(Delaney et al., 2018). Tento zavér ale neodradil obchodniky od toho, aby vydélavali na
strachu z GMO. Napiiklad Chipotle, restaurace nabizejici ,,jidlo s integritou®, se v roce
2013 stala prvnim velkym restauracnim fetézcem, ktery zavedl oznacovani GMO
polozek ve svém jidelnicku. Restaurace neziistala jen u oznacovani, ale postupné
nahrazovala vSechny své GMO potraviny (Bain et al., 2014). Na ptipadech, jako je

tento, jasn¢ vidime, Ze debaty o GM potravinach budou jesté néjakou dobu pokracovat.

2.1.6 Legislativa

S postupnym nartstem povédomi vefejnosti 0 existenci GM potravin, lidé zacali
vyzadovat jejich povinné oznaceni. V soucasné¢ dob& uzakonilo povinné oznaCovani
GM potravin jiz 64 zemi. USA, nejvétsi producent GM plodin na svété, mezi nimi neni,
ackoliv mnoho lidi za povinné oznacovani Vv této zemi lobuje. Argumentuji tim, Ze
zakaznik ma pravo si vybrat a pfi pfipadnych problémech by mélo byt mozné produkt
zpétné dohledat. Oproti tomu existuji taci, ktefi s povinnym ozna¢ovanim GM potravin
nesouhlasi. Odpurci argumentuji tim, Ze uzdkonénim povinného oznacovani GM
napiiklad vzrist cen potravin (Marchant et al., 2014).

USA pristupuje k regulaci geneticky modifikovanych organismi a jejich produktii
jinak nez Evropa. V USA se regulace GM produkti fidi vlastnostmi produktd, nikoliv
metodami, kterymi byly produkty pfipraveny. Nakladani s GMO ¢i jejich oznacovani se
V této zemi fidi predpisy, které se vztahuji i na jiné potraviny nebo ptisady do jidel.
Oproti USA je Evropska unie obezietnéjsi a nakladani s GMO a jejich produkty se u nés
fidi pravidlem ptedbézné opatrnosti. To znamend, Ze pokud neni prokézana naprosta
bezpecnost, je nutné pocitat s tim, ze mize dojit ke vzniku neptiznivych nasledku, které
by mohly mit negativni dopad na lidské zdravi ¢i Zivotni prostiedi.

Nakladani s GMO a genetickymi produkty je v Evropské unii upraveno natizenim
ES 1829/2003, o geneticky modifikovanych potravinach a krmivech, které popisuje
postup pro schvalovani novych GM potravin a krmiv v EU, a kde je stanovena hranice
tolerance pro povinné oznaCovani produkti GMO. Nafizeni ES 1830/2003, o

sledovatelnosti a oznacovani GMO, se zaméfuje na systém sledovatelnosti a oznacovani
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GMO a jejich produkti v EU. V EU je mozné legaln¢ péstovat pouze Bt kukufici
MONS8I10, ktera je odolna proti zavije¢i kukuficnému. Potraviny ¢i krmiva obsahujici
GMO, jehoz podil v jednotlivych slozkach ¢i jednoslozkové potraving je vétsi nez 0,9%,

musi mit na etiketé uvedeno: ,,Tento produkt obsahuje GMO* (Stratilova, 2016).

2.1.7 Budoucnost GM technologie

GM technologie maji ohromny potencial a existuje nepfeberné mnozstvi moznosti,
jak by se daly vyuzit. Vyuziti, ktera jsou v soucasné dobé ve vyvojovych stadiich,
zahrnuji odolnost rostlin vici chorobam a suchu, zrychleny rist u zvifat a strategie pro
vice efektivni farmaceutickou vyrobu (Frequently Asked Questions on Genetically
Modified Foods, 2014). S jistotou muzeme fici, ze vyvoj GM technologii postupuje
nezastavitelné¢ kuptfedu. Neddvno védci objevili novou technologii zvanou CRISPR,
kterd zptisobila v molekularni biologii revoluci. Jesté pied par lety byla uprava DNA
finan¢né 1 technicky naro¢nd a za zasahy do DNA mohli védci Casto vdécit spise
nahodé¢. Metoda CRISPR-Cas9 je jednoducha a levnad technologie, kterou miize
pouzivat témét kazda laboratot a ktera védcim umozZni rychle zménit DNA téméf
kazdého organismu, véetné lidi. Tato metoda podle mnohych ovlivni celou spole¢nost
(Ledford, 2015). Zaklad této metody tvofi obrana bakterii vici bakteriofagiim, virtm,
které¢ je napadaji. Bakteridlni bufika je schopna zaclenit ¢ast DNA infikujiciho
bakteriofaga do svého genomu a vytvofit tzv. Crispr lokus. Pfi opakované infekci
bakterie vyuzije informaci uloZenou Vv Crispru a pomoci enzymu Cas9 v urcitém misté
rozstépi DNA faga a ten nasledné zahyne. CIRSPR-Cas9 se nékdy oznacuje téz jako
molekularni nizky, protoze umi v genomu organismu najit konkrétni misto a tam DNA
prerusit. DNA se po pieruSeni sice spoji, ale nedokonale, coz vede ke vzniku mutaci,
které potom napiiklad vyfadi z funkce zasazeny gen. Do tohoto systému lze vloZit
napiiklad dal$i gen nebo regulacni sekvenci, kterd po vloZeni do cilového mista upravi
aktivitu uréitého genu (Jinek et al., 2012).

Doposud byly konvenéni Slechtitelské metody rostlin vyuZivany k udrzitelné
produkci potravin na celém svété, ale hrozba klimatickych zmén spolu se stale se
zvySujici globalni populaci vyzaduji vyvoj takovych plodin, které jsou schopny riist ve
vice extrémnich podminkéch a zaroven poskytnout zvySenou urodu a vyzivngjsi jidlo.
Podle ptedpovédi Organizace spojenych narodii stoupne do roku 2050 pocet obyvatel na
devét miliard, a aby se vSichni uzivili, produkce potravin bude muset nardst 0 70%.

Slechtitelé rostlin a genetikové jsou pod neustilym tlakem, aby produkci potravin
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udrzeli a navySovali. Bude zapottebi inovativnich pfistupt, abychom byli schopni tento
problém vyfesit, a genetické upravovani naSich plodin je jednou z potencidlnich
moznosti. Multidisciplindrni  pfistup tradicniho Slechténi rostlin, rostlinnych
biotechnologii a molekuldrni biologie by byl strategicky idealni pro vyvijeni novych

vylepsenych plodin s cilem nakrmit lidstvo (Al-Khayri, 2015).

2.2 Metody detekce GMO v potravindach a krmivech

GM plodiny jsou péstovany po celém svété. V mnoha zemich ale jejich uvoliovani
na trh podléha legislativnim ustanovenim. V praxi to znamena, Ze se na GM plodiny
vztahuji velmi pfisna pravidla a regulace. Z toho plyne nutnost jejich sledovatelnosti.
Aby mohla byt zajisténa sledovatelnost a kontrola, je nutné znat metody, které¢ umozni
GM plodiny detekovat, identifikovat a piipadné kvantifikovat (Nazir et al., 2019).
Metody detekce GMO vychazeji z principt jejich tvorby. GMO lze tedy identifikovat
diky vnesené DNA, RNA, ktera se podle DNA transkribuje, a vyslednému proteinu. Pro
ucely identifikace GMO lze také pouzit metodu stanoveni zmény specifickych

metabolita (Li et al., 2017).

2.2.1 Testovaci metody zaloZené na detekci DNA

Metody zalozené na detekci DNA jsou nejvice vhodné k detekci specifickych
sekvenci v genomu. Bez znalosti genové modifikace je pouziti téchto metod omezené
(Grohmann et al., 2019). Existuji téi hlavni typy metod zalozenych na detekci DNA:
polymerazova fetézova reakce (PCR), southern blotting a DNA microarray (Nazir et al.,
2019).

PCR

vvvvvv

vynalezeni v poloviné osmdesatych let dvacatého stoleti se rychle stala rutinni metodou
pouzivanou v kazdé laboratofi molekularni biologie k identifikaci a manipulaci
s genetickym materialem (Chen et al., 2002). Bézné pouzivané metody detekce GM
plodin jsou zaloZzeny na PCR. Diky své univerzalnosti, citlivosti a specifité je PCR
preferovanou metodou napiiklad k identifikaci a kvantifikaci Bt genu. Aby bylo mozné
Bt gen detekovat, je nutné znat sekvence DNA pouzité v konstruktu transgenu. Mezi né

mohou patfit sekvence plazmidového vektoru, selekéni markery, promotory a
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terminatory (Kamle et al., 2013). PCR vyuziva biochemické procesy ke skenovani DNA
a lokalizaci GM sekvenci, které jsou nakonec zmnozeny (amplifikovany) miliardkrat
(Strayer, 2002). Cely proces probiha v n€kolika cyklech, z nichz kazdy se sklada ze tii
krokli: denaturace, nasedani primera a syntéza DNA (viz obrazek 3). V prvnim kroku
probihd denaturace, pifi které se dvousroubovice DNA rozvolni a vzniknou dvé
jednotetézcové molekuly DNA. Primery, kratké useky jednotetézcové DNA, v druhém
kroku identifikuji zacatek a konec GM sekvence a nasedaji na ni. Tieti krok zahrnuje
syntézu DNA. V misté, kde nasedly primery, se vaze DNA polymeraza, diky které
dochazi k pfirdstani vlakna DNA, které je komplementarni K ptivodni molekule DNA.
Na konci prvniho cyklu tedy vzniknou dvé identické kopie ptivodni molekuly DNA.
Cykly se obvykle opakuji 40-50krat, coz vede k exponencidlni amplifikaci GM
sekvence. Amplifikovany transgen muze byt nasledné vizualizovdn za pouziti gelové
elektroforézy (Nazir et al., 2019). PCR detekuje jakoukoli genetickou modifikaci i ve
velmi malém mnozstvi a lze ji pouzit i K testovani primyslové zpracovanych potravin.

