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PCR detekce geneticky modifikované sdji v potravinach a
krmivech

Abstrakt

Geneticky modifikované organismy, jejichz geneticka vybava byla cilené pozménéna
ziskavaji vlastnosti, které diive nemély. Jednim z hlavnich divoda téchto cilenych
genetickych uprav u rostlin je odolnost vii¢i herbicidim. Zejména u s6ji se vyuziva
modifikace na odolnost k herbicidu glyfozatu. Dosud stale nebyla prokazana bezpe¢nost
potravin vyrobenych z geneticky modifikovanych plodin ¢i z zivo¢isnych produkti zvifat
krmenych GM krmivy. Tato bakalaiska prace se zamétuje jednak na optimalizaci metod
pro detekci GMO ve zpracovanych potravinach a v krmivech, a dale také na ovéfeni
pravdivosti udaja, tykajici se pfitomnosti GMO, uvadéné firmami na obalech potravin ¢&i
Krmiv.

Resersni Cast této prace obsahuje informace o genovém inzenyrstvi, problematice
geneticky modifikovanych organismii a zamétuje se také na popis technik potiebnych
k detekci GMO piedevsim ve zpracovanych potravinach, ale také v krmivech dostupnych
na ¢eském trhu.

Metodicka Cast této bakalarské prace se zaméfuje na detekci CaMV 35S promotoru
vyskytujici se v DNA plodin, které prosly genetickou Upravou. Pritomnost specifického
transgenniho materialu zahrnovala detekci konkrétniho genu odolného vuéi glyfosatu,
ktery mizeme znat zejména pod obchodim nazvem Roundup. K analyze GMO byly

vyuzity zékladni molekularné biologické metody.
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PCR detection of genetically modified soybean in food and feed

Abstract

Genetically modified organisms which genetic equipment has been specifically targeted
of have been acquiring properties they did not have before. One of the main reasons for
this aimed genetic modification in plants is herbicide resistance. Especially in soy case is
used the modification to resist to glyphosate. The safety of the food which has been made
of genetically modified crops or products of animal fed with GM feed has not been proved
so far. This bachelor thesis focuses on methods for detection of GMOs in food and feed.
Also, it focuses on verifying the data concerning the presence of GMOs presented by
companies on food or feed packaging.

The research part of this work contains information about genetic engineering, the issue
of genetically modified organisms and also focuses on the description of techniques
needed to detect GMOs, especially in processed foods, but also in feeds available on the
Czech market.

The methodical part of this bachelor thesis focuses on the detection of CaMV 35S
promoter occurring in DNA crops that have undergone genetic modification. The
presence of a specific transgenic material involved the detection of a particular
glyphosate-resistant gene, which is particularly known under the trade name Roundup.

There were used basic molecular biological methods to analyze GMOs.
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1. Uvod

Transgenoze neboli pienos genu urcit¢ho organismu do genomu jiného druhu
(Toman, 2009) ma za cil ziskat nové, vynosnéjsi a kvalitnéjsi odridy rostlin, které¢ budou
odolné vici biologickym a abiotickym stresovym faktoriim a ziskaji nové uzitkové
vlastnosti. Tato metoda je soucasné i piedmétem védeckého studia molekularni genetiky
rostlin, kterda umoziiuje poznat Iépe rostlinny genom od jednotlivych gent pies vzajemné
interakce téchto genti az po jejich interakce s vyvojem rostlin a s prostiedim. Transgenoze
umoziuje mimo jiné zjiStovat, do jaké miry jsou geny zivocichid a mikroorganismua
ptibuzné nebo vzdalené genlim rostlinnym a také umoziuje sledovat hlavni molekularni
mechanismy pulsobeni rostlinnych patogend. Nejcastéji vyuzivané transgeny koduji
jednak toleranci k nékterym specifickym typtim herbicida a jednak odolnost vi¢i hmyzim
Skiidcim. Oba zminéné typy transgend, které se V soucasnych transgennich odridach
vyuzivaji, byly poprvé v laboratornich podminkach pieneseny do modelovych rostlin
zhruba pted dvaceti lety. AZ po vice jak deseti letech se objevily prvni transgenni odrtdy.
Tato doba byla nutna k provedeni dostate¢né rozsahlych sérii pokust, pifi nichz bylo
dalezité dokazat bezpecnost geneticky modifikovanych rostlin. Podle soucasné
legislativy EU (Direktivy 2001/18/EC) je nutné dlouhodobé monitorovat geneticky
modifikované plodiny, které jsou uvadény do prostiedi a do ob&hu. NeSkodnost GM
odrtd pro pfirodu i ¢lovéka je prokazana existenci velkého mnozstvi védeckych praci a
neni znam Zzadny védecky dikaz prokazujici vEtSi nepfiznivé vlivy, neZ ma
velkoobjemova rostlinnd vyroba. Je ale tieba podotknout, Ze mnohé studie se poprvé
provadély az v souvislosti s geneticky modifikovanymi rostlinami a odrudy, které byly
netransgenni slouzily pouze jako kontroly. Proto nejsou transgenni a netransgenni odrady
takzvané¢ méteny stejnym metrem, jelikoZ naroky na ,,neSkodnost™ jsou u geneticky

modifikovanych odriid mnohem vétsi nez u téch klasickych (Kas, 2004)



2. ReSersSni ¢ast

1.1 Geneticky modifikované organismy

O geneticky modifikovaném (transgennim) organismu hovotime tehdy, pokud doslo
ke zméné jeho ptivodniho genetického materidlu metodou genové technologie. Ta
umoznuje v genomu (tj. soubor vsech genil buiiky ¢i organismu) urcité bunky pozménit
genetické informace vlozenim genti jinych genomut do genomu puivodniho. Tato metoda
na rozdil od pésténi a kiizeni umoznuje cilené vybavit organismy ur¢itymi dédicnymi
vlastnostmi. Oteviraji se tak moznosti ziskani uzitkovych rostlin s vlastnostmi, které
napiiklad usnadiuji vysadbu a zlepsuji odolnost proti Skodlivému hmyzu (Kasper, 2015)

Za geneticky modifikované organismy se podle mezinarodnich dohod povazuji
organismy (napf. semena rostlin) a produkty, které jsou plné vyrobeny z geneticky
modifikovaného materidlu (v jakékoli pfimési) nebo kde neimyslné pfimées prekracuje
1 % (Ondftej, Drobnik, 2002). Pfi procesu vytvareni geneticky modifikovanych rostlin
mohou vznikat velké zmény v ptirozeném fungovani DNA dané plodiny. Muze dojit jak
k mutaci ptuvodnich gent, tak k jejich smazani ¢i dokonce k jejich trvalému vypnuti nebo
zapnuti a stovky genli mohou Upln€ zménit sviyj stupen exprese. Naopak noveé vlozené
geny se mohou smichat s jinymi geny, rozpadnout se na fragmenty, mohou se zkratit nebo
u nich mize dojit k inverzi nebo duplikaci. Nasledkem toho mohou mit geneticky
modifikované bilkoviny, které rostlina produkuje nechténé vlastnosti a Skodlivé vedlejsi

u&inky (Smith, 2015)

1.1.1  Genové inZenyrstvi

Objev J. G. Mendela tykajici se matematickych pravidel dédi¢nosti znakll z rodic¢t
na potomstvo pozorovanych pii kiizeni hrachu, umoznil védctim na zacatku 70. let 20.
stoleti pfenaSet geny z jednoho organismu do druhého. V praxi byl vSak prvni pfenos
gend vyuzit v roce 1982. Jednalo se o ptipravu lidského inzulinu, pfi niz byl do bakterie

vlozen lidsky gen pravé na syntézu inzulinu. Experimenty zahrnujici zemédélské plodiny



zacaly az po roce 1985. Prvni geneticky modifikovanou plodinou zavedenou do praxe
bylo rajée. Cilem genetick¢ modifikace u téchto raj¢at bylo utlumeni ¢innosti enzymu
polygalakturonazy, ktery ma schopnost Stépit pektin. Rajcata diky tomu nemékla, byla
pevnéjsi a mohla se déle skladovat. Tim se omezilo trhani nezralych rajcat, ktera méla
timto zpisobem odolat nepfiznivym vliviim transportu. Genové modifikace nemély za cil
pouze zlepsit chut’ a vzhled plodin, ale také usnadnit jejich péstovani. Proto v roce 1995
vznikla prvni pesticidy produkujici plodina a také se zacalo s upravou rostlin pro odolnost
vaci herbicidim. Nejznamé&j$im herbicidem je takzvany Roundup Ready (glyfosat)
(Yount, 2008)

1.1.2  Produkce novych materidalii a potravin

Za vyznamny védecky prilom byl prohlasen objev ucinény v 70. letech 20. stoleti,
pfi kterém se potvrdilo, Ze védci dokaZou prenaset geny z DNA jednoho druhu do jiného
druhu. Bylo tak mozné vybavit rostliny, Zivoé¢ichy a dalsi organismy takovymi geny, které
by se nedaly ziskat pfirozenou cestou a dosahnout tak znakt, které se ptedtim u danych
druhti nenachazely. Védci tak zacali pracovat na nékterych zajimavych kombinacich. Do
DNA kozy byly vloZeny pavouci geny v nadéji, ze kozi mléko bude obsahovat bilkovinu
nachazejici se v pavucing, kterd by se dala pouZit pfi vyrobé neprustielnych vest. Pokozka
prasete méla po vloZeni kravskych gent stejné strakaté zbarveni, jako méla krava. Dalsi
zajimava geneticka modifikace spocivala ve vlozeni genli meduzy do prasecich embryi,
ktera zplisobila, Ze prasatim v noci svitily rypaky. Rajcata a jahody se staly odolné viici
mrazu po pieneseni gend ryb Zijicich v arktickych oblastech. Pro tvorbu spermicidu se
vpravovaly geny Clovéka do kukufice a naptiklad semenaiske spole¢nosti daly plodinam
nové znaky. Primysl zabyvajici se vyvojem GM semen se nazyva agrobiotechnologicky.
V soucasné dob¢ se komercné péstuji Ctyii hlavni geneticky modifikované plodiny —
kukufice, sojové boby, bavlna a fepka. Vyrabi se z nich naptiklad rostlinné oleje a
derivaty kukufice a s6ji se vyuzivaji pii zpracovani vSech potravin. Existuji i jiné GM

rostliny napiiklad tykev, cuketa, papaja nebo vojtéska (Smith, 2015).



