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Anotace

Ukolem této prace je zvladnout detekci gehawanipulovanych produkt(GMP)
z krmiv v jatrech kiat, v jejichZ diet byla tato krmiva obsaZena. Byly pouZzity 2 GMO
plodiny: insekt rezistentni Bt-kukice - herbicid tolerantni Roundup Ready séjaé Ob
plodiny jsou dlezitym komponentem krmnych €si pro diibez. Detekce bude
provacdna molekulardy biologickymi metodami. V zaru prace by ma byt

vyhodnocena potencidlni rizika pro konzumenty.
Kli¢ova slova : GMP, Bt-kukice, Roundup Ready séja

Annotation

Aim of this thesis is to manage detection of geady modified products (GMP)
from feed in liver of chicken, which diet contain&MP feed. Two GMO crops were
used for feed, insect-resistant Bt-maize and hebic- tolerant Roundup Ready
soybean . Both crops are important components ickeh feed. The detection will be
practise by molecular biological methods. The guestlangers for consument should

by evaluated in conclusion.

Keywords: GMO, Bt-corn, Roundup Ready soya
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1. UVOD

Pouzivani GMO se rozviji rychlym tempem nejenom akladnim vyzkumu.
Prostednictvim geneticky modifikovanych organigmjsou gipravovana léiva,
diagnostika, enzymy pro potraviiséiou vyrobu a podoknV zentdélstvi se rozuje
péstovani geneticky modifikovanych plodin zejména me&ice a v Asii. Jedna se
pievazre o soju, kukiici, bavinik afepku. Nejpouzivaf)si modifikace pedstavuji
tolerance ke Sirokospektrym herbigid a odolnost &i hmyzim Skidcim (tzv. Bt
plodiny, produkujici toxiny Bacillus thuringiensis). DalSimi vlastnostmi, na které se
zant®iuje vyzkum GM plodin, je ndgklad odolnost u¢i viram, lepsSi vyuzivani dusiku,
odolnost w¢i suchu nebo zasoleniugly, zmény ve sloZeni ol& nebo Skrobu atd.
Kromé zentdélskych plodin jsou pro komeéni vyuziti v Evrog schvaleny i geneticky
modifikované karafiaty se zménou barvou k¥tu (geny z petunie). Pokusrjsou
péstovany i stromy, ndptopol pro technickédgly a virus-rezistentni ovocné stromy.
V laboratdich a sklenicich jsou k vyzkumnyngelim i pro mozné komeéni vyuziti

modifikovany nap. petlinie, tabak nebo chryzantémy.

Tento zvysujici se nast s sebouiinasi otazku bezgaosti potravin, pochazejicich
z GMO. Pozornost lidi se stale vice z&mie na mozné negativni , ale i pozitivni
dusledky z#azovani potravin a krmiv do vyzivy lidi a #af, které pochazeji
z geneticky modifikovanych plodin.éBtovani GM plodin by mohlo vést rotin ke
snizeni biologické rozmanitosti zedglskych plodin, pokud by se komsi péstovani
zantiilo pouze na maly p®t GM odiad. Na druhou stranu, negativnistiedky na
biologickou rozmanitost ma kazdé intenzivni 2ehstvi. Rizikem je také mozny vznik
rezistentnich plevé] pokud by dochazelo k pouzivani stale stejnyclbibielfi. DalSi
nevyjasgnou skuténosti je tzv. horizontalniipnos transgenu z podskiavych zbytki
v pudé na jiné organismy, nebo mozZnodeposu a kontaminace nemaodifikovanych

plodin @i opyleni.

Nevime, jestli se negativa spojena s GMO nepr@éwe vzdaletsi budoucnosti.
Co vSaktici mizeme je to, Zze GMO &ené k vyrol potravin prochazi velmifsnym
schvalovacim procesem, ve kterém jsou vSestraestovany. Tedy, aspopodle
dostupnych mozZnosti dneSnich technologii.tZji se, jestli penosem genu nedoslo ke
zmené slozeni rostliny (hlavh téch ¢asti, které jsou dale vyuzivany ke zpracovani a

konzumaci), provadi se testy na toxicitu, alergenkiontroluji se vyzivové vlastnosti



atd. Rostliny jsou takéeékolik let pestovany v éiznych girodnich podminkach, aby se
owefilo, jestli jsou vlastnosti modifikované adty ustalené. DalSi fazi je zkrmovani
téchto plodin zvfaty. A jen v gipads, Ze vSechny testy dopadnou #®mbje mozno
pouzit tyto plodiny pro lidskou vyZzivu.

Prib¢h testovani bezgaosti GM plodin spéiva vtom, Ze nejprve se s novou
bilkovinou provadji zkouSky na stravitelnost v simulované Zakme&aw. DalSi
velmi casto citovanou starosti je alergie. Kjejimu teétdvje dohodnut systém
zkousSek, ktery zdna tim, Ze se sloZeni bilkoviny srovna se znamkomhbinacemi
aminokyselin, které vyvolavaji alergii. Pak se sliedvliv na zZiv@ichy.

V této praci se budeme zabyvat vlivem Bt kiika a Round Ready s6jou naibez.
Oke plodiny jsou dlezitym komponentem krmnych $8i pro dfibez. Jedna se o insekt
rezistentni Bt kukiici a Roundup Ready soju, jez je tolerantni k lagtgfozatu
(&innému prvku herbicidu Roundup). Sledovaniazani modifikované kuKice a sgji
do vyzivy diibeZe by nerio ovlivnit uzitkové vlastnosti ani kvalitu produgc
Zkrmovani GMO hospodékym zvfatim je spojeno s mizivymi riziky. Bezpeé jsou
Z hlediska lidské vyzivy a lidského zdravi i Ziv&né produkty zvat krmenych krmivy
z GMO. V souwasnosti nelze prokazat jakykoliv rozdil v zig&nych produktech ziat,
krmenych GMO, a produkty ziskanymi od iatj kterda GMO nekonzumuiji.



Cil

Detekce genav manipulovanych produkt z krmiv v jatrech kiat. Zaazeni
modifikované kukiice a séji do vyzivy dibeZze, zkoumani, zda owuiuji geneticky
modifikované plodiny uZzitkové vlastnosti a kvalpirodukce kimt. Zkoumani zdravotni
nezavadnostiéthto krmiv. Vyvraceni spekulaci, Zze neni riziko pimani geneticky

modifikovanych rostlin, a vyuZziti GM organisna produkd pro lepsi vyvoj lidstva.



2. LITERARNI P REHLED

2.1.Geneticky modifikované organismy — jejich definicea vznik

Geneticky modifikovany organismus (GMO) je Zivotagpny organismus, jehoz

dédicny material byl zrdinén genetickou modifikaci, tj. cilenou 2mou ¢asti ddicné
informace. Tato zina se pendsi i na potomstvoiésné zani zakonas. 78/2004kika,
Ze geneticky modifikovanym organismem rozumime wisjaus, jehoz &licny
material byl znénén genetickou modifikaci provedenou postupy, kterddu zmigny.
Do této skupiny séadi nap. geneticky modifikované rostliny, mikroorganiznhnguby,
Zivogichové - transgenni mysi, hospdskéa zviata a dalSi (Flachowslgyal., 2005).

