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ABSTRAKT

Sledovani transferu genetické informace z krmiva u vykrmovanych kurat
Tato prace se zabyva detekci zkonzumované rostlinné DNA v télech pokusnych
brojlerti. Brojleti COBB 500 byli po 27 dni krmeni krmnymi smésmi obsahujicimi
pSenici odriidy Konini s purpurovym perikarpem, nebo béznou pSenici odrady
Bohemia. Na dalSich 15 dni krmného pokusu byli pfevedeni na monodietu sestavajici
z vyse uvedenych odriid pSenice. Nasledné byly odebrany vzorky krve a trusu brojlera,
z nichz byla izolovana DNA. Tato DNA slouZila jako templat pro analyzu pfitomnosti
pSenicné DNA v krvi a trusu pomoci metody polymerazové tetézové reakce (PCR).
Hledané PCR produkty mély délku 558 bp a 174 bp. V z&dném z 12 vzorkl krve nebyly
fragmenty pSeni¢né DNA detekovany. U vzorkl trusu se nepodafilo analyzu metodou
PCR provést, a to pravdépodobné kvili pfitomnosti komplexnich polysacharidi
rostlinného ptivodu, které ptisobi jako inhibitory PCR. Vysledky této studie ukazuji, ze
pSeni¢na DNA byla v travicim traktu brojlerii stravena a fragmenty DNA del$i nez

testovanych 174 bp neproniky skrze epitelialni bunky traviciho traktu do krve brojlert.

Kli¢ova slova: brojler, traveni DNA, detekce DNA, polymerazova fetézova reakce



ABSTRACT

Observing transfer of genetic information from fodder in broilers
This study deals with detection of consumed plant DNA in the bodies of experimental
broilers. For 27days, COBB 500 broilers were fed by fodder containing Konini wheat
variety with purple pericarp or common Bohemia wheat variety. For the next 15 days,
the broilers were switched to monodiet — the fodder contained only Konini or Bohemia
wheat variety. At the end of the experiment, samples of broiler blodd and excrement
were taken and DNA was extracted from these samples. The extracted DNA was used
as a template for polymerase chain reaction analysis (PCR). The sought-after PCR
products were 558 bp and 174 bp long. Wheat DNA fragments were not detected in any
of the 12 blood samples. The PCR analysis using DNA isolated from excrement
samples could not be accomplished. The likely reason is that the DNA samples contain
complex plant polysaccharides that inhibit PCR. The results of this study indicate that
the wheat DNA was digested in the digestive system and that fragments of DNA longer
that the tested 174 bp did not penetrate through epithelial cells of the digestive system
to broiler blood.

Key words: broiler, DNA digestion, DNA detection, polymerase chain reaction
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1 UVOD

Transfer genetické informace z rostlinné potravy do tkani a orgdni konzumenta
je v poslednich letech intentzivné studovanym tématem. Bylo provedeno mnozstvi
experimenttl, které si kladly za cil potvrdit nebo vyvratit prostup rostinné DNA do krve
a dalSich orgént a tkdni pokusnych organismil. Vysledky téchto experimentli jsou
ovSem velice riznorodé. V casti studii rostlinnd DNA v téle pokusnych zvifat
detekovana nebyla, v ¢asti studii naopak byla zachycena v riznych organech a
oblastech traviciho traktu. Jako pokusné organismy se pro tyto experimenty nejcastéji
vyuzivaji laboratorni potkani nebo mysi, prasata, skot a v neposledni fad¢ i kur doméci.
Vybrané studie byly provedeny dokonce i na lidskych dobrovolnicich.

Vétsina studii je provadéna na geneticky modifikovanych plodinach, které jsou
soucasti krmiv podavanych pokusnym organismim. V nasi praci byly misto geneticky
modifikovanych plodin pouzity dvé odridy pSenice. Prvni byla pSenice odridy Konini
s purpurovym perikarpem, kterd je nyni testovana jako nové potenciilni krmivo pro
zvitata a potravina pro clovéka a ktera obsahuje vy$$i mnozstvi antokyanti nez bézné
odrtdy pSenice. Druhou odriidou byla béZzné€ pouzivana psenice Bohemia.

Jako pokusny organismus byl vybran kur doméaci, ptesnéji kohoutci brojlerovych
kutat hybridni kombinace COBB 500. Tito brojlefi byli béhem krmného pokusu
prevedeni na monodietu sestavajici u prvni skupiny z pSenice odriidy Konini a u druhé
skupiny z pSenice odridy Bohemia. Vyznam pievedeni brojleri na monodietu vyplyva
z nékterych literarnich zdrojt, které uvadi, ze ptfi detekci rostlinné DNA v organismu
konzumenta zdlezi na mnozstvi zkonzumované rostlinné DNA. Z tohoto diivodu se jako
nejvhodnéjsi vstupni material pro analyzu jevi vzorky tkani a organi pokusnych
organismu, ktefi byli krmeni pouze tim rostlinnym druhem, jehoz DNA je posléze
v téchto vzorcich hledana. Po ukonceni krmného pokusu byly vzorky krve a trusu
brojlerti analyzovany pomoci metody PCR a pomoci agarézové gelové elektroforézy.
Vysledky analyzy jsou interpretovany ve vztahu k nize uvedenym literdrnim

pramendm.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Kur domaci

Kur je pro c¢lovéka zdrojem potravy jiz po nékolik tisicileti a s vyzkumem
v oblasti biologie je spojen uz po nékolik stoleti. Domestikace kura je datovana do
obdobi 2 000 let pt. n. 1., jeji prvopocatky ovSem sahaji az do obdobi 6 000 let pt. n. L
Nejblizsim predkem domestikovaného kura doméciho (Gallus gallus domesticus) je kur

bankivsky (Gallus gallus), ktery je dodnes rozsifen v Asii (Fumihito et al., 1994).

2.1.1 Kur domaci jako pokusny organismus

Pravdépodobné poprvé byl kur pouzit jako modelovy organismus uz
Aristotelem, ktery jako prvni popsal kufeci embryo. Mezi dalsi piiklady vyuiti kura
k védeckym pokusiim Ize zatadit naptiklad objev cirkulace krve (Harvey, 1628 in Burt,
2007), ptenos infekce (Pasteur, 1880 in Burt, 2007), nebo popis plemen dribeze
(Darwin, 1868 in Burt 2007). Také genetika ptakl je tizce spojena s kurem domacim.
Pojmy jako alely, vazba genli nebo epistaze byly definovany na zéklad¢ pozorovani
morfologickych znakl kura, jako napt. barvy pefi (Burt, 2007). Kur je také dilezitym
modelovym organismem ve vyzkumu v oblasti imunologie a kufeci embrya se
vyuzivaji ke studiu vyvoje obratlovcii (Stern, 2005).

Pocatky moderni genetiky ptdkli jsou spojeny s rozvojem genetického
vazbového mapovani pomoci molekularnich markerti a s QTL — tzv. mapovanim lokust
kvantitativnich vlastnosti (Burt, 2007). Genové mapy kura byly vyuzity k porovnavani
s genovymi mapami savcl pro hledani syntenii mezi jejich genomy (Burt, 2005). Tyto
mapy byly nasledné zpiesiiovany pomoci fyzického a cytogenetického mapovani (Burt,
2007).

Brzy po osekvenovani lidského genomu, které bylo dokonceno v roce 2003, se
pfistoupilo k sekvenovani genomu ptakd. Pro sekvenaci byla zvolena slepice kura
bankivského (Gallus gallus), ktery je pokladan za nejblizSiho predka domestikovaného
kura; projekt byl dokonfen roku 2004. Vybrand samice pochazela z inbredni linie,

protoze bylo zaddouci, aby se v sekvenovaném genomu nachdzelo co nejvétsi mnozstvi



alel v homozygotni sestaveé. V haploidnim stavu genom tvoii 1,1 Gbp, coz je zhruba
tretinova velikost oproti savéim genomim, a pocet genli se odhaduje na 20-23 tisic.
Karyotyp je tvoren 38 pary autozomu a jednim parem gonozomu (2n = 78), samice maji
pohlavi heterogametické (ZW) a samci homogametické (ZZ) (Hillier et al., 2004; Burt,
2007).

Znalost sekvence genomu kura bankivského byla vyuZita napt. k fylogenetickym
studiim. Dale je vyuzivana pii Slechténi napf. k identifikaci jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP), které napomdahaji k vyhledavani potencialnich genetickych
markert pro QTL. Kur se také pouziva jako modelovy organismus pro vyzkum

nekterych humannich onemocnéni, napt. o¢nich vad (Burt, 2007).

2.1.2  Travici ustroji kura

Travici ustroji kura odpovida podobé¢ traviciho ustroji vysSich obratlovcd.
Schématicky je zndzornéno na Obr. 1. Travici trubice zacina zobdkovou dutinou, do niz
usti n€kolik part slinnych zlaz, které vylu€uji hlenovity sekret — sliny. Slinné Zlazy jsou
nejvice rozvinuté u ptakd konzumujicich suchou stravu. U kura vylouci denné 7-30 ml
slin. Dale travici trubice pokracuje hltanem do jicnu, ktery se rozsifuje ve vole. V ném
dochazi ke shromazdovani a zmékCovani potravy, na niz pusobi enzymy ze slin
(pfedevsim amylaza a lipaza) spolu s enzymy obsazenymi v potravé. Po voleti travici
trubice pokracuje zaludkem, ktery se de€li na dvé casti, zldznaty a svalnaty.
Ve zldznatém zaludku dochdzi ke traveni potravy chemickou cestou. Nachazi se zde
zlazy produkujici mucin, kyselinu chlorovodikovou a pepsinogen, pH se zde pohybuje
mezi 1,5-2,0. Pomoci pepsinu ve Zlaznatém zaludku probihd S$tépeni proteinli na
peptidy a aminokyseliny. Ve svalnatém zaludku je potrava zpracovana mechanicky,
pokracuje vném traveni proteinti a CasteCné jsou zde traveny lipidy a sacharidy.
Antiperistaltickymi pohyby se sem dopravuje pankreatickd Stdva a traveni je dale
podpofeno gritem — drobnymi kaménky a piskem. Sliznice svalnatého Zaludku je
pokryta kutikulou, kterd ji chrani proti pisobeni kyseliny chlorovodikové a pepsinu. Za
svalnatym Zaludkem se nachazi dvandctnik, do néhozZ usti vyvody slinivky bfisni —

enzymy, které slinivka produkuje, spolu se zlu¢i neutralizuji kysel¢ pH traveniny.