Nevyhodou této metody je pomérné vysoka cena a ¢asova naro¢nost (Strayer, 2002).
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Obrazek 3: Princip PCR (Rastogi, 2010)
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Southern blot

Dalsi metodou zalozenou na detekci DNA, ktera slouzi k identifikaci GM plodin je
southern blot. Tato metoda byla popsana vroce 1975 Edwinem M. Southernem a
V dnes$ni dobé se Casto pouziva k detekci specifickych DNA fragmentt, které byly
uméle vlozeny do genomu transgennich plodin a jejich produktt (Nazir et al., 2019).
Southern blot se sklada z péti krokd. Prvnim krokem je izolace a Sté€peni celkové DNA
na fragmenty pomoci restrikénich enzymu. Dale probiha elektroforeticka separace
fragmenttit DNA na agar6zovém gelu, po které nasleduje pienos a fixace DNA z gelu na
nitrocelul6zovou nebo nylonovou membranu. Ve c¢tvrtém kroku je DNA pritomna
na membran¢ hybridizovana se znacCenou sondou, fragmentem DNA, ktery je
komplementarni k cilovému useku nukleové kyseliny na membrané. Finalni krok
zahrnuje vizualizace sondy navazané k cilovému useku DNA autoradiograficky nebo
chemiluminiscen¢né (kolorimetricky) (Lino et al., 2012). Southern blot je velmi
spolehliva metoda, ktera poskytuje ditkaz o integraci transgenu. Diky této metodé Ize
také odhadnout pocet kopii GM specifického useku. Nicméné southern blot ma 1 své
nevyhody. K Gspésnému provedeni analyzy je zapotiebi velkého mnozstvi DNA, Které
muze byt n€kdy obtizné ziskat (Nazir et al., 2019). Dalsi nevyhodou této metody je
vysokd cena, slozité provedeni, ¢asova narocnost a komplikace spojené se zachazenim
s radioaktivnimi produkty, které vyzaduji specialni manipulaci, skladovani a likvidaci

(Lino et al., 2012).

DNA ¢ipy (microarrays)

Aby se minimalizoval Cas potfebny k provedeni analyzy a zredukovala se jeji cena,
védci byli odhodlani pfijit s metodou, ktera by identifikovala ¢i kvantifikovala GMO a
zaroven by vyzadovala co nejmensi pocet provedeni PCR. Metoda DNA cipli ma
vyhodu vtom, ze umoznuje detekci az nékolik stovek tisicti rdznych tseki DNA
najednou. Piedstavuje tedy jednu z moznosti, jak urychlit DNA analyzu a snizit jeji
ekonomickou nakladnost. DNA ¢ipy, obvykle se jedna o sklicka, maji na svém povrchu
navazany specifické sondy, které hybridizuji s komplementarnimi DNA sekvencemi
Vv testovaném vzorku. JelikoZ na jednom ¢ipu mize byt imobilizovano nékolik rliznych
sond, je mozné provadét screening velkého mnozstvi cild. Jsou pouzivany dva rizné
ptistupy. Pfed samotnou hybridizaci na ¢ipu dochazi bud’ ke $tépeni celkové DNA na

fragmenty pomoci restrikénich enzymu, anebo jsou vybrané sekvence DNA
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amplifikovany za pouziti PCR (von Gotz, 2010). DNA vV testovaném vzorku je
oznacena fluorescencni znackou. Nasledné dochazi k hybridizaci na ¢ipu. Po promyti se
provede detekce signalu, ktery je vysledkem hybridizace fluorescenéné znacenych DNA

sekvenci ve vzorku se sondami na povrchu skli¢ka (Kaliyappan et al., 2012).

2.2.2 Testovaci metody zaloZené na detekci RNA

Aby byla transgenni DNA efektivni a méla néjaky Gc€inek na organismus, musi byt
prelozena do vznikajiciho proteinu. Proces piekladu neboli translace nasleduje po
transkripci, pii které je DNA piepsano do messenger RNA (mRNA). Translace je
povazovana za mezistupen pienosu genetické informace do proteinu. Pfitomnost mRNA
je pfimo spojena s genovou expresi. Metody molekularni biologie, které se pouzivaji
K monitorovani a studovani genové exprese v GMO zahrnuji napf. kvantitativni real-
time PCR ¢i northern blotting. Tyto metody mohou byt pouzity za ucelem identifikace
exprese transgenu v riznych rostlinnych tkanich a vyvojovych stadiich GMO (Nazir et
al., 2019).

Kvantitativni real-time PCR (qPCR)

Rizné typy PCR jsou v molekuldrni analyze transgennich odriid pouzivané za
riznymi ucely. Real-time PCR slouzi k identifikaci GM odrud a jejich produktd. Tato
metoda se také pouziva ke kvantifikaci po¢tu kopii konkrétni cilové sekvence DNA,
ktera byla vloZena do transgenniho organismu. Konven¢ni PCR metoda se od qPCR lisi
ve specifité a citlivosti. Diky detekci emitované fluorescence Ize qPCR monitorovat od
prvniho do posledniho cyklu amplifikace. K emisi fluorescence dochdzi po navazani
fluorescen¢niho substratu na piitomnou DNA. Hladina detekované fluorescence odrazi
mnozstvi ptitomné DNA, to znamena i mnozstvi vychoziho templatu (Lino et al., 2012).
K analyze genové exprese, kde je vychozim materidlem mRNA, je nutné pouzit metodu
kvantitativni PCR reverzni transkripce (RT-gPCR). RNA nemuze slouzit jako templat
pro PCR, a proto je potteba ji nejprve piepsat do komplementarni DNA (cDNA). cDNA
je DNA, ktera je syntetizovana podle RNA za pomoci enzymu reverzni transkriptdzy
béhem procesu zvaného reverzni transkripce. Nasleduje pouziti DNA polymerazy, ktera
z jednotetézcové cDNA vytvoii dvoufetézcovou DNA. Takto vytvoienda DNA se

nasledné vyuzije jako templat pro reakci qPCR (Carter et al., 2015).
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Northern blot

Northern blot je metoda velmi podobna southern blotu, ktera se pouziva k detekci
RNA molekul ve vzorku, a ktera je Sikovnym nastrojem ke zkoumani genové exprese.
Stejné jako southern blot, i tato metoda se sklada z péti kroki: 1) izolace RNA, 2)
elektroforetickéd separace RNA fragmenti na agar6zovém gelu, 3) pfenos a fixace RNA
pfitomné na gelu na nitrocelul6zovou ¢i nylonovou membranu, 4) hybridizace RNA
pfitomné na membrané se sondou, 5) detekce pomoci audiografie (Lino et al., 2012).
Jedinym rozdilem je to, ze se pracuje s mRNA a jako znaCena sonda slouzi
komplementarni DNA (cDNA) (Nazir et al., 2019). Provadéni experimentd s RNA
typicky vyzaduje zvySenou ochranu vzorku pted degradaci, protoze RNA molekuly jsou
mnohem méné¢ stabilni nez DNA a RNazy, enzymy degradujici RNA, jsou
vSudypiitomné. (Carter et al., 2015).

2.2.3 Testovaci metody zaloZené na detekci proteinu

K identifikaci vysledného proteinu kodovaného vloZzenym transgenem lze vyuzit
imunochemické metody, které detekuji GMO za pomoci monoklonalnich ¢i
polyklonalnich protilatek. Mezi tyto metody patii napf. enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) ¢i western blot (Nazir et al., 2019). Kromé¢ toho metody na bazi proteinu
zahrnuji pouziti hmotnostni spektrometrie jako nastroje, ktery umozni GM plodiny
charakterizovat. Nicméné ackoliv jsou testovaci metody na bazi proteinu rychlé a
jednoduché, maji také své nevyhody. Tyto metody se odvijeji od tGrovné exprese
cilového proteinu, ktera je proménliva v zavislosti na rostlinné tkdni a vyvojovém stadiu
rostliny. Proteiny jsou navic po zpracovani potravin vysoce degradované C¢i
denaturované. Jakékoliv modifikace v cilovych proteinech by mohla pozménit specifitu
a citlivost provadéného testu. Navic se tyto metody nedaji pouzit, pokud geneticka

modifikace nema zadny vliv na hladinu proteinu (Fraiture et al., 2015).

ELISA

Imunochemické metody jsou preferovanym zpisobem detekce GM proteind
Vv transgennich rostlindch diky své citlivosti a nizké cené. Mezi tyto metody se fadi i
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Tento test poskytuje informaci o
kvantité¢ proteinu v testovanych vzorcich. Imunochemické metody jsou zalozené na
specifické vazbé mezi antigenem a protilitkou namifenou proti GM proteinu.

Monoklonalni protilatky (MADbs) jsou vysoce specifické a vice citlivé. Existuji dva
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rizné typy ELISA testu: Kompetitivni a sendvicova (Kamle et al., 2019). Pii
sendvi¢ovém provedeni testu je specificky protein vychytavan ze vzorku protilatkou,
ktera je navazana na dn¢ jamky mikrotitracni desticky. Po promyti se do jamek ptida
druha protilatka zna¢ena enzymem, ktera slouzi k detekci vychytaného proteinu. Enzym
katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery se ptida do reakéni smési, coz se projevi
zabarvenim roztoku. Na rozdil od kompetitivniho ELISA testu, zabarveni roztoku u
et al., 2019). ELISA test byl uspésné pouzity k detekci proteinu kddovaného cp4-epsps
genem V glyfosat rezistentni Roundup-Ready so6je. Monoklondlni protilatky se také
vyuzivaji k detekci Cry proteini, které zajist'uji odolnost k hmyzim $kidcim (Kamle et
al., 2013). ELISA test je oproti strip testu vice citlivy a zvladne detekovat proteiny i ve
velmi nizkych koncentracich. Nicméné v porovnani se strip testem ELISA vyZaduje

vice ¢asu, vyskoleny personal a dobré laboratorni vybaveni (Nazir et al., 2019)