Priprava rekombinantnich molekul DNA a klonovani @ga zakladem genového
inZenyrstvi (Gl). Zahrnuje Upravy deoxyribonukledwseliny (DNA) s cilem pozemit
dedicné vlastnosti fijemce. Technika, kterou seiravuji rekombinantni molekuly
DNA, je provedena biochemickymi a molekul&miologickymi postupy. Tyto
vytvoiené kombinace &sSinou v irodé neexistuji. Spojeni cizorodé informace ve
formé fragmentu DNA s vektorovou molekulou plazmidu, gagebo viru umaiuje
pienos exogenni DNA do bBlky procesem transformace, transfekce nebo transdukc
Genové inZenyrstvi umagje izolaci, purifikaci a studium jednotlivych geme WtSim
mnozZstvi, jejich expresi a 8mé zavedeni do liky, a tim gipravu genové banky, ktera
je spiSe genetickym materialem individua nez driwiw.transgen).

Na rozdil od klasickych genetickych posiygakymi jsou nap kiizeni nebo
indukce mutaci, které se vyuZivaji k ziskavani rjeii daného druhu s novymi
vlastnostmi, dovoluji techniky genového inZzenyrspignasSet geny do taxonomicky
vzdalenych organizina prekonavat tak firozené mezidruhové reprodirk bariéry.
Transgenni organizmy se proto vyZog vlastnostmi, které by se u daného druhu
v pribéhu evoluce ve volné fpodé pravdpodobrg nikdy nevytvdily. S vyuzitim
metod mutageneze in vitro Ize geny navic @lepravovat a vzajemérkombinovat, coz
vede ke tvord pozmenénych nebo novych produkt Gen upraveny metodami
genového inZenyrstvi aignaSeny do hostitelského organizmu se @zeajako
transgen. Organizmus, jehoZz genom obsahuje stabdtbereény transgen, se oztige
jako transgenni nebo téz geneticky modifikovanyaargmus (zkr. GMO). Proces

vytvareni transgennich organifnse oznauje jako transgenoze (Rosypal, 2002).
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2.2.Geneticky modifikované rostliny

NejvyznamijSi oblasti ve vyvoji novych GMO jsou fgdevSim geneticky
modifikované rostliny, které se pouzivaji pro vyuopotravin a krmiv. VyuZziti&hto
rostlin se roz¥uje po celém ss¢. Cilem je ziskatakové odidy, které jsou odolné
proti suchu, slané veédrezistentni u¢i Skadcim a chorobam.

S vyuzitim metod mutageneze in vitro lze geny navliere upravovat a vzajengn
kombinovat, coz vede ke tvaripoznénénych nebo novych produkt

Prvni geneticky modifikovanou plodinou bylo d@j které vyvinula spotmost
Calgen pod nadzvem FlavSavrs. V roce 1992 jeéplzatestovat spodmost Food and
Drug Administration , kterd neprokazala Zzadna zoimivrizika u tohoto rapte, proto
bylo uvedeno na trh v USA. Tato adia byla klasickym Slectim upravena tak, aby
plody dolie vypadaly a daly se bez poSkozenitdobkladovat a upravovat, dawe
vSak nebyly nijak kvalitni (www.gmo-compass).

DalSi giklady geneticky modifikovanych rostlin, vyuzivarye sokasné dob jsou

uvedeny v tabulce 1.

kukutice s kombinovanou modifikaci pro rezistengévhmyzu (Bt endotoxin) a toleranci

k herbicidu glufosinatu amonnému (Bt — 176)

kukufice s kombinovanou modifikaci pro rezistenétvhmyzu (Bt endotoxin) a toleranci

k herbicidu glufosinatu amonnému (linie Bt-11)

kukurice tolerantni uci herbicidu glufosinatu amonnému (linie T 25)

Kukutice rezistentni &i hmyzu (Bt endotoxin) (linie MON 810)

karafiaty se zrénénou barvou ketu

karafiaty s prodlouzenou trvanlivosti

fepka olejka tolerantni k herbicidu glufosinatu amé&mu , hybridni (MS1 x RF1)

fepka olejka tolerantni k herbicidu glufosinatu amému , hybridni (MS1 x RF2)

sojove boby tolerantni k herbicidu glyfoséatu

tabak tolerantni k herbicidu bromoxynil

Tab. 1 Riklady geneticky modifikovanych rostlin vyuZivanyelsowasné dob.

11




2.2.1.Prehled rékterych transgeni, pouzivanych pro tvorbu GMO

2.2.1.1. Transgenoze geny pro toleranci k herbicidm

Nejvice registrovanych pokaiss transgennimi  rostlinami se tyka tolerance
k herbicidim. Herbicidy tvai nejwtsi cast pouzivanych pestidicu bézrneé péstovanych
plodin, neb@ bez ochrany proti plevign neni mozno Zadnou kulturni plodinésfovat.

VyuZziti transgennich rostlin tolerantnich k herbich znamena urady plodin
snizeni spaeby €ch herbicid, které se aplikuji preventi¢rdo pidy (preemergentnich
pesticidi). Péstovani transgennich rostlin by¢lm i pozitivni giinos pro ekonomiku
statu, hlava v zengdélstvi. Nekolika nasobd by se zmenSili naklady na nakupy
pesticidi a herbicid. Také umoi#uji nahradit klasické herbicidy typy, které seidp
|épe odbouravaji a jsou Setj#i k Zivotnimu prosedi, k pracovnikm v zengdglstvi i
ke konzumenritm (www.biotech).

Transgeny pro rezistenci k herbigid negedstavuji Zadné riziko protipodni
spole&enstva (kromd plevell), Zivagichy ani ¢lovéka. MozZnost penosu tolerance
k herbicidim na gibuzné plevelné druhyfipozenym spraSovanim je extréénnizka.
Pokud by snad na &itém Uzemi ke vzniku populace ¢itého druhu plevel
rezistentnich k @itému herbicidu fece jen doSlo, znamenalo by to jen, Ze tam bude
nutno pouzivat po tditou dobu jiné odidy a jiné herbicidy, s odliSnym mechanizmem
acinku (Ondej, 2002).

2.2.1.1.1. Transgen pro rezistenci k glyfozatu

Herbicid glyfozat je po chemické strance terciamiin, N-(fosfonometyl)glycin
(Comaiet al., 1983; Comakt al., 1985). Blokuje syntézu aromatickych aminokyselin
tim, Ze inhibuje enzymaticky krok biosyntézy SikimaTento herbicid {sobi na
vSechny rostouci rostliny,je tedy neselektivni.aléterbicidni aktivita je podména
inhibici enzymu 5-enolpyruvylSikimét-3-fosfat-symya (EPSP). Sikimatova dréha
probih& v bikach chloroplasi

Rostliny po styku s herbicidem glyfozatem vadnon¢dmou a nakonec dochazi
k Ghynu (Fujimotcet al., 1993).

Existuji i typy transgef podmiiujici rezistenci ke glyfozéatu
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1. Transgen pro enzym EPSP, ktéigi nadprodukci tohoto enzymu (klonované geny
Petunia a Arabidopsis) (Horschet al., 1988; Shalet al., 1986).

Cilem je, aby v biice bylo tolik molekul EPSP, aby i zéeglpokladu, Ze bude veSkery
glyfozat vazan na EPSP, stale zbyval volny EPSkrykvykazuje dostateou
katalytickou aktivitu (Ontkj, 2002). Nktefi odbornici vSak maji pochybnosti, protoze
intenzita fistu rostlin stimto transgenem byla podstahiZzena. Bvodem je,Ze se
glyfozat hromadi v apikélnich pupenech a tam jejta¥é zvySené mnoZstvi enzymu

pIné vazat. Misledkem bylo zpomaleniistu (Kleeet al., 1987).