10



DalSimi oddily jsou tenké a tlusté stievo; na rozdil od savch se i v tlustém stieve
nachazeji klky. Tlusté stievo se sklada ze dvou slepych stiev a pifimého stieva. Slepa
stfeva jsou u kura vyznamné rozvinuta a probiha v nich mikrobidlni traveni sacharida,
které nebyly straveny v tenkém stiev€. Poslednim oddilem travici trubice je kloaka,
ktera tvofi spole¢ny vyvod traviciho, moCového a pohlavniho ustroji a dochdzi zde

1 k resorpci vody (Klasing, 1998; BioLib, 2014).

svalnaty

Zaludek 55 dak

f @ \
= -—-H\x Y Zlaznaty

vole

tlusté

stfevo

slepe

{ stievo
" dvanactnik

ZIugnik
jatra

tenkeé stievo
slinivika

Obr.1 Travici ustroji kura (Suwito, 2015, upraveno)

2.2 Psenice seta

PSenice setd (Triticum aestivum L.) je jednou z nejhojnéji péstovanych plodin na
svété a zaroven jednou ze zékladnich surovin pro vyzivu lidi a hospodatskych zvitat. Je
rovnéz vyznamnym zdrojem latek s pozitivnim vlivem na zdravi konzument — napf.
vlakniny, fenolickych latek, antokyant, tokoferoli a karotenoidi. Neékteré studie
z posledni doby ukazuji, Ze konzumace potravin vyrobenych z celozrnné psSeni¢né

mouky snizuje vyskyt onemocnéni jako je rakovina, ischemickd choroba srdecni,
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diabetes nebo obezita. Celozrnné pSeni¢né vyrobky také snizuji hodnoty lipoproteint
o nizké hustoté (LDL — low density lipoprotein) a triglyceridit (Dwyer, 1995; Adom et
al., 2003; Eticha et al., 2011).

2.2.1 PSenice jako potravina

Pocatky péstovani pSenice sahaji ptfiblizné¢ 10 000 let do minulosti a jsou
spojovany s neolitickou revoluci, kdy se lidé misto lovu zvifat a sbéru potravy zacali
usazovat na jednom misté¢ a vénovali se zemédélstvi. Tato plivodni péstovana forma
pSenice byla diploidni, jednalo se o Triticum urartu s genomem AA, nebo tetraploidni,
ktera vznikla kiizenim Triticum urartu s travou druhu Aegilops speltoides s genomem
BB. Vysledkem bylo vySlechténi druhu Triticum turgidum s genomem BBAA.
Genetické analyzy ukazuji, ze tyto druhy pSenice pochazi z oblasti dnesniho
jihovychodniho Turecka. Jeji pé€stovani se rozsitilo na Blizky vychod zhruba pted 9 000
lety a v t€ dobé se také objevila prvni hexaploidni pSenice s genomem BBAADD, ktera
vznikla kiizenim Triticum turgidum s travou druhu Triticum tauschii s genomem DD.
Tato hexaploidni pSenice, Triticum spelta, byla predchtidcem dnes$ni Triticum aestivum.
Dnes je 95 % péstované pSenice na celém svéte hexaploidni a zbyvajicich 5 % tvofi
tetraploidni tvrdozrnné pSenice a nékteré dalsi minoritni druhy (Dubcovsky a Dvorak,
2007; Shewry, 2009).

Genom pSenice tvoii 17 Gbp, coz je ptiblizné péetinasobek velikosti savciho
genomu, a odhaduje se, ze obsahuje 124 000 gent (International Wheat Genome
Sequencing Consortium, 2014). Karyotyp je tvofen 21 pary chromozomu. V soucasné
dobé probiha sekvenovani genomu pSenice, které by mélo byt hotové do roku 2018.
Predpoklada se, ze znalost pSeni¢né¢ho genomu bude mit vliv na efektivitu vybéru
vhodnych genetickych markerti spojenych s ur¢itymi vlastnostmi a na Slechténi pSenice
celkové. Bude snad rovnéz mozné vyuzit poznatku, ze jednotlivé geny nachézejici se na
odpovidajicich chromozomech tfech subgenomill pSenice maji tendenci dominovat
v odliSnych pletivech, nebo v riznych stadiich vyvoje buiky (Pfeifer et al., 2014;
Ledford, 2014).

Psenice je primarni pé€stovanou surovinou a hlavni slozkou potravy pro clovéka
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a zvirata ve vice nez 100 zemich svéta. Obsahuje primérné 12-14 % proteinu (kone¢né
mnoZstvi je mimo genotypu zavislé 1 na podminkach péstovani), 60-70 % Skrobu, 1,5 %
tuku, vitaminy (napf. vitamin A, D, E, K, vitaminy skupiny B nebo vitamin C) a
minerdlni latky (napt. Fe, Zn, Cu, Mn nebo Se) (Burk a Solomons, 1985; Shewry,
2009). Vyzivova hodnota psSenice pro ¢loveka je v poslednich letech ¢asto diskutovanou
otazkou. Historicky byla vZzdy v konzumaci upfednostiiovana bild mouka pted moukou
celozrnnou. V poslednich letech se ovSem tento trend otd¢i a naopak zaCina byt
preferovana mouka celozrnna, kterd mimo endospermu obsahuje i1 klicek a otruby.
Celozrnna mouka, v porovnani s moukou bilou, obsahuje vy$§i mnozstvi antioxidantii a

dalSich prospésnych latek, napt. nerozpustnou vldkninu (Shewry, 2009).

2.2.2 Antokyany

Antokyany jsou produkty rostlinného sekundarniho metabolismu s antioxidacni
aktivitou. Zpiisobuji zbarveni od modré pies purpurovou az po cervenou barvu.
U obilek pSenice se nachéazeji v obalovych vrstvach, modré pigmenty v aleuronu a

purpurové pigmenty v perikarpu, viz Obr. 2 (Abdel-Aal et al., 1999; Slavin, 2004).

klicek

Obr. 2 Obilka pSenice (wWww.icrisat.org, upraveno)
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Purpurové zbarveni obilek pSenice se odvozuje od tetraploidni pSenice, ktera
pochézi z oblasti dnes$ni Etiopie. Pozdéji byly geny zpusobujici purpurové zbarveni
pieneseny do hexaploidni pSenice: v roce 1930 se purpurova zrna pSenice dostala
z Etiopie do Plant Breeding Institute, Cambridge, UK na Novém Zélandu, kde byla
ktizena s komer¢nimi hexaploidnimi varietami. Koneénym vysledkem Slechténi bylo
nékolik novych variet hexaploidni pSenice s purpurovymi obilkami a mezi nimi
1 Konini (Zeven, 1991; Eticha et al., 2011).

Z pohledu chemické struktury patii antokyany mezi heteroglykosidy rozpustné
ve vodé. Obsahuji dvé Casti, slozku barevnou (aglykon, nazyvany téz antokyanidin)
a slozku cukernou, na niz je aglykon vazan glykosidickou vazbou (Capounova, 2003).
V psenici s purpuroveé zbarvenymi obilkami se v nejvyssi mife vyskytuji kyanidin-3-
glykosid, peonidin-3-glykosid a kyanidin-3-galaktosid (Abdel-Aal et al., 1999; Eticha

et al., 2011). Jejich chemicka struktura je znazornéna na Obr. 3.
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Obr. 3 Antokyany v nejvyssi mife zastoupené v purpurovych obilkdch pSenice

(www.polyphenols.com, upraveno)

Jak je uvedeno vyse, purpurové zbarveni perikarpu bylo do bézné hexaploidni

pSenice (Triticum aestivum L., genom BBAADD) pieneseno z purpurové tetraploidni
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Triticum durum (genom BBAA) (Zeven, 1991; Tereschenko, 2011). Geny urcujici tuto
vlastnost se oznacuji Pp (purple pericarp). U Triticum durum je purpurové zbarveni
zrna fizeno geny Ppl na chromozomu 7B, Pp2 na 6A a Pp3 na 2A. Pozdé¢ji bylo
zjiSténo, ze Pp3 je tvofen dvéma alelami, které se znaci Pp3a a Pp3b a maji
komplementarni u¢inek (Arbuzova a Maystrenko, 2000; Khlestkina et al., 2009). Dle
Tereschenko et al. (2011) u Triticum aestivum s purpurové zbarvenymi obilkami nese
D genom jeden ze dvou komplementarnich genii podminujici jejich purpurové zbarveni.
Tento gen byl lokalizovéan na kratkém raménku chromozomu 7D a autofi predpokladaji,
ze je ortologni s genem pro purpurové zbarveni na chromozomu 7B u Triticum durum.

ZvySovani obsahu antokyanil v potravé je zadouci pro jejich antioxidacni uéinky
na organismus konzumenta, tedy pro jejich ochrannou funkci proti piisobeni volnych
radikalt. Volné radikaly reaguji s DNA, lipidy a proteiny, a proto se povazuji za
spoustéci faktory rtiznych onemocnéni (Slavin, 2004). Antokyany tedy maji napf.
preventivni ulohu pfi vzniku rakoviny a srde¢nich chorob, zpeviuji stény cév, chrani
bunéénou membranu pfed pusobenim volnych radikalt, maji antimutagenni ucinky
nebo podporuji vstiebavani vitaminu C. V potravinach spociva jejich uloha v tom, Ze je
chrani pfed znehodnocenim zpisobenym oxidaci, kterd se projevuje napi. zluknutim
pritomnych tuk (Riickschloss et al., 2010). Ptedpoklada se, ze vyuziti antokyana
v jidelnicku by pfi pravidelné a dlouhodobé konzumaci mohlo mit pfiznivy Gc¢inek na
lidské zdravi a nékteré odridy pSenice by mohly slouzit jako surovina pro vyrobu
funk¢nich potravin (Pokorny et al., 2001; Knievel et al., 2009).

Martinek et al. (2011) analyzovali vyuziti purpurovych odrid pSenice pro
produkci mouky s vy$Sim obsahem antokyant. Vysledky analyz ukézaly, ze do bézné
mouky vyrobené z pSenic s purpurovym perikarpem se dostdva jen malé¢ mnoZzstvi
barviv, protoze mouka obsahuje piedev§im vnitini ¢ast endospermu, kde pievazuji bila
Skrobova zrna. Konzumace celozrnnych pSeni¢nych vyrobkt, které obsahuji otruby,
atedy 1 tu ¢ast zrna, kterd obsahuje antokyany, by vyznamné zvysila pfijem téchto
ptirodnich antioxidantii u ¢lovéka (Dykes a Rooney, 2007).

Prozatim je pSenice s purpurovym perikarpem testovana piedevs§im jako krmivo
pro hospodarska zvitata. Vysledky krmnych testl uvadi napt. pozitivni vliv zkrmovani
této pSenice na hmotnostni ptirGstek slepic o 6,22 % a pocet snesenych vajec o 3,34 %

(Riickschloss et al., 2010).
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2.3 Prinik DNA z krmiva do organii a tkani konzumenta

Mnozstvi DNA, kterd je poziena spolu s potravou, se u ¢lovéka pohybuje mezi
0,1 az 1 g na osobu a den. Obsahuje fragmenty rostlinnych a zivociSnych gent
v riznych stupnich degradace a bakteridlni DNA. (Flachowsky et al., 2005).
V zazivacim traktu dochdzi k priiniku makromolekul ze sttev do krevniho fecisté — je
tedy mozné, e takto dochazi i k primiku fragmentii zkonzumované DNA (Rehout et al.,
2008). Byly provedeny studie, které mély prinik této DNA z traviciho traktu do dalsich
tkani a organl organismu potvrdit nebo vyvratit. Vysledky vybranych studii budou
uvedeny dale v této kapitole. Ackoli se jejich zavéry od sebe lisi, tyto studie maji
spolecné to, Ze detekuji kratké fragmenty DNA a gent, ale jen minimum z nich se
zabyva otazkou priniku dlouhych usekii zkonzumované DNA skrze travici trakt do
dalSich tkani a orgdnti konzumenta (Spisak et al., 2013).