Imunochromatograficky strip test

BéZzn¢ pouzivanym testem zalozenym na protilatkdch, ktery se pouziva ke
screeningu GMO, je tzv. strip test, nékdy téz nazyvany lateral flow strip nebo dipstick
test. Jedna se o polni variantu metody ELISA, kterd poskytuje informaci o pfitomnosti
¢i absenci specifickych proteint v testovanych vzorcich (Kamle et al., 2013). Strip testy
jsou tenké plastové prouzky pokryté nitrocelulézovou membranou. Na jednom konci
tohoto prouzku se nachazi podlozka, ktera slouzi k aplikaci vzorku. Na druhém konci
prouzku je absorpéni podlozka, kterd urychluje tok membrénou. Podlozka slouzici
k aplikaci vzorku se ponoifi do roztoku homogenizovaného vzorku, ktery je tieba
otestovat (Nazir et al., 2019). Roztok se poté pohybuje nitrocelul6zovou membranou az
K mistim, ktera obsahuji zlatem znacené protilatky specifické pro exprimovany GM
protein. Pokud se konkrétni GM protein nachéazi ve vzorku, navdze se na tyto protilatky.
Komplex protilatka-protein nasledné putuje membranou K testovaci a kontrolni lince.
Testovaci linka obsahuje druhou protilatku, ktera je specificka pro testovany GM
protein. KdyZ se zlatem znacené protilatky vazajici GM proteiny dostanou k této lince,
komplex protilatka-protein se zachyti na druhé imobilizované protilatce a vytvori
»sandwich®, ktery se projevi zabarvenim detekéni zony. Piebyte¢né zlatem znalené
protilatky jsou zachyceny na kontrolni lince, ktera se také zabarvi. Pokud vzorek
neobsahuje testovany GM protein, zabarvi se pouze kontrolni linka. Zabarvena

kontrolni linka je dikazem spravného prib¢hu reakce (Kamle et al., 2013). Strip test
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poskytne vysledek béhem 5-15 minut, je levny a nevyzaduje zadné specifické vybaveni

¢i specialné trénovany personal (Nazir et al., 2019).

Western blot

Western blot je metoda, ktera umoziuje védcum identifikovat specifické proteiny
ve vzorcich GM plodin. K docileni tohoto tkolu je zapotiebi tii krokd. Prvnim z nich je
rozdéleni smési proteini extrahovanych z rostlinnych bun¢k na zdkladé molekularni
hmotnosti za pouziti elektroforézy. Separované proteiny jsou poté pieneseny na
membranu. Poslednim krokem je znaceni cilového proteinu primarni a sekundarni
protilatkou za ucelem jeho vizualizace (Yang et al., 2012). Pro separaci proteini je
nejcastéji vyuzivana PAGE elektroforéza, tj. elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.
Jelikoz vétSina protilatek vyzaduje proteiny v jejich denaturované formé, je nutné
vzorky pfed nanesenim na gel pfipravit. Denaturace proteini pied provedenim
elektroforézy je docilena plisobenim neiontového detergentu dodecylsiranu sodného
(SDS), ktery je soucasti nanaseciho pufru, a zahiivanim smési na 70-100 °C po dobu 5-
10 minut. SDS kromé¢ denaturace proteint zajisti i to, ze budou mit proteiny negativni
naboj a pii PAGE se V elektrickém poli budou pohybovat od zaporného polu ke
kladnému (Hnasko et al., 2015). Pii PAGE se proteiny separuji na zaklad¢ své
molekulové hmotnosti. Malé proteiny cestuji gelem smérem k anodé€ snadnéji a rychleji
neZ proteiny o velké molekulové hmotnosti. Nasleduje pteneseni separovanych proteinti
na membranu metodou elektroblotu. Membrana mize byt bud’ nitrocelulézova nebo
vyrobena z polyvinyliden difluoridu (PVDF). Piislusny protein je na membrané
detekovan pomoci primarni protilatky. Primérni protilatka navazana na protein je dale
rozpoznavana sekundarni protilatkou. Sekundarni protilatka je obvykle znacena
enzymem umoziujicim vizualizaci, napf. kfenovou peroxiddzou. KdyZ je enzym
vystaveny substratu, dojde k barevnému oznaceni mista, kde se nachazi cilovy protein
(Yang et al., 2012). V porovnani s ostatnimi testovacimi metodami na bazi proteinu,
western blot nepatii k nejjednodussim a umoznuje testovat pouze par vzorkll najednou.
Z tohoto divodu se k detekci GMO nepouziva piili§ ¢asto. Vyuziti najde spiSe pro
vyzkumné ucely, kde se hodi k ovéteni vysledkii generovanych jinou metodou testovani
(Nazir et al., 2019).
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2.2.4 Jiné metody

Chromatografie

Termin chromatografie zahrnuje skupinu metod, které se vyuzivaji k analyze nebo
separaci komplexnich smési. Smes latek je rozpusténa v mobilni (pohyblivé) fazi, ktera
proudi pfes sloupec stacionarni (nepohyblivé) faze bez pouziti jakéhokoliv externiho
elektrického pole. Separace je zalozena na rozdilné afinité jednotlivych slozek smési ke
stacionarni a mobilni fazi. Nékteré molekuly maji tendenci se pohybovat mobilni fazi,
zatimco jiné molekuly se vice poutaji ke stacionarni fazi, a proto je jejich pohyblivost
systémem pomalejsi. Nakonec dojde k odd¢leni slozek smési a jednotlivé komponenty
mohou byt detekovany. Kdyz je mobilni faze v plynném stavu, chromatograficka
metoda je znama jako plynova chromatografie. Pokud je mobilni faze ve stavu
kapalném, metoda se nazyva kapalinova chromatografie (Mallik et al., 2016).
Chromatografické metody mohou byt vyuzity napiiklad K monitorovani zmén
v lipidovych profilech GM plodin a jejich produktd. Plynova chromatografie spolu
s vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii jsou pouzivany k ureni autenti¢nosti
rostlinnych oleji stanovenim diacylglyceroli a triacylglycerolti (Vuceli¢-Radovic et al.,
2019). Nicméné je nutné zdaraznit, Ze chromatografické metody lze pouzit pouze v tom
piipadé¢, pokud doslo k vyznamnym zménam ve sloZzeni GM plodin a jejich produkti.
Chromatografie patii ke kvalitativnim metodam detekce spiSe nez ke kvantitativnim

(Anklam et al., 2002).

Blizka infracervena (NIR) spektroskopie

Metody zalozené na detekci DNA vV transgennich rostlinach a jejich produktech
jsou na rozdil od jinych metod vysoce spolehlivé, ale jejich provedeni je pracné,
zdlouhavé, destruktivni a drahé. Oproti tomu NIR spektroskopie je asové nendrocna,
levna, obvykle nevyzaduje zadnou tGpravu vzorki a zkoumané vzorky nejsou analyzou
nijak poskozeny. V oblasti identifikace GMO vV potravinach a krmivech se jedna o
pomémé¢ mladou metodu (Alishahi et al., 2010). Infraervené zafeni je Ccast
elektromagnetického spektra s vinovou délkou vétsi nez viditelné svétlo, ale mensi nez
mikrovinné zafeni. Rozsah vinovych délek pro blizkou infracervenou oblast (NIR) se
pohybuje mezi 750-2500 nm (v pfepoctu na vlnodet 13,400-4000 cm ). Molekuly
v analyzovaném vzorku absorbuji ¢4sti infraerveného zafeni z této oblasti, coz da za

vznik NIR spektru, které zaznamendva zmény ve vibracnich a rota¢né vibracnich
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pohybech molekul. Tento proces trva nékolik sekund (Cozzolino, 2014). NIR spektra
jsou tvofena vysSimi harmonickymi piechody (overtony) a kombina¢nimi piechody.
Vétsina téchto vibraci pochazi z vazeb v organické hmoté, ktera tvofi potraviny a
krmiva (C-H, O-H, S-H a N-H). NIR spektroskopie neni schopna piimo rozpoznat
zmény ve struktufe DNA. Pouziti této metody je zalozeno na skutecnosti, Ze vzorky s
riznymi spektralnimi odezvami se lisi ve fyzikélnich a/nebo chemickych vlastnostech.
Zmény ve fenotypu, které jsou nasledkem zmeén ve strukture DNA, Ize tedy pomoci
NIR spektroskopie detekovat, protoze se projevi jako zmény ve vySe zminénych
molekularnich vazbach. Nevyhodou je, ze metodou NIR spektroskopie nelze provadét

stanoveni stopovych latek (obvykle < 1 %) (Alishahi et al., 2010).
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3. Cile prace

Od poloviny 90. let 19. stoleti, kdy byla schvalena prvni GM plodina ke komercni
produkci, vyznam GM plodin ohromujicim tempem vzrostl a plocha osetd témito
plodinami se né€kolikanasobné zvétsila. EU pfistupuje ke GM plodinam s vysokou
mirou obezietnosti a fidi se principem piedbézné opatrnosti. Cilem této prace bylo
ov¢rit udaje uvedené na obalech potravin a krmiv obsahujicich kukufici a zjistit, zda
jsou v souladu s legislativou EU, ktera pozaduje ozna¢ovani produktt obsahujicich vice
nez vice nez 0,9% GM materialu. Dalsimi cili byla optimalizace metody izolace DNA

z riznych vzorkl obsahujicich kukufici a PCR detekce transgent.
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4. Material a metody

4.1 Vzorky

Pro tcely praktické ¢asti této bakalarské prace jsem Si z bézné¢ dostupnych zdroji
opatfila tficet vzorkll potravin a krmiv obsahujicich kukufici. Tyto vzorky jsem
testovala na piitomnost GM materialu. V tabulce 1 lze vidét, které produkty jsem
k analyze pouzila. Do tabulky jsem ke kazdému vzorku zaznamenala i zna¢ku vyrobku
a uvedené informace o pritomnosti GMO na obalu. Testované vzorky jsem rozdélila do
péti sad pro piehlednéjsi analyzu. Z kazdého vzorku jsem nejprve izolovala DNA, u
které jsem také spektrofotometricky stanovila koncentraci. Nasledné jsem kazdou sadu
testovala na pfitomnost genu pro zein, podle kterého lze detekovat, zda vzorek vibec
obsahuje kukufi¢nou DNA, a ¢tyf riznych GM odrid kukufice: Btl1, Bt176, Mon810 a
T25. Posledni faze analyzy vzorkl zahrnovala elektroforézu na agarézovém gelu a

vizualizaci separovanych DNA fragmentd.