2. Transgen pro enzym EPSP, ktery koduje modifikgvaenzym EPSP (geny
klonovany z bakterii Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Agrobacterium
tumefaciens a z rostlinPetunia hybrida a Arabidopsis thaliana) (Comai et al., 1983;
Comaiet al., 1985)je tolerantni ke glyfozatuBaterialni gen je ozran jakoaroA,
protoZefidi syntézu aromatickych aminokyselin (Comai et983).

3. Transgen pro glyfozatoxidoreduktazu (GOX) (kieduo z bakteriédchromobacter)
Zde dochéazi k vneseni transgenu pro enzym, ktery d@erbicid metabolizuje.
Netransgenni rostliny takovy enzym nemaji. Protosejiubyt vneseny geny pro
degradaci glyfozatu, ty jsoufippomny v mnoha mikroorganismech séBdomonas,
Arthrobacter, Alcaligenes spp.) (Ondtej, 2002).

2.2.1.1.2. Transgen pro rezistenci k fosfinotricinu

Herbicid fosfinotricin — chemicky 4-[hydroxy-(mejfbsfinoyl]-D,L-homoalanin
pati mezi neselektivni herbicidy. Jehédgpbeni sp&iva v blokovaniglutaminsyntazy.
Tento enzym je kéiovy v metabolizmu dusiku, ktery detoxikuje amoniek vzniku
glutamatu, ktery je dalSim vstupnim prvkem do d@al$netabolickych drah rostlin.

V dasledku toho dochazi k nahrongad amoniaku ve vysokych koncentracich , coz
vede k blokad fotosyntézy a k rozpadu chloroplasPo aplikaci herbicidu dochazi po
n¢kolika hodinach k poklesu fotosyntetické aktivity do rekolika dni rostliny
zezZloutnou a odurou. (Drobnik, 2002)

BakterieS. hygroscopicus a S. viridochromogenes také sodasré syntetizuji enzym
fosfinotricin-N-acetyltransferdzu (PAT), ktery agleje volnou NH — skupinu
fosfinotrcinu , a tim jej inaktivuje. Gen, ktery dudje fosfinotricinacetyltransferazu,
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klonovany zeS. hygroscopicus (Thompsoret al., 1987) je v literatie ozn&ovanbar a
gen zeS. viridochromogenes (Strauchet al., 1988) je oznéovanpat. Enzymy kédované
obéma €mito geny maji 183 aminokyselin a jejich primartruktura vykazuje zrianou
homologii (83%) (Wehrmanmt al., 1996). Oba geny byly&lenény do vektorovych
plazmidi bakterii Agrobacterium tumefaciens pro transformaci rostlin (DeBloo#t al.,
1987; Wohllebenet al., 1988) a jsou vyuzity v jiz existujicich ddiach repky a
kukufice povolenych v USA a Kanad(Ondej, 2002)

2.2.1.1.3. DalSi herbicidy, pro které vytvarime tolerantni transgenni rostliny:

- herbicidy, které blokuji enzym acetolaktatsytaziL$

- herbicid bromoxynyl, ktery u rostlin blokuje fotaggm I

- herbicid fenmedifan,sobi toxicky na specifické proteiny fotosyntézy
- herbicid triazin, inhibuje fotosyntézu

VétSina herbicid blokuje dilezité enzymy pro tvorbu nepostradatelnych latek
rostlin. Proto se snazime nachézet takové stuthes k [fes jejich pouzivani kulturnim
rostlinam neskodi. Nejvice se vyuZivaji @dly rezistentni ke glyfozatu, ktery inhibuje

enzym @astnici se na biosyntéze aromatickych aminokyselin.

2.2.1.2. Transgenoze geny pro resistenci k hmyzim siklcam

V tabulce 2 je fehled rkterych zakladnich, a pro nas velniil@Zitych, geneticky
modifikovanych rostlin rezistentnich k hmyzimudkam. Geny, které se vkladaji do
rostlin jsouCrylA(a), CrylA(b), CrylA(c), CrylllA . Ty koduji specifickou bilkovinu,
kterd Skodi hmyzuipstyku s ni.
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rostlina gen hmyz
Nicotiana tabacum CrylA(a) Manduca sexta
CrylA(b) Heliotus virescens
CrylA(c) M. sexta
H. virescens
Helicoverpa zea
Soodoptera exitus
Leptinotarsa decemlineata
CryllA
Lycopersicon esculentum CrylA(b) M. sexta, H. virescens,
H. zea,
Kriteria lycopersica
CrylA(c) S exitus, M. sexta
Zea mys CrylA(b) Ostrinia nubilalis
Manduca sexta
Brassica oleracea CrylA(c) Plutella xylostella
Brassica napobrassica CrylA(c) Pierisrapae
Brassica napus CrylA(c) P, xylostella, T. ni, H. zea,
Picea glauca CrylA(c) Plodia interpunctella
Cydia pomonella
Amyeloistransitella
Solanum tuberasum CrylA(c) M. sexta
Phtorimea operucella
O. nubilalis
CrylllA Leptinotarsa decemlineata

Tabulka¢.2: Fiklady geneticky modifikovanych rostlin rezistenpmoti hmyzim

Skidcim vyuZzivanych v satasné dob.
2.2.1.2.1. Transgen proé-endotoxin Bacillusthuringiensis
Bacillus thuringiensis byl poprvé objeven v Japonsku v podniku, kde &stqval

bourec moruSovy. Bakterie tamagwbila Uhyn motyl. Pak byl znovu izolovan
z populace matnych ¢ervia v Durynsku (Adang, M. J. and Staver M. J., 1983¢dna
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se o grampozitivni bakterii, kterafipsporulaci syntetizuje insekticidni krystalicky
protein. Struktura proteinu je tiena z jednoho neboékolika typi proteinovych
subjednotek. Protoxinnebolis-endotoxiri bylo jiz charakterizovanoips 150 a kazdy
Z nich n&l pomeérné Uzké spektrum insekticidni resistence.

B. thuringiensis s aktivitou 6-endotoxinu proti broukm byly izolovany v r. 1987
(Sekaret al., 1987). Aby ziskaly entomopatogenni aktivitu, mbgt 5-endotoxiny
rozpusény pii alkalickém pH ve s$ew hmyzu a aktivovany proteazami, které
specificky od3tpuji C-terminalni vysokomolekularn¢ast (130 kDa) protoxinu a
n¢kolik aminokyselin na N-konci. Vznika vysledny ménsolypeptid (60-70 kDa),
ktery je teprve aktivnim toxinem. Toxin se spedificvdZze na apikalniast kartédkove
membrany epitelu &v citivého hmyzu. K navazani dochazi ve dvoudziz nichz
prvni je reverzibilni a druh& ireverzibilni &gopoklada vazbu toxinu na receptor. Po
inzerci toxinu dochazi k destrukciesta. Cely dj je podobny plazmolyze (Sekaral.,
1987).

Specifinost &inku je dana nejen selektivni afinitou enzymatickgraveného
proteinu k vazebnym doménam na membranad¢avisiho epitelu, alecast&né i
kyselosti prosedi zazivaciho traktu a speceifosti travicich proteolytickych enzym
Diky pomegrné Uzkému rozsahutgobnostid-endotoxinu, toxin fisobi jen na citlivé
Skidce a ne na uziiay hmyz a transgenni rostliny, se mohou stat&stil integrované
ochrany rostlin (Onij, 1999).