Vétsina téchto studii je provadéna s pouzitim geneticky modifikovanych (GM)
rostlin, které slouzi jako krmivo pro hospodaiska zvifata. Geneticky modifikované
rostliny jsou takové rostliny, jejichz geneticky material byl zménén za pouziti technik
genetického inzenyrstvi. Tyto rostliny dnes tvoii vyznamnou ¢ast plodin dostupnych na
trhu. S rozvojem jejich péstovani se dostala do popiedi otdzka jejich bezpecnosti pro
konzumenty — tzn. pro hospodaiskd a jina zvifata, ale i pro Cclovéka. Mezi
nejrozsitenéjsi plodiny patii ty, které jsou odolné proti herbicidim nebo proti hmyzu,
jako napft. Bt kukufice. Hlavnim cilem krmnych pokusii s GM rostlinami je porovnani
vyzivovych hodnot s geneticky nemodifikovanymi plodinami. Dal$i, neméné dilezitou
otazkou, je moznost priniku rostlinné DNA do zvifecich tkdni a pfipadny vliv na
konzumenty takového masa, mléka a vajec (Swiatkiewicz et al., 2010).

Jako pokusné organismy byli nejcastéji pouzivani laboratorni potkani nebo mysi,
kur (Einspanier et al., 2001; Aescherbacher et al., 2005; Sieradzki et al., 2013), prasata
(Swiatkiewicz et al., 2010; Sieradzki et al., 2013) a skot (Einspanier et al., 2001; Phipps
et al., 2003; Sieradzki et al., 2013), vyjimecné¢ byly vybrané studie provedeny na
lidskych dobrovolnicich (Netherwood et al., 2004; Spisak et al., 2013).
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2.3.1 Traveni zkonzumované DNA

DNA je pfitomna v buiikach rostlin, zivoCicht 1 mikroorganismti, takze témét
kazdé krmivo a potravina DNA obsahuji. Pii konzumaci a traveni stravy v organismu
dochazi za pomoci travicich §tav a enzymu k degradaci jednotlivych slozek potravy a
k fragmentaci zkonzumované DNA. Veskera DNA, at’ je transgenni, nebo netransgennt,
se sklada ze stejnych stavebnich jednotek, nukleotidd, které jsou citlivé ke stejnym
travicim procestim (Aescherbacher et al., 2005).

Nejvyssi koncentrace neporusenych molekul rostlinné DNA v téle kura je
predpokladana ve voleti. Zde ovSem jiz zaCina travici proces a DNA je degradovana
pomoci pifitomnych kyselin a enzymi. V dalSich ¢astech traviciho traktu, ve slinivce a
tenkém stieve, dochazi k produkci deoxyribonukledzy I, ktera hraje v dalsi degradaci
rostlinné DNA vyznamnou roli. I kdyZ je nasledné traveni DNA ve stievech kura
pomérné rychlé, DNA muze byt proti degradaci chranéna nékterymi slozkami potravy
nebo pfitomnymi mikroorganismy. MoZnost priniku fragmenti gent do epitelidlnich
bunék tenkého stifeva a dale do organismu tedy nemuze byt zcela vylouc¢ena (Schubbert
et al., 1994; Aescherbacher et al., 2005; Sieradzki et al., 2013). Dle Mazza et al (2005)
je zakladni tkani, kterd by méla byt v takto zaméfenych studiich analyzovéna, krev
pokusnych organismil. Pravé do ni pfechazi makromolekuly absorbované epitelialnimi
bunkami tenkého stieva a buitkami imunitniho systému.

Analyzy zamétené na prichod DNA gastrointestindlnim traktem ukdazaly, Ze
fragmenty rostlinné DNA z potravy mohou byt v traveniné detekovany. Rostlinnda DNA
tedy mtZe z traviciho traktu proniknout do krevniho tecisté, které ji pfepravi do dalSich
organd. Tyto kratké fragmenty DNA pravdépodobné pietrvavaji v celku v organismu
jen po kratkou dobu a poté jsou degradovany (Schubbert et al., 1994, 1997, 1998).
Mechanismus priniku DNA z traveniny skrze epitelidlni bunky traviciho traktu neni
zcela znamy, ovSem predpoklada se, ze rychlost degradace DNA souvisi s jejim
navazanim na proteiny, kdy volnd DNA je degradovana rychleji. Aescherbacher et al.
(2005) testovali pfidanim proteindzy do krmiva rychlost degradace rostlinné DNA

v travicim traktu kura, ovS§em vySe uvedeny piredpoklad nepotvrdili.
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2.3.2 Priklady studii, v nichZ rostlinna DNA nebyla detekovana

V ¢asti experimentt, které sledovaly vyskyt rostlinné DNA v organech a tkanich
krmenych zvifat, nebyl prinik rostlinné DNA z gastrointestinalniho traktu prokazan.
Swiatkiewicz et al. (2010) pouzili jako pokusné organismy prasata a v jejich travicim
traktu, krvi a svalech analyzovali ptitomnost amplikonll transgennich genti kukufice a
s0ji. Fragmenty transgenu Bt kukufice, genu CrylA, o délce desitek az stovek part bazi
byly detekovany pouze v traveniné¢ zaludku, dvanéctniku, slepého a tlustého stfeva,
ovSem nikoli v krvi nebo ve svaloving.

Sieradzki et al. (2013) se také zaméfili na transgeny z GM s6ji a kukufice,
jejichz ptitomnost zjistovali v krvi, orgdnech, obsahu traviciho traktu a vejcich
u nosnic, brojlerti, prasat a telat. Rostlinnd DNA byla detekovana pomoci polymerazové
feté¢zové reakce (PCR). Kratké fragmenty rostlinné DNA byly zjistény v traveniné
zaludku u vSech pokusnych druhti a ve dvanactniku u prasat. V dalSich ¢astech traviciho
traktu, exkrementech, krvi, jatrech, slezin€, pankreatu, ledvinach, plicich, vejcich a

svaloving nebyla rostlinnd DNA detekovana.

2.3.3 Priklady studii, v nichZ rostlinna DNA byla detekovana

Nekteré studie naopak dokazuji, ze zkonzumovanad DNA z potravy neni travenim
zcela degradovdna a ze malé fragmenty DNA mohou byt nalezeny ve tkanich a
organech daného konzumenta, nebo mohou byt absorbovany mikroorganizmy stfevni
mikroflory, ¢i somatickymi buiikami intestindlniho traktu. Netherwood et al. (2004)
provedli experiment s 21 lidskymi dobrovolniky, do jejichz stravy zatradili GM s6ju a
nasledné detekovali pomoci kompetitivni PCR pfitomnost transgenu epsps a
netransgenniho genu pro lecitin Lel. Ve stfevnim obsahu tenkého stieva byl transgen
detekovan, po prichodu tlustym stievem jiz jeho pfitomnost nebyla prokézana.

Dalsi experiment na lidskych dobrovolnicich provedli Spisék et al. (2013), ktefi
analyzovali vice nez 1 000 vzorkl krve, v nichZ za pomoci sekvenace pfitomné DNA
hledali fragmenty chloroplastové DNA. U vice nez 900 vzorkli byla piitomnost
chloroplastové DNA prokazana, autofi byli diky sekvenovani dokonce schopni urcit, ze

kterych rostlin tato DNA nejcastéji pochazi. Protoze tato studie byla soucasti
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rozséhlejsiho vyzkumu tykajiciho se chorob gastrointestinalniho traktu, autofi uvadi, ze
1 kdyZ se koncentrace rostlinné DNA v krvi mezi jednotlivymi vzorky vyrazné lisi,
nejvyssi koncentrace zaznamenali u osob, které trpi zanétlivymi onemocnénimi.
Analyzu pfitomnosti transgenni a netransgenni DNA kukufice a s6ji provedli 1
Phipps et al. (2003), ovSem tentokrat byl experimentdlnim organismem skot. Autofi
zjistovali vyskyt PCR produkti transgenniho genu s6ji cp4epsps, GM kukuftice CrylA a
genu pro Rubisco. Zatimco transgeny byly detekovany pouze v traveniné bachoru a
dvanactniku, fragmenty genu pro Rubisco byly nalezeny nejen v traveniné bachoru a
dvanactniku, ale 1 v mléku a vykalech, a velikost téchto fragmentli se pohybovala od

351 bp po 1176 bp.

2.3.4 Priklady studii provadénych na kurech

Einspanier et al. (2001) testovali pfitomnost rostlinné DNA v riznych tkanich a
organech u brojleri, nosnic a soubézn¢ u skotu. Zvifata byla krmena béznou kukufici a
Bt kukufici obsahujici rekombinantni gen z Bacillus thuringiensis. Oblastmi
kukuficného genomu, které byly hleddany v organech dribeze, byly fragmenty
chloroplastové DNA a ¢ast genu CrylA typického pro Bt kukufici. Analyza byla
provedena pomoci PCR. U brojlert byla chloroplastova DNA detekovana ve vsSech
tkanich mimo krve a lymfocytl. Naopak ¢asti genu CrylA nebyly prokdzany v zadném
vzorku. U nosnic byla analyza provedena navic u vajec a trusu, vysledky byly totozné
jako u brojlert a ve vejcich a trusu nebyly chloroplastova DNA, ani CrylA detekovany.
U skotu byly chloroplastovd DNA i CrylA pfitomny v chymu, nizké koncentrace
chloroplastové DNA byly detekovany v mléce a lymfocytech. Vysledky jsou shrnuty
v Tab. 1. Autofi tuto rozdilnost vysledki vysvétluji predevs§im vlastnostmi
gastrointestindlniho traktu kura, ktery je pomérné kratky, takze DNA je pfi traveni

degradovana méné nez u skotu.
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Tab. 1 Detekce rostlinné chloroplastové DNA (199 bp) v zivocisnych tkanich
pomoci PCR (Einspanier et al., 2001, upraveno)

Analyzovana tkan Krava Byk [ Kur
Lymfocyty + n.d. |n.d.
Krev - - n. d.
Svalovina n.d |- +
Jatra n.d |- +
Slezina n.d |- +
Ledviny n.d. |n.d |+
Miléko ) n.d. |n.d.
Vejce n.d. |n.d |-
Travenina + n.d. |n.d.
Exkrementy - n.d. |-

Vysvétlivky: Analyza provedena na 17 vzorcich driibeze, 5 bycich a 4 kravéch;

n. d. neur¢ovano, — nedetekovano, (+) slaby signal, + pozitivni signal.