Tabulka 1: Testované potraviny a krmiva a informace o vyrobcich

Testované potraviny a krmiva

Sada | Vzorek | Produkt Znacka Obsah GMO

1 | Kukufi¢né klasky v nalevu pasterizované Freshona | neuvedeno

2 | Kiehkeé platky kukuficné se syrem Tesco neuvedeno

3| Kukuti¢né Cornies se Inénym seminkem Racio neuvedeno

4 | Prazena kukufice s pfichuti barbecue Tesco neuvedeno

1 5| Corn Puffies Cream&Onion Flavour L’Chefs |neuvedeno
6 | Celpo Fit nefritovany snack slanina Druid neuvedeno

7 | Kukufi¢né lupinky motska sil Novy vék |neuvedeno

8 | Zlata kukufice Bonduelle | neuvedeno

9| Sladka kukutice Tesco neuvedeno

10 | Krupice kukufi¢na Probio neuvedeno

11 | Kukufi¢na mouka hladka Druid GMO free

12 | Kukufi¢né placky Vepy neuvedeno

g 13 | Kukufi¢né tycky Rej neuvedeno
14 | Francouzska polévka Maggi neuvedeno

15| Corn Flakes strouhanka Bona Vita | neuvedeno

28




16 | Krmivo pro hlodavce Hobby Vit | neuvedeno
17 | Krmivo pro zahradni ptactvo Vitakraft neuvedeno
18 | Dentalife zZvykaci pochoutka pro psy Purina neuvedeno
19 | Lojové koule pro venkovni ptactvo Happy Food |neuvedeno
° 20 | Prazena a solena kukufi¢na zrna s chilli | Alesto neuvedeno
21 | Kukufice z pole u hibitova - Ledenice | X neuvedeno
22 | Krmivo pro bazanty Osiva Borsov | neuvedeno
23 | Krmivo pro hlodavce Pet Royal neuvedeno
24 | Jemny kukufi¢ny Skrob v prasku Amylon neuvedeno
25 | Zeleninova smés na masle s kukufici Dione neuvedeno
26 | Mini Pizza Sunkova s kukufici Tesco GMO free
4 27 | Hluboce zmrazena smés s kukufici Vinica neuvedeno
28 | Zeleninova smés hluboce zmrazena Nowaco neuvedeno
29 | Kukurice cukrova predvarena Huercasa neuvedeno
30 | Kompletni krmivo pro drobné hlodavce |Fine Pet neuvedeno
4.2 lzolace DNA

DNA se z daného vzorku izoluje za pouziti kombinace chemického a fyzikalniho
pfistupu. lzolace DNA je prvnim a vyznamnym krokem ke stanoveni GMO
Vv potravinach a krmivech. Je tfeba zvolit postup, diky kterému se ziskd DNA v Cisté
form¢. Behem celého postupu jsem peclivé zachazela se vzorky, abych zamezila
kontaminaci jednoho vzorku stopami druhého, naptiklad mikrokapénkami DNA. Tyto
mikrokapénky by se mohly napiiklad uvolnit pfi pipetovani ¢i otevirdni zkumavek.
Kontaminaci jsem se snazila zabranit vyvarovanim se nevhodnych pohybt a dotekd,
Castym ménénim rukavic a pouzivanim sterilniho materialu. U vzorkd 1-4 jsem DNA
izolovala manualng 1 automaticky, abych byla schopna metody mezi sebou porovnat, a
urcit, kterym zplisobem mohu ziskat 1épe izolovanou DNA. U zbylych sad jsem

izolovala DNA pouze automaticky.

4.2.1 Manualni izolace DNA

Pro manualni izolaci DNA byl pouzit NucleoSpin® Food Kit, ktery slouzi k izolaci
genomické DNA z potravin a krmiv. DNA byla izolovana podle manualu pfilozeného

ke Kitu. Jednotlivé kroky popsané v manualu zahrnuji homogenizaci vzorku, bunéénou
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lyzi, ptipraveni podminek vazani DNA, vazani DNA na silikagel, promyvani a suSeni a

nakonec vymyti DNA — eluci. Jednotlivé kroky jsou popsany nize.

1) Pomoci vhodného nastroje jsem odebrala kousek vzorku a nasledné ho
homogenizovala v porcelanové tfeci misce s tlouckem. Lyzac¢ni pufr CF jsem
predehidla na 65 °C. Do 2 ml sbérné zkumavky jsem navézila 200 mg
zhomogenizovaného vzorku.

2) Ke vzorku ve sbérné zkumavce jsem ptidala 550 pl predehiatého lyzaéniho
pufru CF. Smés jsem dikladné vortexovala po dobu 15 s. Poté jsem do sbérné
zkumavky ptidala 10 pl proteinazy K a opét smés 2-3 s vortexovala. Nasledné
jsem smés inkubovala 30 min pii 65 °C. Aby se usadily bunééné zbytky, smés
jsem centrifugovala po dobu 10 min (>10 000 x g).

3) Z kroku 2 jsem do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky ptevedla 300 ul Cistého
supernatantu. Dale jsem pfidala 300 pul pufru C4 a 300 pl etanolu a smés
vortexovala 30 s.

4) NucleoSpin® Food zkumavku jsem umistila do nové sbérné zkumavky,
ptipipetovala 700 ul smési z kroku 3 a zcentrifugovala 1 min pti 11 000 x g.
Proteklou tekutinu jsem vylila. Tento proces jsem zopakovala tak, ze jsem do
NucleoSpin® Food zkumavky pfipipetovala zbytek smési z kroku 3, opét
zcentrifugovala 10 min pi#i 11 000 x g a proteklou tekutinu vylila.

5) Prvni promyti: Do NucleoSpin® Food zkumavky jsem ptipipetovala 400 pl pufru
CQW, a poté jsem ji zcentrifugovala 1 min pii 11 000 x g. Proteklou tekutinu
jsem vylila.

Druhé promyti: Do NucleoSpin® Food zkumavky jsem piipipetovala 700 pl
pufru C5, a poté jsem ji zcentrifugovala 1 min pii 11000 x g. Proteklou
tekutinu jsem vylila.

Tteti promyti: Do NucleoSpin® Food zkumavky jsem pfipipetovala dalsich 200
ul pufru C5, a poté jsem ji zcentrifugovala 2 min pti 11000 x g, abych
kompletné odstranila pufr C5.

6) Piedehfala jsem elu¢ni pufr CE na 70 °C. NucleoSpin® Food zkumavku jsem
umistila do nové 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a piipipetovala 100 pl

predehiatého elu¢niho pufru CE. Inkubovala jsem 5 min pfi laboratorni teploté
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(18-25 °C), a poté jsem provedla centrifugaci 1 min pti 11 000 x g, aby se
uvolnila DNA.

4.2.2 Automaticka izolace DNA

Pro tento typ izolace DNA jsem pouzila automaticky izolator nukleovych kyselin
MagCore®™ s komerénim kitem 401 MagCore® Genomic DNA Tissue Kit, ktery je uréen
k automatické extrakci celkové DNA (genomové, mitochondridlni a virové). Kit
obsahuje pfedem naplnénou kazetu s potfebnymi reagenciemi, ktera se vklada do
izolatoru. Kazeta obsahuje proteinazu K a chaotropickou sil. Tyto latky maji za kol
lyzovat bunky a degradovat proteiny. Proces purifikace probiha tak, Ze se DNA vaze na
magnetické castice potazené celulozou, dale dojde kvymyti kontaminantd a
purifikovand DNA muze byt nasledné eluovana za pomoci eluéniho pufru s nizkym

obsahem soli. Postup izolace DNA je popsan nize

1) Pomoci vhodného nastroje jsem odebrala kousek vzorku a nasledné ho
homogenizovala v porcelanové tfeci misce stlou¢kem. Do 1,5 ml
mikrocentrifuga¢ni zkumavky jsem navazila 30-40 mg zhomogenizovaného
vzorku.

2) Po navazeni jsem ke vzorku ptidala 20 pl proteinazy K a 500 pl GT pufru. Smés
jsem nasledné¢ par sekund vortexovala, az se jednotlivé slozky smési
promichaly.

3) Smés jsem inkubovala 15 minut pii teplot¢ 56 °C. Béhem inkubace jsem
mikrocentrifuga¢ni zkumavku pievracela kazdé 2-3 minuty.

4) Pokud se stalo, ze se v mikrocentrifugacni zkumavce nachézely nerozpustné
zbytky vzorku, pfenesla jsem supernatant do filtracni kolonky a centrifugovala
pti plné rychlosti po dobu 5 minut, abych ve sbérné zkumavce dostala Cisty
roztok.

5) Napipetovala jsem 400 ul piefiltrovaného roztoku do MagCore zkumavky
uréené pro vzorek.

6) MagCore zkumavku jsem poté vlozila do izolatoru, stejné jako eluéni
zkumavku, pipetovaci Spicku a kazetu s reagenciemi.

7) Na izolatoru jsem spustila program 401 a zahéjila tak izolaci DNA.
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4.3 Méieni koncentrace DNA

Dulezitym krokem je orientacni spektrofotometrické stanoveni koncentrace
izolované DNA méfenim pii vinové délce 260 nm. Koncentraci extrahované DNA jsem
zméfila proti slepému vzorku, kterym byla destilovana voda. K méfeni na
spektrofotometru BioSpec-nano jsem pouzila 1 ul vzorku. Postupovala jsem takto:

1) Napipetovanim 1 ul blanku piimo na povrch spektrofotometru jsem zméfila jeho

koncentraci.

2) Stejnym zpusobem jsem zméfila koncentraci DNA kazdého svého vzorku.

3) Hodnoty byly automaticky zaznamenany do pocitace.

