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ABSTRAKT

Teoreticka Cast této prace je zaméfena na geneticky modifikované organizmy (GMO),
potraviny obsahujici GMO a metody k detekci GMO. Na detekci pfitomnosti a mnozstvi
geneticky modifikovanych organizmti v zeméd€lskych plodinach a potravinidch bylo
vyvinuto mnoho analytickych kvantitativnich a kvalitativnich metod. Najpouzivanéjsi

metodou k detekci GMO je PCR metoda.

Cilem experimentalni Casti této prace bylo detegovat ptitomnost GMO v potravinatrskych
surovinach pomoci PCR a real-time PCR metody. Izolace DNA probé&hla pomoci kit
a pomoci CTAB metody. Jednotlivé postupy izolace DNA byly optimalizovany za ucelem
zisku nejCistsi DNA. Také bylo nutné stanovit prahové mnozstvi jednotlivych GMO
v potravinaiskych surovinach, protoze podle legislativnich piedpisi potraviny,

které obsahuji méné nez 0,9 % GMO nemusi byt oznaceny.

Klicové slova: PCR, real-time PCR, geneticky modifikované organizmy, geneticky

modifikované potraviny

ABSTRACT

The theoretical part of the diploma thesis is focused on genetically modified organisms
(GMOs), genetically modified food and methods to detect GMOs. Many analytical
methods, qualitative and quantitative, have been developed to determine the presence
and amount of genetically modified organisms (GMOs) in agricultural crops and foods.

The most widely used method to detect GMOs is the PCR method.

The aim of the experimental part of this thesis was to detect the presence of GMOs in food
raw materials by PCR and real-time PCR. DNA was isolated by kits and by CTAB
method. Individual DNA isolation procedures have been optimized to obtain the purest
DNA. It was also necessary to set threshold level for individual GMOs in food raw
materials because according to legislation, food containing less than 0,9% GMOs don't

have to be labeled.

Keywords: PCR, real-time PCR, genetically modified organisms, genetically modified
food
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UvVOD

V sucasnej dobe maju geneticky modifikované organizmy (GMO) Siroku skalu uplatnenia.
Osobitnou kategdériou uplatnenia pre tieto organizmy je potravinarsky priemysel.
S rozvijajicim sa odvetvim genetickych metdd rastie produkcia nie len geneticky
modifikovanych plodin, ktor¢é mo6zu byt nasledne spracované do potravin
a potravinarskych surovin, ale aj vznik geneticky modifikovanych zivo¢ichov. Zakaznik
v dnesnej dobe pozaduje informdcie o zlozkach potravin, vratane potravinovych alergénov

a geneticky modifikovanych organizmov, ktoré s sicast’ou potravinarskych produktov.

Metody, ktoré sluzia k detekcii pritomnosti geneticky modifikovanych organizmov
sa neustale vyvijaju v sulade s pravnymi predpismi. Pretoze tradi¢né skriningové metody
sa zameriavaju iba na obmedzeny pocet markerov, nie vSetky GMO sa daji l'ahko zistit
(Cottenet et al., 2019). Zistovanie geneticky modifikovanych organizmov u potravin si
vyzaduje metodu, ktord je Specificka, citliva a zdatnd, najmid ak sa testuju zlozité
potravinové matrice — spracované potraviny. K detekcii GMO existuje cela rada metod,
vratane metody polymerazovej retazcovej reakcie (PCR), ktord sa povazuje
za najrozsirenejSiu (Nakamura et al., 2018). Okrem klasickej PCR, pomocou ktorej vSak
nemozno urcit obsah GMO v produkte, sa vyuziva hlavne kvantitativna metoda real-time
PCR. Okrem metod zaloZenych na detekcii nukleovych kyselin je mozné vyuzit i metoédy
na detekciu Specifickych proteinov (ELISA, Western blot), pripadne alternativne metddy
(chromatografia, NIR).

V tejto praci boli detegované GMO v kukuric¢nych a s6jovych potravinarskych produktoch.
Pred vyuzitim metdédy PCR bola prevedend izolacia DNA pomocou komer¢ne dodanych
kitov a pomocou cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB) metdédy. Metody izolacie DNA
boli optimalizované z dovodu zisku vysokej koncentrdcie DNA s najvysSou cistotou.
Meranie vyizolovanej DNA bolo nésledne prevedené dvoma spdsobmi, a to fluorometricky
a spektrofotometricky. Po prevedeni real-time PCR bol obsah GMO v danych produktoch
vyratany pomocou absolutnej kvantifikacie, pri ktorej sa porovnava mnoZzstvo transgénu vo
vzorke proti Standardu. Podl'a pravnej legislativy produkty, ktoré obsahujt viac nez 0,9 %
GMO musia byt znacené. Cielom tejto prace bolo zavedenie metodiky analyzy GMO
pomocou kvantitativnej PCR (qPCR), detekcia pritomnosti GMO v danych produktoch
aurCenie ich percentudlneho obsahu. Tymito postupmi sa ndsledne moze zamedzit

falSovaniu potravin pri ich priprave, ¢i predaji v trznej sieti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 GENETICKY MODIFIKOVANE ORGANIZMY

1.1 Charakterizacia

Geneticky modifikovany organizmus (GMO) je organizmus, ktory ma pozmeneny dedi¢ny
material pomocou genetickej modifikacie (GM). Geneticka modifikacia je proces, kedy
dochadza k zmene dedi¢ného materidlu umelou cestou, ako je napriklad krizenie. Takéto
pozmenené organizmy si schopné rozmnoZovania, ¢i prenosu genetického materialu

a maji pozmenené vlastnosti (Zdeiikova et al., 2002).

Zékladna Struktira DNA je rovnaka vo vSetkych zivych objektoch. U vSetkych organizmov
st rozne vlastnosti uréené sekvenciou parov baz DNA. Vedci mdéZu v dneSnej dobe
odobrat’ jeden alebo viac Specifickych génov z takmer akéhokol'vek organizmu vratane
rastlin, zvierat, baktérii alebo virusov a zaviest' tieto gény do gendému iného organizmu.
U takého to organizmu nasledne ddjde k zmene urcitych vlastnosti, ako je napriklad
odolnost’ voci herbicidom a Skodcom, zvySenie nutri¢nej hodnoty, ¢i zvySenie vyznamnych
latok. Takéto plodiny sa nasledne moézu stat’ atraktivne pre konzumentov a priemyselné

odvetvia (Stefanovi¢ova et al., 2002, Wieczorek a Wright, 2012).

Hlavnym dévodom zavedenia geneticky modifikovanych organizmov — rastlin na trh je
obmedzenie ekologickej zataze pri pestovani plodin, ¢i funkénost’ obrany rastlin voci
stresovanym podmienkam (Zdenikova et al., 2002). Okrem vyuzitia GMO v potravinarskej
a polnohospodarskej sfére sa tieto modifikované organizmy vyuzivaji 1 vo
farmaceutickom odvetvi a to pri tvorbe vakcin, ako je napriklad rekombinantna vakcina
proti hepatitide B, ¢itvorba roznych biolatok. Medzi takéto biolatky patria peptidové

hormony 1 rekombinantny l'udsky inzulin (Benes, 2007).