Aescherbacher et al. (2005) také testovali ptitomnost chloroplastové a
transgennni DNA v tkénich a organech brojleri a nosnic, ktefi byli rozdéleni do
kontrolni skupiny (krmeni béznou kukufici) a do skupiny experimentalni (krmeni Bt
kukufici). Pro detekci chloroplastové DNA zvolili fragment genu pro invertazu ivr a pro
detekci rekombinantni DAN geny bla a CrylA. Analyza byla provedena pomoci PCR a
analyzovanymi vzorky byla tkan svali, jater, sleziny, krev a déale vzorky traveniny
z raznych Casti traviciho traktu, exkrementy a vejce. Vysledky byly obdobné jako
u vySe zminéného Einspanier et al. (2001). Chloroplastovd DNA byla detekovana ve
vzorcich traveniny az po tenké stievo, kde byl signdl jiz velice slaby. Dale byla zjiSténa
v testovanych tkanich orgdnii i ve svaloviné a krvi. Ve vejcich a exkrementech
detekovéana nebyla. Transgenni DNA z Bt kukufice nebyla amplifikovana v zZadném
z testovanych vzorkii. Dle autorii je tento rozdil v zjiSténi pfitomnosti chloroplastové a
transgenni DNA zplsoben tim, Ze transgenni DNA se v krmivu v porovnani

s netransgenni DNA vyskytuje v mnohem mensi mife.
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2.3.5 Horizontalni pfenos genii

Dal$im tématem tykajicim se moZzného transferu DNA z krmiva do tkani daného
organismu je otazka horizontalniho pfenosu genti, coz je transfer genetického materialu
piimo do Zivé buiiky nebo organismu. U plodin, které jsou soucasti krmnych smési, se
jednd o mozny prenos rostlinné DNA na mikroorganismy stfevni mikroflory (Keese,
2008; Oraby et al., 2014). Horizontalni pfenos gent je zkouman ptedevs§im v souvislosti
s GM plodinami a analyzuji se zejména vzorky traveniny v jednotlivych c¢astech
traviciho traktu a exkrementy.

Experiment zaméfeny na horizontdlni pfenos gent byl soucasti studie Sieradzki
et al. (2013), kteti se zamétili na stievni bakterialni mikrofloru brojlerd, nosnic, prasat a
telat, jez byli krmeni GM sdjou a kukufici. Analyza byla zaméfena na vyskyt transgenni
rostlinné DNA ve vzorcich DNA izolovanych z Enterobacteriaceae sp., oviem
v zadném ze vzorkl se jeji pfitomnost neprokdzala. V dalsich studiich, napt. ve vySe
zminénych Aescherbacher et al. (2005) a Einspanier et al. (2001), byly zkoumanymi

vzorky exkrementy pokusnych zvifat, ov§em ani zde nebyla rostlinnda DNA detekovana.
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3 CILPRACE

Cilem této prace je sledovani transferu genetické informace ze zkrmované
pSenice z traviciho traktu do tkani vybraného modelového organismu, a to kohoutkt
brojlerovych kutat. Tato diplomova prace je soucasti krmného pokusu, pfi niz jsou
vykrmovani brojlefi pfevedeni na monodietu sestavajici u jedné skupiny z purpurové
pSenice odriidy Konini a u druhé skupiny z bézné psenice odridy Bohemia. Hlavni
naplni prace je izolace DNA ze vzorki krve a trusu brojlerti a analyza ptitomnosti DNA
pSenice v téchto vzorcich provedena pomoci metody PCR a agarézové geloveé

elektroforézy.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Krmny pokus a ziskani vzorki krve a trusu brojleri

Analyza, jejimz ucelem byla detekce pSeni¢né DNA v krvi a trusu brojlert, byla
soucasti rozsdhlého krmného pokusu, ktery byl dile zaméfen na antioxidacni aktivitu
antokyanl obsaZenych v pSenici Konini s purpurové zbarvenym perikarpem. Zvifata
byla chovéana v souladu se zakonem ¢. 409/2008 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve
znéni pozdéjSich predpisti, na akreditovaném pracovisti, €. j. akreditace 57890/2012 —
MZE — 17214 (platnost do 15.4.2015). V nasi studii byly krev a trus jako testované
vzorky vybrany na zdkladé¢ vySe uvedenych literarnich zdroji a s ohledem na

dostupnost vzorkt, které bylo mozné ziskat pti krmném pokusu.

4.1.1 Charakteristika krmného pokusu a odbér vzorki krve a trusu

K pokusu bylo pouzito 64 kohoutkii brojlerovych kufat hybridni kombinace
COBB 500 od véku dvanacti dnti. Brojlefi byli oznacen kiidelni znamkou, zvéazeni a
rozdéleni do osmi kleci po osmi brojlerech tak, aby priméma vaha brojlert
v jednotlivych klecich byla vyrovnand. Ve stdji byla regulovdna teplota a vlhkost
vzduchu dle ptirucky chovu brojlerit COBB (COBB, 2008). Osvétleni ve stdji bylo
nastaveno na 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Béhem celého krmného pokusu byli
brojleti krmeni ad [libitum. Kazdy den ve stejnou dobu bylo u jednotlivych kleci
zvazeno nespotiebované krmivo a navazena krmné davka pro dal$i den. Kazdy tfeti den
probihalo kontrolni vazeni jednotlivych brojlert. Kazdy den také probihal odbér vzorki
trusu z jednotlivych kleci.

Brojleti byli rozdéleni do dvou skupin po 32 brojlerech. V prvni ¢asti
experimentu, ktera trvala 27 dnt, tedy do 39 dnt vé€ku brojlerd, byla prvni skupina
krmena krmnou smeési obsahujici purpurovou pSenici Konini, druhd skupina byla
krmena krmnou smeési s béznou pSenici Bohemia. SloZeni obou krmnych smési je
podrobnéji popsano v nasledujici kapitole.

V druhé casti experimentu, kterd trvala 15 dni, tedy do 54 dnt véku brojlert,

byly obé skupiny ptevedeny na monodietu. Prvni skupina byla krmena pouze
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purpurovou psenici Konini a druha skupina béznou pSenici Bohemia.

Na konci druhé casti krmného pokusu, tedy celkové po 42 dnech od zacatku
prvni ¢asti krmného pokusu, v 54 dnech véku brojlerti, byla brojleriim odebrana krev
z kiidelni Zily do zkumavek obsahujicich lithium heparin (Li HEPARIN 341. U.).
Z téchto 64 vzorkl bylo pro dalsi analyzy ndhodnym vybérem vybrano dvanact vzorkd.
U Sesti vzorkl byli dani brojlefi krmeni purpurovou psenici Konini a u zbyvajicich Sesti
vzorkl byli krmeni béznou pSenici Bohemia. Krevni vzorky byly pro nasledné analyzy
uchovany pfi -20 °C.

Jak bylo zminéno vyse, kazdy den probihal odbér vzorkl trusu. Vzorky byly
odebirany z kazdé klece a uchovavany v Petriho miskdch pifi -20 °C pro dalsi
zpracovani. Po ukonceni krmného pokusu byly vzorky trusu lyofilizovany a v tomto

stavu byly pfi laboratorni teploté uchovany az do jejich pouZiti pro izolaci DNA.

4.1.2 Charakteristika pouzitych krmnych smési

V prvni Casti experimentu, kterd trvala 27 dni, byli brojlefi krmeni krmnou
smési, kterd u experimentalni skupiny obsahovala purpurovou pSenici Konini a u
kontrolni skupiny béZnou pSenici Bohemia. Pro ucely této prace budou dale krmiva
oznacovana takto: Krmivo obsahujici purpurovou psenici Konini bude nazyvano Konini
a krmeni obsahujici béznou pSenici Bohemia bude pojmenovano Kontrola. V obou
ptipadech bylo slozeni krmné smési nésledujici — viz Tab. 2. Slozeni krmnych smési
bylo vypocitano podle Doporu¢eného obsahu zivin v krmnych smésich a vyzivné

hodnoty krmiv pro driitbez (Zelenka a Heger, 2008).
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Tab. 2 Slozeni krmné smési Konini a krmné smési Kontrola (data poskytnuta

E. Mrkvicovou, Ustav vyZivy zvifat a picninaistvi, Mendelova univerzita)

Slozka krmné smési Podil sloZky v krmné smési v %
PSenice 78

So6jovy extrahovany Srot 13,1

PSeni¢ny Skrob 0,6

Dihydrogenfosfore¢nan vapenaty 0,7

Mlety vapenec 0,3

Repkovy olej 4

Premix mineralnich latek a vitaminta | 3,3

Dale bylo urceno zivinové slozeni obou krmnych smési, procentudlni zastoupeni
jednotlivych slozek je uvedeno v Tab. 3. PSenice odridy Bohemia a Konini obsahuji
rozdilné mnozstvi dusikatych latek, u Konini je to 14,26 % a u Bohemia 11,94 %,
krmnd smés Kontrola obsahujici pSenici Bohemia tedy byla doplnéna lepkem na stejny
obsah dusikatych latek jako krmné smés Konini.

U obou odrad pSenice bylo také spektrofotometricky ur¢eno celkové mnozstvi
antokyand: pSenice Bohemia obsahuje 24,95 mgkg' antokyanli a pSenice Konini
41,70 mgkg' (data poskytnuta T. Vyhnankem, Ustav biologie rostlin, Mendelova

univerzita).

Tab. 3 Zivinové slozeni krmné smési Konini a krmné smési Kontrola (data

poskytnuta E. Mrkvicovou, Ustav vyzivy zvifat a picninéi'stvi, Mendelova univerzita)

Podil Zivin v krmné smési v % Piepocteno na absolutni susinu
v %

Zivinova Konini Kontrola (pSenice |Konini Kontrola (pSenice

sloZzka (jen pSenice |Bohemia a lepek) |(jen pSenice Bohemia a lepek)
Konini) Konini)

SusSina 89,29 89,63 100 100

Popel 2,03 1,85 2,27 2,06

Dusikaté latky | 14,26 15,61 15,97 17,42

Tuk 1,62 1,59 1,81 1,77

Vlédknina 2,63 2,31 2,95 2,57
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V druhé ¢asti experimentu byli brojlefi pfevedeni na monodietu. Experimentalni
skupina, ktera byla v prvni ¢asti experimentu krmena krmnou smési Konini obsahujici
pSenici odriidy Konini, byla nyni krmena pouze purpurovou psSenici Konini. Kontrolni
skupina, ktera byla v prvni c¢asti experimentu krmena krmnou smési Kontrola
obsahujici béZnou pSenici odridy Bohemia, byla v druhé ¢asti experimentu krmena
pouze touto béznou pSenici Bohemia doplnénou lepkem na stejny obsah dusikatych
latek jako pSenice odridy Konini. Po ukonceni druhé c¢asti krmného testu byla

brojlerim odebrana krev a brojlefti byli porazeni.

4.2 1Izolace DNA z krve brojlerii

Izolace DNA z krve brojlerti byla provedena kolonkovou metodou pomoci kitu
Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) od vyrobce Geneaid. Jednotlivé kroky
izolace DNA vychazely z navodu vyrobce kitu, ovSem nékteré Casti postupu byly
optimalizovany a mimo reagencii z kitu byly navic pouZity proteinaza K a RNéaza A.