4.4 Polymerdzovd Fetézovd reakce (PCR)
Pro detekci GM kukufice v potravinach a krmivech byla pouzita metoda PCR.

44.1 Piiprava vzorku pro PCR

Pied provedenim PCR bylo tfeba pfipravit reakéni smés smichdnim rtznych
komponent nezbytnych pro spé$ny prubéh této reakce. Pouzity PPP Master Mix
obsahoval Tag DNA polymerdzu a optimalizovany reakéni pufr. Dale obsaZena aditiva
a barvivo umoznilo okamZité naneseni vzorku na gel, aniZ by bylo tfeba ptidat vkladaci
pufr. Kromé& PPP Master Mixu stacilo pro piipravu vzorku dodat primery, templatovou
DNA a vodu. Takto pfipraveny vzorek bylo mozné vlozit do termalniho cycleru a

zahajit PCR. Pomér jednotlivych slozek v reakéni smési je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Pomér jednotlivych slozek v reakéni smési pro jeden vzorek

Reak¢ni smés
Slozky Objem (ml)
PPP MasterMix (TopBio) 10
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
DNA 1
H,O 8
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4.4.2 Primery pouzité pro PCR

Primery, kratké useky jednofetézcové DNA, v druhém kroku PCR identifikovaly
zacatek a konec cilové sekvence a nasedaly na ni. V misté, kde nasedly primery, se poté
navazala DNA polymerdza, diky které doSlo k pfirastani vladkna DNA,
komplementarniho k ptivodni molekule DNA. Na konci PCR vzniklo obrovské
mnozstvi kopii pivodni molekuly DNA. Pouzila jsem pét part primerd specifickych

Kk riznym sekvencim DNA. Pouzité primery jsou popsané v tabulce 3.

Tabulka 3: Prehled pouzitych primeri

Primery
Cil Forward primer | Reverse primer ;/rﬁgﬁiitnﬁ (bp) Zdroj
Gen pro zein ZEIN ZEIN 102 (;a;)l.r’iazdozledr
Bt11 Cry 1A Bt11 110 gfgzeglgt
Bt176 Cry 1A Bt176 343 gfgzeglgt
MONS10 Cry 1A MONS10 199 a?’zfégrigt
T25 T25 T25 149 a?f%grigt

4.4.2.1 Specificky primer pro kukufici

Primery ZEIN forward and ZEIN reverse, které oznacuji gen pro zasobni protein
semen kukufice zein, byly pouzity k potvrzeni pfitomnosti a kvality kukuficné DNA
izolované ze vzorkl. Pokud byla cilova sekvence v izolované DNA pfitomna,
neporusend a amplifikovatelnd, na agarézovém gelu bylo mozné spatfit prouzek

oznacujici fragment DNA o velikosti 102 bp.

4.4.2.2 Primery K detekci GM kukufice

Vzorky obsahujici kukufici byly vySetfeny pomoci PCR zamétené na specifické
typy GM kukufice, které jsou piedstaveny v tabulce 4. K amplifikaci specifickych
sekvenci DNA piitomnych v GM kukufici Bt11, Bt176, MON810 a T25 byly pouzity

primery uvedené v tabulce 3.
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Tabulka 4: Prehled vysetfovanych odrid GM kukutice

Vysetrované odridy GM kukutice

Odrada |Protein | Donor Zamysleny efekt v GM plodin€ | Zdroj
Odrada Bt11 exprimuje protein
CrylAb | Bacillus thuringiensis ?roylAb’ ?,mtem thwky pro
Sktdce z radu Lepidoptera Naegeli
Bt11 (napf. zavije¢ kukuficny). ot al
Odrada Bt11 exprimuje PAT 2015
PAT Streptomyces protein, ktery udéluje toleranci
viridochromogenes |k herbicidim obsahujicim
glufosinat amonny.
Odriida Bt176 exprimuje
protein CrylAb, protein Eizaguirre
Bt176 Cry1Ab | Bacillus thuringiensis | toxicky pro skidce z fadu etal.,
Lepidoptera (napft. zavijec 2006
kukuti¢ny).
Odriida MON810 exprimuje
protein CrylAb, protein Eizaguirre
MONS810 | Cry1Ab | Bacillus thuringiensis | toxicky pro skidce z fadu etal.,
Lepidoptera (napft. zavijec 2006
kukufi¢ny).
Odrada T25 exprimuje PAT European
) A . Food
Streptomyces protein, ktery udé€luje toleranci
T25 PAT . A o Safety
viridochromogenes |k herbicidiim obsahujicim Authorit
glufosinat amonny. 2013 4

4.5 Elektroforéza na agarozovém gelu

Amplifikované cilové sekvence byly nasledné¢ vizualizovany za pouziti
elektroforézy na 1,5% agar6zovém gelu. Pfi elektroforéze bylo mozné separovat DNA
fragmenty na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Velikostni marker zvany ,,ladder*
slouzil jako hmotnostni standard pro odhad velikosti separovanych fragmenti DNA.
Nanasela jsem ho do jamek v gelu paralelné k testovanym vzorkim. Jelikoz jsem
oc¢ekavala fragmenty o velikosti 100 — 1000 bp, pouzila jsem 100 bp ladder. Vizualizace
molekul DNA po elektroforetické separaci byla moznd proto, Ze byly obarvené
fluorescen¢nim barvivem etidium bromidem (EtBr), ktery jsem prtidala piimo do gelu
pii jeho pftipravé. Amplifikované cilové sekvence DNA byly po obarveni EtBr
vizualizovany pod fluorescenéni lampou =za pouziti manudlniho gelového
dokumentac¢niho systému InGenius. Pfi provadéni elektroforézy jsem postupovala

nasledovné:
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1) Nejprve bylo tieba pripravit 1,5% agardzovy gel. Do Erlenmeyerovy baiky jsem
navazila potfebné mnozstvi agardzy, ke které jsem ptidala TBE pufr. Pouzité
mnozstvi agaré6zy a TBE pufru se odvijelo od toho, jak velkou
elektroforetickou vanicku jsem zamyslela pouzit.

2) Agardzu jsem rozpustila v mikrovinné troubé. Obvykle ji stacilo zahtivat 1-1,5
min. V prubéhu rozehtivani jsem roztokem 1-2x zamichala.

3) Dokonale rozpusténou agardzu, ve které jiz nebyla vidét zadna zrnka tajici
agarozy, jsem poté zchladila pod tekouci vodou pfiblizné na 60 °C. Poté jsem
do roztoku pridala EtBr, jehoz mnozstvi také zaviselo na velikosti
elektroforetické vanicky.

4) Horky gel jsem vlila do utésnéné elektroforetické vanicky, ve které byl vlozeny
hiebinek pro vytvofeni jamek. Poté jsem gel nechala piiblizné¢ 20 minut
ztuhnout.

5) Po ztuhnuti jsem odstranila z vani¢ky tésnéni a vyndala hieben. Vani¢ku jsem
usadila do elektroforetické vany obsahujici TBE pufr tak, aby jamky byly u
zaporného polu.

6) Do jednotlivych jamek jsem nasledné napipetovala 10 pl pfipravenych vzorki
vyndanych z termélniho cycleru, 100 bp ladderu a negativni kontroly.

7) Elektroforetickou vanu jsem piikryla vikem a zapnula elektroforeticky zdroj.
Pokud jsem chtéla separovat amplifikované fragmenty genu pro zein, napéti
jsem nastavila na 90 V a elektroforézu nechala bézet 25 min. Pokud jsem chtéla
rozdélit amplifikované fragmenty transgenti u vysetfovanych odraid GM
kukufice, napéti jsem nastavila na 120 V a elektroforézu nechala bézet 30 min.

8) Nakonec jsem gel vyjmula z elektroforetické vany, vizualizovala ho pod UV

svétlem, vyfotografovala a vysledky vyhodnotila.
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5. Vysledky

Koncentrace DNA izolované z jednotlivych produktt je zaznamenana v tabulce 5.

Tabulka 5: Koncentrace izolované DNA u jednotlivych vzorku

Nameérené koncentrace izolované DNA

Vzorek | Produkt Koncentrace DNA (ng/puL)
1| Kukuti¢né klasky v nalevu pasterizované 1,06
2 | Kiehké platky kukuficné se syrem 15,82
3 | Kukufi¢né Cornies se Inénym seminkem 27,82
4 | Prazena kukufice s piichuti barbecue 8,02
5| Corn Puffies Cream&Onion Flavour 4,34
6 | Celpo Fit nefritovany snack slanina 103,42
7| Kukufi¢né lupinky moitska stl 14,26
8 | Zlata kukufice 8,01
9 | Sladka kukufice 8,07

10 | Krupice kukuti¢na 19,57
11 | Kukufi¢na mouka hladka 39,67
12 | Kukufi¢né placky 11,31
13 | Kukufi¢né tycky 54
14 | Francouzska polévka 49,86
15 | Corn Flakes strouhanka 25,98
16 | Krmivo pro hlodavce 17,55
17 | Krmivo pro zahradni ptactvo 15,91
18 | Dentalife Zvykaci pochoutka pro psy 61,17
19 | Lojové koule pro venkovni ptactvo 11,01
20 | Prazena a solena kukufi¢na zrna s chilli 23,26
21 | Kukufice z pole u hibitova - Ledenice 15,17
22 | Krmivo pro bazanty 57,83
23 | Krmivo pro hlodavce 445
24 | Jemny kukufi¢ny Skrob v prasku 4,45
25 | Zeleninova smés na masle s kukufici 28,35
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26 | Mini Pizza Sunkova s kukufici 84,39
27 | Hluboce zmrazZzena smés s kukufici 7,89
28 | Zeleninova smés hluboce zmrazena 16,98
29 | Kukufice cukrova predvarena 7,74
30 | Kompletni krmivo pro drobné hlodavce 5,97

Na obrazcich 4-8 jsou zndzornény vysledky PCR analyzy vzorkii testovanych na
pfitomnost genu pro zasobni protein semen kukufice zein, ktery slouzil k potvrzeni
pritomnosti a kvality izolované kukuficné DNA. Prouzek oznacujici fragment DNA o
velikosti 102 bp bylo mozné na agar6zovém gelu spatfit, pokud byla cilova sekvence v
izolované DNA ptitomnd, neporusend a amplifikovatelnd. Takovéto vzorky mélo smysl

dale testovat na pfitomnost jednotlivych GM odrad.