1.2 Priprava

1.2.1 Geneticky modifikované rastliny

V pol'nohospodarskej biotechnologii sa zmeny uskutociiuji priamo v gendéme rastliny.
Akonahle je gén, ktory urcuje pozadovany znak alebo vlastnost’ identifikovany, moze byt
vybrany, extrahovany a preneseny priamo do iného rastlinného gen6ému. Rastliny, ktoré
maju gény z inych organizmov sa oznacuju ako transgénne. Pritomnost poZadovaného

génu sa moze testovat’ v ktoromkol'vek $tadiu rastu, napriklad i v malych sadeniciach
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v skleniku. Pestovatel' tak moze rychlo vybrat tie rastliny, ktoré najlepSie vyjadruju
pozadovany znak. Vyroba novych odrdéd plodin pomocou génového inzinierstva trva

v priemere asi 10 rokov (Wieczorek a Wright, 2012).

Geneticky modifikované rastliny (transgénne rastliny) vznikaji procesom transgendzy.
Pri tomto procese dochadza k prendSaniu génov medzi réznymi organizmami, pricom
kone¢nym organizmom je geneticky modifikovany organizmus — GMO. Prva trasngénna
rastlina vznikla v roku 1983. Jednalo sa o tabak, ktory obsahoval rezistenciu k antibiotiku
kanamycinu. Ako prva plodina uvedena na trh v USA bola raj¢ina, ktord bola odolna
k virusu tabakovej mozaiky. Tato raj¢ina mala pozmenené vlastnosti. Jednalo sa hlavne
opredizenti dobu skladovania, teda moZnost vyvozu na véaldie vzdialenosti

(Tauferova et al., 2014).
Medzi najznamejsie metddy transgendzy patri:
A) Priama transgeno6za prostrednictvom DNA

U priamej transgenozy prostrednictvom DNA je vyuzZita transgendza protoplastov,
kde k prijimu DNA dochddza iba pomocou endocytézy, ktort mozno stimulovat
elektroporaciou. Pre priamu transgendézu sa vyuzivaju i mikroprojektily (gulicky)
obsahujuce zlato alebo wolfram. Tieto gulicky sa zmieSaju s roztokom DNA, ktora
sa prichyti na gulicke. Gulicka je nasledne vstrelend pomocou pristroja do pletiva, kde
dochadza k integracii transgénu. Je nutné aby mikroprojektil prenikol do jadra a bunka

plne prezila zasah (Tauferova et al., 2014).
B) Transgenéza prostrednictvom baktérie Agrobacterium tumefaciens

Transgen6za pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens (Obrazok 1) je zalozena
na prirodzenej schopnosti vnasat’ gény, ktoré st lokalizované na Ti plazmide (vyvolava
nador, ktory obsahuje latky prospesné pre baktérie) do gendmu rastliny prave pomocou
tejto  baktérie. V principe dochddza k vloZeniu zaujmového génu (transgénu)
do bakteridlneho plazmidu, pricom tento plazmid je vlozeny do baktérie. Nasledne baktéria
integruje zdujmovy gén do gendmu rastliny, kde z modifikovanej bunky vyrastie
transgénna rastlina. Tato nepriama metdda je vhodna pre vacSinu dvojkli¢nolistovych

rastlin a niektoré jednokli¢nolistové a nahosemenné rastliny (Tauferova et al., 2014).
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Obrazok 1 Prenos DNA do rastlinnych buniek a nasledny vznik transgénne;j
rastliny pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens. Upravené podla

Karcher a Gelvin (2011).

Tradi¢né formy Slachtenia nepriamo menia genetiku rastlin prostrednictvom vyberu rastlin
so Specifickymi vlastnostami, zatial' ¢o procesom génového inZinierstva sa tieto vlastnosti
menia priamym vykonavanim zmien v DNA. Preto génové inzinierstvo umoznuje vysoko
cieleny prenos génov, rychle a efektivne sledovanie génov v novych odrodach a nakoniec
aj vyssSiu ucinnost’ pri vyvoji novych odrdd plodin s novymi a Ziaducimi vlastnostami

(Wieczorek a Wright, 2012).

1.2.2 Geneticky modifikované mikroorganizmy

U mikroorganizmov sa novo dodany gén s poZadovanou vlastnostou prejavuje pomocou
potrebnych molekularnych nastrojov, medzi ktoré patri metdda prenosu génu, promotor
na kontrolu expresie pozadovanych génov, klonovacie vektory a selekéné markerové gény

na identifikéciu rekombinantnych mikroorganizmov (Han, 2004).

Metody prenosugénu

Existuje viacero sposobov prenosu génov do hostitel'ského organizmu. Medzi zakladné

metddy patria: transformacia, elektroporacia a konjugacia.
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Najcastejsie pouzivanou metédou pre prenosu génov na zavedenie DNA do hostitel'ského
objektu je transformacia. Prijatie plazmidovej DNA mikroorganizmom sa dosiahne ak sa
mikroorganizmus nachadza vo fyziologickom S§tddiu kompetencie, ktoré sa zvycajne
vyskytuje v Specifickom rastovom $tadiu (Lorenz a Wackernagel, 1994). Prijem DNA
na zéklade prirodzene sa vyskytujicich schopnosti je vSak zvycajne neefektivny.
Kompetenciu je mozné vyvolat’ pdsobenim chemikalii, ktoré posobia na bakteridlne bunky,
¢im dogjde k jednoduchsiemu prijatiu DNA. V pripade baktérie Escherichia coli sa prijem
plazmidove; DNA dosiahne po oSetreni buniek chloridom vapenatym alebo chloridom
rubidia (Sambrook et al., 1989). Pre mnoho mikroorganizmov, napriklad pre Streptomyces
produkujuce antibiotikum, je transformacia plazmidovej DNA komplikovanejSia.
Preto sa musia najprv pripravit protoplasty vyuzivajice lyzozym, ktory sluzi
na odstranenie vicSiny bunkovej steny. Protoplasty sa zmieSaji s plazmidovou DNA

v pritomnosti polyetylénglykolu, ktory podpori prijem DNA (Han, 2004).

Alternativnym sposobom transformacie DNA do nového organizmu modZze byt metdda
elektroporacie. Tato metdda je navrhnutd hlavne na transformaciu eukaryotickych buniek.
Principom elektroporacie st kratke vysokonapdtové impulzy, ktoré zasiahnu bunky
dostant ich do elektricky kompetentného stavu (Neumann et al., 1982). Vplyvom
vysokonapdtového impulzu sa v bunkovej membrane vytvaraji prechodné pory, ktoré
umoziuji absorpciu DNA. Niektoré faktory ako su rastova faza, rastové médium, hustota
bunieck a podmienky elektroporacie musia byt optimalizované kvoli dosiahnutiu
pozadovane] ucinnosti. Elektroporacia sa Casto pouziva ked’ je ucinnost transformacie

protoplastov nedostatocna alebo netc¢inna (Han, 2004).