V prvnim kroku izolace DNA byla provedena lyze bunék: Po rozmrazeni vzork
bylo pouzito 10 pl vzorku krve, 600 ul RBC Lysis Buffer, 20 ul proteinazy K
(koncentrace proteindzy K: 20 mg/ml), tato smés byla inkubovana pii laboratorni
teplot¢ 10 minut, poté byla centrifugovana a pelet byl resuspendovan v 100 ul RBC
Lysis Buffer. Do roztoku bylo pfidano 200 pl GB Buffer, reakéni smés byla inkubovana
1 h pti 60 °C a kazdé 3 minuty byla promichana. Poté bylo pfidano 2 ul RNazy A
(koncentrace RNazy A: 100 mg/ml).

V druhém kroku doslo k navazdni DNA uvolnéné z lyzovanych bunék na
membranu kolony: Do reakéni smési bylo pfidano 200 upl absolutniho ethanolu a
vznikla srazenina byla rozbita pipetou. Smés byla ptenesena do kolony a
zcentrifugovana.

Ve tretim kroku byla DNA navéazand na membrané kolony promyta: Do kolony
bylo ptidano 400 pl W1 Buffer, reakéni smés byla zcentrifugovana, promyta 600 ul
Wash Buffer a opét zcentrifugovana.

Ve ctvrtém kroku byla DNA uvolnéna z membrany kolony do elu¢niho pufru:

Do stfedu kolony bylo napipetovano 100 pl pfedehiatého Elution Buffer a reakéni smés
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byla inkubovana 3 minuty pii laboratorni teploté, poté byla zcentrifugovana.
U ziskanych roztokl izolované DNA byla spektrofotometricky zjisténa jejich

koncentrace a Cistota a vzorky byly uchovany pfi -20 °C pro dalsi analyzy.

4.3 1Izolace DNA z krmiva

Izolace DNA z krmiva byla provedena kolonkovou metodou pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit od vyrobce QIAGEN. Jednotlivé kroky izolace DNA vychazely
z prirucky kitu (DNeasy Plant Handbook, 2012). Analyzovanym vzorkem byly obilky
pSenice odriidy Konini a obilky kontrolni pSenice odridy Bohemia, které byly pouzity
pfi ptipravé krmnych smési Konini a Kontrola pro krmny pokus.

V prvnim kroku byla provedena lyze bun¢k a degradace proteinti a
polysacharidi: Bylo navazeno 20 mg suchého rostlinného materialu, ten byl zmrazen
v tekutém dusiku a zhomogenizovan. K homogenatu bylo ptiddno 400ul pufru AP1 a
2ul RNazy A (koncentrace RNazy A: 100 mg/ml). Reakéni smés byla promichana,
inkubovdna 10 minut pii 65°C a béhem inkubace je$t¢ 3x promichdna. Poté bylo
pridano 130 pl pufru AP2, reakéni smes byla promichana a inkubovéana 5 minut pii 0°C
na ledu.

V druhém kroku doslo k navazdni DNA uvolnéné z lyzovanych bun€k na
membranu kolony: Reak¢ni smés byla prenesena do kolony a zcentrifugovana. Kapalna
frakce byla pienesena do nové mikrozkumavky, bylo k ni piidano 600 ul AP3/E pufru,
postupné byla smés prenesena na kolonu a zcentrifugovana.

Ve tretim kroku byla DNA navéazand na membrané kolony promyta: Do kolony
bylo ptidano 500 ul pufru AW a reakéni smés byla zcentrifugovana. Tento krok byl
jeste jedenkrat zopakovan.

Ve ¢tvrtém kroku byla DNA uvolnéna z membrany kolony do elu¢niho pufru:
Na membranu kolony bylo napipetovano 100 pl pfedehiatého AE pufru, reakéni smés
byla inkubovéana 5 minut pfi laboratorni teploté a nasledné byla zcentrifugovana. Tento
krok byl jesté jedenkrat zopakovan.

U ziskanych roztokli izolované DNA byla spektrofotometricky zjisténa jejich

koncentrace a Cistota a vzorky byly uchovany pfti -20 °C pro dalsi analyzy.
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4.4 1zolace DNA z trusu

Pro izolaci rostlinné DNA z trusu byly pouzity lyofilizované vzorky trusu, které
byly odebrany v poslednich dnech krmného pokusu: ve 33. a 34. dni. Tyto konkrétni
dny byly zvoleny proto, aby byli brojleti krmeni pSenici, co nejdéle to v ramci krmného
pokusu bylo mozné. Piredpokladalo se, Ze pokud se pSenicna DNA vyskytuje v obsahu
travicho traktu a trusu v nedegradované forme¢, takto se maximalizuje pravdépodobnost
jeji detekce ve vzorcich trusu. Celkem byla provedena izolace DNA osmi vzorkd:
u vzorkll odebranych 33. den dva vzorky pochézely z kleci brojlertt krmenych pSenici
Konini (v tabulce jako Konini) a dva z kleci krmenych pSenici Bohemia (v tabulce jako
Kontrola). Stejn¢ tomu bylo i u vzorkli odebranych 34. den krmného pokusu. Tyto udaje

jsou shrnuté v Tab. 4.

Tab. 4 Vzorky trusu pro izolaci rostlinné DNA

Den krmného pokusu | Pouzité krmivo
33 Konini

33 Konini

33 Kontrola

33 Kontrola

34 Konini

34 Konini

34 Kontrola

34 Kontrola

Pii zpracovani vzorkll trusu byly vybrany vétsi soudrzné casti trusu a pro
minimalizaci rizika kontaminace pSeni¢nou DNA pfi zpracovani byly vzorky odebrany
z prostiedni Casti téchto Casti. Pfi samotné izolaci rostlinné DNA bylo postupovano
podle stejného protokolu jako pfii izolaci rostlinné DNA z obilek pSence, ktery je
popsan v kapitole 4.3. Pouze v prvnich krocich protokolu bylo vynechano mrazeni
vzorki v tekutém dusiku, protoze vzorky jiz byly lyofilizované.

U ziskanych roztokl izolované DNA byla spektrofotometricky zjisténa jejich

koncentrace a Cistota a vzorky byly uchovany pti -20 °C pro dal$i analyzy.
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4.5 Polymerazova retézova reakce

V kapitole 3.3, ktera se vénuje literarnimu piehledu v oblasti priniku DNA
z krmiva do organii a tkani konzument, uvedeni autofi pouzivaji pro detekci rostlinné
DNA v orgénech a tkanich pokusnych organismt dvé metody. Nejcastéji je vyuzivana
metoda PCR, v mensi mife pak sekvenovani bud’ amplikonti ziskanych pomoci PCR,
nebo DNA izolované ze vzorkli tkani, organi nebo obsahu traveniny
z gastrointestinalniho traktu, kdy je pomoci sekvenovani urovan pivod a druhova
skladba DNA ve vzorku. Tato prace je zaméfena na detekci zndmého vzorku DNA
v krvi a trusu brojlerii, konkrétné¢ na DNA psenice, a tak na zaklad¢ vyse uvedenych

teoretickych poznatkii byla zvolena detekce pSenicné DNA pomoci metody PCR.

4.5.1 Vybér genii a primeri pSenice a brojlera pro PCR

Pro detekci DNA pSenice byly vybrany dva geny: gen pro pSeni¢ny aktin
(v textu znacen jako TaActin) (Himi et al.,, 2011) a gen pro pSeni¢nou cytosolovou
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu (v textu znaCen jako GAPDH) (Zhang et al.,
2008). Dale byl pro ucel pozitivni kontroly vzorkl krve brojleri vybran gen pro GTP-
cyklohydroldzu 1 (v textu znaden jako GCHI) (Rehout et al., 2008). Vybér téchto
konkrétnich genti byl odvozen od tzv. provoznich (neboli housekeepingovych) gent.
Pro tyto geny je charakteristické, ze jejich exprese je konstantni jak v jednotlivych
buiikéch, tak v rGznych tkanich a pletivech daného organismu. Této vlastnosti se
vyuziva napf. 1 pii real-time PCR, kdy provozni gen slouzi jako referencni gen pro
standardizaci analyzy (Jain et al., 2006).

Gen pro GTP-cyklohydroldzu 1 (GCHI) se u kura nachazi na 5. chromozomu.
V databazi NCBI  (National = Center for  Biotechnology  Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) je uveden pod kédem NP 990554.1. Gen pro pSeni¢ny
aktin (7TaActin) se v databazi NCBI nachazi pod kédem AB181991.1 a gen pro
pSeni¢nou cytosolovou glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzu (GAPDH) je v NCBI
uveden pod kodem AF251217.1.

Primery byly zakoupeny v lyofilizované formég, natedény destilovanou vodou

dle pokynli vyrobce Metabion international AG a poté byly uchovany pii -20 °C.
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Sekvence primert ziskany z vyse uvedené literatury tykajici se provoznich gent a

spole¢né s teplotou nasedani primerti (tzv. teplotou annealingu) pouZzitou pii PCR jsou

uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5 Pouzité primery pro PCR

Nazev primeru a Primer Sekvence primeru (5'-3") | Teplota Literatura
organismu primy (F), annealingu
zpétny (R)
GCHI1 kur F ATCCCCAGGCAAACA |60 °C Rehout et al.
TCCTC (2008)
GCH1 kur R CCTCGACATCCAGCT |60 °C
CACAT
TaActin_pSenice |F GAGGGATACACGCTT |62 °C Himi et al.
CCTCA (2011)
TaActin_pSenice |R GAAAGTGCTAAGAGA |62 °C
GGCCAAA
GAPDH_psenice |F CGAAGCCAGCAACCT |60 °C Zhang et al.
ATG (2008)
GAPDH_psenice R CAAAGTGGTCGTTCA |60 °C
GAGCA

Délky amplifikovanych fragmenti gent byly pomoci online aplikace Primer-

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) ur¢eny u primeru GCH1 kur
776 bp, u TaActin_pSenice 558 bp a u GAPDH_pSenice 174 bp.

4.5.2 PCR a agarézova gelova elektroforéza

Pro amplifikaci fragmenti DNA s pouZzitim vySe jmenovanych primert byly

jako templatové vzorky DNA pouzity izoldty DNA z krve a trusu brojlert, z pSenice

Konini (znaceno jako Konini) a z pSenice Bohemia (znaceno jako Kontrola). Reakéni

smes pro PCR byla pfipravena v celkovém objemu 25 pl na jeden vzorek a jeji

kompletni slozeni je uvedeno v Tab. 6. Jako DNA polymeraza byla pouzita Go Taq

DNA Polymerase od vyrobce Promega (koncentrace 5U/ul) a jako PCR pufr byl pouzit

Green Go Taq Reaction Buffer od téhoZ vyrobce (pH 8,5, obsahuje Mg*" o koncentraci

7,5 mM).
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Tab. 6 Slozeni reak¢éni smési pro PCR

Slozka reakéni smési | Objem slozKy v pl
Deionizovana H,O 16,8

PCR pufr 5

Smés ANTP 0,1

Primer pfimy 1

Primer zpétny 1

Taq polymeréaza 0,1

Templatova DNA 1

Celkovy objem 25

Samotnd PCR probihala za podminek, které jsou uvedené v Tab. 7 a Tab. 8.