NucleoSpin® MagCore®
Food Kit automaticky
izolator

Obrazek 4: Elektroforeogram amplifikovanych fragmenti genu pro zein u vzorka 1-4 (vlastni
zdroj). Zein: pritomnost kukuti¢éné DNA ve vzorku; L: 100 bp ladder; 1: Kukufi¢né klasky
v nalevu pasterizované; 2: Kiehké platky kukuti¢né se syrem; 3: Kukufi¢né Cornies se Inénym

seminkem,; 4: Prazena kukufice s ptichuti barbecue

Na elektroforeogramu na obrazku 4 lze vidét porovnani vytéznosti kukutfiéné DNA
izolované dvéma riznymi metodami. Podle intenzity a umisténi prouzkt lze vidét, Ze
vytéznost kukuiicné DNA byla u obou metod velmi podobna. Pfitomnost kukuficné

DNA byla potvrzena ve vzorcich Kiehké platky kukuiicné se syrem (vz. ¢. 2),
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Kukuficné Cornies se Inénym seminkem (vz. ¢. 3) a Prazend kukufice s ptichuti

barbecue (vz. ¢. 4). Kukuficnou DNA se nepodafilo izolovat ze vzorku Kukufi¢né

klasky v nalevu pasterizované (vz. €. 1).

Obrazek 5: Elektroforeogram amplifikovanych fragment genu pro zein u vzorka 5-9 (vlastni
zdroj). Zein: pritomnost kukufiéné DNA ve vzorku; L: 100 bp ladder; 5: Corn Puffies
Cream&Onion Flavour; 6: Celpo Fit nefritovany snack slanina; 7: Kukufi¢né lupinky motska
sul; 8: Zlata kukufice; 9: Sladké kukufice

Podle intenzity a umisténi prouzkd na obrazku 5 lze vidét, Ze jsem pravdépodobné
nejucinngji izolovala DNA ze vzorku Kukufiéné lupinky moiska stl (vz. ¢. 7). Ve
vzorcich Celpo Fit nefritovany snack slanina (vz. ¢. 6), Kukufi¢né lupinky moitska stl,
Zlata kukufice (vz. ¢. 8) a Sladka kukufice (vz. ¢. 9) byla potvrzena piitomnost
kukuticné DNA. Kukuficnou DNA se nepodafilo izolovat ze vzorku Corn Puffies

Cream&Onion Flavour (vz. €. 5).

38



Obrazek 6: Elektroforeogram amplifikovanych fragment genu pro zein u vzorka 10-15 (vlastni
zdroj). Zein: pritomnost kukufiéné DNA ve vzorku; L: 100 bp ladder; 10: Krupice kukuii¢na;
11: Kukufi¢nd mouka hladka; 12: Kukufi¢né placky; 13: Kukuti¢né tycky; 14: Francouzska

polévka; 15: Corn Flakes strouhanka; NK: negativni kontrola

Podle intenzity a umisténi prouzkd na obrazku 6 lze vidét, ze jsem pravdépodobné
nejucinnéji izolovala DNA ze vzorka Krupice kukufi¢na (vz. ¢. 10), Kukufi¢éna mouka
hladka (vz. ¢. 11), Kukufi¢né placky (vz. ¢. 12) a Corn Flakes strouhanka (vz. ¢. 15). Ve
vzorcich Krupice kukufi¢nd, Kukuficna mouka hladka, Kukufiéné placky, Kukuficné
ty¢ky (vz. €. 13) a Corn Flakes strouhanka byla potvrzena pritomnost kukuficné DNA.

Kukufi¢énou DNA se nepodatilo izolovat ze vzorku Francouzska polévka (vz. ¢. 14).

Zein
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Obrazek 7: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt genu pro zein u vzorkt 16-23 (vlastni
zdroj). Zein: pritomnost kukufiéné DNA ve vzorku; L: 100 bp ladder; 16: Krmivo pro hlodavce;
17: Krmivo pro zahradni ptactvo; 18: Dentalife zvykaci pochoutka pro psy; 19: Lojové koule
pro venkovni ptactvo; 20: Prazena a solena kukufi¢na zrna s chilli; 21: Kukufice z pole u

hibitova — Ledenice; 22: Krmivo pro bazanty; 23: Krmivo pro hlodavce; NK: negativni kontrola

Podle intenzity a umisténi prouzki na obrazku 7 lze vidét, Zze jsem pravdépodobné
nejucinnéji izolovala DNA ze vzorka Lojové koule pro venkovni ptactvo (vz. ¢. 19),
Kukutice z pole u hibitova — Ledenice (vz. ¢. 21), Krmivo pro bazanty (vz. ¢. 22) a
Krmivo pro hlodavce (vz. €. 23). Ve vzorcich Krmivo pro hlodavce (vz. ¢. 16), Krmivo
pro zahradni ptactvo (vz. ¢. 17), Dentalife zZvykaci pochoutka pro psy (vz. ¢. 18), Lojové
koule pro venkovni ptactvo, Kukufice z pole u hibitova — Ledenice, Krmivo pro bazanty
a Krmivo pro hlodavce byla potvrzena pfitomnost kukuficné DNA. Kukufi¢cnou DNA

se nepodafilo izolovat ze vzorku Prazena a solena kukuti¢na zrna s chilli (vz. ¢. 20).

Obrazek 8: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt genu pro zein u vzorkt 24-30 (vlastni
zdroj). Zein: pritomnost kukufiéné DNA ve vzorku; L: 100 bp ladder; 24: Jemny kukufi¢ny

Skrob v prasku; 25: Zeleninova smés na masle s kukufici; 26: Mini Pizza Sunkova s kukufici;
27: Hluboce zmrazena smés s kukufici; 28: Zeleninova smés hluboce zmrazena; 29: Kukufice

cukrova predvaiena; 30: Kompletni krmivo pro drobné hlodavce; NK: negativni kontrola

Podle intenzity a umisténi prouzki na obrazku 6 Ize vidét, Ze jsem pravdépodobné

nejucinngji izolovala DNA ze vzorki Mini Pizza Sunkova s kukufici (vz. ¢. 26),
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Zeleninova smés hluboce zmrazena (vz. ¢. 28) a Kukufice cukrova predvafena (vz. €.
29). Ve vzorcich Zeleninova smés na masle s kukufici (vz. ¢. 25), Mini Pizza Sunkova
s kukufici, Hluboce zmraZzena smés s kukufici (vz. ¢. 27), Zeleninova sm¢s hluboce
zmrazena, Kukufice cukrova pfedvaiena a Kompletni krmivo pro drobné hlodavce (vz.
¢. 30) byla potvrzena ptitomnost kukuficné DNA. Kukufiénou DNA se nepodafiilo

izolovat ze vzorku Jemny kukuti¢ny Skrob v prasku (vz. ¢. 24).

Na obrazcich 9-11 jsou zobrazeny elektroforeogramy amplifikovanych fragmentt
transgenl obsazenych v GM odridach kukutfice Btll, Bt176, MON810 a T25 ve

vzorcich ze sady 1.

Obrazek 9: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgenu obsazeného v kukufici
Btl11 ve vzorcich ze sady 1 (vlastni zdroj). Btl1: pfitomnost transgenu obsazeného v GM
odridé kukufice Bt11; L: 100 bp ladder; 1: Kukufi¢né klasky v nalevu pasterizované; 2: Kiehké
platky kukufi¢né se syrem; 3: Kukufi¢né Cornies se Inénym seminkem; 4: Prazena kukufice s
prichuti barbecue; 5: Corn Puffies Cream&Onion Flavour; 6: Celpo Fit nefritovany snack
slanina; 7: Kukufi¢né lupinky moiska sil; 8: Zlata kukutice; 9: Sladka kukufice; NK: negativni

kontrola

Na obrazku 9 je patrné, Zze u Za&dného vzorku ze sady 1 nebyly amplifikovany

fragmenty o velikosti 110 bp, a proto nebyl vyskyt GM odridy kukufice Bt11 prokazan.
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Bt176

MON810.*
L.t e

Obrazek 10: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgent obsazenych v kukufici
Bt176 a MONS810 ve vzorcich ze sady 1 (vlastni zdroj). Bt176: pfitomnost transgenu
obsazené¢ho v GM odridé kukutice Bt176; MONS10: pritomnost transgenu obsazeného v GM
odrade kukufice MONS810; L: 100 bp ladder; 1: Kukufti¢né klasky v nalevu pasterizované; 2:
Kiehké platky kukutiéné se syrem; 3: Kukuficné Cornies se Inénym seminkem; 4: Prazena
kukufice s pfichuti barbecue; 5: Corn Puffies Cream&Onion Flavour; 6: Celpo Fit nefritovany
snack slanina; 7: Kukufi¢né lupinky moiska stl; 8: Zlata kukutice; 9: Sladka kukutice; NK:

negativni kontrola

Na obrazku 10 je patrné, ze V horni casti elektroforeogramu se amplifikovaly
fragmenty u vzorkt 2 a 7. Velikost fragmentt ale neodpovida velikosti 343 bp, a proto
nebyl vyskyt GM odrady kukufice Bt176 prokazan u zadného vzorku ze sady 1. V dolni
casti elektroforeogramu byly amplifikovany fragmenty u vzorku Sladka kukuftice (vz. €.