Ako dalsia metoda, ktora modze byt pouzitd na prenos plazmidovej DNA
do mikroorganizmu je konjugacia. Pri tomto procese sa DNA prendSa z darcu
na bakteridlneho prijemcu pomocou Specializovaného multiproteinového komplexu.
Dolezitym predpokladom pre konjugacny prenos je spojenie medzi bunkovymi povrchmi
interagujucich darcovskych a prijimajucich buniek. U gramnegativnych baktérii je tento
fyzicky kontakt vyvolany komplexnymi extracelularnymi vldknami oznafenymi ako
sex pili (Grohmann et al., 2003). Po uskuto¢neni konjugacie sa darcovské bunky eliminuji
antibiotikami, voci ktorym st bunky prijemcu rezistentné. Bunky prijemcu obsahujlice
preneseny plazmid sa identifikuju na zaklade selekéného markérového génu neseného
plazmidom. Tak ako metoda elektropordcie, aj metoda konjugacie mé vyhodu v tom,

ze sa nespolieha na tvorbu protoplastov a regeneraciu bunkovej steny. Okrem toho tato
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metéda ponika moznost obidenia reStrikénych bariér prenosom jednovlaknovej

plazmidovej DNA (Matsushima et al., 1994).

Promotor

Promoétor je urcity segment DNA, ktory je zodpovedny za regulaciu expresie génu.
Promoétory sa mézu delit na konstitutivne a indukovatelné. Konstitutivne promotory
si nepretrzite aktivne, zatial ¢o indukovatené promoétory sa aktivuji iba vtedy, ked’
st splnené urCité podmienky. Vyber vhodného promotora je dolezitym faktorom
pre optimalizaciu expresie cielového génu. Ak je Ziaduca nepretrzita expresia cielového
génu, pouzije sa silny konStitutivny promotor. Indukovatel'né promotory sa pozija, ak je
potrebné kontrolovat’ naasovanie expresie cielového génu. To plati najmé pri expresii

cudzich génov, vratane toxinovych génov v Escherichia coli (Han, 2004).

Najbeznejsie pouzivany indukovatelny promoétor pre expresiu cielového génu v E. coli
je lac prométor. Ten sa aktivuje, ak sa k rastucej kulture prida nehydrolyzovatelny analog
laktozy izopropyl-B-D-1-tiogalaktopyranozid (IPTG). Tento promotor je relativne slaby,
a preto je Casto vhodny na expresiu génov koédujucich toxické proteiny (Baneyx, 1999).
Promotory zavislé od indukcie IPTG st zvyCajne neziaduce k produkcii terapeutickych

proteinov z dovodu vysokych nédkladov a moznej toxicity (Figge et al., 1988).

Okrem /ac promotora existuju aj alternativne promotory, ako je napriklad promotor
arabinézy. Tento promotor sa indukuje po pridani L-arabinézy do média. Dalsim
alternativnym promotorom je promotdr studeného Soku zalozeny na géne cspA z E. colli,
ktory sa indukuje pri poklese teploty. Ide o promotor, ktory nie je schopny dosiahnut’
vysoku hladinu akumulacie pozadovanych proteinov, pretoze sa inaktivuje do 2 hodin
po zniZzeni teploty. Promotory phoA a trp st aktivované vycerpanim fosfatov
alebo tryptofdnu v médiu. Tieto promotory su pomerne jednoduché, preto si pomerne

Casto vyuzivané pre priemyselné aplikécie (Baneyx, 1999).

Vektory

Vyber spravneho klonovacieho vektora zavisi od metddy prenosu génu, pozadovaného
produktu modifikacie a aplikdcie modifikovaného mikroorganizmu. Existuje obrovské
mnozstvo vektorov rézneho druhu. Replikacné vektory s vysokym alebo nizkym poctom
kopii sa bezne pouzivaji na expresiu pozadovanych génov v hostiteloch na vyrobu

exprimovanych proteinov 1 na zvySenie davky génu obmedzujiceho rychlost’
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biosyntetickej drahy. Kosmidové a bakteridlne umelé¢ chromozémové vektory, ktoré
akceptuju fragmenty DNA az do 100 kb. sa pouzivaju pri klonovani velkého mnozstva
DNA do heterologneho hostitel'a na manipulaciu a produkciu metabolitov na vysokej

urovni (Rao et al., 1987, Sosio et al., 2000).

Selekéné markerové gény

Selekéné markerové gény, ktoré Casto kdduju proteiny udel'ujlice rezistenciu na antibiotika
si dolezitou sucastou klonovacich vektorov a su potrebné na identifikdciu
transformovanych buniek. Selekcia je nutny proces, pretoze v skutoCnosti je pocet
transformovanych buniek vyrazne nizsi od netransformovanych. Aby doslo k zabezpeceniu
uplnej eliminacie netransformovanych buniek je potrebna expresiamarkerového génu

(Han, 2004).

Markerové gény pre antibioticki rezistenciunie st vSak vhodné na tvorbu
rekombinantnych organizmov, ako su baktérie mliecneho kvasenia a kvasinky pouZivané
na fermentaciu potravin (Akada et al., 2002, Renault, 2002). Pre baktérie mliecneho
kvasenia boli vyvinuté a vclenené do klonovacich vektorov alternativne selekéné systémy
zalozené na vlastnostiach organizmu, ktoré su spojené s plazmidmi vratane metabolizmu
laktozy, proteolytickej aktivity, syntézy DNA a rezistencie na bakteriociny (von Wright
a Sibakov, 1993, Renault, 2002). Jednym z problémov spojenych s tymito selek¢nymi
systétmami je to, ze maju tendenciu poskytovat’ viac netransformovanych buniek
ako selekéné systémy zalozené na markerovych génoch na bazy antibiotik

(von Wright a Sibakov, 1993).

Na konstrukciu rekombinantnych kvasiniek, ktoré su potrebné na fermentaciu potravin bol
vyvinuty rad selekénych systémov zalozenych na kvasinkovych génoch namiesto
markerovych génov zaloZenych na rezistencii na antibiotikd (Akada, 2002). Medzi takyto
systém patri napriklad systém zaloZeny na géne YAPI, ktory je zodpovedny za adapticiu
stresu v kvasinkdch. Vyhodou tohto selekéného systému je uUplnd elimindcia

netransformovanych buniek (Akada et al., 2002).

1.3 Vlastnosti
GMO je mozné delit’ do niekol’kych skupin:

e GMO prvej generacie
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e GMO druhej generacie

e GMO tretej generacie

GMO prvej generacie sa zameriava na zvySenie vynosu pre pestovatelov zavedenim
rezistencie na virusové, plesnové, bakteridlne choroby, skodcov ako je hmyz (Bt odrody),
alebo toleranciou voc¢i herbicidom (HT odrody). Bt odrody obsahuju gén, ktory je
zodpovedny za tvorbu insekticidov. Takéto exprimujuce gény st odvodené od pddnej
baktérie Bacillus thuringiensis (Bt), ktora pocCas sporuldcie produkuje krystaly
insekticidneho proteinu (delta endotoxiny), ktoré su toxické pre cieleny hmyz.
Rastliny, ktoré obsahuja tento gén, funguji podobnym systémom. Toxiny st produkované
v neaktivnej forme, ktora je aktivovand proteindzami v ¢reve hmyzu. Toxin sa viaze
na receptory v ¢revnej vystelke a poskodzuje ho. Cicavce tieto receptory nemaju, teda

tento toxin nie je pre nich toxicky (Robinson, 2001).