Bakterie B. thuringiensis se pouzivaly déle nez 30 let v USA jako bioinsedic
k ochrar polnich plodin ped vice nez 300 druhy hmyzu. Preparaty jsou albédea
bakterie se udrzi v porostu jeskolik dni. Postik je proto teba opakovatAdanget al.,
1985; Adanget al., 1993).

Transgenoze genem pi» thuringiensis negedstavuje stoprocentni ochranteg
Skidci. Chrani z 90-95 % ar@dpoklada se, Ze zbytekigka se zlikviduje obasnym
postikem pesticidy. Nkdy se tyto GM rostliny povazuji za ,zeleny pestic{Roush,
1997).

2.2.1.2.2. Geny rostlinného pivodu zpasobujici rezistenci k hmyzim Skdciam

Jiz dnes je znamochkolik dalSich mechanizinbranicich roz$eni rezistence, které
vyuZivaji rostlinnych gein Syntéza antimetabolickych prot@jrkteré narusuji proces

trdveni hmyzu, je obracend strategie, kterou rgs8iiroce vyuzivaji. Takové proteiny
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mohou byt syntetizovany konstituti#gnzvlase v pletivech, ktera jsodasto napadana
hmyzem, jejich syntéza e byt také indukovana teprve mechanickym poskozeni
k jakému dochazi ip okusu hmyzem. Transgeny pro inhibitory amylaz ratgéz
v transgennich rostlinnach inhibuji enzymy v tréavidraktu hmyzu, a timgsobi jejich
uhyn (Thomaset al., 1995). DalSimi takovymi geny mohou byt geny, Kodluektiny,
jejichz &inkem je vazani toxickych cukra tim zgisobuji otravu organismu.
V neposledni radkt Ize do této skupiny #adit geny pro chitinazy a

tryptofandekarboxylazy.

2.3.Charakteristika v CR dvou nejdileZit&jsich GM plodin

2.2.2.Roundup Ready séja

Soja, kterd je diky cizimu genu odoln& proti hecdhicglyfozatu Roundup (tzv.
Roundup Ready sojéli RR soja), se gstuje v bast této plodiny (v USA) na 90%
ploch (www.transgen)

Tuto rostlinu vyvinula spol@most MONSANTO. Jedné se o linii GTS 40-3-2, jeZ je
tolerantni k herbicidu glyfosatu {inné latce herbicidu Roundup) a kter4 obsahuje
uvedené DNA sekvence: gen CP4 EP&PAgrobacterium sp. kmen CP4 — o kterém je
znamo,ze viirodk prenasi své geny do rostlin aigpbuje tumory na rostlinach),
promotor 35S (P-E35S) z mozaikydaku, ¢ast genu Petunia hybrida zajigujiciho
tvorbu tranzitniho peptidu (CTP) pro transport enay EPSP do chloroplastu a
terminator NOS 3 Agrobacterium tumefaciens (Padgettet al., 1995).

Duvodem vloZeni &hto gerd do rostliny bylo pekonani negativnich ¢inka
glyfozatu. Glyfozat ( N-fosfonometylglycin) inhibeij aktivitu enzymu EPSPS (5-
enolpyruvylSikimat-3-fosfatsyntazy), ktery zprsstkovava syntézu aromatickych
aminokyselin. Nefunéni enzym blokuje syntézu aromatickych aminokysetia,vede
ke smrti rostliny. Tento enzym se vyskytuje také&akterii,hub a zelenych rostlin, u
Zivocichu se nevyskytuje. Rostliny tolerantni Kgravku Roundup, maji funkci
rostlinného EPSPS nahrazenou upravenym EPSPS emzyhgenosu cizich vektdr
do DNA rostlin se pouziva specialnickeposnych vektdr,nag. plasmidi, kterym je
mozno jejich genetickou informaci upravovatlénovat a vyazovat cizi DNA) a

piendSet je tznymi metodami do DNA rostliny. Enzym EPSPS je kdtdo
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v DNA,syntetizovan v cytoplaséyale odtud se #emig’uje do chloroplast kde
vykonavd onu deZitou, nepostradatelnou chemickou reakci pro limst Paadi
aminokyselin v bilkovinné molekule vlastniho enzyBBSPS je u vSech organism
velmi podobné.

Konstrukt pro peménu kézné soje v odidu necitlivou glyfozat tedy obsahuje tyto
useky DNA: signal pro rostlinu, 2¥ast genu z petdnie, 2x gen pro EPSPS, gen
zneSkodujici kanamycin, signal plastidu, gen pro beta gtokidazu (GUS), dalSi
signal pro rostlinu. Jak vidime,ékteré geny se zdvojuji. Celkovy konstrukt ma
konenou velikost gco malo pod 10 tisic ,pismen®, tedy paoasi, coz je asi 0,05%

celkové DNA rostliny. (Kadlec, nepublikovano)

2.2.3.Bt — kukutice MON 810

Bt - kukuice je transgenni rostlina s rezistenci proti hmyzAkidcam kddujici
bilkovinu 6-endotoxin bakteri®acillus thuringienssis.
Tato linie byla ziskana vnesenim genu pro protayil&(b) z pidni bakterieBacillus
thuringiensis var. kurstaki do kukdi¢ného kultivaru Hi-1l. Zmigny gen kdduje tvorbu
d-endotoxinu, ktery je toxicky zejména pro lanaduLepidopterans a Coleoptera, kam
pafti i zavije& kukuricny (Ostrinia nubilalis). Vneseny gen je kontrolovan CaMV 35S
promotorem (promotor zviru Ktakové mozaiky) a NOS terminatorem (z
Agrobacterium tumefaciens). Pritomnost intronu hsp70 kukiae v kodujici ¢asti
transgenu zatiuje vysokou urovie exprese CrylA(b) genu ( Archetral., 2000).
CrylA(b) gen byl jednim =z prvnich g&n pouzitych pro transformaci rostlin.
Insekticidni msobeni CrylA(b) proteinu je umaamo pitomnosti specialniho
vazebného mista v epitelidlni membféatraviciho traktu nachylného hmyzu. Po
navazani CrylA(b) proteinu jefetni membranadgkolika zpisoby poskozena, zejména

je zasazen transportni mechanismus ¢Péh., 2006).