Proces genetické modifikace se tyka také zvirat. Hospodatska zvitata podléhajici této
modifikaci by tak mohla produkovat i potraviny zcela novych vlastnosti. Do stiedu zajmu
se dostava hlavné kravské mléko, jakozto vyznamny zdroj zivin, ktery ale zdaleka
nemohou konzumovat vsichni bez problémii. Laktoza (mlé¢ny cukr) mize byt pro nékteré
dospélé nestravitelna a pokud se dostane ve vétSsim mnozstvi do stifeva, dojde na ném
k nezadoucimu pomnozeni stfevnich mikroflory, coZ zpusobuje stievni potize.
Producenti i zpracovatelé mléka se proto snazili ziskat kravské mléko se snizenym
obsahem laktézy. Jednou z variant, jak takové mléko ziskat je vpraveni genu pro laktazu
(enzym rozkladajici mléény cukr na jednoduché cukry) do DNA skotu. Nasvédcuji tomu
pokusy provadéné na mysich, pii nichz byl do jejich genetické informace pfenesen gen
pro laktdzu s regulaénimi sekvencemi, které zajistily tvorbu funkéniho enzymu v mlécné
zlaze. V bunkach mlécné Zlazy tak dochdzelo k rozkladu laktézy na jednoduché cukry.
V disledku toho dochézelo u mysi K uvoliovani mléka se silné¢ snizenym obsahem
mlééného cukru. Vyzivna hodnota mléka vSak nebyla rozkladem lakt6zy vyrazné sniZena,
jelikoz mlad’ata mysi Zivend timto mlékem rostla zcela normalné.

Genetické modifikace mohou ptispét 1 ke zvySeni kvality vepfového masa. DNA
prasat by byla obohacena o gen FAD?2 izolovany z DNA Spenatu. V rostliné se podle
tohoto genu vyrabi enzym delta-12 desaturaza, ktery ma schopnost pfeménovat nasycené
mastné kyseliny na kyseliny nenasycené. V organismu prasete tak dochazi pod vlivem
FAD2 k ptemén¢ pétiny tukd s nasycenimi mastnymi kyselinami na tuky, které obsahuji
nenasycené kyseliny. Ty jsou ze zdravotniho hlediska povazovany za méné Skodlivé.
FAD?2 se diky svym vlastnostem vyuziva také u GM olejnin, aby se u nich zvysil obsah

oleje v semenech (Kas, 2004)

113 Sgja

Potraviny, zejména ty z rostlinnych zdrojt, vzdy hraly zésadni roli v lidské vyzivé.
Kromé Zivin, které nam poskytuji maji také vlastnost chranit lidsky organismus proti
riznym onemocnénim (Suliburska, Krejpcio, 2014). Séja (lat. Glycine max.) je jednou

z dulezitych rostlin, jelikoz je to levny zdroj oleje a proteind vyuzivanych v potravinach

10



pro lidi a zvitata (Natarajan et al., 2013). S6jova semena jsou znama pro obsah prvki jako
je vapnik, méd’, Zelezo, hot¢ik, mangan, fosfor a zinek. Tyto chemické prvky slouzi hned
k n€kolika funkcim lidského t€la a jsou pro dilezité napiiklad pro kosti a tvorbu zubu.
Jsou také soucasti riznych enzymti zodpovédnych za bunéény metabolismus (Mataveli
et al., 2010). Kromé¢ toho ma sdja fyziologicky aktivni metabolity, jako jsou isoflavony
(rostlinné hormony vyskytujici se v s6ji), lecitiny, tokoferoly (ptirodni chemické latky
vitaminu E) a saponiny (latky rostlinného ptivodu snizujici povrchové napéti kapalin).

Tyto metabolity jsou dulezité pro udrZeni dobrého zdravi (Yamada et al., 2012).

1.14 Transgenni sdja

Dv¢ nejvice péstované geneticky modifikované plodiny jsou kukufice a s6ja. Pravé
tyto dvé plodiny jsou zakladnimi slozkami vétSiny potravin (Abdullah et al., 2005).
U potravin, které jsou vyrobeny z transgennich rostlin (takové, do jejichz dédiéného
zakladu byly vpraveny geny z jinych organismi) musi byt pted jejich uvedenim na trh
dobte dokumentovano, ze jSou podstatné shodné s potravinami stavajicimi, a ze nemaji
na zdravi ¢lovéka ¢i zvitat nepfiznivy Gcinek. Shoda spoc¢iva v kvantitativni i kvalitativni
shod¢ ve v§ech znacich mimo ten znak, ktery je kddovan transgenem a tuto shodu je nutno
prokdzat. V opa¢ném piipad¢ musi byt produkt uveden na trh jako nova potravina. To je
ovsem postup legislativné slozit€jsi. Jako ptiklad zde poslouZzi postup pii prokazovani
schlidnosti pouzivani transgenni soji s transgenem pro odolnost vii¢i herbicidu glyfosatu
V potravinaiském primyslu. S6jovy bob je lusténina, kterd je ekonomicky dillezita pro
vyrobu olejt, krmiv i jidla. Obsahuje okolo 40 % bilkovin a 20 % oleje v semenech
(Jackson, Linskens, 2002). Jakozto jedna z nejstarSich kulturnich rostlin je v soucasné
dobé nejvice produkovana v USA (asi 60 mil. tun ro¢né€) a pfiblizné polovina jeji
produkce je transgenni. VétSina této transgenni s¢ji obsahuje transgen pro odolnost viici
glyfosatu (herbicid). Vzhledem k faktu, ze neni ve statech Evropské Unie dovoleno
péstovat geneticky modifikované plodiny a zaroven neni moc statil, které by péstovaly
plodiny geneticky neupravené, musi byt GM s6ja importovana z Argentiny, Brazilie ¢i

USA. Tyto staty a jiné jsou hlavnimi staty péstujici GM plodiny. Jedina GM plodina
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péstovana v EU je tzv. MON810 kukufice. Tento typ kukufice je odolny vici hmyzu a
péstuje se ve statech jako je Polsko, Portugalsko, Slovensko, Spanélsko, Rumunsko a také
Ceska Republika (Rosculete et al., 2018). Do Ceské republiky se kazdy rok dovazi asi
10 000 tun s6jovych bobt, a jesté mnohem veEtsi mnozstvi riznych vyrobkl ze séji jako
napiiklad tofu, s6jova mléka, dezerty, zmrzliny, jogurty apod. Az u 60 % potravin jsou
vyuzivany produkty s6jovych bobtli. Mezi tyto potraviny patii ku ptikladu s6jova moucka,
sojovy olej, texturovany sdjovy protein, s6jové izolaty, sGjova mouka, s6jovy koncentrat
a lecitin (smés fosfolipidli). Pfi prokazovani podstatné shody byly srovnavany odridy
s0ji, které obsahuji jediny transgen — gen pro enzym enolypyruvylSikimatfosfatsyntazu
(EPSP) — z genomu Agrobacterium tumefaciens kmene CP4, s odpovidajicimi odradami,
z kterych byly odvozeny a nejsou transgenni. Protein kddovany transgenem neni podobny
zadnému znamému toxickému proteinu, neni ani akutné toxicky, a dokonce nema zadné
alergenni puasobeni. V simulovanych travicich systémech dochazi k jeho rychlému
rozkladu. Tyto systémy jsou laboratorni smési enzymi napodobujici slozeni zaludeéni
Stavy a slouzi k hodnoceni rychlosti trdveni bilkovin. U béznych bilkovin je doba tiplného
rozkladu proteini pfiblizné 2 minuty. Dale bylo zjiSténo, Ze transgenni rostliny
nevykazuji zadné rozdily v citlivost k chorobam, Skidcim a ani rozdily v interakci
S ptidni mikroflérou v porovnani s netransgennimi rostlinami. Krysy a kiepelky, které
byly krmeny nezpracovanymi boby nevykazovaly zadné neptiznivé vlivy. Obé odridy
sOji (transgenni a netransgenni) byly srovnavany z hlediska jejich celkového obsahu
slozek jako jsou bilkoviny, tuky, polysacharidy, vlaknina, popelovina, a byla zjisténa
uplnad shoda v téchto slozkach. Pfi dalSich analyzach byly proteiny degradovany na
aminokyseliny a byl zjiStovan pomér osmndacti hlavnich aminokyselin a pomér
jednotlivych mastnych kyselin v olejich. Zvlasté obsah bilkovin, které jsou obsazeny i
V netransgenni sdji a maji potravinarsky neptizniveé vlastnosti byl sledovan podrobnéji. U
parametrti zahrnujici inhibitor trypsinu, lektin soji, fytoestrogeny, cukry stachyoza a
rafindza, fytat ¢i ureaza nebyl zjiStén Zadny rozdil mezi transgennimi a odpovidajicimi
netransgennimi odridami. Transgenni organismy a jejich produkty musi byt oznaceny i
piesto, ze u nich byla prokazana podstatnd shoda se stavajicimi produkty a absence

negativnich vlivii na zdravi ¢lovéka i zvitat. Podle ¢eského zakona ¢. 153/2000 Sb. je
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vyzadovano znaceni geneticky modifikovanych organismid a produktd z nich
zhotovenych. Novy zakon o potravinach, ktery nabyl u¢innosti v roce 2002 vyzaduje, aby

byly znacené potraviny, jez obsahuji soucasti z geneticky modifikovanych surovin
(Ondfej, Drobnik, 2002).
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1.1.5 Zdravotni rizika GMO

K syntéze nového proteinu dochazi v piipadé pfenosu genti z jednoho organismu do
organismu jin¢ho. Hlavni riziko konzumace GMO piedstavuje vznik potravinové alergie
zapfi¢inéné potadim aminokyselin, které tvofi strukturu nové bilkoviny. Potencial ke
vzniku alergie maji proteiny v pfipadé, Ze je jejich sekvence shodnd s jinym
potravinovym alergenem, ktery zpusobuje nezaddouci odpovéd’ imunitniho systému
(Kramkowska et al., 2013). Problém ale muze nastat i v pfipad¢, ze je geneticky
modifikovand bilkovina takova, jaka by byt méla. (Smith, 2015). VétSina ptipadi
spojenych s alergii zpusobenou konzumaci transgennich potravin je v souvislosti
s genovou expresi organismu, které maji potencial ke vzniku alergie. Geneticky
modifikovana soja obsahujici metionin (aminokyselina, syntetizovana vnesenym genem
jako produkt) izolovany z para ofechtl je Casto zminovanym piikladem potravinové
alergie (Kramkowska et al., 2013), a kvili této nezadouci vlastnosti nebyl tento produkt
nikdy uveden na trh. (Batista, Oliveira, 2009).