Na druhej strane HT odrody su odolné voci herbicidom, ktoré sa pouZzivaji na nicenie
burin. Tie zniZzuju urodu aj kvalitu plodin tym, Ze buriny sutaZia s plodinami o zZiviny
asvetlo. Siroko pouZivané herbicidy, medzi ktoré patria glufosinat (kyselina
dialkylfosfornd) a glyfosat (A-fosfinometylglycin), podsobia toxicky na enzym, ktory
je dolezity pre rastlinu. Napriklad glufosinat inhibuje glutaminsyntazu, zatial' ¢o glyfosat
inhibuje  syntézu enzymu EPSPS (5-enolpyruvatSikimat-3-fosfosyntaza), ktory
je zodpovedny za syntézu aromatickych aminokyselin. Inhibiciou enzymu EPSPS
sa v rastline netvoria niektoré proteiny. Vplyvom d’alSich herbicidov nasledne dochéadza
k inhibicii syntézy lipidov, celulozy v bunkovej stene, ¢i inhibicii bunkového delenia.
Herbicidtolerantné GM rastliny sa ziskaju vlozenim génu izolovaného z ktoréhokol'vek
z niekol’kych pddnych mikroorganizmov. Napriklad Agrobacterium je rezistentna voci
glyfosatu. Medzi najznamejSie plodiny, ktoré su odolné voci herbicidom, patri kukurica,

repka olejna a s6jové boby (Repkova, 2013).

Medzi GMO druhej generacie patria potraviny so zlepSenymi alebo zmenenymi
vyzivovymi vlastnostami. Existuje niekol’ko kategorii takychto vyrobkov, v ktorych by
technoldgia genetickej modifikdcie bola prospesna: odstranenie alebo znizenie hladin
antinutricnych faktorov, toxinov, alergénov; zavedenie alebo zvySenie urovne faktorov
podporujucich zdravie; zmena pomeru makrozivin alebo mikrozivin (hlavne vitaminy
alebo minerdly). Medzi jednu z najznamejSich GMO plodin druhej generacie patri
,,Zlaté ryza“. Aj ked ryza patri medzi zakladna surovinu pre krajiny ako si Afrika, Azia

a Latinskd Amerika, ryZza nemé dostatok zakladnych Zivin. Prave v juhovychodnej Azii
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trpia deti slepotou, hnackami, chorobou dychacich ciest a osypkami, za ktoré je
zodpovedny nedostatok vitaminu A. Aby sa obiSlo tymto problémom, bola vyvinuta
geneticky modifikovand ryza, ktord je doplnend provitaminom A (beta-karoténom).
Do tejto ryze boli zavedené pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens dva gény
znarcisu (gén psy pre fytoendesaturdzu a gén lyc prelykopen-B-cyklazu) a jeden gén
z baktérie (gén crtl pre (-karoten desaturazu). Pomenovanie ,,zlata ryza“ dostala kvoli Zltej

farbe ztn (Robinson, 2001).

Poslednou skupinou si GMO tretej generacie, ktoré st Specifické odolnostou proti
biotickym stresom, ako je chlad, teplo, zasolenie ainé. Stresové faktory spOsobuju
zniZzovanie vitality rastliny a zniZovanie vynosu. Pri u¢inku stresu dojde k prestavbe buniek
poskodenych stresom, ¢im dochddza k zmene metabolizmu pomocou aktivacie urcitych
génov. Nasledne st syntetizované stresové bielkoviny (enzymy, proteiny), ktoré sa snazia
eliminovat’ poSkodenie. Ak nie je mozné poskodenie buniek napravit’, dojde k ich zaniku,
¢o vedie k programovanej bunkovej smrti. Principom GM rastlin odolnych voci stresovym
faktorom je aktivacia fyziologickych procesov a Specifickych génov poskytujucich
ochranu rastline, ktoré st vyvolané stresovymi faktormi. Napriklad niektoré tropické
rastliny, ako je tabak, reaguju citlivo na chlad. Pri poSkodeni méze dojst’ k vddnutiu,
neschopnosti rastu, ¢i k sterilite a uhynu. Tento tabak bol transformovany génom
z rastliny Arabidopsis thaliana, ktord je odolnejSia voc¢i mrazu. Takyto transformovany
tabak mal vysSiu hladinu nenasytenych mastnych kyselin nez netrasformovany tabak

a vy§§iu odolnost’ voéi nizkym teplotam (Repkova, 2013).

1.4 Pestovanie geneticky modifikovanych plodin

Pestovanie geneticky modifikovanych, inak povedané biotechnologickych plodin
v Eurépskej unii (EU) je od roku 1998 obmedzené na niekol’ko krajin. V roku 2016 boli
geneticky modifikované plodiny pestované na viac ako 185 miliénoch hektaroch
v 26 §tatoch sveta, kde takéto plodiny pestovali v EU iba $tyri krajiny: Spanielsko,
Portugalsko, Ceska republika a Slovenskd republika, pri¢om sa jednalo o kukuricu
MONS10. Celkovd vymera pestovania biotechnologickych plodin v tychto Styroch
krajinach sa odhadovala na 136 363 hektarov. Spanielsko tito plodinu pestovalo v roku
2016 o rozlohe 129 081 hektarov. Za Spanielskom nasledovalo Portugalsko
(7 069 hektarov), Slovenska republika (138 hektirov) a Ceska republika (75 hektarov).

Najvi¢simi producentmi GM plodin mimo krajin EU sa USA, Brazilia, Argentina,
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Kanada, ¢i India (ISAAA, 2016). Napriek roznorodosti dopadov st priemerné
agronomické a ekonomické prinosy GM plodin vyznamné. Vplyvy sa liSia najmé podla
modifikovanych vlastnosti plodin a geografickej oblasti, kde sa tieto plodiny pestuju.
Semend GM plodin su sice financne ndkladnejSie, ale v kone¢nom ddsledku ide
o uspornejSie pestovanie z dovodu Setrenia penazi pri kupe chemickych postrekov,

pripadne mechanickej ochrane voci Skodcom (Kliimper a Qaim, 2014).

Slovenska republika pestovala svoju prvi komeréntt GM plodinu kukuricu v roku 2006.
V roku 2016 vysadila priblizne 138 hektarov GM kukurice, ¢o v porovnani s rokom 2015
predstavuje narast o 34 hektarov. Narast hektdrového porastu GM kukurice v roku 2016
sa pripisuje zamoreniu hmyzu vija¢ky kukuri¢nej. Od roku 2006 az 2007 Slovensko
zvysilo vysadbu biotechnologickej kukurice z 30 hektirov na 900 hektirov. Pokles
vysadby biotechnologickej kukurice od roku 2011 bol sposobeny prikazom vlady, ¢o je
pre pol'nohospodarov, ktori sa snazia vysadit GM kukuricu, ve'mi odradzajuce od vyhod,
ktoré ponuka. Ako ¢lensky 3tat EU moze Slovensko pestovat’ kukuricu MON810, ktort
EU schvalila pre vietkych 28 &lenskych krajin (ISAAA, 2016).

V Ceskej republike sa v roku 2016 vysadilo iba 75 hektarov GM kukurice, ¢o predstavuje
pokles o 922 hektarov z 997 hektarov vysadenych v roku 2015. Vrchol v pestovani GM
kukurice nastal v roku 2008, kedy sa z 250 hektarov navySilo pestovanie na
8 380 hektarov. Takato GM kukurica sa vyuzivala na vyrobu bioplynu a ako krmivo
pre dobytok v pol'nohospodarskom odvetvi. V roku 2010 ¢eska vlada schvalila pestovanie
GM zemiakov typu Amflora, ktoré st zndme produkciou vysSieho obsahu Skrobu.
Tieto zemiaky boli vyuzité v priemyselnom odvetvi a ich pestovanie sa vSak zastavilo
po tom, ako sa spolo¢nost BASF presunula do Spojenych Statov kvoli nepriaznivym

podmienkam pestovania vo¢i GM plodinam v Europe (ISAAA, 2016).