2.3.Nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

Ceska komise pro nakladani s geneticky modifikovanyan produkty byla
jmenovana ministrem zivotniho présti k 2.1.2001, na zakladzakona¢. 153/2000
Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi orgarisnprodukty a o zeme nekterych

z&koni. (Ministerstvo Zivotniho progdi, 2006). Tv#i ji 16 ¢lend, kteri jsou odborniky

18



na geneticky modifikované rostlin, Zi&chy a mikroorganismy ve vztahu k
zemeédélstvi, ekologii, zdravotnictvi a legislativ Ukolem této komise je: hodnotit
Z&dosti 0 zapsani do seznamu uzivat8MO a do seznamu GMO, provdddborné
kontroly pracovis GMO a fislusné dokumentace a navrhovanim metod pro zkousky
geneticky modifikovanych organism Je poradnim organem Ministerstva Zivotniho
prostedi a podava mu sva dopoemi. Rozhodnuti o GMO vydava Ministerstvo
Zivotniho progiedi v sodinnosti s Ministerstvem zefdélstvi a Ministerstvem

zdravotnictvi (www.biotrin).
2.3.1.Zpuasoby nakladani s GMO

Zpasobem jak nakladat s geneticky modifikovanymi ioathi ndm uklada od
1.1.2001 Zakor¢. 153/2000 o nakladani s geneticky modifikovanymgamismy a
produkty a o zrén¢ nékterych dalSich zakdn Garantem zakona je Ministerstvo
Zivotniho prostedi, ve spolupraci s Ministerstvem za&fglstvi a Ministerstvem
zdravotnictvi (Doubkovéa, 2007). Podle tohoto zakdaa@da pravnicka osoba, ktera
hodla nakladat s GMO, musi podat Zadost o zapsarsiednamu uzivatel Sowasre
geneticky modifikovany organismus, se kterym seebndkladat, musi byt F@zen do

seznamu geneticky modifikovanych organism
Existuji i typy naklddani s GMO:

1) uzawené nakladani (v laboratoh, kultivatnich mistnostech, fermentorech,
uzawenych sklenicich nebo &incich)

2) uvadcni do prostedi (nap. pokusné gstovani transgennich rostlin Yiqmcd),
kdy jiz neni mozno zabranit nekontrolovatelnémtersii ale jeho objem je
omezen. Jde o polni pokusy s geneticky modifikow@ngostlinami na pesre
definovaném pozemku, které podléhajispym pravidhim, sklizené rostliny a
semena se po sk&mi pokusu musi stanovenym uspbem zlikvidovat.
Pozemek je i po nasledujicichkolik let kontrolovan (Stejskadt al., 2005)

3) uvadcni do okghu, kdy transgenni organismus je wobiostupny (prodej) a jeho

dalSi sfeni neni legislativhomezeno
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2.3.2.Rizika geneticky modifikovanych rostlin

Jako kazdy zZivy organismus i GM rostliny a Ziwhové se rozmnoZzuji a dalgisi
Jakmile se uvolni do prasdi, nelze jej vzit 1. A tak otazkou, na kterou také dodnes
nezname odp@d’, zistavaji vztahy geneticky modifikovanych organista dalSim
slozkam ekosystému. | kdyZz jsou agroekosystémy atihvelmi chudé, nap
ve srovnani sifrozenymi ekosystémy maadi nebo desStnych prales presto dosud
nezname vsSechny interakce, které v nich probihdp michz geneticky modifikované
organismy vstupuji. Tim ménje mozné odhadnout, jak geneticky modifikované
organismy zapsobi na ostatni organismy ekosystému. V praxi s€enstat, Zze se
vlivem piasobeni geneticky modifikovanych organismpienese odolnost proti
postikim i na plevel a hmyz (Flachowslkyal., 2005).

Pouzivani ingredienci a prodikt geneticky modifikovanych rostlin v potiapro
lidi a zvirata se stéle objevuji sporné otazky. Niklpd, zda neni poruSena vyzivovaci
hodnota potravin, zda je mozny negativni vliv gexkgt modifikovanych produki na
zdravi zvfat a produkty z nickti neprechazi rekombinantni DNA a nové proteiny do
zazivaciho traktu a tkadidi, zvirat (Chessost al., 2005).

Existuji dikazy, Ze pstovani gkterych GM rostlin v firok zpasobuje Uhyn
housenek motyl a larev uziténého hmyzu. Vznikaji tzv. super plevele odolngiv
herbicichm, které nuti pouzivat pdi#ty v daleko ¥tSim rozsahu (Kadlec,
nepublikovano).

DalSi studie potvrdily, Ze larvy euroasijské b&bojsou citlivé na Bt-toxin jako
larvy motyla monarchy (Felke and Langenbruch, 2004¥kumy dale nazriaji, Ze Bt
plodiny mohou rov& poSkozovat organismy zivici se hmyzem, ktery geinim
vystaven. Laboratorni studie, uskiriéné ve Svycarsku, mimo jiné dokéazaly,
Ze umrtnost larev zlatéky obecné Chrysoperla carnea) je po konzumaci zavije
voskového ziveného GM kukiai je téngt dvojndsobnd (Hillbeclet al.,1999). DalSim
a dilezitym problémem jsou Bt-toxiny vytované kdeny Bt rostlin (Saxenat al.,
2002). Tyto toxiny se rychle nerozkladaji, nybfistavaji v id¢, jsou absorbovany do
pudnich¢astic a astavaji fyziologicky aktivni po #kolika dalSich msiail (Zwahlenet
al., 2003).

Kumulativni &inky negetrzitého dlouhodobéhoégtovani GM plodin jsou velmi
dulezitym faktorem a rédy by byt zahrnuty do rizikové analyzy. | u tradich druli
nehybridnich odrd rostlin jiz doslo k tomu, Ze nappyl z GM repky opyloval jinou
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fepu ve vzdalenosti dvou kilomét{Timmonset al., 1995). Podle odpci GMO
piedstavuji tyto plodiny skrytou hrozbu nejen piorqdu, ale i pro zdrauilovéka.
Studie jejich dlouhodobych ¢inkt na lidské zdravi nebyly nikdy zpracovany

a bezpeénost GM potravin je podle nich tedy spori@da odjrci GMO varuje ped
GM rostlinami obsahujici geny odolné&dv antibiotikaim, coz ntize negativa ovlivnit
acinnost antibiotik v lidském éte. Typickym gikladem je GM kukiice, ktera je
nositelem genu zodpovidajicim za rezistengii \antibiotikim a je soutasti krmnych
smesi pro vykrm kiat. Tento gen by mohl byt teoreticky transferovatrazené
kukurice do stevnich bakterii, které tak ziskaji rezistenitivantibiotikim. Skuténosti
je, Ze transfer takového genu déeshich bakterii kiat krmenych GM kukiici nebyl
dosud prokazan (Flachowskyal., 2005).

2.4. Metody molekularni genetiky vyuzité pfi detekci GMO

2.4.1.Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Polymerazovaetzova reakce (PCR) je relaté&nednoducha, ale velmi efektivni
metoda detekce malého mnozstvi DNA sekvence. Jajistatou je opakujici se
enzymova syntéza novyclettzci vybranych Usek dvouetzcové DNA, ke které
dochézi po fipojeni dvou primek vazajicich se na protilehiétzce DNA tak, Ze jejich
3' OH-konce smiiuji proti sok (Jakubowsket al., 2006).

Tato technika umatuje exponencialni zmnozeni (amplifikaci) DNAvitro, které
je zaloZeno na unikatnich vlastnostech termostabéig-DNA-polymerasou (izolované
z termofilni  bakterie Thermus aquaticus). Rozpoznani specificky kratkych
oligonukleotidi (primerti) hybridizovanych na jedndetzcové cilové DNA vede
k nasledné polymerizaci DNA a selektivni namozéandiive znamych fragmeatDNA
(Heller, 2003).