VloZené geny (transgeny) se rovnéZ mohou pienést z jidla do vnitinich organt nebo
sttevnich bakterii, ¢imz nastava dalsi problém. Toto tvrzeni bylo jiz dfive povaZzovano za
mylné, a to na zaklad¢ predpokladu, Ze se tyto geny v travici soustave rychle nic¢i. Tvrzeni
vyvraci vyzkumy provadéné na zvitatech. Ukazalo se, ze poziend DNA muze cestovat po
celém téle, a dokonce se muze skrze placentu dostat i do plodu. Transgeny z GM plodin
podavanych zvifatim se naSly v jejich krvi, ledvinach, jatrech a sleziné. Pfi pokusu,
v némz lidé pozili GM potraviny, bylo potvrzeno, ze geneticky material vlozeny do
geneticky upravené soji byl pfenesen do DNA bakterii vyskytujicich se v naSich stievech
(Smith, 2015). Konzumaci ,,cizi“ DNA (bakterii, virt) jsou lidé vystaveni, aniz by si to
uvédomovali. Potrava vzdy obsahuje n&jaké mnozstvi bakterii (Batista, Oliveira, 2009).
U lidi a zvitat bézn¢ konzumujicich rostlinou stravu jako soucast kazdodenni stravy,
nebyl v jejich genomu nalezen zadny rostlinny gen. Séja odolna glyfosatu obsahuje gen
Z piidni bakterie. Dochdzi tak ke kodovani enzymu podobnému séjovému enzymu, ale
bez citlivosti ke glyfosatu. Stejny enzym mtizeme bézné nalézt u vétsiny ptidnich bakterii.

Pokud vezmeme Vv potaz, ze jeden gram ornice muze obsahovat az miliardu téchto
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bakterii, je jasné, ze se dostanou i do nasi potravy. Tyto nepatogenni mikroorganismy
jsou pii laboratornich testech oznaCovany jako aerobni mikroorganismy. Dle
hygienickych norem je Vv nékterych piipadech piipustna hranice az deseti miliona

mikroorganismi na jeden gram potraviny (Drobnik, 2008)

1.1.6 Znaceni geneticky modifikovanych potravin a krmiv

Geneticky modifikované organismy jsou odbornou vefejnosti povazovany za
zdravotné¢ nezavadné a rovnocenné klasickym potravindm. Pravo moznosti vybéru
spotiebitele je proto respektovano. Povinnost oznacovani GM potravin vyplyva
zZ legislativy Evropské unie (Dostdlovd, Kadlec, 2014). Pozadavky na oznacovani
potravin a krmiv vykazujici ptitomnost GMO jsou uvedeny v Nafizeni evropského
parlamentu a rady (ES) ¢. 1830/2003 O sledovatelnosti a oznaCovani geneticky
modifikovanych organismu a sledovatelnosti potravin a krmiv vyrobenych z geneticky

modifikovanych organismti a 0 zmén¢ smérnice 2001/18/ES.

1.1.7 Detekce transgenii v potravindch a krmivech

Vzhledem k natfizeni EU platnému od roku 1977 musi byt produkty vyrobené z
geneticky modifikovanych organismii oznacovany. Pro kontrolu bylo nutné zavedeni co
nejucinngjSich, nejspolehlivéjsich a nejpiesnéjsich metod pro detekci GMO
Vv potravinatskych produktech (Rott et al., 2004).

K detekci GMO se mohou vyuZivat metody jako je chromatografie, hmotnostni ¢i
infraCervena spektrometrie (Huang, Pan, 20005). Nejvice vyuzivanou metodou pro
detekci geneticky modifikovanych surovin, respektive transgent, které obsahuji je

predevSim PCR (polymerazové fetézové reakce) (Ondiej, Drobnik, 2002).
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1.2 Izolace nukleovych kyselin

Pomoci izolace nukleovych kyselin lze ziskat ¢isté molekuly DNA/RNA extrakci

Z bunécného jadra nebo mitochondrii (Kuciel, Urban, 2016).

1.2.1 lzolace DNA z rostlinnych tkani

vvvvvv

Pro vétsinu molekularné genetickych analyz je dulezity extrakt vySetfované nukleové
kyseliny, ktery je zbaven podilu bilkovin (Beranek, 2016). Prvnim dilezitym krokem
izolace je Setrné naruseni bunék ¢i tkani, ve kterych se nukleové kyseliny nachdzi. Nesmi
vSak dojit k poskozeni téchto kyselin. Aby doslo k rozkladu bun¢k a nasledné k uvolnéni
jejich obsahu, pouziva se lyzaéni pufr obsahujici detergenty, které zptisobi rozruSeni
membran vlivem zvySeni permeability bunéénych membran. Jako detergent se nejéastéji
vyuziva dodecylsiran sodny (SDS). Nasledn¢ dochazi k disociaci nukleoproteinovych
komplext a ke §t€peni uvolnénych proteini pomoci enzymu proteinaza K (nejcastéji)
Izolace DNA, respektive jeji principy, vychazi z vlastnosti deoxyribonukleové
kyseliny:
1. snadna precipitace DNA alkoholem,
2. fosfatové estery se pti neutrdlnim pH chovaji jako anionty, jelikoz jsou to silné
kyseliny,
3. baze jsou bazické pouze slabé a jsou bez naboje,
4. vodikové vazby mezi skupinami — NH2 a — OH jsou v rozmezi pH 4-9 stabilni,
5. maximum absorpce UV svétla nukleovych kyselin je pti 260 nm a jednovlaknova
DNA dava vétsi absorbanci nez dvouvldknova o 20-30 %, a posledni vlastnosti
DNA molekuly je jeji mimofadna stabilita (Zima, 2012). Mnozstvi a kvalita
extrahované DNA zavisi zejména na metod¢, ktera byla pouzita (Lick et al.,
1996).
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1.2.2 Metody izolace DNA

Fenol-chloroformova izolace

Pfi této metod¢ izolace DNA dochazi k oddéleni vodné faze obsahujici DNA od
degradovanych proteint, polysacharidi, lipidl, volnych nukleotidii a nerozlozenych
k lyza¢ni smési, ktera se nejdiive homogenizuje (tzv. vortexuje) a nasledné centrifuguje.
Vodna faze se po oddéleni slozek odpipetuje do smési chloroformu s isoamylalkoholem,
¢imz se odseparovana DNA zbavi ptipadnych zbytkd z faze fenolické. Naslednym
okyselenim (octanem amonnym ¢i sodnym) a ptidanim 96 % ethanolu (ptipadné acetonu
nebo isopropanolu) se DNA precipituje z vodné faze. Samotna precipitace probiha pfi
teplotach od -20 az do -80 °C asi 30 minut. Pfedposledni faze zahrnuje purifikaci
sedimentu DNA 70 % ethanolem. Pelety ziskané purifikaci se ususi na vzduchu a poté se
rozpusti v eluénim pufru TRIS/EDTA (neboli TE pufr) nebo v demineralizované vodé.

Cela tato metoda trva nékolik hodin (Beranek, 2016).

I1zolace DNA pomoci chelexu

Chelex je pryskyfice, ktera je sloZena ze styren divinylbenzen kopolymeru a obsahuje
iminodiacetatové ionty. Tyto ionty jsou schopny vazat polyvalentni kovové ionty.
Vyvazovani Mg?* iontti z roztoku je pro izolaci DNA diileZité, jelikoZ jsou pro vysokych
teplotach (95-100 °C) schopny poskodit DNA a také mohou aktivovat nukleazy uvolnéné
pfi 1yze bun&k (napt. DN4zy), které zpiisobuji degradaci DNA (Capkova Frydrychova et
al., 2013).

V praxi se pro extrakci DNA touto cestou nejCastéji vyuziva Chelex 100. Tato
metoda nachézi své vyuziti zejména ve forenzni genetice, kde je dilezitd izolace DNA
Z miniaturniho mnozstvi vzorkd, jako jsou vlasy, stopy slin ¢i krevni stopy. Vzhledem
K tomu, ze nedochdzi k odstranovani inhibitort zroztoku, je vhodné pouzivat tuto

techniku pouze v piipadg, Ze vzorky obsahuji malé mnozstvi inhibitort (Simkova, 2012).

17



Naopak vyhodou je minimdlni riziko kontaminace vzorku, jelikoz cely proces extrakce
probiha v jediné zkumavce. DNA extrahovana touto metodou neni dostatecn¢ ¢ista, tudiz
se kromé PCR nehodi pro dalsi aplikace.

Prvnim krokem izolace je homogenizace vzorku. Nasleduje destrukce bunécnych
komponent vysokou teplotou a alkalickym prostfedim. Po inkubaci a centrifugaci vzorku
dojde k separaci roztoku, ktery obsahuje geneticky material od zbytkti buné¢nych slozek
a pryskyfice chelexu. Takto zpracovany material je dale vyuzit pro amplifikaci pomoci

PCR (Capkova Frydrychova, 2013).

Izolace pomoci magnetickych Edstic

Magnetické castice, jejichz jadro tvofi nejCastéji maghemit nebo magnetit maji
specialné upraveny povrch pro navazani nukleovych kyselin. Primér téchto kulovitych
¢astic se pohybuje v rozmezi od 5 nm az do 100 um (Penka, Tesatova, 2011). Magnetické
jadro zodpovida za interakci s vnéjSim magnetickym polem. Nemagneticky obal zas
zajistuje interakci se systémem biomolekul (Safaiik et al., 2012). Tento obal je tvoien
polymerni vrstvou, ktera chrani magnetické jadro pied nezadouci nespecifickou reakci
s analytem (Saiyed et al., 2008). Magnetické ¢astice musi disponovat supermagnetickymi
vlastnostmi, coz znamend, Ze maji magnetické vlastnosti v zavislosti na ptisobeni
vnéjsiho magnetického pole (Plank et al., 2003).