1.5 Legislativne predpisy

Podla zakona 78/2004 Sb. Zikon o nakladani s geneticky modifikovanymi
organizmamia genetickymi produkty mozno geneticky modifikovany organizmus
definovat’ ako organizmus (okrem cloveka), ktorého dedicny materidl bol pozmeneny

genetickou modifikaciou za pouZitia technickych postupov ako su:

a) techniky rekombinantnej nukleovej kyseliny, ktoré vytvaraji nové kombindcie

dedi¢ného materidlu vloZenim useku nukleovej kyseliny pripravenej akymkol'vek



UTB v Zline, Fakulta technologicka 20

sposobom mimo organizmus do akéhokol'vek virusu, bakteridlneho plazmidu alebo
iného vektorového systému a jeho naslednym zaclenenim do organizmu prijemcu,
v ktorom sa normalne nevyskytuje, ale v ktorom je schopny d’alSicho mnozenia sa,
b) techniky zavadzajice dedi¢ny material pripraveny akymkol'vek spdsobom mimo
organizmus priamo do organizmu prijemcu, zahriiujuice mikroinjekciu,
makroijekciu, biolistické metody, mikroenkapsuléciu a umelé chromozdémy, alebo
c) techniky bunkovej fuzie, vratane fizie protoplastov, alebo hybridizacie buniek, pri
ktorej su fhziou dvoch alebo niekol’kych buniek vytvorené Zivotaschopné bunky
s novou kombinaciou dedicného materialu, a to metdédami alebo prostriedkami, kto-

ré sa nevyskytuju prirodzene.

Na druhej strane, tento zdkon nedovoluje vznik geneticky modifikovanych organizmov
technickymi postupmi ako st: oplodnenie in vitro; bakteridlna konjugacia, transformacia,

transdukcia a podobné prirodzené procesy; indukcia polyplodie a haploidie.

Co sa tyka oznafovania geneticky modifikovanych organizmov, kazda osoba,
ktora vo svojej podnikovej Cinnosti uvadza geneticky modifikovany organizmus
alebo produkt na trh je zo zdkona 78/2004 Sb. povinna oznacit’ takyto organizmus
alebo produkt slovami , Tento produkt obsahuje geneticky modifikované organizmy*.
Dalej toto oznadenie musi obsahovat’ obchodny nazov genetického produktu, nazov
geneticky modifikovaného organizmu, meno aadresu sidla osoby zodpovednej
za uvadzanie organizmu/produktu na trh atdaj otom, kde je mozné ziskat' dalSie

pristupné informacie o danom produkte.

Uvedenie GMO do zivotného prostredia prisliucha podl'a zdkona 78/2004 Sb. iba pravnic-
kej, Ci fyzickej osobe, ktora mé opravnenie k podnikaniu, a ktorej bolo udelené povolenie
na uvedenie GMO do zivotného prostredia. Kazdé4 ziadost’ o toto povolenie musi obsaho-
vat' nazov projektu; identifikaéné, kontaktné a d’alSie Udaje o odbornom poradcovi
a kontaktnej osobe na pracovisku; informacie o geneticky modifikovanom organizme; in-
formacie o mieste uvedenia do Zivotného prostredia; tcel a doba uvedenia do zivotného

prostredia; informécie o monitoringu atd’. (Zakon 78/2004 Sb.).

Utelom nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) & 1946/2003 — cezhrani¢né
pohyby geneticky modifikovanych organizmov, je usilovanie o vykondvani niektorych
bodov Cartagenského protokolu o prevencii biotechnologickych rizik, kvoli neziadicim
ucinkom niektorych geneticky modifikovanych organizmov na l'udské zdravie a zivotné

prostredie. Pre zaistenie ochrany vytvara oznamovaci systém na vymenu informacii
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o0 vyvoze tychto organizmov do zemi nachadzajicich sa mimo Eurépsku uniu. Co sa tyka
Cartagenského protokolu, ide o medzindrodni dohodu, ktorej cielom je zabezpecit
bezpe¢ni manipulaciu, prepravu a pouzitie zivych modifikovanych organizmov,
ktoré mézu mat’ nepriaznivé u€inky na biologicku diverzitu, ¢i I'udské zdravie (Nariadenie

(ES) &. 1946/2003).

Podla wvyhlasky ¢. 89/2006 Sb. o blizSich podmienkach pestovania geneticky
modifikovanej odrody je nutné dodrZiavat urcité vzdialenosti dané touto vyhlaskou
od statnych hranic Ceskej republiky. Napriklad miniméalna vzdialenost’ pestovania
geneticky modifikovanych zemiakov od $tatnych hranic Ceskej republiky je 400 m.
Tato minimalna vzdialenost’ je nutné dodrzat aj v pripade pestovania geneticky
modifikovane] kukurice a soje. Takisto je nutné dodrzat’ lehotu pre poskytovanie
informacii pred predpokladanym zahdjenim pestovania geneticky modifikovanych odrod,
kde u geneticky modifikovanych zemiakov, s6je a kukurice to je od 1.3. prislusného
kalendarneho roku. Touto vyhlaskou st uréené i1 tudaje, ktoré je nutné uchovat
pri pestovani geneticky modifikovanych plodin: ndzov plodiny a geneticky modifikovanej
odrody; vymera plochy, na ktorej sa nachadza geneticky modifikovana odroda; datum
zahajenia pestovania geneticky modifikovanej odrody; mnoZstvo zasiatej alebo vysadenej
geneticky modifikovanej odrody; miesto skladovania geneticky modifikovanej odrody;
informacie o ndkupnom mnozstve; udaje o pouziti produktu geneticky modifikovanej

odrody a iné¢ (Vyhlaska ¢.89/2006).

V stdasnosti sa v EU pestuje jedna geneticky modifikovana plodina, B¢ kukurica
MONS8I10, ktoru vyvinula spolo¢nost Monsanto. Kukurica MON&10 bola schvalena este
pred zavedenim smernice 2001/18 a predava sa od konca 90. rokov. Niekol’ko ¢lenskych
Statov Europskej unie vSak zakazuje pestovanie kukurice MONS810. Tieto zédkazy sa vSak

Zasto povazuju za porusenie postupu schvalovania GMO v EU (Dries et al., 2019).
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2 GENETICKY MODIFIKOVANE POTRAVINY A POTRAVINY
S PODIELOM GMO

S rozvojom Dbiotechnoldgii postupne rastie imnozstvo geneticky modifikovanych
organizmov na trhu. Ked’ze sa tento rast rychlo zvySuje, zvySuju sa aj obavy verejnosti
na bezpecnost’ potravin, hlavne na nepriaznivé ucinky geneticky modifikovanych potravin
na zdravie konzumenta. Verejnost chce mat moznost' si vybrat medzi geneticky

modifikovanymi a geneticky nemodifikovanymi potravinami.

Podla nariadenia EU ¢&. 1829/2003 o geneticky modifikovanych potravinach a krmivach
sa kazda potravina, ktora obsahuje geneticky modifikovany organizmus v hodnote vysSej

nez 0,9 % musi zna¢it' (Nariadenie EU ¢. 1829/2003).