V PCR se v zAavislosti na teplotreakéni sntsi pravidelg stidaji i cykly:
denaturace dvouvlaknové DNAipojeni primett k oddtlenym viakriim DNA, syntéza

nove dvouvlaknové DNA pragdnictvim DNA-polymerazy (Bezunk, 2007).
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Cyklicka reakce orech teplotnich fazich:
o Denaturace: pii 94° C je dvouvldknova DNA denaturovana naé¢dv
jednovldknové templatové molekuly DNA
0 Annealing: pii 30-65°C je nasedani oligonukleotidovych sond nfen) na
obou stranach cilové DNA
o Elongace: pii 65-75°C dochazi k syntéze novych viaken pomathdstabilni
DNA polymerasou od 5’konce ke 3’konci
Reakce se provadi viiaeni nazyvaném thermocycler, &mz se teplota gmi
automaticky v naprogramovany¢hsovych intervalech.iBsné hodnoty teploty a dobu
trvani jednotlivych krok je tteba optimalizovat podle délky amplifikovaného Useku
DNA a konkrétni sekvence primerV pribéhu 20-30 cykh dochéazi ke zdvojnasobeni a
exponencialnimu nastu p@&tu Usek na DNA ohranienych misty, k nimz sefipojily
primery. Vyslednym produktem reakce PCR jsou fragipeéDNA definované délky
analogickeé restrisnim fragmenim, jejichZz gitomnost v reaéni snesi se prokazuje
nag. stanoveni jejich velikosti elektroforézou v pdipdamidovém nebo agar6zovém
gelu (Knippers, 1985).

2.4.2.Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza pa&t v molekularni biologii Kk nejpouziv$im separénim
technikam p analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Principeetektroforetické
separace je pohyb nabitych molekul v elektrickénhi. pdlavnim nositelem naboje
nukleovych kyselin jsou negatignnabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové
kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opras nabité elektrodl— anod (Smarda, 2005).

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu, oztmvana jako elektroforeticka
pohyblivost, je nefimo Uungrna logaritmu jejich velikosti.

Pro prokthnuti elektroforézy jeieéba identifikovat polohy roztenych molekul,
které nejsou pouhym okem viditelné. Molekuly DNAe Ignadno zviditelnit vhodnym
barvivem. Nejastji se pouziva ethidiumbromid, ktery se vmezerujezimsusedni
pary bazi v DNA a vyt s ni komplex, ktery po ostleni ultrafialovym sétlem
cervere fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné velikosti jsquak patrné jako prouZzky,
jejichz intenzita je fmo unerna koncentraci DNA. Ethidiumbromid lze pouZzit rézn
pro barveni RNA; intenzita jejiho zbarveni je vsakSi. Pokud jsou molekuly

nukleovych kyselin radioaktién ozna&eny, znazorni se polohy prouZkna gelu
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autoradiograficky. K detekci poloh fragménzte vyuzit roviz hybridizaci se zn@nou
sondouRosypal, 2002).
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3. METODIKA A MATERIAL

3.1 Material

V roce 2006 byly vytvieny ti vyzkumné experimenty, jejichz cilem bylo &
vliv zkrmovani geneticky modifikované Roundup Reashyji linie GTS 40-3-2 a
geneticky modifikované kukice MON 810. Sledovano bylo, jaky maji vliv na
uzitkové vlastnosti brojlerovych kat, na jejich vybrané fyziologické ukazatele a
moznost transferu transgenni DNA do tk&niat.

Ve vSechitech pokusech byly vyt¥eny # pokusné a jedna kontrolni skupina. Do
pokusnych skupin a i kontrolni skupiny byloiazeno vzdy 100 kudsjednodennich
nesexovanych brojlerovych kat ROSS 308. ii® chovu kuat byla pouzita hluboka
podestylka z drcené slamy. Krmivo bylo podavanotalmusovych krmitek, voda do
kloboukovych napajek a vSe bylo monitorovano. Krmivo a voda bylo pad®
ad libitum.

Krmné snési byly shodného komponentového a Zivinového slbadryly podavané
vSem skupinam, tak i kontrolni skupirRozdily mezi krmnymi sismi byly v izném
zastoupeni mnozstvi modifikované soji a kiige. Byly rozdleny dle fazi vykrmu na
smesi BR1 (1. — 21. den vykrmu), BR2 (22. — 37. dekrayu) a BR3 (38. — 42. den
vykrmu).

Prvni pokusnd skupina da zaazenou modifikovanou extrudovanou Roundup
Ready soéju, druha pokusna skupindlareaazenou GM kuktici a treti skupina réla
zarazené ob dw geneticky modifikované plodiny. Kontrolni skuping&la zaazené ve
vSech smisich pouze standardni geneticky nemodifikovanou adjukuici.

V tabulce¢.3 je uvedeno slozeni pouzitych krmnychésim
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Slozky BR 1 BR 2 BR 3
Kukurice — standard 31,00 30,00 35,00
nebo GM
Extrudovana sdja — 36,00 39,00 33,00
standard nebo GM

PSenice 24,05 27,15 28,25
Rybi mowka 64 % NI 500 | e e

Dicalciumfosfate 2,00 2,30 2,20

C,CO;(vapenec) 1,00 0,50 0,50
NaCl 0,25 0,35 0,35
Aminovitan BR 1 -3 0,50 0,50 0,50
DL methionin premix 0,20 0,20 0,20

40%

Tabulka¢.3 Obsahuje sloZzky krmnych g8i v %

Veskeré pokusy byly uk@eny ve 42. dni &ku kurat. Z kazdé skupiny Kat bylo

nahodrt vybrano gt kohoutki, pst sleptek, u kterych u kterych bylafipporazce

z kiidelni  zily odebrana a heparinizovana krev pro atani hematologickych

ukazatel.

Po porazce a vykrveni fat, byla zjiS¢na hmotnost jata¢ opracovanehoéla,

jateni vyteznost a hmotnost slezir{gplen), jater(hepar), ledvin (rennes) a srdcecor),

v3e bylofadre zaznamenano pro statistick&ely. Pro genotypizovani bylaigporazce

odebrana heparizovana krev a vzorky jater a leddircelkového p&tu 120 kdat (10

kurat z kazdé pokusni i kontrolni skupiny x 3 opakaydPro nasSe pokusy bylo vyuzito

po 5 vzorcich jater z kazdé pokusné skupiny -etkeam 20 vzork.
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3.2 Metodika

3.2.1 Izolace DNA z jater kuiat

Genomova DNA z jater byla izolovana pomoci NuclaaSpssue kitu (Macherey-
Nagel). Postup byl proveden podle protokolu vyrobktery je vzdy ploZzen u
zakoupeného kitu.iBd z&atkem izolace musi byt nejprve Zah inkubator nebo vodni
lazai na 70 °C a poté dajvloZen pro zatéti pufr BE.

Vlastni postup izolace :

Z jater kuat se odebral vzorek o hmotnosti 25 mg a byl vliodenependorfky,
k tomu bylo gidano 180ul pufru T1 a 25ul proteindazy K. Nasledh byl vzorek
vortexovan 10 sekund. Taktofipravené vzorky se vlozily do termostatu, kde se
inkubovaly i 56°C po dobu 1 hodiny. Nasletlhylo pridano 200ul pufru B3. Vzorek
byl dikladrg promichan a inkubovan 10 minii 0 °C. Poté bylo fiddano 210ul 96 —
100% etanolu. Vzorek ségmesl do kolonky nové eppendorfky a vioZzen do degly a
staten po dobu 1 minutyipll 000 otdk&ch. Suspenze z eppendorfky byla odsman
a pidan byl 500ul pufru BW. Ogt bylo provedeno steni 1 minutu fi 11 000
otatkach. Dale suspenze odsttaa a pidano 600ul pufr B5, vzorek stéen @i 11 000
otatkach po dobu 1 minuty, suspenze odsinana opt statena pi stejnych otédkach a
¢ase. Kolonka byla iendana do nové eppendorfky a byldan el&ni pufr BE o
objemu 10Qul. Na chvili se vzorek nechal inkubovat 1 minui gokojoveé teplat,
opét stateni @ 11 000 otékach 1 minutu. Kolonka se musi @pdat do nové
ependorfky, pidalo se 50ul pifedeltatého eldniho pufru BE a vzorek tk&mse nechal
inkubovat 1 min/pokojové tepldta ot staien do nové eppendorfky. Nakonec byly

vyizolované vzorky DNA ulozenyip4 °C.