Jako prvni se pfi extrakci pomoci magnetickych ¢astic piidava do reakce lyzacni pufr,
poté magnetické castice a vazebny pufr umoziiujici vazbu DNA s funkéni
skupinou - COOH na nosicich. V této fazi dochazi k ptisobeni magnetického pole na
magnetické castice. Dochazi k imobilizaci ¢astic a k odstranéni supernatantu.
V poslednim kroku jsou castice promyvany pufrem (bez NaCl), ktery zptisobi uvolnéni

DNA z ¢astic (Ma et al., 2007).
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CTAB

Klasicka CTAB metoda je nejrozsifencj$i metoda pro extrakci DNA z rostlinnych
materialtu. Cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) ma schopnost vytvafet komplex
s nukleovymi kyselinami. Pfi vysoké koncentraci soli je tento komplex rozpustny a pfi
snizené koncentraci tvoii srazeninu. Pravé diky rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani
s DNA lze odd¢lit a ziskat dostatecné Cistou rostlinou DNA. CTAB také uvoliiuje DNA
z membran a proteinii a pusobi tak jako detergent (Jankiewicz et al., 1999). Pufr
obsahujici CTAB se inkubuje pii 65 C, coz zplsobi denaturaci proteinti a zaroven
disociaci kontaminantti z DNA. Po inkubaci se odstrani denaturované proteiny a vétSina
uhlovodikii pomoci chloroformisoamyl alkoholové extrakce. Vodné faze obsahujici DNA
je nasledné zfedéna pufrem, ktery obsahuje CTAB, ale neobsahuje sil. Tyto podminky
vedou K vytvoreni nerozpustného komplexu CTABU S nukleovymi kyselinami, ¢imz
vznikne precipitat. Nasleduje purifikace DNA (70 % ethanolem) od uhlovodikovych
kontaminant, jelikoz u vétSiny uhlohydrati, které zustaly v roztoku po chloroformové
extrakci s vysokym obsahem soli, nedochazi k precipitaci s komplexem CTAB —
nukleové kyseliny. Stejné jako u fenol-chloroformové izolace se pelety ziskané purifikaci
usu$i na vzduchu, a nakonec se rozpusti v TE pufr nebo ve sterilni vodé. (Glick,
Thompson, 1993).
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13 PCR

PCR neboli polymerazova feté¢zova reakce je V dnesSni dobé Siroce vyuzivana
technika v molekularni biolog (Griffin, 1994). Jedna se o enzymatickou amplifikaci DNA
In vitro syntézou mnoha kopii vybraného tiseku DNA. Pfi procesu PCR se jednotlivé
stfidaji tfi teplotni faze. Nejprve dochéazi k denaturaci dvouvlaknové DNA na dvé
jednovldknové templatové (matricové) molekuly DNA. Nemusi byt zndma nukleotidova
sekvence DNA, staci, aby byla znama sekvence kratkych tisekti na obou koncich cilové
DNA, tzv. primerti, kterd mat byt amplifikovana. Tyto primery (oligonukleotidové sondy)
hybridizuji na obou stranach cilové DNA a tim oznacuji pocatek syntézy nového vldkna,
kterou katalyzuje termostabilni DNA polymeraza, nejcastéji tzv. Taq polymeraza (z

bakterie Thermus aquaticus), probiha ve sméru od 5" konce ke 3" konci (Zima, 2014)

1.3.1 Princip

Kazdy cyklus polymerazové tetézové reakce se sklada ze tii teplotnich fazi (viz.
obrazek 1):

1. Denaturace — dochazi k odd¢€leni vlaken dsDNA pfi optimalni teploté 95 °C,
pricemz tolerancni rozpéti se pohybuje mezi 92 az 98 °C

2. Annealing — hybridizace primerti obvykle mezi 50 a 62 °C, nizka teplota
podstatné snizuje specifitu a vysoka teplota zamezuje amplifikaci, pro kazdy
par primeru je odliSnd optimdlni teplota anealingu

3. Elongace/extenze — vtomto kroku dochazi k syntéze komplementarniho
fetézce DNA polymerazou obvykle pfi teploté mezi 68 a 74 °C (Aarts et al.,
2002)
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nativni ds DNA
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/ \\ 1. denaturace (95 °C)

2. hybridizace se sondou
(primerem, 50 - 55 °C)

5 3 -
— 3 5
3. syntéza komplementirniho
| fetézee (72 °C)
¥ L
5 3 5 — .3
3 -5 3 5

Obrazek 1 Princip polymerazové fetézové reakce (tii kroky prvniho cyklu) (Zima, 2014)

Obvykly pocet cykli se pohybuje v rozmezi 1540 a je ovlivnén Zivotnosti enzymd,
koncentraénimi poméry reakéni smési a pozadovanym vytézkem. Primery
(oligonukleotidové sondy) obsahuji 17-30 nukleotidd, které jsou komplementarni ke 3'a
5" konci cilové DNA sekvence. Jelikoz je reakce katalyzovana termostabilnimi enzymy,
musi se pro jejich spravnou funkci do reakéni smési pridavat pufr obsahujici Mg?* ionty.
Jako stavebni jednotky reakéni smési slouzi dANTP (deoxynukleosidtrifosfaty), které
zajistuji syntézu cilové sekvence. Amplifikace probihd v tzv. termocykléru, coz je
pfistroj, ktery je schopen velmi rychle ménit teplotu reakéniho prostfedi (Aarts et al.,
2002). Na nutnost zavedeni technik, které minimalizuji kontaminaci amplifikonem
(produkt PCR) poukéazaly zkuSenosti s PCR. V praxi se vyuziva negativni a slepa (reak¢ni
smés bez cilové DNA) kontrola (Zima, 2014).
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1.3.2  SloZky reakéni smési

DNA templat

Pro reakci Casto staci i malé mnozstvi nukleové kyseliny. Dulezity pozadavek na
templatovou DNA pro PCR je, aby nebyl vzorek kontaminovan zadnou jinou DNA
napftiklad z rukou pracovnika ¢i nedostatecné Cistych pomicek, jelikoz by se i velmi malé
mnozstvi této kontaminujici DNA mohlo v reakci namnozit na takové mnozstvi, které je
detekovatelné, a tim by doslo ke zkresleni vysledku. Vzorek templatové DNA také nesmi
obsahovat latky inhibujici DNA polymerazu. Jednd se ¢asto o bézné uzivané reagencie

pfi izolaci, €iSténi a zpracovani DNA jako je fenol, proteindza K, ethanol apod.

Oligonukleotidové primery

Jedna se o primery zpravidla o délce 17 az 30 nukleotidd a jsou komplementarni
k sekvencim, které ohrani¢uji usek DNA templatu, ktery ma byt amplifikovan. Pro PCR
reakci jsou nutné primery dva. Forward primer neboli kédujici, kterym zacina 5” konec
fetézce genu se v pribéhu PCR elonguje ve sméru transkripce a reverse primer neboli
antikodujici. Pro spravny prubéh PCR reakce by primery mély spliiovat nekolik
pozadavk:
e Museji byt specifické pro amplifikovanou sekvenci a mély by byt nejlépe
zcela komplementarni k Gseku, na ktery maji nasedat
e Primery by nemély byt vzajemné komplementarni. Pokud by tomu tak
nebylo, zacaly by se samy chovat jako templaty
e Aby nedochdazelo k vnitini hybridizaci (tvorbé¢ ,,smycek*), nemél by primer
obsahovat vnitiné komplementarni sekvence
e Rozlozeni AT a CG part by mélo byt rovnomérné, zejména na 3" konec by
nemél obsahovat pfilis§ CG

e Teploty, pii kterych oba primery nasedaji, by se nem¢ly vyrazné lisit
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Polymeraza

Pii vysoké teploté dochazi k denaturaci enzymu. Proto nemize byt vzhledem
k vysoké teploté v denaturacni fazi PCR pouzita jakakoliv DNA polymeraza. Pokud by
byla pouzita polymeraza, kterd neni termostabilni, musela by se v kazdém cyklu
vzhledem K jeji denaturaci znovu pfidavat. S ohledem na tuto skute¢nost se dnes
vyuzivaji pravé termostabilni DNA polymerazy, pivodné izolované z bakterii, které ziji
V horkych pramenech. Nejvyznamnéjsi a nejpouzivanéjsi polymerazou pro PCR metody
je tzv. Taq polymeraza, jejiz teplotni optimum se pohybuje okolo 75 °C. Pokud teplota
dosahne vice nez 90 °C, polymeraza ztraci aktivitu, ale presto odolava denaturaci. Kromé
jiz zminéné Taq polymerdzy se pouzivd dalSich nékolik enzyma, které jsou napfiklad
termostabilnéjsi, dokdazi syntetizovat delsi tetézce (Taq polymerdza ,odpadd“ po
pfipojeni nékolika stovek bazi), maji vyssi aktivitu nebo dokdzi opravit chybné zarazeny
nukleotid (maji 3'- exonukledzovou aktivitu) na rozdil od Taq polymerazy, kterd udéla v

priméru jednu chybu na 10 az 20 tisic zafazenych bazi.

Reakéni roztok

Zakladni reakéni roztok obsahuje mimo ¢ty deoxynukleosidtrifosfatt (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) jesté soli a pufrujici slozku. Tyto slozky zajisti vhodnou iontovou silu
prostfedi. Dilezitou soucasti jsou hofeénaté ionty Mg?" plsobici jako kofaktor
polymerazy. Vysoka koncentrace hotfecnatych iontd miize vést ke vzniku nespecifickych
produktli. Nizka koncentrace zase miZe zplsobit nizky vytéZzek reakce. Lepsi specifi¢nost
produktu a stabilizaci polymerazy mohou zajistit slozky smési jako je albumin, siran

amonny, betain aj. (Smarda, 2005).

23



1.3.3 Modifikace PCR

Multiplexova PCR

Tento typ reakce umoziuje soubézné amplifikovat dva a vice usekit DNA tim, Ze se
do reakce ptida vice nez jeden par primerd. Jeden z part primerd je komplementarni k
transgenu a druhy Kinternimu genu. Tato metoda umoznuje kvantitativni detekci
transgenni DNA. Porovnava se mnoZzstvi produktu této reakce z obou cilovych sekvenci

(Butler, 2010).