Teplota nasedani primert se u jednotlivych primert lisila.

Tab. 7 Teplotni program PCR pro primery GCH1_kur a GAPDH_pSenice

Faze PCR Teplota | Cas | Opakovani
Pocatecni denaturace |94 °C |3 min |-
Denaturace 94°C |30s

Annealing 60°C |45s 30x
Elongace 72°C |60s

Konecné elongace | 72°C |5 min |-

Chlazeni 4°C lh |-

Tab. 8 Teplotni program PCR pro primer TaActin_pSenice

Faze PCR Teplota | Cas | Opakovani
Pocatecni denaturace |94 °C |3 min |-
Denaturace 94°C |30s

Annealing 62°C |45s |30x
Elongace 72°C |60s

Konecna elongace |72°C |5 min |-

Chlazeni 4°C lh |-

Nasledné¢ byl vznik PCR produkti ovéfen pomoci agardzové gelové
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elektroforézy. Byl pouzit 1% agarézovy gel, do néhoz byl pfidan ethidium bromid, a



100 bp marker od vyrobce New England Biolabs obsahujici fragmenty linedrni DNA.
Samotna agar6zova gelova elektroforéza byla provedena na zatizeni Agagel Maxi od

vyrobce Biometra.
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolace DNA z krve brojleri

Prvnim krokem v analyze ptitomnosti DNA pSenice v krvi brojlerti byla izolace
DNA z krevnich vzorkl. Pro tento ucel byl vybran kit Genomic DNA Mini Kit
(Blood/Cultured Cell) uréeny pro izolaci DNA z krevnich bunék. Pfi izolaci bylo
postupovano podle navodu kitu, ovSem nékteré kroky byly optimalizovany na zékladé
vysledki ze zkuSebnich izolaci.

Prvni krok v optimalizaci procesu souvisi s izolaci DNA, kdy pfti lyzi krevnich
bunék dochazelo k tvorbé sraZeniny, kterd pfilnula na membrinu kolony, a tak
znemoznila navazdni DNA na membranu a priichod lyzovaného obsahu krevnich bun¢k
skrze membranu do sbérné zkumavky. Proto bylo oproti 200 pl krve brojlerd, které je
doporucované v navodu kitu, pouzito pro izolaci DNA jen 10 ul krve. Dale bylo do
600 ul RBC Lysis Buffer pfidano 20 pl proteindzy K (koncentrace 20 mg/ml), ktera
napomohla efektivnéjsi lyzi pfitomnych krevnich bunék. Nasledné byla lyze bunck
podpofena delsi inkubaci po pfidani GB Buffer: v navodu kitu je uvedeno inkubovat
vzorek pii 60 °C alesponi 10 minut, ovSem vzorek byl inkubovan pii uvedené teploté¢ 1 h
a kazd¢ tfi minuty byl promichan pfevracenim zkumavky.

Vysledna koncentrace a Cistota izolovanych vzorki DNA byla zméfena
spektrofotometricky, hodnoty jsou uvedeny v Tab. 9. Koncentrace izolované DNA se
pohybovala piiblizn¢ od 110 ng/ul po 270 ng/ul, mnozstvi izolované DNA bylo tedy
dostateéné pro nasledujici analyzu pomoci PCR. Cistota DNA zméfena

spektrofotometricky a vyjadiena jako A280/260 se pohybovala ptiblizné od 1,6 po 1,7.
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Tab. 9 Koncentrace a Cistota DNA izolované z krve brojlert

Cislo vzorku Varianta krmiva | Koncentrace | A280/260
izolované DNA DNA v ng/pnl

1 Konini 148,1 1,660
2 Konini 111,5 1,629
3 Konini 129,1 1,647
4 Konini 142,0 1,665
5 Konini 140,2 1,657
6 Konini 266,5 1,694
7 Kontrola 102,0 1,714
8 Kontrola 212,9 1,683
9 Kontrola 264.,0 1,696
10 Kontrola 191,3 1,669
11 Kontrola 127,9 1,630
12 Kontrola 114,3 1,650

5.2 1Izolace DNA z pSenice

Dalsim krokem v analyze ptitomnosti DNA psSenice v krvi brojlerdi byla izolace
pSeni¢né DNA z pSenice odriidy Konini (pro piipravu krmiva oznaceného Konini) a
z odriady Bohemia (pro krmivo znaené Kontrola). Koncentrace a Cistota izolovanych
vzorkli DNA byla zméfena spektrofotometricky pomoci pfistroje Picodrop, namétené

hodnoty jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10 Koncentrace a ¢istota DNA izolované z pSenice odridy Konini a

Bohemia

Varianta odridy pSenice | Koncentrace DNA v ng/pl | A280/260
(krmné smési)

Konini (Konini) 63.8 1,623
Bohemia (Kontrola) 43,3 1,559
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5.3 1zolace DNA z trusu

DNA byla z lyofilizovanych vzorkl trusu izolovéna za postupu vychézejiciho
z izola¢niho protokolu uréeného pro izolaci rostlinné DNA. Koncentrace a cistota
izolovanych vzorkit DNA byla zméfena spektrofotometricky, hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 11. Koncentrace izolované DNA byla pomérné nizka, pohybovala se od 3,9 ng/ul
po 18,2 ng/pl. Cistota DNA zméfena spektrofotometricky a vyjadiena jako A280/260 se
pohybovala ptiblizné od 1,1 po 2,5.

Tab. 11 Koncentrace a ¢istota DNA izolované z trusu

Den krmného | Varianta krmiva | Koncentrace DNA | A280/260
pokusu v ng/pl

33 Konini 7,2 1,766

33 Konini 18,2 1,289

33 Kontrola 39 2,520

33 Kontrola 14,4 1,055

34 Konini 13,2 1,074

34 Konini 6,9 1,877

34 Kontrola 11,2 1,072

34 Kontrola 9,5 1,321

5.4 Detekce DNA pSenice v krvi brojleri pomoci PCR

Pro detekci DNA pSenice v krvi brojlert pomoci PCR byly vybrany dva
pSenicné geny a k nim odpovidajici primery, pii jejichZ pouZiti byl amplifikovan kratky
fragment téchto genti: primer TaActin_pSenice a GAPDH_psenice.

Celkem bylo analyzovano 12 izolati DNA z krevnich vzorki. Sest vzorki
pochazelo od brojlert krmenych psSenici odridy Konini (oznacovano jako Konini) a Sest
od brojlert krmenych pSenici odridy Bohemia (oznaovano jako Kontrola). Déle byly
jako kontrolni vzorky vyuzity izolaty DNA z pSenice, a to jak z odriidy Konini, tak

z odridy Bohemia.
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5.4.1 Urdceni teploty nasedani primeru TaActin_pSenice

Pti prvotnim ovefovani funkCnosti a teploty nasedani primerti bylo nutné
stanovit optimalni teplotu annealingu pro TaActin, kterd nebyla v literatufe jednoznacné
urcena. K tomu byla vyuZita gradientova PCR, pfi niZ bylo testovano rozpéti teplot od
56 °C po 62 °C v intervalu 1 °C. Testovani bylo provedeno na izolatu DNA z pSenice
odridy Konini (oznacovéno jako Konini) i Bohemia (oznacovéano jako Kontrola).
Vysledky PCR byly ovéfeny pomoci agardézové gelové elektroforézy na 1% gelu, viz
Obr. 4. Déle byla pfi dalsi gradientové PCR otestovana annealingova teplota 63 °C a
64 °C a toto testovani bylo spojeno s prvotni analyzou piitomnosti pSenicné DNA v krvi
brojleri za pomoci primeru TaActin. Tato druhad gradientova PCR byla provedena na
ttech vzorcich DNA z krve brojlerd a DNA z pSenice odridy Konini, viz Obr. 5. Jako

nejvhodnéjsi annealingova teplota byla vybrana teplota 62 °C.

11 R T = e e LRl = B T2 S 16 5 B 3 G [ W WY

Obr. 4 Agarozova gelova elektroforéza: templat: DNA pSenice, pouZity primer:
TaActin_pSenice, testovana teplota annealingu: 56-62 °C

M: hmotnostni marker 100 bp; vzorky ¢. 1-7 testovany na krmivu Konini,
vzorky ¢. 8-14 testovany na krmivu Kontrola: 1: 56 °C, 2: 57,2 °C, 3: 58 °C, 4: 59 °C,
5: 60 °C, 6: 61 °C, 7: 62 °C, 8: 56 °C, 9: 57,2 °C, 10: 58 °C, 11: 59 °C, 12: 60 °C,13:
61 °C, 14: 62 °C, M: hmotnostni marker 100 bp
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Obr. 5 Agar6zova gelova elektroforéza: templat: DNA brojlerii a pSenice,
pouzity primer: TaActin_pSenice, testovana teplota annealingu: 63 °C a 64 °C

M: hmotnostni marker 100 bp; vzorky ¢. 1-4 testovany pro teplotu 63 °C, vzorky
¢. 5-8 testovany pro teplotu 64 °C: 1, 2, 3: vzorky DNA z krve brojlerii, 4: DNA
z Konini, 5, 6, 7: vzorky DNA z krve brojlerii, 8: DNA z Konini, M: hmotnostni
marker 100 bp

5.4.2 Detekce DNA pSenice v izolatu DNA z krve brojleri

Po wurCeni optimalni teploty nasedani primeru TaActin pSenice a ovéteni
annealingovych teplot primert GAPDH pSenice a GCHI1 kur bylo pfistoupeno k
samotné analyze izolati DNA z krve brojleri pomoci PCR. Nésledujici analyzy byly
kvili ovéteni spravnosti vysledkd provadény ve tfech opakovanich na vsech 12
vzorcich DNA z krve.