2.1 Charakterizacia

2.1.1 Geneticky modifikované potraviny

V stcasnosti existuje niekol’ko GM plodin pouzivanych ako zdroj potravin. V novembri
2015 Urad pre potraviny a lie¢iva USA (FDA) schvalil prvého transgénneho lososa
ur¢eného na konzumaciu v USA. Tento geneticky modifikovany atlanticky losos
(AquAdvantage® losos) je schopny dosiahnut’ svoju obchodnti velkost do 18 mesiacov
namiesto 3 rokov (Menozzi et al., 2013). Tento losos obsahuje gén pre rastovy hormoén
z lososa kralovského (Oncorhynchus tshawytscha) pod kontrolou promoétora z tresky
Skvrnitej (Macrozoarces americanus). Legislativa v USA vSak nevyzaduje osobitné
oznadovanie lososa AquAdvange®, pretoze agentira FDA povaZujetohto lososa
za material, ktory sa vyznamne neli$i od lososa atlantického (Salmo salar).Tento losos
je schvaleny nie len v USA, ale aj v Kanade, kde je jeho rast povoleny len v uzavretych
priestoroch. Kanada schvalila i predaj geneticky modifikovaného lososa na konzumaciu
pre l'udi a ako krmivo pre zvieratd (Devlin et al., 2015). Tento losos je vSak v sti¢asnosti

v Eurépskej tnii zakazany.

Medzi zaujimavl geneticky modifikovanu plodinu patri papéja linie 55-1. Vedci pouzili
techniky genetického inZinierstva na vznik transgénnej papaje vloZenim génu obalového
proteinu proti virusu PRSV (Papaya Ringspot Virus) priamo do genému papdje
(Gonsalves et al., 2000). PRSV sa vo vSeobecnosti prenasa voskami. Virus sposobuje ZIté

alebo mozaikové sfarbenie na listoch, olejové pruhy na kmeni a skreslenie mladych listov.
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Infikovana rastlina je typickd zakrpatenym rastom a jej plody su deformované a nevhodné
k pozivaniu. Toto ovocie obsahuje vysoké hladiny troch karotenoidov (B-kryptoxantinu, -
karoténu a lypocénu), ktoré st hlavnym zdrojom vitaminu A. Téato papdjalinie 55-1
bola schvalend na T'udsku spotrebu, ako Cerstva alebo spracovana v USA od roku 1997

(ISAAA, 2012).

Bangladés je znamy  produkciou  geneticky  transformované¢ho  baklazanu
(Solanum melongenal) zndmeho pod nazvom Bt Brinjal. Tento geneticky modifikovany
baklazan nesie gén, ktory je zodpovedny za ochranu proti hmyzu Leucinodes orbonalis
(FSB). K vzniku Bt brinjalu je nutné zaviest' génu crylAc, ktory exprimuje insekticidny
protein, ktory prepoZiciava rezistenciu vo¢i FSB. Gén crylAc pochadza z podnej baktérie
Bacillus thuringiensis. V hmyzom C¢reve je insekticidny protein solubilizovany
a aktivovany cCrevnymi proteazami za vzniku toxického fragmentu. Aktivovany
insekticidny protein sa nasledne viaZe na dva rozne receptory. Dochddza k naruSeniu
traviacich procesov, strate transmembranového potencialu, destrukcii buniek a paralyze,
ktora sposobuje smrt’. Ked’ze Bt brinjal je cieleny len na urcity druh hmyzu neohrozuje
I'udi, vtaky a ryby, pretoze im chybaju Specifické receptory a podmienky na aktivaciu

proteinu Bt v ¢revach. (Choudhary a Gaur, 2009).

Medzi prvy geneticky modifikovany rastlinny produkt, ktory bol uvedeny na trh patri
paradajka FLAVR SAVR™. Enzym polygalakturondza (PG), ktory sa nachadza
v paradajkach ma schopnost’ rozpuastat pektin bunkovej steny, ¢im dochadza
k zmékcovaniu plodu. Vedci z Calgene Inc. v Davise navrhli zavedenie génu s opacnym
uc¢inkom, ktory bol zodpovedny za drastické zniZenie, pripadne zabranenie tvorby PG.
Takéto geneticky modifikované paradajky ostali dlhSie pevné a trvanlivé, ¢im umoznili
transport na dlhSie trasy bez predbezného miknutia. Preprava takychto paradajok predisla
zberu zelenych plodov aich umelému dozrievaniu pomocou etylénu. AvSak po tom,
ako spolocnost’ Campbell pod tlakom verejnosti vyhlésila, Ze nebude pouzivat’ geneticky
modifikované paradajky vo svojich produktov sa tieto paradajky stiahli z trhu
(Bruening a Lyons, 2000).

Geneticky modifikované oleje mozno rozdelit’ do dvoch hlavnych kategorii. Medzi prva
skupinu geneticky modifikovanych olejov patria oleje so zvySenou oxidacnou stabilitou.
Tieto oleje sa pouzivaju hlavne do Salatovych dresingov, na vyprdZanie a potahovanie
potravin. Maji vysoké zastlipenie oleatov a linolenatov. Druhd skupina geneticky

modifikovanych olejov sa vyznacuje zmenenou hladiny nasytenych mastnych kyselin.
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Medzi najpouzivanejsie geneticky modifikované oleje patria: slnenicovy, sdjovy, repkovy

a lanovy (Hazebroek, 2000).

V niektorych pripadoch sa vyrobok priamo konzumuje ako potravina, avSak vo vécSine
pripadov sa geneticky modifikované plodiny predavaju ako komodity, ktoré sa dalej
spracovavaju na potravinové prisady. Podl'a databazy ISAAA najnovsie schvalent plodinu
prijali Filipiny v decembri 2019. Jedna sa o ryzu GR2E (Zlata ryza) sliziacu na vyrobu
potravin, krmiv a na pestovanie (ISAAA, 2019).

2.1.2 Bezpecnost’ geneticky modifikovanych potravin a potravin obsahujucich

geneticky modifikované organizmy

Potencidlne nebezpecenstva spojené s potravinami mézu pochadzat z mikroorganizmov,
nutricnych deficitov a chemickych latok, ktoré sa prirodzene vyskytuji v potravinach
(prirodné toxické latky), ktoré sa zdmerne zavadzaji do potravinového retazca
(potravinarske pridavné latky), alebo ktoré sa vyskytuji nahodne (kontaminanty Zivotného
prostredia). Pre skupinu obyvatel'stva s vysokou citlivostou moézu predstavovat
nebezpecenstvo aj zlozky potravin, hlavne pridavné latky v potravinach, ktoré sa povazuji
za bezpecné az dokonca ziaduce pri beznych koncentraciach. Napriklad siriCitany, ktoré
sa pouzivaju ako konzervacné latky mozu u astmatikov citlivych na siri¢itany sposobit’
zévazné reakcie (Robinson, 2001). Geneticky modifikované potraviny a potraviny,
ktoré obsahuju GMO st preto podrobnejsie skimané, nez konvencné potraviny. Zmeny
v prirodzenych vyzivovych charakteristikdch, zmeny toxicity a alergénnosti potravin
sa mézu vyskytnut’ v désledku zmien v génovej expresii, ¢i uz su spdsobené tradicnymi
technikami $lachtenia rastlin alebo prostrednictvom genetickej modifikacie. Zlozenie

potravin moze byt zmenené:

e vlozenymi génmi a ich produktmi,
e nepriamymi alebo nezamyslanymi u¢inkami génovej expresie,

e nezamySlanymi muticiami, ktoré st vysledkom inzercie génu (Robinson, 2001)

Desatroc¢ia vyskumu naznacuju, Ze potravinovda DNA nema Ziadnu priamu toxicitu, ked’ze
znalost’ prirodzene sa vyskytujucich toxickych latok a rozsah ich hladin v potravinach
poskytuje referencné hodnoty pri hodnoteni novo vytvorenych potravin. Pri vyvoji novych
odrdd plodin, ¢i uz prostrednictvom konvenéného Slachtenia alebo vyuzitia genetickej

modifikacie sa hodnotia toxické latky charakteristické pre dany druh. Napriklad
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charakteristickou toxickou latkou obsiahnutou v cicery je lotaustralin. V zemiakoch to je

zasa solanin (Robinson, 2001).