Nested PCR

Nested PCR zvysuje specificitu reakce. Vyuzivaji se dva pary primerd — vnitini a
vnéjsi. V prvni fazi se pomoci vné&jSich primert amplifikuje ze vzorku izolovana DNA.
V dalsi fazi slouzi jako DNA templat amplikon z faze prvni. VyuZiv4 se vnitinich
primerd, které jsou specifické k vnitinimu useku amplikonu a dochazi tak k amplifikaci
kratSiho useku DNA sekvence nez v piedchozi fazi. Kone¢na detekce se provadi pomoci
gelové elektroforézy porovnavanim délky fragmenti PCR produktu se standardem

(marker molekulové hmotnosti) (Feray et al., 1992)

Kvantitativni real-time PCR

Tato technika vyuziva fluorescencné znacené sondy a detekéni systém, ktery méfi
intenzitu fluorescence, ktera je pfimo tméma mnozstvi PCR produktu (Bartiikova,
Paulik, 2011). Oproti klasické PCR vyuzZiva real-time PCR specialni cycler, ktery
kontinudlné¢ zaznamenavd mnozstvi DNA Vv pribéhu kazdého cyklu. Fluorescenéni
substrat (nejcasteji SYBR green — schopnost nespecificky se vazat) po navazani na DNA

zpusobi fluorescenci, diky které lze detekovat mnozstvi ptfitomné DNA. Intenzita
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fluorescence stoupa v disledku vazby vétsiho mnozstvi barviva pfi prodluzovani dsDNA
pomoci DNA polymerazy. Jelikoz se fluorescencni substrat vaze na veskerou dsDNA ve
vzorku, muze tak zvySena intenzita signalu pochazet jak ze specificky tak i z nespecificky
namnozené DNA. Kvantifikace se provadi bud’ absolutni nebo relativni (Castéji). Pfi
absolutni kvantifikaci se odecitd mnozstvi DNA z kalibra¢ni kiivky, kterou poskytne
vzorek DNA o dané koncentraci. U relativni kvantifikace se porovnava mnozstvi
fluorescence testovaného vzorku s mnozstvim fluorescence vzorku jiného (Andersen et

al., 2006).
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1.4 Elektroforetickad separace nukleovy kyselin

Elektroforeticka separace molekul DNA ¢i RNA je dilezitou soucasti PCR technik.
Princip separace je zalozen na rozdéleni makromolekul ve stejnosmérném elektrickém
poli podle velikosti povrchového naboje. Vetsi fragmenty nukleovych kyselin se
Vv elektrickém poli pohybuji pomaleji nez fragmenty mensi. Putovani makromolekul od
zaporné ke kladné elektrod¢ je zptisobeno zapornym nabojem fosfatovych skupin, které
nesou DNA 1 RNA. Existuji dva typy elektroforetickych aparatur — vertikalni a
horizontalni. U vertikdlni elektroforézy se jako nosi¢ pro separaci fragmentti o velikosti
nékolika desitek part bazi vyuzivaji polyakrylamidové gely. Horizontalni elektroforéza
zpravidla vyuziva agardézovy gel a umoziuje separaci fragmentti o délce nékolika set az

tisict para bazi (Penka, Bulikova, 2009).

141 Metody

Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Metoda polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) vyuZiva jako nosné medium
pro separaci polyakrylamidovy gel. V tomto ptipadé se jedna o elektroforézu vertikalni,
pii které polymerizuje smés akrylamidu a bisakrylamidu pfi pokojové teploté v TAE
pufru. Polymerizaci umoziiuji volné radikaly, které poskytuje persulfat amonny (APS)
zpusobujici homolytické S$tépeni vazeb O - O. Volnd zésada TEMED
(tetrametylendiamin) urychluje polymerizaci, jelikoZz katalyzuje tvorbu volnych radikala
persulfatu amonného. Mezi jiné iniciatory polymerizace patii také riboflavin ucinny jiz
pfi velmi nizkych koncentracich (5-10 ng/l). Nizké pH nebo pfistup O2 inhibuji
polymerizaci. Koncentrace akrylamidu se 1i$i v zavislosti na velikosti separovanych DNA

fragmentd (3,5 % - 20 %) (Zima, 2014).
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Kapilarni zonova elektroforéza

Pii kapilarni zonové elektroforéze (tézZ CZE z angl. Capillary Zone Electrophoresis)
dochazi uvnité kapilary, ktera propojuje dvé nadobky, KunaSeni nabitych molekul
elektroosmotickym tokem separa¢niho pufru. Elektrody, ponotfené do roztoku zakladniho
elektrolytu, jsou zdrojem elektrického napéti, které zpiisobuje pohyb iontl. Jeden konec
kapilary, ktera je naplnénd zédkladnim elektrolytem, se ponoii do nadoby s analyzovanym
vzorkem, ¢imZ vnikne na jeji zacatek maly ,,sloupek* vzorku. Poté se kapildra opét vrati
do elektrolytu a spusti se hnaci napéti a postupné dojde k separaci analyzované latky.
Detektor na druhém konci kapilary zaznamenava pruchod jednotlivych separovanych
latek. Po prichodu analyzovaného iontu zméni signal detektoru svou hodnotu. Na
gasovém zaznamu se objevi zona neboli ,,pik*. Uginnost separace se odviji od parametrti

daného piku (¢im vyssi a uzsi, tim vétsi Gcinnost).

Kapilarni gelova elektroforéza

Tato metoda oznacovana zkratkou CGE (z angl. Capillary Gel Electrophoresis)
umoznuje rozdelit latky na zakladé jejich pohyblivosti v gelu. Gel v kapilate
maximalizuje rozdily mezi rychlostmi velkych iontil riznych tvart, které migruji pory
gelu. Vzhledem k tomu, ze gel neumoziuje vznik elektroosmotického toku, dochazi
K putovani jen jednoho druhu ionti smérem k detektoru. Intenzita elektrického pole, typ
a porozita gelu, molekulovd hmotnost a také naboj separované molekuly udava jeji
pohyblivost v gelu. Na rozdil od CZE muze byt pii CGE separovan a detekovan jen jeden
typ iontil. Vyuziti CGE se uplatiiuje zejména pro velké ionty, jako jsou bilkoviny, peptidy
¢i nukleové kyseliny (Gas, 2001)
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3. Motivace a cile prace

Dle stanoveni ceské legislativy musi mit vyrobky obsahujici 0,9 % geneticky
modifikované slozky na svém obalu oznaceni. Tuto skutecnost upravuje zakon
¢.110/1997 Sb. o potravinach a tabakovych vyrobcich, novelizovan zakonem ¢. 306/2000
Sb. platny od roku 2002. Vyrobky jako je olej, kde neni pfitomna DNA, a tudiz nelze
prokdzat genetickou modifikaci se podle zdkona musi také oznacovat. Vyrobek
obsahujici GMO musi mit na svém obalu oznaceni: ,,geneticky modifikovano* nebo
,obsahuje geneticky modifikovany organismus®. Stejné tak je tomu i u nebalenych
vyrobkd, jako je chleba a pecivo. Produkty zvifat (mléko, maso, vejce ...) krmenych GM

Krmivy nemusi byt oznaceny.

Cilem této bakalaiské prace bylo ovéfit pravdivost udaji na obalech potravin

informujicich o pfitomnosti/nepititomnosti GMO pomoci metody PCR.
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4. Material a metody

Praktickou c¢ast své bakaldiské prace jsem pod odbornym dohledem Ing. Ireny
Hosti¢kové vykonala v laboratotich Zemédglské fakulty Jihogeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich. Veskerou praci jsem vykonala po seznameni a v souladu s bezpe¢nostnim
a provoznim fadem laboratofe a za pouziti ochrannych pomiicek.

Prakticka cast bakalarské prace je zaméfena na stanoveni geneticky modifikované
s0ji v potravinach a krmivech zahrnovala izolaci DNA ze vzorkl potravin a krmiv, dale
stanoveni koncentrace izolované DNA, amplifikaci specifického iseku DNA metodou

PCR a nasledné vizualizaci vysledki gelovou elektroforézou.

1.5 Vzorky K testovini

Pro testovani ptitomnosti GM sdji jsem zvolila potraviny a krmiva bézné dostupné
na Ceském trhu. Nékteré potraviny maji na svém obalu informaci, zda potravina je,
respektive neni, vyrobena z geneticky upravenych plodin. Veskeré typy potravin a krmiv,
firmy vyrabéjici tyto produkty a informace uvedené na obalu jsou zobrazené v tabulce 1.
Testované vzorky jsem pro lepsi a pfehlednéj$i analyzu rozdélila do CEtyf sad. Po
vyizolovani DNA jsem kaZdou sadu postupné testovala na pfitomnost genu pro Lectin,
CaMV a RR (vice viz. kapitola 4.4). Kone¢na faze zahrnovala vizualizaci vysledku

pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.
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Tabulka 1 Seznam v$ech testovanych potravin a krmiv

e typ potraviny/krmiva firma CEEEO (s [T
vzorki obalu
s6ja Lagris X
s6jové kostky Ekoprodukt X
Cokoladovy dezert Alpro X
sojanéza Kalma X
tofu Veto GMO free
1 sojakrém Lunter X
araSidova tyCinka Cambridge Weight Plan X
dentalni tyCinka pro Frolic X
d psyr y . I3
extrudovany sOojov
§r0‘[y o X X
tofu parky pikantni Lunter X
tofu natural SUNFOOD s.r.0. X
jitrniak sojovy Amunak X
2 svacinka sojova Amunak X
tofu karbanatky SUNFOOD s.r.0. X
granule X X
krmna smés pro kurata X X
ty¢inka Dianella Chocoland a.s. X
sojové fezy Zora X
3 pochoutka toskanska Veto X
sojacik ¢okolada Sojaprodukt X
s6jové nudlicky BonaVita GMO free
sojolka Sojaprodukt X
xCOT Hansa C.B.spol. s.r.0. X
COST Hansa C.B.spol. s.r.0. X
KPBT Hansa C.B.spol. s.r.o. X
Pl Hansa C.B.spol. s.r.o. X
COTB Hansa C.B.spol. s.r.0. X
A0 Hansa C.B.spol. s.r.o. X
TELSTART ZEA Sedmihorky GMO free
4 N1 PLUS drf VKS Pohlgcistl Dvoraci NON GMO
N1 PLUS granule VKS POhlgiStl Dvoraci NON GMO
VKCH 2 PLUS VKS Pohlz(istl Dvoréci NON GMO
K2 PLUS VKS Pohlz(iéti Dvoraci NON GMO
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1.6 Izolace DNA

Prvnim krokem pfi analyze potravin a krmiv obsahujicich soju byla izolace DNA.
Pro izolaci DNA byl pouzit magneticky izolator nukleovych kyselin MagCore HF 16 Plus
s komer¢nim kitem 401 MagCore® Genomic DNA Tissue Kit. Tento kit je vhodny pro
izolaci celkové DNA (v€etné genomové, mitochondridlni a virové RNA) a obsahuje
vSechny nezbytné reagencie a spotfebni material pro izolaci DNA pomoci magnetickych
kuli¢ek. Reagencie jsou piedpipetované do kazety, ktera se nasledné vklada do izolatoru.

Obsah reagencii v kazet¢ je uveden v tabulce ¢.2.