Nejprve bylo nutné ovéfit, Ze izolace DNA z krve brojlerti byla provedena
spravné a DNA se podafilo izolovat. K tomu, kromé¢ zméfeni koncentrace DNA
v izolatu, byla provedena analyza pomoci PCR, kde byla jako templatova DNA pouzita
DNA izolovana z krve brojleri a DNA izolovana z obou variant krmiv. Jako primer byl

pouzit GCHI1 kur. Vysledky jsou zobrazené na Obr. 6 agar6zové gelové elektroforézy.
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Vzorky €. 1-12 jsou izolaty DNA z krve brojlerd, ¢. 13 a 14 jsou izolaty pseni¢né DNA
z pSenice Konini (zna¢eno Konini) a Bohemia (znaceno Kontrola), které byly pouzity
jako negativni kontrola spravné provedené¢ PCR. U vzorki €. 1-12 doslo k amplifikaci
fragmentu genu GCHI, u vzorkll ¢. 13 a 14 tento fragment podle ocekéavani
amplifikovan nebyl. Bylo tedy ovéteno, ze ve vzorcich ¢. 1-12 se nachdzi DNA

brojlerd, a tudiz byla izolace DNA z jejich krve provedena spravng.
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Obr. 6 Agarozova gelova elektroforéza: DNA z krve brojlerti, pouzity primer:
GCHI1 Kkur, délka PCR produktu: 776 bp

M: hmotnostni marker 100 bp; brojlefi €. 1-6 krmeni Konini, brojlefi €. 7-12
krmeni Kontrolou: 1: DNA €. 1; 2: DNAC. 2; 3: DNAC. 3; 4: DNA . 4; 5: DNAC. 5;
6: DNA C. 6; 7: DNA €. 7; 8: DNA €. §; 9: DNA €. 9; 10: DNA ¢. 10; 11: DNA ¢. 11;
12: DNA ¢. 12; 13: negativni kontrola, vzorek DNA z krmiva Konini; 14: negativni
kontrola, vzorek DNA z krmiva Kontrola; M: hmotnostni marker 100 bp

DalSim krokem byla samotna detekce psSenicné DNA v izolatech DNA z krve
brojlerii. Tato analyza byla provedena s pouzitim dvou pSeni¢nych primert. Nejprve
byla PCR provedena za pouziti primeru TaActin_pSenice. Vzorky €. 1-12 jsou izolaty
DNA z krve brojlerti, €. 13 a 14 jsou izolaty pSenicné DNA z pSenice Konini (znaceno
Konini) a Bohemia (zna¢eno Kontrola), které byly pouzity jako pozitivni kontrola
spravné provedené PCR a funk¢nosti primeru. Jak je zfejmé z nasledujiciho Obr. 7,
u vzorki DNA z krve brojlerti nebyl hledany fragment genu pSenice amplifikovan,
zatimco u vzorki DNA izolované z pSenice k amplifikaci doSlo. D4 se tedy
predpokladat, ze fragment genu TaActin o délce vétsi nez 558 bp v izolatu DNA z krve

brojlert neni pfitomen.
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Obr. 7 Agarozova gelova elektroforéza: DNA z krve brojlerti, pouzity primer:
TaActin_pSenice, délka PCR produktu: 558 bp

M: hmotnostni marker 100 bp; brojleti €. 1-6 krmeni Konini, brojlefi €. 7-12
brojlefi krmeni Kontrolou: 1: DNA €. 1; 2: DNA €. 2; 3: DNA ¢. 3; 4: DNA ¢. 4;
5: DNAC. 5; 6: DNAC. 6; 7: DNAC. 7; 8: DNAC. §; 9: DNA €. 9; 10: DNA ¢. 10; 11:
DNA ¢. 11; 12: DNA ¢. 12; 13: pozitivni kontrola, vzorek DNA z krmiva Konini; 14:

pozitivni kontrola, vzorek DNA z krmiva Kontrola; M: hmotnostni marker 100 bp

Vysledky ptedchozi analyzy byly ovéfeny metodou PCR s pouzitim druhého
primeru GAPDH_pSenice, ktery poskytuje krat§i PCR produkt. Opét jako vzorky €. 1-
12 byly pouzity izolaty DNA z krve brojlert a ¢. 13 a 14 byly izolaty psenicné DNA
z pSenice Konini (znaceno Konini) a Bohemia (zna¢eno Kontrola), které slouzily jako
pozitivni kontrola spravné provedené PCR a funk¢nosti primeru. I v tomto piipadé
u vzorkli DNA z krve brojleri nebyl hledany fragment genu GAPDH amplifikovan,
zatimco u vzorkiit DNA izolované z pSenice k amplifikaci doslo — viz Obr. 8. I v tomto
ptipad¢ se da predpokladat, Ze zjiStovany fragment genu GAPDH o délce vétsi nez

174 bp taktéz neni v izolatu DNA z krve brojlert pfitomen.
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Obr. 8 Agarozova gelova elektroforéza: DNA z krve brojlerti, pouzity primer:
GAPDH_psenice, délka PCR produktu: 174 bp

M: hmotnostni marker 100 bp; brojlefi €. 1-6 krmeni Konini, brojlefi €. 7-12
krmeni Kontrolou: 1: DNA . 1; 2: DNAC. 2; 3: DNAC. 3; 4: DNA . 4; 5: DNA . 5;
6: DNA C. 6; 7: DNA €. 7; 8: DNA €. §; 9: DNA €. 9; 10: DNA ¢. 10; 11: DNA ¢. 11;
12: DNA ¢&. 12; 13: pozitivni kontrola, vzorek DNA z krmiva Konini; 14: pozitivni

kontrola, vzorek DNA z krmiva Kontrola; M: hmotnostni marker 100 bp

5.5 Detekce DNA pSenice v trusu brojleri pomoci PCR

Mimo DNA izolované z krve brojlerti byla detekce ptfitomnosti pSeni¢né DNA
také provedena na vzorcich trusu. Ten byl odebiran kazdy den krmného pokusu, ovS§em
pro tuto analyzu byly vybrany vzorky z poslednich dn krmného pokusu, tedy ze dne
33 a 34.

Nejprve byla provedena PCR s pouzitim primeru GCH1 kur. Jako templatova
DNA slouzily izolaty DNA z trusu a jako pozitivni kontrola spravné provedené¢ PCR a
funk¢nosti primeru byl pouzit vzorek DNA z krve brojlera. Na Obr. 9 je patrné, Ze
k amplifikaci segmentu genu GCHI u vzork trusu nedoslo, amplifikace byla GispéSna

pouze u kontrolniho vzorku s templatovou DNA izolovanou z krve brojlera.

41



A/ [ S S S S e S s S

Obr. 9 Agar6zova gelova elektroforéza: DNA z trusu brojlerii, pouzity primer:
GCHI1 _kur, délka PCR produktu: 776 bp

M: hmotnostni marker 100 bp; 1: 33. den, krmeno Konini, klec €. 1; 2: 33. den,
krmeno Konini, klec €. 2, 3: 33. den, krmeno Kontrolou, klec ¢. 3, 4: 33. den, krmeno
Kontrolou, klec ¢. 4, 5: 34. den, krmeno Konini, klec ¢. 1, 6: 34. den, krmeno Konini,
klec €. 2, 7: 34. den, krmeno Kontrolou, klec ¢. 3, 8: 34. den, krmeno Kontrolou, klec
¢. 4, 9: pozitivni kontrola — DNA z krve brojlera, vzorek ¢. 233B

I pres negativni vysledek predchozi analyzy pomoci PCR byla provedena PCR
testujici pritomnost pSenicné DNA pomoci primeru TaActin pSenice. Jak je vidét na
Obr. 10, vysledek byl obdobny jako u ptedchozi analyzy. U templatovych vzorki DNA
z trusu k amplifikaci nedoslo, amplifikovan byl pouze segment genu ZaActin pii pouziti

templatového vzorku DNA izolovaného z pSenice odridy Konini.
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Obr. 10 Agardzova gelova elektroforéza: DNA z trusu brojlerti, pouzity primer:
TaActin pSenice, délka PCR produktu: 558 bp

M: hmotnostni marker 100 bp; 1: 33. den, krmeno Konini, klec ¢. 1; 2: 33. den,
krmeno Konini, klec €. 2, 3: 33. den, krmeno Kontrolou, klec ¢. 3, 4: 33. den, krmeno
Kontrolou, klec ¢. 4, 5: 34. den, krmeno Konini, klec €. 1, 6: 34. den, krmeno Konini,
klec €. 2, 7: 34. den, krmeno Kontrolou, klec ¢. 3, 8: 34. den, krmeno Kontrolou, klec
¢. 4, 9: pozitivni kontrola — DNA z Konini

Pro ovéteni predchoziho negativniho vysledku byla provedena PCR s pouzitim
primeru GAPDH_pSenice, tktery poskytuje krat§i PCR produkt. I v tomto ptipadé, jak
je vidét na Obr. 11, pti pouziti templatové DNA izolované ze vzorka trusu k amplifikaci
pozadovaného segmentu DNA nedoslo. Amplifikace byla GspéSna pouze u templatove

DNA izolované z pSenice odridy Konini, kterd byla pouzita jako kontrolni vzorek.
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Obr. 11 Agardzova gelova elektroforéza: DNA z trusu brojlert, pouZity primer:
GAPDH_psenice, délka PCR produktu: 174 bp

M: hmotnostni marker 100 bp; 1: 33. den, krmeno Konini, klec ¢. 1; 2: 33. den,
krmeno Konini, klec €. 2, 3: 33. den, krmeno Kontrolou, klec ¢. 3, 4: 33. den, krmeno
Kontrolou, klec ¢. 4, 5: 34. den, krmeno Konini, klec €. 1, 6: 34. den, krmeno Konini,
klec €. 2, 7: 34. den, krmeno Kontrolou, klec ¢. 3, 8: 34. den, krmeno Kontrolou, klec

¢. 4, 9: pozitivni kontrola — DNA z psSenice Konini
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6 DISKUZE

6.1 Zpracovani vzorki krve brojleri

Pti zpracovani krevnich vzorkil je nutné zabrénit vzniku sraZeniny za pomoci
antikoagulantii. N¢ktefi autofi (napt. Garceia et al., 2002) nedoporucuji pouziti heparinu
v piipadé, Ze je krev dale analyzovana pomoci PCR, protoZe heparin miiZze inhibovat
prabéh PCR, misto heparinu doporucuji pouziti EDTA. Naopak jiné studie (napi. Lam
et al., 2004) uvadi, ze heparin a EDTA jsou v tomto pfipad¢ rovnocenné a pii pouziti
heparinu k inhibici PCR nedochazi. V této praci byly pouzity zkumavky obsahujici
lithium heparin (Li HEPARIN 34 1. U.), do nichZ byla odebrana krev z ktidelni Zily
brojlerti. Dle Garcia et al. (2002) zavisi inhibi¢ni u¢inky heparinu na PCR pfedevsim na
mnozstvi DNA v reakéni smési a na koncentraci heparinu ve vzorcich. V nasi analyze
se pohybovalo mnozstvi DNA izolované z krve brojlerti v jednom vzorku PCR smési
pfiblizné od 110 ng po 270 ng (konkrétni hodnoty viz Tab. 9 v kapitole 5.1),
koncentrace heparinu v reakéni smési ur€ovana nebyla. Pfi téchto hodnotdch mnozstvi
DNA v reakéni smési PCR probéhla, coz bylo ovéfeno pomoci agardzové gelove
elektroforézy.

Pii izolaci DNA z krve brojleri bylo také nutné vyfeSit vytvafeni sraZeniny,
kterd vznikala v pocatecni fazi izolace pfi lyzi krevnich bunék, pfilnula k membrané
kolony a znemoznila dokonceni izola¢niho procesu. Pro izolaci DNA byl pouzit
komer¢ni kit Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) od vyrobce Geneaid.
Postup doporuceny vyrobcem kitu neni optimalizovan na krevni vzorky ptaki, proto
bylo nutné jej upravit tak, aby srazenina nevznikala. Toho bylo docileno snizenim
doporuceného vstupniho objemu krevniho vzorku na 10 pl a pouZitim proteindzy K ve
fazi izolace, kdy probihala lyze krevnich bun¢k.