3.2.1.1.Kontrola izolace DNA

Po izolaci byly provedeny d@vkontroly. Prvni byla standardni elektroforéza pro
genomovou DNA na 1,5% agar6zovém gelu barvenérdiathibromidem.

Druhou kontrolu pedstavovala PCR prastovy hormon kiat. PouZzité primery pro
tuto reakci byly: 5°-ATC CCC AGG CAA ACA TCC TC-3arward) (GCH1F) a 5-
CCT CGA CAT CCA GCT CAC AT-3(reverse) (GCH1R).
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SloZeni reakni smési bylo nasledujici: 2ul 1x PCR pufru, 1,241 MgCl,, 1 pl
primery GCH1R and GCH1F, &2 dNTP’s, 2ul Taq, 1,3ul DNA a 9,5ul H,0. PCR
cyklus se skladal ze z#ii na 4 min. p 94°C, nasledovanym 35 cykly sloZzenymi
z 30 s pi 94°C, 120 s p 60°C a 90 s 72 °C (Kuhlein et al., 1997).

3.2.2.Detekce fragmenti DNA

Pro detekci GMO byly pouzity kom@&ri kity GMOIdent Roundup ReadyM Soy
(Eurofins - Gene Scan) and GNient MON810™ Corn (Eurofins - Gene Scan).
Kazdy kit obsahuje premastermix pro specificky $gan, RRS pro Roundup Ready
séju a YG-IR pro Bt kuktici, a premastermix pro kontrolni geny, lektin gi sOHMG

gen u kukiice.

3.2.2.1. PCR pro kontrolni geny

Nejprve byla provedena PCR pro kontrolni geny. Reakmés byla nasledujici:
19,9 yl premastermix pro lektin u sé§i pro HMG gen u kukkice, po 1ul primery
GCHI1R and GCHI1F, @l dNTP’s, 2ul Taq, 2ul vyizolovana genomova DNA a 17,3
ul H20 . PCR reakce se skladala z 2 min.ratdhai 94°C a 50 cyki: 25 s pi 94°C, 30
S @i 62°C a 45 s f 60°C, po kterych nasledovaly 3 minii f2 °C. Soubzné byly
provedeny pozitivni a negativni kontroly. ¥ipads pozitivni kontroly byla misto DNA
vyizolované z jaterni tk&n kurat pouzita genomova DNA dodana jako &l
komegkniho kitu. Jako negativni kontrola byla pouzitakegs snes bez DNA, pouze s
H,O. PCR produkty byly analyzovany elektroforézou h&% agar6ézovém gelu,

barveném ethidium bromidem.

3.2.2.2.PCR pro transgeny

V druhém kroku byla provedena PCR pro transgengk&e sneés byla nasledujici:
19,9 ul premastermix s primery pro specificky transgem,lul primery GCH1R and
GCHI1F, 2ul dNTP’s, 2ul Taqg, 2l vyizolovana genomova DNA a 178 H,O. PCR
reakce se skladala z 2 min. i i 94°C a 50 cyki: 25 s @i 94°C, 30 s fi 62°C a 45
s pi 60°C, po kterych nasledovaly 3 mirti g2 °C. Soubzn¢ byly provedeny pozitivni
a negativni kontroly.
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Jako pozitivni kontrola je vyuZivan vzorek, vijehoZakni smesi byla DNA
vyizolovana tkas kurat nahrazena genomovou DNA pro detekovany transeta
genomova DNA byla dodana jako sast kometniho kitu. Negativni kontrolu tud
tzv. slepy vzorek. V tomtoifpac je v reakni smeési DNA nahrazena . PCR
produkty byly analyzovany elektroforézou na 1,5%aragovém gelu, barveném
ethidium bromidem.

V obou @ipadech detekce se pokusy prastgds maximalnim mnozstvi 5 vzoik
s 1 pozitivni a 1 negativni kontrolou. Ve vyjitmgych gipadech se mnozZstvi smsré

detekovanych vzoiksniZzovalo na 3 vzorky s 1 pozitivni a 1 negatikoritrolou.

3.2.2.3.Vyhodnoceni ziskanych vysledik

Jako vzorky s pozitivnim nalezem transgenu byly adeny takové vzorky, u
kterych byla pitomnost transgenu detekovana ve vSech 3 opakdv@eicotypizace.
Dale byly nalezeny vzorky, u kterych byla pozitidétekce transgenu pouze v 1 nebo

ve 2 opakovanich genotypizace z celkoveh&yp8 opakovani genotypizace.
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4. Vysledky

4.1. lzolace DNA

U vSech 20 vzork byla provedena standardni izolace DNA pomoci kémnibo
kitu. Prestoze je kit NucleoSPin Tissugen primarg pro izolaci z tkani sa¥g nebyly
zjistény zadneé vyrazjSi problémy s izolaci DNA z tkani kat. Z hlediska kvality a
mnozstvi vyizolované DNA nebyly zji&ty Zadné kvantitativni ani kvalitativni rozdily
mezi kontrolnimi a pokusnymi skupinami. Po izol@NA byla provedena kontrola
pomoci elektroforézy v 1,5% agarozovém gelu, obadue ethidium bromidem. Ani

zde nebyly zjisiny Zadné rozdily mezi kontrolni a pokusnymi skupina

4.2. PCR s primery pro kontrolni gen GHCH1

Pomoci PCR byl detekovanditomnost genu kieciho fistového hormonu, jehoz
délka je 780 bp. Tento fragment byl detekovan uwkhd testovaného vzorku pomoci
elektroforézy v 1,5% gelu. Vzorky vyizolované DN&dly nevykazuji Zzadny rozdil ani
pii PCR. V tomto ohledu nebyly zj&ty Zzadné rozdily ani mezi kontrolni a pokusnymi

skupinami.

4.3. Detekce

Detekce byla provama metodou dvou multiplexnich PCR reakci, kde jahkibni
kontrola byl pouzit vySe zmovany par primer pro gen GHCH1. Spate¢ s nim byly
nezavisle na sa@bsledovany dva transgeny a kontrolni geny (LeciiMG). Pomoci
detekce gei pro lecitin (s6ja) a gen HMG (kukice) byl provadn prediEzny
screening naiftomnost DNA z&chto rostlinnych druin v téle testovanych zvat. V
prvnim multiplexu byla kombinace primiepro GHCH1 a primér pro kontrolni geny.
V druhém, nasledném multiplexu pak byla pouzitaletigici sestava gén primery
pro GHCH1 a primery pro transgeny z Bt kick a RR sgji. Htomnost 780 bp

amplikonu genu GHCH1 na gelu potvrzovala bezchypmifpch amplifikatni reakce i
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Vv pripad negitomnosti fragmentu pro dany transgen nebo konitrgém. Kombinace
fragmentu pro tstovy hormon GHCH1 a fragmentu o délce 120 bp fipguk
multiplexu pro kontrolni gen kukice), respektive 118 bp (w¥ipac kontrolniho genu
pro soOju) dokazoval fftomnost rostlinné DNA ve sledované tkani. fitBhmnost
fragmentt 92 bp a 128 bp u konkrétnich vzérk kombinaci s pozitivni kontrolou
GHCHZ1 potvrdila penos sledovanych transgem Bt kukuice, respektive z RR soji
(viz obr.1 a 2). Celkovy p®t pozitivnich zachytje uveden v tabulce 5.