Tabulka 2 Seznam reagencii obsaZenych v kazeté pro izolaci DNA

reagencie objem [pl]
lyzaéni pufr 500
vazebny pufr 1000
beads mixture pufr 500
promyvaci pufr 1 1000
promyvaci pufr 2 1000
ddH-0O 1000
elucni pufr 1000

Postup izolace DNA

1. V tieci misce jsem pomoci tlou¢ku najemno rozdrtila vzorky potravin a krmiv, u
kterych bylo tieba ziskat homogenni smés pro lepsi manipulaci v nasledujicich
krocich

2. Na analytickych vahach jsem jednotlivé navazila 40 mg kazdého vzorku do
mikrozkumavek o objemu 1,5 ml

3. Ponavazeni jsem piidala ke kazdému vzorku 20 pl proteindzy K a 500 ul BT pufru

4. Kazdou smés jsem dala kratce vortexovat

5. Poté jsem dala smési inkubovat na 56 °C po dobu 15 minut. Kazdé 2-3 minuty

jsem kazdou smés promichala v ruce
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Po inkubaci jsem vlozila mikrozkumavky do centrifugy a nechala stocit 3 minuty
na 14000 rpm

Pokud vzorek po centrifugaci obsahoval nerozpustné ¢astice bylo nutné
odstfedénou cast prevést pipetou do horni Casti filtratni kolonky, vlozit do
centrifugy a stacet 5 minut na 14000 rpm

Po centrifugaci jsem ptevedla 400 ul ¢istého tkanového roztoku do zkumavek
izolatoru uréenych pro vzorek (Sample Tube)

Do izolatoru jsem umistila elu¢ni zkumavky (Elution Tube), pipetovaci $picky
(Pipette Tip), nastavila program Code-401 a spustila.

10. Po uplynuti doby pfiblizné 40 minut byl proces izolace ukonéen.

Meéieni koncentrace DNA

K méfeni koncentrace vytézené DNA jsem pouzila spektrometr BioSpec-nano. Jedna se

0 UV-VIS spektrometr specialné navrzeny pro pouziti biotechnologickych laboratotich.

Ke svému méteni pouziva extrémné malé objemy vzorkl (1-2 pl). Objem dané¢ DNA je

pipetovan piimo na povrch, kde dochazi k jeho meéfeni. Tento pfistroj umoziuje

kvantitativni stanoveni nukleovych kyselin (DNA, RNA) a oligonukleotidy. Diky zdroji

zafeni s xenonovou lampou mé rozsah 220-280 nm.

Pracovni postup

1.
2.

Nejdiive jsem zméfila koncentraci slepého vzorku (blanku)

Odpipetovala jsem 1 ul blanku z kazety, penesla ho na spektrofotometr a nechala
zm¢éfit jeho koncentraci

Nasledné jsem koncentraci DNA kazdého vzorku zméfila stejnym zplsobem
jako blank

Koncentrace jednotlivych vzorkt byly automaticky zaznamenany programem do

piehledné tabulky ve formatu .pdf
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1.7 PCR detekce

Pfed samotnou amplifikaci jsem musela pfipravit reakéni smés. Pomér jednotlivych
komponent reak¢ni smési (pro jeden vzorek) je uveden v tabulce ¢. 3. Reakéni smés jsem
vzdy michala najednou pro vSechny vzorky, tudiz neobsahovala DNA. Kvtili nepiesnosti

pipetovani jsem vzdy pocitala s jednou reakci navic, takze naptiklad pti reakci pro 10

vzorkll jsem pocitala reakéni komponenty pro 11 vzorkd.

Tabulka 3 Pomér komponent reakéni smési

reakéni komponenty objem [pl]
Master mix 5
forward primer 0,5
reverse primer 0,5
H.0O 3
DNA templat 1

PPP master mix (TopBio) obsahuje Taq polymerazu, dNTP smés (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) a PCR pufr s obsahem MgCl>

Primery prichazeji od vyrobce a pred pouzitim je tieba je nafedit. Pfed fedénim
nejdiive zkumavku S primerem kratce zcentrifugujeme. Pro nafedéni pouzivame sterilni
vodu a nejlépe Spicky s filtrem. Mnozstvi vody se odviji od mnozstvi primeru. Pro svou
praci jsem pouzivala celkem 3 pary primert podrobné&ji popsanych v tabulce ¢.4. Kazdy

par primeru je specificky kjinému tuseku DNA. Sekvence primerd byly piejaty

z odbornych publikaci taktéz uvedenych v tabulce.
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Tabulka 4 Piehled pouZitych primera

typ primeru | velikost DNA fragmentu zdroj
Lectin forward 118 bp Rott et al., 2004
Lectin reverse 118 bp Rott et al., 2004
CaMV forward 101 bp Abdullah et al., 2006
CaMV reverse 101 bp Abdullah et al., 2006
RR forward 356 bp Abdullah et al., 2006
RR reverse 356 bp Abdullah et al., 2006

Lectin — par primera specifickych pro sdjovy gen lectin, amplifikace fragmentu urcuje
ptitomnost DNA s6ji ve vzorku

CaMV (Cauliflower Mosaic Virus) 35S promoter — par primert urcujici pfitomnost
promotoru pouzivaného pii transgenozi ve vzorku.

RR (Roundup Ready) — par primerti uréujici pfitomnost transgenu pro odolnost k

herbicidu Roundup (G¢inna latka glyfosat) ve vzorku.

Pracovni postup

1. Jako prvni jsem pfipravila reakéni smés pro pozadovany pocet vzorki. Poté jsem
hotovou smés, kterda neobsahovala DNA, napipetovala do jednotlivych
amplifika¢nich zkumavek. Do kazdé ze zkumavek jsem pipetovala objem 9 pl.

2. Nasledné jsem piidala 1ul vyizolované DNA k reakéni smési ve zkumavce

3. VSechny zkumavky jsme kratce vortexovala, centrifugovala a vlozila do
termocykléru GenePro™ Thermal Cycler a spustila program pro GM soju.

4. Celkovy Cas potifebny pro amplifikaci byl 96 minut
Teploty a ¢asy jednotlivych fazi PCR jsou zobrazeny v tabulce 5.
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Tabulka 5 Teplotni faze polymerazové retézové reakce

faze teplota ¢as
1 95°C 5 min
2 95 °C 45s
3 60 °C 30s 30x
4 72 °C 30s
5 72 °C 10 min
6 4°C 0

18 Gelova elektroforéza

Po ukonceni polymerazové fetézové reakce jsem vzorky vyhodnocovala pomoci gelové
elektroforézy. Pro separaci nukleovych kyselin jsem pfipravovala 1,5 % gel a pro
vizualizaci DNA jsem pouzivala ethidium bromid, ktery se vmezefuje mezi jednotlivé
baze DNA, a po ozafeni ultrafialovym zafenim emituje svétlo.

Pracovni postup

1. Jako prvni jsem si pfipravila 1,5 % gel. Do Erlenmeyerovy banky jsem navazila
1,5 g agar6zy a smichala se 120 ml TBE pufru

2. Smés agardzy a pufru jsem dala rozvafit do mikrovlnné trouby a ponechala v ni,
dokud nebyl gel zcela Ciry

3. Rozvarenou agar6zu jsem poté zchladila priblizné na 60 °C pod tekouci vodou

4. Do zchladlé smési jsem piidala 6 pl EtBr (ethidium bromidu)

5. Takto pfipravenou smeés jsem nalila do utésnéné elektroforetické vanicky, vlozila
hiebinek (pro vytvofeni jamek) a nechala ztuhnout pfiblizné 20 minut

6. Po ztuhnuti jsem z gelu opatrné vyjmula hiebinek a gel i s vanickou vlozila do
elektroforetické vany obsahujici TBE pufr

7. Nasledn¢ jsem do jednotlivych jamek v gelu pomoci pipety nanasela 8 ul PCR
produktu

8. Do prvni jamky jsem vzdy nanasela 10 pl 100 bp ladderu (molekulovy marker)

9. Elektroforetickou vanu jsem pfipojila ke zdroji napéti o velikosti 120 V

10. Separace molekul probihala 45 minut
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11. Poslednim krokem elektroforézy bylo nasviceni gelu UV svétlem,

vyfotografovani a nasledné zhodnoceni vysledku.
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5. Vysledky

Soubor testovanych vzorkd v rdmci této bakalarské prace spolecné s naméfenymi
koncentracemi jednotlivych vzorki je shrnut v tabulce ¢.6. O Cistoté DNA vypovidaji
hodnoty OD260/280 a OD260/230. Jedna se o poméry absorbanci vzorku pii danych
vlnovych délkach. Oba tyto indexy by mély byt vétsi nez 1,8. Nizky index OD260/280
sveéd¢i o kontaminaci proteiny a nizky OD260/230 index svéd¢i o kontaminaci solemi
nebo rozpoustédly. VSechny vySe zminéné parametry extrahované DNA jsou zobrazeny

v tabulce 6.
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Tabulka 6 Koncentrace a ¢istota vytéZené DNA jednotlivych vzorki

viifﬁﬁ typ potraviny/krmiva konce[”nt;‘:ﬁ DNA 1 0D260/280 | 0D260/230
sOja 476,62 2,16 1,94
sojové kostky 99,46 2,13 1,32
cokoladovy dezert 33,33 1,8 0,5
sojanéza 47,52 2,26 1,04
tofu 352,17 2,07 1,54
1 sojakrém 105,07 2,21 1,63
araSidova tyCinka 44 61 1,86 0,84
dentalni ty¢inka pro 68,73 217 1,01
psy
extrudovany s6jovy 328,01 213 1,75
Srot
tofu parky pikantni 19,81 1,24 0,39
tofu natural 877,68 2,1 1,59
jitrni¢ak sojovy 47,35 1,84 1,22
2 svacinka sdjova 150,73 1,81 0,86
tofu karbanatky 427,98 2,12 1,82
granule 194,33 2,19 2,12
krmna smés pro kutata 219,41 2,18 2,07
ty¢inka Dianella 33,65 1,53 0,53
sojové fezy 108,99 2,04 1,6
3 pochoutka toskanska 51,54 2,12 1,63
sojacik ¢okolada 7,33 1,79 0,48
sojové nudlicky 138,57 2,16 1,63
sojolka 5,56 2,65 0,51
xCOT 273,43 2,08 1,71
COS T 220,19 2,14 2
KPBT 132,81 2,03 1,81
P1 285,32 2,09 2,01
COT B 193,22 2,08 1,87
4 A0 127,13 2,06 1,86
TELSTART 226,33 2,07 1,73
N1 PLUS drt’ 216,93 2,09 1,97
N1 PLUS granule 252,66 2,08 1,84
VKCH 2 PLUS 208,27 2,08 1,91
K2 PLUS 159,08 2,08 2,1
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U nasledujicich vzorkli byla provedena analyza pfitomnosti DNA s6ji pomoci
primeru specifickych pro gen lectin. Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.2 byl
o¢ekavany 118 bp fragment amplifikovan ve vzorcich DNA ziskanych ze séji (Lagris),
sojovych kostek (Ekoprodukt), sojanézy (Kalma), tofu (Veto), sojakrému (Lunter),
ty¢inky (Cambridge Weight Plan) a s6jového Srotu. DNA s6ji nebyla prokazana ve
vzorku DNA ziskaného z dezertu (Alpro) a psi ty¢inky (Frolic)
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Obrazek 2 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 1 na pFritomnost DNA séji. O¢ekavana délka
fragmentu byla 118 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp; NK: negativni kontrola

Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.3 byl ocekdvany 118 bp fragment
amplifikovan ve vzorcich DNA ziskanych z dianelly (Chocoland), s6jovych fezi (Zora),
pomazanky (Veto), nudlicek (BonaVita), parkta (Lunter), tofu (SUNFOOD), jitrni¢aku
(Amunak), svacinky (Amunak), karbanatkii (SUNFOOD), granuli a smési pro kufata.