9). Velikost fragmentii by mohla odpovidat velikosti 199 bp, tedy kukuiici MON&10.
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Obrazek 11: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgenu obsazeného v kukufici
T25 ve vzorcich ze sady 1 (vlastni zdroj). T25: pfitomnost transgenu obsazeného v GM odradé
kukufice T25; L: 100 bp ladder; 1: Kukuti¢né klasky v nalevu pasterizované; 2: Kiehké platky
kukufi¢né se syrem; 3: Kukufi¢né Cornies se Inénym seminkem; 4: Prazena kukufice s pfichuti
barbecue; 5: Corn Puffies Cream&Onion Flavour; 6: Celpo Fit nefritovany snack slanina; 7:

Kukufti¢né lupinky motska stl; 8: Zlata kukuftice; 9: Sladka kukufice; NK: negativni kontrola

Na obrazku 11 je patrné, ze u zadného vzorku ze sady 1 nebyly amplifikovany

fragmenty o velikosti 149 bp, a proto nebyl vyskyt GM odrudy kukufice T25 prokazan.
Na obréazku 12 je zobrazen elektroforeogram amplifikovanych fragmenti transgeni

obsazenych v GM odrtdach kukufice Btl1, Bt176, MONS&10 a T25 ve vzorcich ze sady
2.
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T25 Btll
IR0 11592 13 014 15 ' NKIEE10 11 12 130 14 15 NK

Bt176 MONS810

L 10 11 12 13 14 15 NK L 10 11 12 13 14 15 NK

Obrazek 12: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgent obsazenych v kukufici
T25, Btl1, Bt176 a MONS810 ve vzorcich ze sady 2 (vlastni zdroj). T25: pfitomnost transgenu
obsazeného v GM odrid¢ kukutice T25; Bt11: ptitomnost transgenu obsazeného v GM odrade
kukuftice Bt11; Bt176: ptitomnost transgenu obsazeného v GM odrud¢ kukufice Bt176;
MONS10: ptitomnost transgenu obsazeného v GM odriadé kukutice MON810; L: 100 bp

ladder; 10: Krupice kukufi¢na; 11: Kukuti¢na mouka hladka; 12: Kukufi¢né placky; 13:
Kukufi¢né ty¢ky; 14: Francouzska polévka; 15: Corn Flakes strouhanka; NK: negativni kontrola

Na obrazku 12 je patrné, Ze u zadného vzorku ze sady 2 nebyly amplifikovany
fragmenty o velikosti 110, 199, 343 ani 149 bp, a proto nebyl vyskyt vysetifovanych GM

odrtd kukufice v této sad¢ prokazan.
Na obrazcich 13-14 jsou zobrazeny elektroforeogramy amplifikovanych fragmentt

transgenli obsazenych v GM odridach kukutice Btll, Bt176, MONS810 a T25 ve

vzorcich ze sady 3.
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Obrazek 13: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgenti obsazenych v kukufici
Bt176 a MONS10 ve vzorcich ze sady 3 (vlastni zdroj). Bt176: pfitomnost transgenu
obsazeného v GM odrtadé kukutice Bt176; MONS10: pfitomnost transgenu obsazen¢ho v GM
odrudé kukutice MONS810; L: 100 bp ladder; 16: Krmivo pro hlodavce; 17: Krmivo pro
zahradni ptactvo; 18: Dentalife zZvykaci pochoutka pro psy; 19: Lojové koule pro venkovni
ptactvo; 20: Prazena a solena kukufi¢na zrna s chilli; 21: Kukufice z pole u hibitova — Ledenice;

22: Krmivo pro bazanty; 23: Krmivo pro hlodavce; NK: negativni kontrola

Na obrazku 13 v horni ¢asti elektroforeogramu je patrné, ze u zadného vzorku ze
sady 3 nebyly amplifikovany fragmenty o velikosti 343 bp, a proto se vyskyt GM
odridy kukutice Bt176 neprokéazal. V dolni ¢asti elektroforeogramu byly amplifikovany
fragmenty u vzorkd Krmivo pro zahradni ptactvo a Krmivo pro bazanty (vz. ¢. 17 a 22).
Velikost fragment by mohla odpovidat velikosti 199 bp, tedy kukutici MONG810.
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Obrazek 14: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgent obsazenych v kukufici
Bt1l a T25 ve vzorcich ze sady 3 (vlastni zdroj). Bt11: pfitomnost transgenu obsazeného v GM
odrtd¢ kukutice Bt11; T25: pfitomnost transgenu obsazeného v GM odrud¢ kukutice T25; L:
100 bp ladder; 16: Krmivo pro hlodavce; 17: Krmivo pro zahradni ptactvo; 18: Dentalife
zvykaci pochoutka pro psy; 19: Lojové koule pro venkovni ptactvo; 20: Prazena a solena
kukufi¢na zrna s chilli; 21: Kukufice z pole u hibitova — Ledenice; 22: Krmivo pro bazanty; 23:

Krmivo pro hlodavce; NK: negativni kontrola
Na obrazku 14 je patrné, Ze u zadného vzorku ze sady 3 nebyly amplifikovany

fragmenty o velikosti 110 ani 149 bp, a proto nebyl vyskyt vySettovanych GM odriad
kukutice Btl1 a T25 v této sad€ prokéazan.
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Na obrazcich 15-16 jsou zobrazeny elektroforeogramy amplifikovanych fragmenti
transgenl obsazenych v GM odridach kukutice Btll, Bt176, MONS810 a T25 ve

vzorcich ze sady 4.

MONS10
L 24 25 26 27 28 29 30 NK

24 25 26 27 28 29 30 NK L

Obrazek 15: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgenti obsazenych v kukufici
MONS810 a T25 ve vzorcich ze sady 4 (vlastni zdroj). MONS810: pfitomnost transgenu
obsazené¢ho v GM odradé kukutice MON810; T25: pfitomnost transgenu obsazeného v GM
odrudé kukutice T25; L: 100 bp ladder; 24: Jemny kukufi¢ny skrob v prasku; 25: Zeleninova
smeés na masle s kukufici; 26: Mini Pizza Sunkova s kukufici; 27: Hluboce zmraZzena smeés

s kukufici; 28: Zeleninova smés hluboce zmrazena; 29: Kukufice cukrova predvarena; 30:

Kompletni krmivo pro drobné hlodavce; NK: negativni kontrola
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Na obrazku 15 je patrné, Zze u zadného vzorku ze sady 4 nebyly amplifikovany
fragmenty o velikosti 199 ani 149 bp, a proto nebyl vyskyt vySetiovanych GM odrid
kukutice MON810 a T25 v této sadé prokéazan.

Btll L. 24 25 26 27 28 29 30 NK

2425 26 27 28 29 300 NE

Obrazek 16: Elektroforeogram amplifikovanych fragmentt transgent obsazenych v kukufici
Bt11 a Bt176 ve vzorcich ze sady 4 (vlastni zdroj). Bt11: pfitomnost transgenu obsazeného v
GM odradé kukutice Bt11; B176: pfitomnost transgenu obsazeného v GM odrudé kukutice
B176; L: 100 bp ladder; 24: Jemny kukufi¢ny Skrob v prasku; 25: Zeleninova smés na masle
s kukuftici; 26: Mini Pizza Sunkova s kukufici; 27: Hluboce zmrazena smés s kukufici; 28:
Zeleninova smés hluboce zmrazena; 29: Kukufice cukrova predvarena; 30: Kompletni krmivo

pro drobné hlodavce; NK: negativni kontrola

Na obrazku 16 je patrné, Ze u zadného vzorku ze sady 4 nebyly amplifikovany
fragmenty o velikosti 110 ani 343 bp, a proto nebyl vyskyt vySettovanych GM odrad
kukufice Btl1 a Bt176 v této sad¢ prokazan.

Vysledky PCR analyzy jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 6: Shrnuti stanoveni pfitomnosti GM odrud kukufice V potravinach a krmivech

metodou PCR

Vysledky PCR analyzy vzorka

Vzorek | Produkt Zein | T25 | Bt11 | Bt176 | MON810
1| Kukuti¢né klasky - - - - -
2 | Ktehké platky kukuficné se syrem + - - - -
3 | Kukufi¢né Cornies se Inénym seminkem + - - - -
4 | Prazend kukufice s prichuti barbecue + - - - -
5| Corn Puffies Cream&Onion Flavour - - - - -
6 | Celpo Fit nefritovany snack slanina + - - - -
7 | Kukufti¢né lupinky motska stil + - - - .
8 | Zlata kukufice + - - - -
9 | Sladka kukurice + - - - +

10 | Krupice kukuficna + - - - -
11 | Kukufi¢né mouka hladka + - - - -
12 | Kukufi¢né placky + - - - -
13 | Kukuftic¢né tycky + - - - -
14 | Francouzska polévka - - - - -
15| Corn Flakes strouhanka + - - - -
16 | Krmivo pro hlodavce + - - . -
17 | Krmivo pro zahradni ptactvo + - - - +
18 | Dentalife Zvykaci pochoutka pro psy + - - - -
19 | Lojové koule pro venkovni ptactvo + - - - -
20 | Prazena a solena kukufi¢né zrna s chilli - - - - -
21 | Kukufice z pole u hibitova - Ledenice + - - - -
22 | Krmivo pro bazanty + - - - +
23 | Krmivo pro hlodavce + - - - -
24 | Jemny kukufi¢ny Skrob v prasku - - - - -
25 | Zeleninova smés na masle s kukufici + - - - -
26 | Mini Pizza Sunkova s kukufici + - - - -
27 | Hluboce zmrazena smés s kukufici + - - - -
28 | Zeleninova smés hluboce zmrazena + - - - -
29 | Kukufice cukrova pfedvafena + - - - -
30 | Kompletni krmivo pro drobné hlodavce + - - - -
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6. Diskuze

GM plodiny byly poprvé schvéleny ke komer¢ni produkci v roce 1994 a v soucasné
dobé¢ je jimi oseta plocha o velikosti téméf 190 miliond hektar. Vice nez 80%
péstovanych GM plodin ptedstavuje dulezité potraviny jako je kukufice, sdja nebo
fepka olejka. Drtiva vétSina téchto plodin je péstovana v USA a Brazilii, zatimco vice
nez tiicet jinych zemi zakazuje jejich kultivaci. Odptrci GMO se nachazeji predevsim
v EU, ktera nakladani s GMO a jejich produkty pfisné reguluje. Vysledkem téchto
regulaci je povinné oznacovani potravin a krmiv. Jelikoz ptitomnosti GMO nelze uplné
zabranit a jejich ndhodna pfitomnost se mize vyskytnout naptiklad na poli ¢i pfi
transportu, povinnost oznacovani nastdvd u produktl obsahujicich vice nez 0,9%
autorizovaného GM materialu (Becker et al., 2018).

Organismus vznikly za pomoci technik genetického inzenyrstvi a téz vétSinu jeho
produkti 1ze jednoznaéné identifikovat za pouziti metody PCR. Tato metoda cili na
,»Cizi“ sekvence DNA, které byly do pivodniho genomu vlozeny (Grohmann et al.,
2019). Pti PCR analyze je béhem nékolika cykli cilova sekvence DNA zmnozena az
miliardkrat za pouziti genové specifickych primert. Amplifikovany gen je nasledné
vizualizovan pomoci gelové elektroforézy (Nazir et al., 2019). Metodou PCR jsem pro
ucely této bakalaiské prace stanovovala GMO ve 30 vzorcich potravin a krmiv
obsahujicich kukufici. Nejprve jsem vzorky testovala na pfitomnost genu pro zein,
zasobni protein kukufice. Tento gen byl pouzit k potvrzeni piitomnosti a kvality
kukuti€éné DNA ve vzorcich. Nésledné jsem PCR vyuzila k detekei ¢tyt riznych GM
odrid kukufice: Btll, Bt176, Mon810 a T25. Metoda PCR byla pro analyzu mnou
pofizenych vzorkli obzvlaSté vhodnd, protoZe se mezi témito vzorky nachdzely i
primyslové zpracované produkty. Podle Fraiture et al. (2015) se tyto produkty
nedoporucuje analyzovat za pomoci metod, které jsou zalozeny na identifikaci
vysledného proteinu kodovaného vlozenym transgenem. A to proto, Ze proteiny ve
zpracovanych potravinach jsou obvykle vysoce degradované ¢i denaturované a
jakakoliv modifikace v cilovych proteinech by mohla pozménit specifitu a citlivost
provadéného testu.