Vyrobcee kitu také doporucuje, aby pro piipadné zvyseni koncentrace izolované
DNA v roztoku bylo pouzito mensi mnozstvi eluéniho pufru, nez je doporucenych
100 pl. V tomto kroku izolace byl dodrzen zdkladni navod kitu a bylo pouZito 100 pl
elucniho pufru 1 pfes to, ze mnozstvi vzorku krve pouzit¢é pro izolaci bylo
dvacetinasnobné mensi, nez je v navodu kitu doporuceno. Erytrocyty brojlert obsahuji
jé&dro, a tudiz byla koncentrace izolované DNA dostate¢nd i v 100 pl eluéniho pufru —

pohybovala se piiblizné od 110 ng/pl po 270 ng/ul. Cistota DNA zméfena

45



spektrofotometricky a vyjadiend jako A280/260 se pohybovala ptiblizné od 1,6 po 1,7,

vzorky tedy byly zneciSténé pfitomnymi proteiny.

6.2 Primer TaActin_pSenice

Primer TaActin_pSenice odvozeny od genu pro pSeni¢ny aktin byl vybran dle
Himi et al. (2011), kde byl pouzit jako standard pro reverzné transkripéni PCR.
experimentu (Himi et al., 2004), kde pouzili teplotu nasedani primeru 58 °C. Tuto
teplotu jsme se rozhodli pfed dalSimi analyzami ové&fit pomoci gradientové PCR.
Testovany teplotni rozptyl se pohyboval mezi 56-64 °C a testované teploty byly 56 °C,
57,2 °C, 58 °C, 59 °C, 60 °C, 61 °C, 62 °C, 63 °C a 64 °C. Tyto konkrétni hodnoty teplot
vychazely z moznosti nastaveni gradientového termocykleru (QB-96 Quanta Biotech) a
termocykleru pouzitého pro samotnou analyzu DNA z krve pomoci PCR (T3
Thermocycker Biometra). Po gradientové PCR byla provedena agardézova gelova
elektroforéza a na jejim zékladé byla vybrana teplota annealingu dle intenzity pruhu
produktu gradientové PCR a dle nepfitomnosti nespecifickych produkt. Jako

nejvhodnéjsi teplota nasedani primeru byla vyhodnocena teplota 62 °C.

6.3 Zpracovani vzorkii trusu a detekce DNA pSenice

Izolace DNA ze vzorkid trusu byla provedena podle stejného protokolu jako
izolace DNA z pSenice. Tento postup pomoci izola¢niho kitu uréeného pro rostlinné
vzorky byl zvolen proto, aby byly v trusu zachyceny piipadné fragmenty DNA pSenice.
Koncentrace DNA izolované z trusu se pohybovala od 3,9 ng/ul po 18,2 ng/ul. Cistota
DNA zmétena spektrofotometricky a vyjadrena jako A280/260 se pohybovala piiblizné
od 1,1 do 2,5, izolaty tedy byly siln€ zneciStény. Nasledné byla provedena PCR, pfi niz
se nepodafilo amplifikovat zaddny fragment DNA, a to ani za pouziti primeru
GCHI1 kur, ani primert TaActin pSenice a GAPDH psenice, i kdyZ vzorky pouZité

jako pozitivni kontrola ukéazaly, ze PCR byla provedena spravné. Monteiro et al. (1997),
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ktery se vénoval analyze vzorkli DNA izolovanych z exkrementti, uvadi, ze tento typ
vzorkl je pro analyzu pomoci PCR obtizny na zpracovani, protoze exkrementy obsahuji
komplexni polysacharidy rostlinného ptivodu, které ptisobi pii PCR jako inhibitory této
reakce. Jako mozné fteSeni navrhuje jejich hydrolyzu enzymatickou cestou pied
provedenim PCR. Rossi et al. (2005) tento problém vyiesili pouzitim kitu uréené¢ho
piimo na izolaci DNA ze vzorkli exkrementl. Predpokladame, Ze pravé piitomnost
téchto komplexnich polysacharidii v trusu byla divodem, pro¢ PCR provedena na

téchto vzorcich neprobéhla.

6.4 Detekce DNA pSenice v krevnich vzorcich

Jak je uvedeno ve vysledcich, pfitomnost PCR produktii DNA pSenice v krvi
brojlerti nebyla v naSem experimentu prokazana. Abychom mohli vyloucit nespravné
provedeni jednotlivych krokd analyzy a v ptipadé¢ krevnich vzorkd ptitomnost
inhibitordi PCR, v jejim pribéhu se nachdzelo n¢kolik kontrolnich bodd, které
napomohly tuto moZnost minimalizovat. Postup a optimalizace izolace DNA z krve
brojlerit byly jiz popsany vySe v kapitolach vénujicich se metodologii a diskuzi
zpracovani téchto vzorkda.

Pro PCR byly vybrany primery odvozené od tzv. provoznich geni: pSeni¢nych
gentt TaActin a GAPDH a genu GCHI kura. Velikost amplikonti DNA pSenice je na
zakladé prostudované literatury (viz Rehout et al., 2008, Zhang et al., 2008 a Himi et
al., 2011) natolik mal4, aby templatovd DNA pochdzejici z pSenice nebyla
fragmentovana a v ptipad¢ jeji pfitomnosti ve vzorcich doslo k jeji amplifikaci: u genu
TaActin se jednd o fragment o délce 558 bp a u genu GAPDH o 174 bp. Pfi samotné
PCR byly vzdy pouzity vzorky DNA z krve nebo pSenice jako pozitivni nebo negativni
kontrola spravné provedené analyzy. Pii ovéfovani tspéSnosti izolace DNA z krve byly
vSechny vzorky otestovany pomoci primeru specifického pro kura, a zaroven byla jako
negativni kontrola pouZita DNA izolovand z pSenice. Pfi zjiStovani pfitomnosti
pseni¢né DNA v izolatu DNA z krve byly jako pozitivni kontrola spravné provedené
PCR pouzity vzorky DNA izolované z pSenice. Veskeré analyzy byly provedeny ve

trech opakovanich vzdy se stejnym vysledkem.
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Einspanier et al. (2001), ktefi ve své studii zachytili v orgdnech brojlert
chloroplastovou DNA, uvadi, ze detekovatelnost rostlinné DNA zavisi na mnozstvi
zjistované DNA, kterou pokusny organismus v krmivu pozie, a na velikosti hledaného
fragmentu DNA (v dané studii se jednalo o fragment velikosti 199 bp). Stejnym
zpiisobem vysvétluje shodné vysledky svého experimentu i Aescherbacher et al. (2005).
Sieradzski et al. (2013) uvadi, ze v krevnich vzorcich pokusnych organismil, mezi
nimiz bylo 1 96 slepic, fragmenty rostlinné DNA nenasli; ve své studii pracovali s PCR
produkty o délce 118 bp. Naopak Rossi et al. (2005) detekovali v krevnich vzorcich
brojlerti fragmenty rostlinné DNA o délce 439 bp.

V nasi studii byli brojlefi v poslednich 15 dnech krmného pokusu pievedeni na
monodietu. Davka zjistovanych gent v krmivu tedy byla vysoka, ovSem DNA pSenice
nebyla v krevnich vzorcich detekovana. Hledané useky genomu pSenice v krevnich
vzorcich mély délku 558 bp a 174 bp. Zjistovany fragment genu TaActin délky 558 bp
byl pravdépodobné pro detekci pomoci PCR pfili§ dlouhy, ziejmé byl degradovan pii
travicich procesech. Pokud byl fragment genu GAPDH délky 174 bp v krevnich
vzorcich pfitomen, mohl byt dle vysledkl Einspanier et al. (2001) a Rossi et al. (2005)
detekovan. Ovsem dle Sieradzski et al. (2013) byla jeho délka pro detekci v krvi prili§
velka.

Spisék et al. (2013) uvadi ve své studii, ktera byla provedena na lidskych
dobrovolnicich, Ze rostlinnd DNA byla v krevnich vzorcich detekovéna vyznamné
Castéji, pokud v organismu daného clovéka v dobé experimentu probihal zanét.
K podobnému zavéru dospél i Rehout et al. (2008), ktery uvadi, ze vyskyt rostlinné
DNA v orgéanech brojler mtze byt ovlivnén praveé probihajici infekei.

Brojlefi byli pfi krmném pokusu pievedeni na monodietu, kterd trvala 15 dnt.
Tento zpiisob vyzivy neni pro jejich organismus pfiznivy, ovSem i pies to byla rostlinna

DNA v jejich travicim traktu degradovana a v krevnich vzorcich nebyla detekovéna.
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7 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na sledovani transferu genetické informace ze
zkrmované pSenice u vybraného modelového organismu, a to u kohoutkti brojlerovych
kutat. Byla soucasti krmného pokusu, pifi némz byli vykrmovani brojlefi prevedeni na
monodietu, kterd u jedné skupiny sestdvala z purpurové pSenice odriidy Konini a u
druhé skupiny z bézné psenice odriidy Bohemia. Metodika prace vychazi z literatury
uvedené v literarnim piehledu.

Analyzy byly provedeny na dvou typech vzorki: na krvi brojlerd, kterd jim byla
odebirana 15. den krmeni monodietou, a na vzorcich trusu, které byly odebirany 13. a
14. den krmeni monodietou. Krevnich vzorkli bylo analyzovano dvanéct, Sest z nich
pochazelo z brojlerti krmenych pSenici Konini a Sest z nich z brojlerd krmenych pSenici
Bohemia. Vzorkt trusu bylo osm, vzdy dva ze 13. dne od skupiny krmené¢ Konini a dva
od skupiny krmené Bohemia a totéz ze 14. dne krmeni monodietou.

Analyza vyskytu DNA pSenice ve vzorcich krve a trusu byla provedena pomoci
metody PCR. K tomu byly vyuzity dva pSeni¢né primery a pro kontrolu spravného
provedeni izolace DNA z krve brojlert a spravného provedeni PCR jeden primer kura.
Analyzy byly provedeny ve tfech opakovanich a vysledky byly vyhodnoceny pomoci
agar6zové gelové elektroforézy.

Vysledkem analyz je to, ze v ZzZadném ze vzorkl krve nebyly fragmenty DNA
pSenice detekovany. ProtoZe béhem analyz odebranych krevnich vzorkl bylo provedeno
nekolik kontrol, které mély minimalizovat riziko nespravné provedenych laboratornich
metod, predpokladame, Ze se v analyzovanych vzorcich fragmenty DNA pSenice delsi
nez testovanych 174 bp nevyskytovaly. Ve vzorcich trusu nebyl vyskyt DNA pSenice
prokazan, protoze PCR pii analyze téchto vzorkl neprobéhla. To bylo pravdépodobné
zpusobeno piitomnosti komplexnich polysacharidii rostlinného plvodu v izolatech
DNA z trusu, které plsobi jako inhibitory PCR. Pro ziskani vysledkl i z této Casti
analyzy by bylo nutné ji zopakovat a pied provedenim PCR tyto komplexni
polysacharidy hydrolyzovat enzymatickou cestou, nebo pouzit izola¢ni kit piimo

urceny pro vzorky exkrementt.
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