DNA s6ji nebyla prokazana ve vzorku DNA ziskaného z jogurtu (Sojaprodukt) a tatarky
(Sojaprodukt).
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Obriazek 3 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 2 (parky-pro kufata) a 3 (dianella-nudli¢ky) na
pritomnost DNA séji. O¢ekavana délka fragmentu byla 118 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce
100 bp; NK: negativni kontrola

Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.4 byl ocekdvany 118 bp fragment
amplifikovan ve vzorcich DNA ziskanych ze vzorkil krmiv xCOT, COS T, KPBT, P1,
COT B, A0 (Hansa C. B. spol. s.r.0.), TELSTART (ZEA Sedmihorky), N1 PLUS drt’, N1
PLUS granule, VKCH 2 PLUS, K2 PLUS (VKS Pohledsti Dvotéci a.s.)
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Obrazek 4 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 4 na pritomnost DNA s6ji. Oc¢ekavana délka
fragmentu byla 118 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp; NK: negativni kontrola
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U nésledujicich vzorkl byla provedena analyza na pfitomnost CaMV 35S promotoru
pouzivaného pfi transgenozi.
Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.5 byl ofekavany 101 bp fragment

amplifikovan v jediném vzorku DNA ziskaného z extrudovaného s6jového Srotu.

Obrazek 5 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 1 na pritomnost CaMV 35S promotoru.
Ocekavana délka fragmentu byla 101 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp;
NK: negativni kontrola
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Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.5 byl ocekavany 101 bp fragment

amplifikovan v jediném vzorku DNA ziskaného z krmiva pro kufata.

101 bp
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Obrazek 6 Elektroforeogram PCR analyzy vzorkii ze sady 2 na piitomnost CaMV 35S promotoru.
Ocekavana délka fragmentu byla 101 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp;

NK: negativni kontrola
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Podle elektroforeogramu na obrazku ¢&.7 byl ocekavany 101 bp fragment
amplifikovan ve vzorcich DNA ziskanych z dianelly (Chocoland), s6jovych fezil (Zora)
a tatarky (sojaprodukt). Fragment o délce 356 bp byl amplifikovan v jediném vzorku
DNA ziskaného ze so6jovych ftezli (Zora). U vzorkli pomazinka (Veto), jogurt
(Sojaprodukt) a nudlicky (BonaVita) nebyla ve vzorku DNA prokazana pfitomnost
zadného z testovanych genii (CaMV a RR)

Obriazek 7 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 3 na piitomnost CaMV 35S promotoru (1C-7C) a
transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup (1R-7R). O¢ekavana délka fragmentu byla 101 bp (CaMV) a 356
bp (RR); ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp; NK: negativni kontrola

U nasledujicich vzorkt byla provedena analyza na ptitomnost transgenu pro odolnost
k herbicidu Roundup (u¢inna latka glyfosat) ve vzorcich DNA.
Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.8 byl ocekdvany 356 bp fragment

amplifikovan v jediném vzorku DNA ziskaného z extrudovaného s6jového Srotu.
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Obrazek 8 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 1 na p¥itomnost transgenu odolného k herbicidu
Roundup. Ocekavana délka fragmentu byla 356 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp;
NK: negativni kontrola

Podle elektroforeogramu na obrazku ¢.9 byl ofekdvany 356 bp fragment

amplifikovan v jediném vzorku DNA ziskaného z krmné smési pro kurata.

z
245

ladder

Obrazek 9 Elektroforeogram PCR analyzy vzorki ze sady 2 na p¥itomnost transgenu odolného k herbicidu
Roundup. Oéekavana délka fragmentu byla 356 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp;
NK: negativni kontrola
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Podle elektroforeogramu na obrdzku ¢.10 byl ocekdvany 356 bp fragment
amplifikovan ve vzorcich DNA ziskanych z krmiv oznaéenych COS T, KPB T, PI,
COT B a A0 (Hansa C. B. spol. s.r.0.). Piitomnost transgenu odolného k herbicidu
Roundup nebyla prokdzana u vzorkti TELSTART (ZEA Sedmihorky), N1 PLUS drt, N1
PLUS granule, VKCH 2 PLUS a K2 PLUS (VKS Pohledsti Dvotaci a.s.).

356 bp
Tl

ladder
xCOT
COST
KPBT
P1
COTB
A0
neg

.

ladder
TELSTART
N1 PLUS drt’
N1 PLUS gran.
K2 PLUS

NK

']

VKCH 2 PLUS

Obriazek 10 Elektroforeogram PCR analyzy vzorkii ze sady 4 na piitomnost transgenu odolného k herbicidu
Roundup. O¢ekavana délka fragmentu byla 356 bp; ladder (marker molekulové hmotnosti) o délce 100 bp;
NK: negativni kontrola
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V nasledujici tabulce ¢. 8 jsou shrnuty vysledky PCR analyzy vsech testovanych
vzorkl. Znaménkem ,, +“ jsou oznaceny vzorky pozitivni pro pfitomnost daného genu.
Znaménko ,,- “ oznacuje vzorky bez piitomnosti danych genti. Vzorky s oznacenim ,, +/-
“ informuji o slabé pozitivnim (zdénlivé negativnim) vysledku, zapfi¢inénym moznymi
chybami pfi piipravé PCR smési (kontaminace) ¢i $patné manipulaci pfi nanaseni vzorkt
do agarozového gelu. Slaba pozitivita mize byt také zplisobena nizkou koncentraci a

Cistotou vytézené DNA.
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Tabulka 7 Vysledky PCR analyzy na pritomnost jednotlivych genii ve vzorcich DNA.

sada vzorku

typ potraviny/krmiva

lectin

CaMV

RR

soja

+

sojove kostky

+

cokoladovy dezert

sojanéza

tofu

sojakrém

tyCinka

+ [+ |+ |+

dentalni ty¢inka pro psy

extrudovany sdjovy Srot

tofu parky pikantni

tofu natural

jitrni¢ak séjovy

svacinka séjova

tofu karbanatky

granule

krmnd smés pro kurata

tycCinka Dianella

sojové fezy

pochoutka toskanska

|+ |+ [+ |+ |+ [+ ]|+ ]|+ |+

sojacik cokolada

séjové nudlicky

sojolka (tatarka)

xCOT

CosT

KPBT

+/-

+/-

P1

coTB

+/-

+/-

AO

TELSTART

N1 PLUS drt

N1 PLUS granule

VKCH 2 PLUS

K2 PLUS

|+ |+ ||+ [+ ||+ [+ |+ |+ ]+
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6. Diskuze

Soucasné piedpisy Evropské Unie stanovuji, ze produkty obsahujici vice nez 0,9 %
geneticky modifikované slozky musi byt oznac¢eny. Naptiklad pokud Cisty sojovy produkt
obsahuje 1 % so6ji z geneticky modifikované odridy musi byt oznacena. V piipadé, ze
produkt obsahuje 0,5 %, ozna¢en byt nemusi. Pokud produkt obsahuje 10 % sdji a 90 %
jinych slozek, plati, ze i kdyby bylo pouhé jedno z 10 % sdjové slozky geneticky
modifikované, musi byt produkt té€Z patiicné¢ oznacen, i piesto, ze by v pfepoctu na
celkové mnozstvi obsahoval pouze 0,5 % GM slozky (Rott et al., 2004). Mimo staty EU
se povolené mnozstvi GM slozky v potravinach v jinych statech lisi. V Japonsku a
Taiwanu se jedna napiiklad o 5 %, Severni Korea povoluje limit 3 % a hranice 1 % je
uplatiiovdna na Novém Z¢land€. V Kanad¢ a Spojenych statech je pro zménu oznacovani
GM produktti dobrovolné (Gryson et al., 2007)

Vzhledem k tomu, Ze jsou pravidla pro uzivani a oznacovani GMO produktd a
odvozenych slozek realizovana po celém svété (Abdullah et al., 2006), je v souladu
s témito pravidly nutna spolehliva a presna detekce GMO. Zejména v Evropé je hlavni
metodou kontroly dodrzovani piedpist souvisejicich GMO technika PCR amplifikace
DNA, ktera je znama pro svou vysokou senzitivitu a specifitu (Holst-Jensen et al., 2003).
V porovnani s metodami zalozenymi na proteinech je vybaveni a provoz nakladny a
vyZaduje personal s vysokoskolskym vzdélanim (Gryson et al., 2007). Ziskavani
spolehlivych vysledki mize byt navic ovlivnéno ptitomnosti PCR inhibitord a
poskozenim DNA vlivem zpracovani produktu (Anklam et al., 2002). Reakci miize
ovlivilovat také design zvolenych primerd. Ty mohou byt komplementarni k riznym
useklim (sekvencim) Roundup Ready specifického konstruktu. Naopak u primeri
komplementarnich ke stejnému useku konstruktu mize dochézet k rozdilim v délce nebo
mohou byt posunuty o jednu ¢i vice bazi (Hoef et al., 1998).