Na druhej strane je alergénnost’ geneticky modifikovanych potravin spojend s proteinmi
zavedenymi do GM plodin. Tieto proteiny st podobné proteinom, ktoré si zname a ktoré
sa uz vyskytuju v potravinach. Medzi faktory, ktoré by zohladnili, ¢i je protein

pravdepodobnym alergénom patri (Robinson, 2001):

e velkost proteinov (najznamejsie alergény o vel'kosti 10 — 40 kDa),

e stalost’ travenia (vicSina alergénov je odolna voci degradécii Zalido¢nou kyselinou
a traviacimi protedzami),

e podobnost’ proteinovej Struktary s alergénmi,

e stabilita potravin pri spracovani a vareni.

Celkovo sa uvadzaju dva priklady alergenity GM plodin. V prvom pripade ide o projekt
vzniku geneticky modifikovaného hrachu pridanim bielkovin z fazule, ktord prepoZicala
rezistenciu voci husenici. AvSak tento modifikovany hrach sa stiahol ztrhu potom,
ako sa ukazalo, ze sposobil u mysi pl'icnu alergiu (Prescott et al., 2005). V druhom pripade
sa jednalo o sdjové boby, ktoré boli skonstruované tak, aby exprimovali protein z para
orechov. Je vSak zndme, ze para orechy st zodpovedné za zivazné alergické reakcie,
hlavne anafylakticky Sok u malej Casti I'udskej populéacie. Naslednymi testami sa potvrdilo,
ze preneseny gén kodoval hlavny alergén a s6jové boby boli nasledne stiahnuté z vyroby.
Preto porovnanie s uz bezpefne konzumovanymi proteinmi by pomohlo naznacit,

¢i je zavedeny protein alergénny (Robinson, 2001).

2.2 Legislativne predpisy

Od komercializacie prvej geneticky modifikovanej plodiny v polovici 90. rokov niektoré
skupiny spotrebitelov pozaduju podrobnejSie a komplexnejSie oznaCovanie potravin
obsahujucich GMO. Preto bol stanoveny prah tolerancie pre pritomnost’ geneticky
modifikovaného materidlu v geneticky nemodifikovanych vyrobkoch. Ak mnozstvo GM
materidlu vo vyrobku presiahne prah tolerancie, vyrobky sa musia oznacit' ako vyrobky

obsahujuce geneticky modifikovany material (Devos et al., 2009).

Politika oznacovania vyrobkov modze zahfnat zdkaz oznaCovania, dobrovolné
oznacovanie, uktoré¢ho je vedené, Ze vyrobok neobsahuje GMO, alebo povinné

oznacovanie, kde vyrobok obsahuje GMO. Pri jeho implementécii je stanovend hranica
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pravnej tolerancie, ktord sa tiez liS§i v zavislosti od krajiny, ¢o komplikuje obchod
a prepravu tovaru. Napriklad v USA, Kanade a Japonsku bola prahova hodnota stanovena
na 5%. Australia, Novy Zéland, Juzna Afrika, Brazilia a Cina maju prahové hodnoty
tolerancie 1% (Ramessar et al., 2010), zatial ¢o v Eurdpskej tnii, ak ma komercny
vyrobok viac ako 0,9% geneticky modifikovaného materidlu, musi byt podla nariadenia
Europskeho parlamentu arady ¢. 1829/2003 o geneticky modifikovanych potravinach
a krmivach oznaceny ako geneticky modifikovany produkt. Toto nariadenia sa okrem
znacenia genetiky modifikovanych potravin zameriava i na ochranu zdravia a zivotov l'udi,
zdravia zvierat a Zivotnych podmienok zvierat a zaujmov Zivotného prostredia
a spotrebitel'ov a vymedzuje pravidla pre povolenie geneticky modifikovanych organizmov
a dohlad nad mini. Ziadost' na povolenie sa musi predloZit’ prislu§nému vnatrostatnemu
organu, ktory potom zacne Standardizovany schval'ovaci postup zalozeny na rizikéch.
Posudenie rizika sa centralizuje s Eurépskym tradom pre bezpecnost’ potravin (EFSA)
a schvalovanie sa udeluje Komisii na zaklade politického rozhodnutia (Nariadenie EU

¢. 1829/2003).
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3 METODY STANOVENIA GENETICKY MODIFIKOVANYCH
ORGANIZMOV

Vseobecna legislativa vyzaduje presni kvantifikdciu geneticky modifikovanych
organizmov v plodinach, potravinach a pridavnych latkach. Detekciu GMO v danych
produktoch je nutné zabezpecit zdovodu dodrzania prahovej tolerancie GMO

vo vyrobkoch.

Metody detekcie GMO su zaloZené hlavne na detekcii Specifickych fragmentov DNA,
napr. polymerazovou retazovou reakciou (PCR) alebo na detekcii novo exprimovanych
proteinov, napr. pomocou enzymovej imunosorbentovej analyzy (ELISA).
Vo vSeobecnosti proces testovania potravin obsahujicich GMO v stlade s nariadenim

o oznadovani v EU pozostava z troch roznych krokov (Obrazok 2):

1. Detekcia/skrining GMO s cielom zistit' zloZenie potravin a pol'nohospodérskych
vyrobkov. Analytické metody musia byt dostato¢ne citlivé a spol'ahlivé.

2. Identifikicia GMO a ¢&i je dané GMO povolené v ramci EU. Predpokladom
pre identifikaciu GMO je dostupnost’ podrobnych informacii o ich molekuldrnom
zloZeni.

3. Kvantifikécia s cielom urcit’ mnozstvo jedného alebo viacerych povolenych GMO

v produkte a vysledok porovnat’ s prahovymi hodnotami (Anklam et al., 2002).
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‘ Negativny vysledok ‘

1. Detekeia / Skrining
Produkt / ‘ Pozitivny vysledok ‘

2. Identifikacia / Povolenie

S—
3. Kvantifikécia

Menej ako 0,9 % Ano

Viac ako 0,9 %

Obrazok 2 Operacné postupy na zistovanie, identifikdciu a kvantifikaciu
geneticky modifikovanych organizmov v stlade s nariadenim o oznacovani

v Eurdpskej tnii. Upravené podl'a Anklam et al., 2002.