Obrazelg. 1 Detekce fragmentu Bt-kukaoe v jatrech kiat

« GHCH1

« transgen
«— primery

Obr ¢&.1:
1 - pozitivni kontrola naiftomnost transgenu ve vzorku,
2 - negativni vzorek, pouze GHCH1

3 - negativni kontrola

Obrazelké.2 Detekce fragmentu RR saji v jatrechdiu

« GHCH1

«— transgen
« primery

Obr é.2:

1 - pozitivni kontrola naiftomnost transgenu ve vzorku

2 - pozitivni vzorek, fitomnost transgenu a gen GHCH1
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3 - pozitivni vzorek, fitomnost transgenu a gen GHCH1

4 - negativni kontrola

4.4. Piehled pozitivnich vzorki

U 20 sledovanych vzotkbyla detekovanarfiomnost kontrolniho genu z RR sgji u
18 vzorki. Z toho byl jeden vzorek pozitivni ve vSetbadh opakovani. U zbylych 17
vzorki bylo pozitivni zachyt v Zi ve 2 opakovéanich z celkovéhogbo 3 opakovani.
Pozitivni detekce na transgen z RR s0ji byl &jiste 3 vzorcich &i ve 2 opakovanich
z celkového p&tu 3 opakovani. itomnost kontrolniho genu a transgenBt kukuice

vSak nebyla potvrzena v Zzadnémippdi (viz tabulkag. 5)

Tkan Jatra
Poet izolovanych vzorki 20
Detekce soja kontrola
Patet pozitivnich vzork 1
(3 pozitivni ze 3 opakovani)
Patet pozitivnich vzork 17
(1 -2 pozitivni ze 3 opakovani)
Celkem pozitivni vzorky 18
Detekce s0ja transgen
Patet pozitivnich vzork 0
(3 pozitivni ze 3 opakovani)
Patet pozitivnich vzork 3
(1 -2 pozitivni ze 3 opakovani)
Celkem pozitivni vzorky 3
Detekce kukurice kontrola
Patet pozitivnich vzork 0
(3 pozitivni ze 3 opakovani)
Patet pozitivnich vzork 0
(1 -2 pozitivni ze 3 opakovani)
Celkem pozitivni vzorky 0
Detekce kukuwrice transgen
Patet pozitivnich vzork 0

(3 pozitivni ze 3 opakovani)
Patet pozitivnich vzork 0

(1 -2 pozitivni ze 3 opakovani)
Celkem pozitivni vzorky 0
Tabulka¢. 5 obsahujeiehled o pozitivnich vzorcich
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5. Diskuze

U kurat v travicim traktu je kyselé prasti, jsou zdeifitomny Zaludéni kyseliny a
mikroorganismy, ti svou mikrobialni aktivitou napahaji také ke kyselému pH.
Vlivem téchto latek v kyselém prastdi dochazi k rychlejSi degradaci nukleovych
kyselin (DNA). Nukleové kyseliny se&ti na kratSfetzce, nebo rni svou chemickou
strukturu. Nekteré fragmenty DNA fjaté potravou, jsou vdkterych pipadech
sttevnim epitelem absorbované &které ne. V tkanich jsodasto nalézany ulomky
fragmentt DNA z rostlin.

Flachowsky a Aulrich v roce 2007 zjistili, Ze fragnty rostlinné DNA se mohou
objevovat v tkanich (svaly, organy) gt a lidi. Zkoumali, zda fiechazi transgenni
rostlinna DNA z potravy do tkani Zait, ale fragmenty nebyly nalezeny. Roku 2001
Khumnirdpetch a kolektiv uskutrili pokus naitech skupinach brojlér Kazdé skupié
bylo podavano krmivo o jiném slozeni. Prvni krmméés neobsahovala geneticky
modifikovanou (GM) soju, druha obsahovala GM soégtieti obsahovala geneticky
modifikované organismy. Vysledekifpmnosti transgenu rostlin byl negativni. Tento
vyzkum vSak pokréuje dal, dokud se neprokaze 100% nezavadnost a fdiat.

V piipac naSeho testovani bylo nalezeno 18 pozitivniighgah netransgenu a 3 u
transgenu. To vSak neznamena, Zze se musi jedraisgeny z GM rostlin. Mohou byt
I jiné priciny pozitivnich néle@. To Ize odivodnit nekterymi z nasledujicich faktor
nag. infekce v travicim traktu, viry a bakterie, trgesy z ovzdusi, zi&teni vzorka
pii odebirani, kontaminace rukou, nespravné zachagiénizolaci DNA, nesterilni
prostedi a jiné. A jak by mohlo ke vSemu dojit:

» Infekce v travicim traktu

Pokud se v de zvirete (respektive travicim traktu) objevi infekce, @ to
z jakéhokoliv divodu, dochazi k imunologické reakci. Kdy bilé kikyn,vychytavaji“
cizorodé latky, mezi které e pafit i transgenni DNA. Protoipizolaci DNA z krve

muze dojit k vyizolovani transgenu a nami testovangrek se zda byt pozitivni.

» Transgen z ovzdusi
Ke zne&isteni tkare transgenem mohlo dojit prim@na to @i samotném
odebirani vzorku. Pokud nebyly dodrZzeny takové po#élgnu daného # manipulaci
s krmivem dochéazi k praseni, tim se kontaminujeughda do ovzduSi se dostava i

transgen. Dochazi ke spadu prasSnyéstic, které H odberu mohli kontaminovat
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vzorky. Proto neopatrnou a nesterilni praci  pradev odebirajiciho vzorky
(kontaminované ruce, kontaminovana sada na odebtkan:, atd.) mize dochazet
k pozitivnim (zkreslenym) vysledin.
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6. Zaver

Producenti geneticky modifikovanych organisiGMO) pripousgji teoretickou
moznost existence rizika vzhledem ke zdralovéka a hospoddkych zvfat i
vzhledem k Zivotnimu prostdi. Kazda geneticky modifikovana plodina protogbie i
dlouholetou pé&ivou analyzou, nez je puSta do obhu. Od roku 1999 bylo
celos¥tové hodnoceno 6000 drahU Zadného nebyl sledovan Skodlivy efektiazani
modifikované kukiice a s6ji do vyzivy dibeze neovlivnilo jeji uzitkové vlastnosti ani
kvalitu produkce. Zkrmovani GMO hospddiaym zviatim je spojeno s mizivymi
riziky. Bezpe&né jsou z hlediska lidské vyzivy a lidského zdra¥ivociSné produkty
zvirat krmenych krmivy z GMO. V s@asnosti nelze prokazat jakykoliv rozdil v
Zivocisnych produktech ziat krmenych GMO a produkty ziskanymi od iz¥j ktera
GMO nekonzumuiji.

NaSe zji&né cizorodé geny v jatrech iat, jsou velmi malé fragmenty. Jsou
schopny kédovat maly jednoduchy peptid, coZ je daatelné pro organismus. Proto

jejich skodlivé @inky jsou mizive.
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