Pro ucely této bakalaiské prace jsem sehnala celkem 33 vzorku. Krmiva byla
zastoupena celkem 15 vzorky a potraviny 18 vzorky. Veskeré potraviny byly pofizeny v
bézn€ dostupnych obchodnich fetézcich. Dva vzorky potravin mély na svém obale
oznaceni ,, GMO FREE“. Ostatni zadné oznacCeni tykajici se pfitomnosti GMO nemély.

Predpokladala jsem, Ze vzhledem k legislativé upravujici oznacovani GM produktl, by
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zadny ze vzorkli nemél obsahovat GM so6ju. Kazdy vzorek byl testovan na pfitomnost
genu pro lektin. Vyrazné ¢erné prouzky na elektroforéze svédci o pritomnosti tohoto genu
a tedy DNA s¢ji. U nékterych vzorkli nebyla prokazana piitomnost lektinového genu.
V tomto piipadé se jedna o vzorek s oznacenim ,, dezert (Alpro) a,, psi tycinka *“ (Frolic).
Negativni vysledek souvisi s nejvétsi pravdépodobnosti s koncentraci vyizolované DNA
asjeji,,Cistotou®. V ptipad¢ vzorku ,, dezert “ (Alpro) byla koncentrace DNA velmi nizka
(33,33 ng/ul). U vzorku ,,psi tycinka* (Frolic) je koncentrace v porovnani s ostatnimi
také velmi nizka. Vyrobce zde navic neuvadél pritomnost s6ji €i jiné so6jové bilkoviny ve
slozeni, ale pouze pfitomnost rostlinné bilkoviny. Vzledem k velkému poctu slozek
surovin nejen v tomto vzorku, ale i v ostatnich vicelozkovych potravinach, je mozné
pozorovat zmnozené nespecifické fragmenty o jiné délce, nez je délka detekovaného
genu. Naopak v jamce pro negativni kontrolu, by vzhledem k neptitomnosti DNA nemélo
pti procesu PCR dojit k amplifikaci. Pokud k ni dojde a na agar6zovém gelu jsou viditelné
zmnozené fragmenty, je vysledek neplatny a cely proces pocinaje PCR se musi znovu
opakovat. Pii detekci promotoru CaMV 35S a transgenu Roundup u potravinovych
vzorki bylo urovani pozitivity vzhledem k velmi nizkym koncentracim vytézené DNA
UV svétlem zobrazovaly velmi slabé.

Celkem u tfech potravinovych vzorkl se ukézalo, ze obsahuji GM s6ju. Da se
predpokladat, Ze vzhledem k vySe zminéné legislativé, kterd nafizuje oznaovani téchto
potravin v pfipad¢, Ze hodnota GM slozky je vyssi nebo rovna 0,9 %, nepiesahuji tyto
vzorky danou mez. Z mnou provadénych analyz to ale nelze ovétit. Mnozstvi GM soji ve
vyrobku bych musela stanovit pomoci qPCR. Tato metoda nebyla vSak predmétem mé
bakalarské prace. Konkrétné se jednalo o ty¢inku Dianella, (Chocoland a.s.), sdjovy rez
(Zora) a sojolka (Sojaprodukt). Sojovy rez (Zora) vykazuje pozitivitu jak pro pfitomnost
promotoru CaMV 35S, tak pro specificky transgen RR. Jedna se tedy o geneticky
modifikovanou potravinu. Ty¢inka Dianella (Chocoland a.s.) a sojolka (Sojaprodukt)
jsou pozitivni na ptitomnost CaMV 35S promotoru, ale nikoli na pfitomnost transgenu
pro odolnost k herbicidu Roundup. Lze se tedy domnivat, ze tyto dva produkty také

obsahuji GM soéju, ktera vSak obsahuje jiny transgen nez transgen pro odolnost
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k herbicidu Roundup. U nékterych potravin se podafilo ziskat pouze velmi nizkou
koncentraci DNA. Tato skutec¢nost méla vliv na vysledek analyzy pti detekci nékterych
gend, kde se vysledek jevil jako negativni. Pti detekci genu pro lectin se konkrétné
jednalo o vzorky cokoladovy dezert (Alpro), dentalni tycinka pro psy (Frolic), sojacik
(Sojaprodukt) a sojolka (Sojaprodukt). Koncentrace DNA téchto potravin se pohybovala
pod hodnotou 50 ng/ul. Vyjimkou byla dentdlni tycinka pro psy, ktera sice méla hodnotu
koncentrace DNA vyssi, nez 50 ng/ul (68,73ng/ul), ale i pfesto se jedna v porovnani
S ostatnimi o nizkou hodnotu. Zde je pfic¢inou negativniho vysledku detekce genu pro
lectin pritomnost, respektive nepfitomnost soji ve slozeni vyrobku. Vyrobce udaval ve
slozeni obsah ,,rostlinné bilkoviny “, ptitomnost s6ji jsem proto predpokladala. S nejvétsi
pravdépodobnosti tomu vzhledem k vysledku moji analyzy nebylo. U tohoto, ale i jinych
vzorkd, které maji ve svém slozeni spoustu dal$ich surovin, lze na agar6zovém gelu
pozorovat pritomnost i jinych nespecifickych fragmentt. Pravé i zastoupeni jinych
slozek, které se v daném vyrobku nachazi, ovlivituje kone¢nou koncentraci vyizolované
DNA. U produktii obsahujicich pouze €istou sdju, jako jsou napiiklad s6jové boby
(Lagris) nebo tofu (SUNFOOD s.r.0.), je koncentrace DNA s6ji mnohonasobné vyssi,
nez u potravin jako je naptiklad sojovy jogurt (Alpro), kde je procentualni zastoupeni soji
¢i jinych sojovych slozek velmi nizké. To samé se tyka i krmiv. V pfipadé krmiv
s oznagenim ,, KPB T* (Hansa C.B.spol. s.r.0.) a ,,COT B (Hansa C.B.spol. s.r.0.), je
fragment na elektroforéze jako vysledek detekce transgenu velmi slabé viditelny. Tato
slaba viditelnost je v piipadé KPB T krmiva (Hansa C.B.spol. s.r.0.) pravdépodobné
zpiisobena niz8i koncentraci DNA a také celkovym zastoupenim so6ji obsazené v tomto
krmivu. Podobné tomu bylo i u krmiva COT B (Hansa C.B.spol. s.r.o.), kde sice
koncentrace DNA je srovnatelna s ostatnimi, ale v porovnani s nimi ma ve svém slozeni
namisto extrudovaného sojového Srotu ,,pouze” sojové slupky a sojovy protein.
Z celkového poctu 15 krmiv testovanych na pfitomnost GMO bylo pozitivni na vyskyt
GM s6ji 7 vzorkii. Zadné z t&chto krmiv nemélo na svém obale informaci vypovidajici o
ptitomnosti geneticky modifikovanych slozek, U krmiv, které byly oznaceny jako ,,NON
GMO* ¢ ,,GMO FREE“ skutecné nebyla prokdzana piitomnost genii svédCici o

genetické modifikaci daného krmiva. Analyzy na pfitomnost GM s6ji V potravinach byly
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napiiklad provadény také v Malajsii. Roundup Ready soja se zde u sojovych bobu
vyskytovala v 9 piipadech z20 a také v 8 piipadech z celkovych 37 vzorka tofu
(Abdullah et al.,2005). Ve srovnani s mnou ziskanymi vysledky je to o poznani vétsi

procento vyrobkil s obsahem GM s6ji nez u vyrobka dostupnych na ¢eském trhu.
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7. Zavér

Cilem této bakalafské prace na téma PCR detekce geneticky modifikované soéji
V potravinach a krmivech bylo praktické zvladnuti a osvojeni si molekularn¢ —
biologickych metod vyuzivanych pii detekci GMO a vypracovani reSerSni ¢asti tykajici
se principil téchto metod a problematiky GMO. Zamérem této prace bylo zjisténi, zda
s6ja nebo jiné sojové slozky (sojové vlocky, sdjové slupky apod.), které muizeme
Vv potravinach a krmivech nalézt, prosly procesem genetické modifikace ¢i nikoli, a zda
jsou informace o nepfitomnosti GM s6ji na obalech potravin pravdivé.

Ze vSech potravin nesly pouze dvé z nich na svém obalu informaci o nepfitomnosti
transgent (GMO free). U takto oznaCenych potravin byla nepfitomnost GM soji
potvrzena. Ze vSech testovanych potravinovych vzorka celkem tii z nich obsahovaly
transgenni soju. V jednom piipadé se jednalo o soju obsahujici jiny transgen, nez je
transgen zpusobujici odolnost k herbicidu Roundup.

U krmiv bylo vyjadfeni o neptitomnosti GMO ¢etné&jsi. Vyskytovalo se téméf na 1/3
z nich. VSechna krmiva nesouci oznaceni ,,NON GMO* ¢i ,,GMO FREE* skute¢né
neobsahovala transgenni soju. Co se ty¢e detekce genti prokazujici pritomnost promotoru
pouzivaného pfi transgenozi a ptitomnost transgenu pro odolnost k herbicidu Roundup,
byla u krmiv oproti potravinam celkové vyssi Cetnost vyskytu téchto genu. Pozitivitu
vykazovala pfiblizn€ polovina z testovanych vzorki krmiv.

Z4dna potravina neméla na svém obalu informaci 0 piitomnosti GMO. Lze tedy
predpokladat, Ze procentualni zastoupeni GMO v téchto potravinach bylo nizsi nez 0,9 %.

Produkty obsahujici geneticky modifikované slozky jsou podrobovany pitisnym
testim. Proto neni tfeba obavat se zdravotnich rizik pfti jejich konzumaci. Vliv GMO na
zdravi ¢lovéka dosud nebyl Zadnymi testy prokazan. Populdrné naucné ¢lanky zabyvajici
se problematikou GMO zaméfenou zejména na rizika spojena s konzumaci GMO nejsou
védecky podloZeny, proto se jedna o pouhé spekulace. Zalezi zde zcela na zakaznikovi a

jeho preferencich, zda si vyrobek oznaceny jako GMO zakoupi ¢i nikoli.
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Seznam zkratek

EU — Evropska Unie

GM — geneticky modifikovany
GMO — geneticky modifikovany organismus
Napft. — naptiklad

Atd. — a tak dale

ES — Evropska smérnice

um — mikrometr

ul — mikrolitr

apod. — a podobné

dsDNA — dvouvlaknova DNA
ng — nanogram

I — litr

¢. —cislo

S.r.0. — s ru¢enim omezenym
a.s. — akciova spolecnost

obr. — obrazek

PCR — polymerazova fetézova reakce