Izolace DNA byla prvnim a vyznamnym krokem pfi stanoveni GMO ve vzorcich.
Byl tfeba zvolit postup, ktery by umoznil ziskat dostatecné mnozstvi DNA v Cisté
formé. VétSina metod izolace DNA jsou modifikované verze CTAB metody. Klasicka

metoda CTAB je ale velmi casové naro¢na, proces extrakce zahrnuje nékolik
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centrifugaci a inkubaci, praci se skodlivymi latkami a k izolaci DNA je potieba vétsiho
mnozstvi vzorku (Abdel-Latif et al., 2017). Tyto divody mé piimély vyzkouset dvé
rychlej$i metody. Ze vzorku 1-4 jsem DNA izolovala pomoci jak komeréniho kitu
NucleoSpin® Food Kit, tak automatického izolatoru nukleovych kyselin MagCore®,
abych byla schopna urdéit, ktera ze dvou metod poskytne lepsi vysledky. Protoze obé
metody fungovaly a dospéla jsem k témét totoznym vysledkim, rozhodla jsem se u
zbylych vzorki izolovat DNA pouze za pomoci automatického izolatoru. Tato varianta
byla sice drazsi, ale méné casové narocna.

Dulezitym krokem bylo také orientacni spektrofotometrické stanoveni koncentrace
izolované DNA. Meéfeni jsem provedla pii vinové délce 260 nm za pouziti
spektrofotometru BioSpec-nano. Naméiena koncentrace DNA se pohybovala v rozpéti
od 1,06 do 103,42 ng/uL. Nejnizsi koncentraci DNA mé&l vzorek DNA izolovany
z produktu Kukufiéné klasky v nalevu pasterizované, zatimco nejvyssi koncentrace
DNA byla naméfena u vzorku DNA izolovaného z vyrobku Celpo Fit nefritovany snack
slanina. Rozdil ve vytéznosti DNA u jednotlivych vzorki byl pravdépodobné zpusoben
riznym stupném pramyslového zpracovani produkti. Greiner et al. (2005), Ujhelyi et
al. (2008) a Vijayakumar et al. (2009), kteti také detekovali GMO v potravinach, méli
stejné jako ja potize Sizolovanim dostatecného mnozstvi amplifikovatelné DNA
Z primyslové zpracovanych produkti, a to kvili ¢inkiim, které techniky zpracovani
potravin maji na kvantitu a integritu DNA.

Izolovanou DNA ze vzorkl jsem vyuZila u PCR analyz. Nejprve jsem za pomoci
PCR metody testovala vzorky na pfitomnost genu pro zasobni protein kukutice zein.
Ptitomnost tohoto genu byla detekovana u téch vzork, ve kterych byla kukufiéna DNA
pfitomnda, neporusend a amplifikovatelnd. Pouze takovéto vzorky mélo smysl dale
testovat na piitomnost jednotlivych GM odrtid. Ozgen et al. (2013) u svych vzorki také
zjistoval pfitomnost genu pro zein, a to ze stejné¢ho divodu jako ja. Nicméné ja jsem
pro kontrolu testovala i vzorky, u kterych nebyla pfitomnost kukufi¢né DNA prokazana.
Vysledky PCR jsem vizualizovala pomoci elektroforézy. Pokud byla amplifikovatelna
kukuti¢éna DNA ve vzorku pfitomna, na agarézovém gelu bylo mozné spattit prouzek
oznacujici fragment DNA o velikosti 102 bp. Kukufi¢nou DNA se mi nepodaftilo
izolovat u vzorkl Francouzska polévka, ktera obsahovala kukufi¢ny Skrob a Jemny
kukufi¢ny $krob v prasku. Ozgen et al. (2013) ve své praci uvedl, ze se mu navzdory
opakovanému snazeni také nepodafilo izolovat DNA z kukufi¢nych Skrobt, ackoliv

pouzil jiné metody izolace DNA nez ja (CTAB a Promega Wizard™ Genomic DNA
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Purification Kit). Dale se mi nepodafilo prokazat ptitomnost kukuficné DNA ve
vzorcich Prazenda a solena kukufi¢na zrna s chilli, Kukufiéné klasky v nalevu
pasterizované a Corn Puffies Cream&Onion Flavour. Pfi primyslovém zpracovani
téchto vyrobkd pravdépodobné doslo k degradaci DNA vlivem tepla, enzymatické
aktivity ¢i nizkého pH. Je také mozné, Ze jsem pii izolaci DNA udé¢lala chybu, naptiklad
jsem mohla nedostate¢né homogenizovat vzorky. Negativni vysledky by také mohly byt
zpusobeny nepiitomnosti kukufice ve vzorcich, ale tato varianta je vysoce
nepravdépodobna.

Dale jsem pouzila PCR metodu k detekci ¢tyf riznych GM odriad kukufice: Btl1,
Bt176, Mon810 a T25. Pii testovani vzorkll na pfitomnost kukufice MONS10 se
objevily amplifikované fragmenty DNA o o¢ekavané velikosti 199 bp u vzorka Sladka
kukutice, Krmivo pro zahradni ptactvo a Krmivo pro bazanty. U ostatnich vzorku se
neprokézala pfitomnost ani jedné z testovanych GM odrud kukufice. Intenzita prouzkt
u pozitivnich vzorkd je ale nepatrna. Z tohoto divodu bych doporucovala vzorky
presettit pomoci metody real-time PCR, ktera umoznila kvantifikovat obsah GMO
Vv potravinach a krmivech jiz n¢kolika védcim, jako napiiklad Becker et at. (2018) ¢i
Cottenet et al. (2019).

Vsech 30 testovanych vzorkii bylo potfizenych zbézné dostupnych zdroji
v JihoCeském kraji. Dva z téchto vzorkid mély na etiketé¢ ndpis ,,GMO free®. Zbytek
vzorkli na svém obalu zadnou informaci tykajici se pfitomnosti ¢i absence GM
materialu neuvadél. Ozgen et al. (2013), ktery v Turecku testoval mirné a vysoce
zpracované potraviny na ptritomnost GM kukufice a so6ji, dospél k zavéru, ze 20,3% ze
74 testovanych vzorkl bylo pozitivnich na obsah GMO. Ani jeden z téchto pozitivnich
vzorkd nebyl oznacen, coz odporovalo turecké legislativé. Vysledky mnou provedené
analyzy byly ponékud pfiznivéjsi, ackoliv jsem testovala men$i mnoZstvi vzorki.
Z mych vysledki vyplynulo, ze pouze 10% z 30 testovanych vzorka obsahovalo GMO.
Tyto vzorky ale také nebyly oznafeny. Nicméné je mozné, ze obsah GMO byl v téchto
vzorcich nizsi nez 0,9%. Aby se dalo s jistotou prohlasit, Ze pozitivni vzorky jsou nebo
nejsou v souladu s legislativou EU, musel by se v nich kvantifikovat obsah kukufice
MONS810.
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7. Zavér

Na zakladé vysledka této prace Ize usoudit, ze konven¢ni metoda PCR je vhodna
k detekci GMO v potravinach a krmivech, a to i téch primyslové zpracovanych. Tricet
vzorkd potravin a krmiv obsahujicich kukufici bylo testovano na piitomnost Ctyf
riznych GM odrid kukufice: Btll, Bt176, Mon810 a T25. Navzdory soucasnym
nafizenim, ani jeden ze tii pozitivnich vzorki, u kterych byla prokazana piitomnost
kukufice MONS810, nemél na svém obalu oznaceni, které je povinné u vSech produkti
obsahujicich vice nez 0,9% autorizovaného GM materidlu. Je mozné, Zze obsah GMO
V téchto vzorcich byl nizsi nez 0,9%. Nicmén¢ skutecnost, ze pozitivni vzorky nemély
na obalu fadné oznaleni, ukazala, ze kontrolu GMO Vv zemi nesta¢i provadét pouze
sledovanim béhem importu, ale dilezité je i testovani potravin a krmiv v misté prodeje.
Prestoze zatim nebyly pozorovany zadné neptiznivé ucinky na lidské zdravi ¢i zivotni
prostiedi, zakaznik ma pravo védét, jaky produkt si kupuje a sam se rozhodnout, zda si
produkt obsahujici GMO zakoupi. Vzorky, které vysly pozitivné, bych doporucovala
presetiit za pomoci real-time PCR, kterou Ize kvantifikovat obsah GM kukutice. U
vzorkd, které mély na obalu uvedeno ,,GMO free“, skute¢né nebyla prokazéna

ptitomnost ani jedné z vysetfovanych GM odrid kukufice.
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10. Seznam zkratek

GM — geneticky modifikovany/a/é

GMO — geneticky modifikovany organismus
MRNA — messenger RNA

T-DNA — transferred DNA

Bt — Bacillus thuringiensis

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleové kyselina

EP — Evropsky parlament

EU — Evropska unie

USA — Spojené staty americké

A. tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens
ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
tzv. — tak zvany

tzn. — to znamena

PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
SDS — dodecylsiran sodny

PVDF — polyvinylidenfluorid

napt. — napiiklad

PCR — polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvalitativni PCR

ug — mikrogram

mg — miligram

s — sekunda
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min — minuta

cDNA — komplementarni DNA
NIR — blizké infraervené zafeni
nm — nanometr

bp — part bazi

EtBr — etidium bromid

V — Volt

vz. — vzorek

¢. — dislo
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