V zavislosti od vnutrostatnych pravnych predpisov moézu byt na optimalnu skriningovi
alebo identifikacnu analyzu GMO vhodné rézne typy metod. Takisto na vyber metddy
ma vplyv typ vzoriek, ktoré sa maju analyzovat' (osiva, suroviny alebo spracované
potraviny, krmiva). Jednotlivé metody k detekcii GMO sa moézu pouzit samostatne,
¢i v kombinécii s d’alsimi metédami. Vyvoj validovanych metod detegujucich pozmenené
sekvencie DNA vSak musi byt v stlade s akceptovanymi Standardmi (napr. ISO / CEN)
(Querci et al., 2009).

3.1 Metddy zaloZené na detekcii nukleovych kyselin — polymerazova

ret’azova reakcia PCR

Technologia polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) je zalozena na replikacii DNA —
kopirovanie DNA vo vSetkych Zivych bunkach. Tato metoda sa uplatnila aZ po zavedeni
termostabilnej DNA polymerazy (Saiki et al., 1988). Na detekciu GMO v danom produkte
st potrebné dvojice primerov, z ktorych kazdy primer zodpoveda jednému koncu segmentu
DNA, ktory méa byt amplifikovany. Pre vda¢Sinu GMO povolenych na celom svete vSak

v sucasnosti neexistuj  Ziadne publikované pary primerov vhodné na spolahliva
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identifikaciu alebo kvantifikaciu. Biotechnologické spolo¢nosti spravidla zachovéavaji
dovernost’ informacii o sekvencidch opisujucich genetické modifikacie. Aj ked sa za
posledné roky vyvinulo a uverejnilo niekol’ko parov primerovna analyzu GMO, mnoho
z tychto parov méa obmedzeny rozsah pouzitia (napr. priméry vhodné iba na skrining).
Tieto problémy nasledne stazuju vyvoj a validaciu metdd. Mletie, zahrievanie, oSetrenie
kyselinou a d’alSie spracovanie zloziek potravin sposobuje degradaciu DNA. V désledku
toho vel'a vyrobkov ma nizky obsah DNA pochadzajucich z GMO a tato DNA ma casto
nizku kvalitu. Aj za pouZitia vhodnych primerov sa z dovodu obmedzeni templatove;] DNA
nemusi dosiahnut’ spolahlivy analyticky vysledok. Testovanie GMO mdze byt nasledne

limitované na jednoduchy skrining pomocou PCR metddy (Holst-Jensen et al., 2003).

Testy GMO zalozené na PCR modZzu byt rozdelené do najmenej Styroch kategorii
zodpovedajucich ich urovni Specifickosti. Kazda kategoria zodpoveda zlozeniu fragmentu
DNA, ktory je amplifikovany v PCR. Je nutné si uvedomit, ze kazdé GMO ma odlisné
zloZenie fragmentu — geneticky modifikované kukurice MON809 a MONS&10 sa povazuju
za dva rozne GMO, hoci obidva patria k rovnakému druhu (Zea mays) a boli
transformované rovnakym plazmidom (pV-ZMBKO07). Navyse génovy konstrukt sa sklada
z niekol’kych prvkov: gén zaujmu, promotor sliziaci ako Startovaci signal a terminator
fungujaci ako stop signal. Vacsina geneticky modifikovanych rastlin bola transformovana
kons$truktmi obsahujucimi promotor virusu mozaiky karfiolu (CaMV), alebo terminator

nopalinsyntazy Agrobacterium tumefaciens (T-Nos) (Holst-Jensen et al., 2003).
Izolacia DNA

Pred kazdym prevedenim polymerdzovej retazovej reakcie je nutné vyizolovat DNA
s ¢o najvyssou kvalitou a Cistotou. Mozno teda povedat’, Ze ti€innost’ PCR zavisi od kvality
a Gistoty DNA. Kvalita DNA je uréena dizkou fragmentu a stuptiom poskodenia
v dosledku vystavenia teplu, nizkemu pH aenzymom nukle4dz, ktoré si zodpovedné
za hydrolyzu, ¢i enzymaticka degraddciu. Kvalita DNA sa 1isi v zavislosti od skimaného
materialu, stupfia spracovania vzorky a pouZitej metody extrakcie DNA. Cistotu DNA
mozu ovplyvnit' rézne kontaminanty obsiahnuté v potravinovych zlozkach. Napriklad
Taq polymeraza je inhibovand polysacharidmi, kyselinou etyléndiamintetraoctovou

(EDTA), fenolom, ¢i dodecylsulfatom sodnym (SDS) (Anklam et al., 2002).
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V principe extrakcia DNA zrastlinnych produktov pre detekciu GMO zahtiia niekol'ko
krokov:

1.

Rozbitie bunkovych stien. To sa dosiahne vdcsinou drvenim. Pri drveni je mozné
vyuzit’ suchy l'ad, pripadne tekuty dusik, ¢i iné.

Pritomnost’ detergentu. Zvicsa ide o detergenty CTAB a SDS, ktoré st sucastou
pufrov sluziacich na extrakciu DNA.

Pridavok EDTA nasledne viaze Mg?" i6ny, ¢im dojde k inaktivacii nukleaz.
Alternativou v tomto kroku moézZe byt pouzitie proteinazy K, ktord inaktivuje
a degraduje proteiny.

V pritomnosti CTAB dochadza k oddeleniu inhibitorov (sacharidy) od DNA
na zaklade odliSnej rozpustnosti.

Pomocou organického rozpustadla (chloroform) st nésledné separované bunkové
zlozky (lipidy, polyfenoly).

Nakoniec dochédza k oddeleniu detergentu a zakoncentrovaniu DNA pomocou

alkoholu, ¢i vyzrazaniu soli (Anklam et al., 2002).

Alternativou kroku 4 az 6, kde dochddza k separdcii DNA od inych bunkovych

komponentov méze byt dosiahnuté purifikdciou na DNA koldne. Pri pouziti tychto kolon,

ktor¢ su zlozené¢ =z oxidu kremicitého sa zistilo, Ze polysacharidy nachéadzajice

sa v produkte maju tendenciu viazat' sa na stipce kolony, ¢im dochadza k ovplyvneniu

ucinnosti separacie (Hiibner et al., 2001).

Kvantitativna PCR (qPCR)

Reakcia PCR vseobecne pozostava z niekol’kych krokov (Obrazok 3):

1.

2.

Pociatocnd denaturacia, uktorej sa reakénd teplota zvy$i na 95 °C a reakcia
sa inkubuje zvdc¢Sa 2-5 minat, avSak maximdlne 10 minit (v zavislosti
od enzymovych charakteristik a zloZenia templatu). V tomto kroku dochadza
k takzvanému roztaveniu dvojvldknovej DNA na samostatné vldkna. Kedze je
DNA v tomto kroku vystavend vysokej teplote, tato fdza musi byt’ dostatocne dlha
na oddelenie vSetkych vldken. AvSak tito faza nemodze trvat prili§ dlho z dovodu
zachovania nepoSkodenej DNA. Degradacia DNA by nasledne zniZila citlivost
detekcie.

Cykliz4cia, ktora zahfna:
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a. Denaturaciu: Reakénd teplota sa zvysi na cca 95 °C, dochadza k naruseniu
vodikovej vdzby medzi komplementdrnymi bazami a k vzniku jednovlak-
novej DNA (ssDNA).

b. Annealing (nasadnutie primerov): Teplota sa znizi priblizne na 45-60 °C
pod teplotu topenia primerov (Tm), z dovodu naviazania primerov
na templat.

c. PrediZenie: Teplota sa zvysi na 72 °C, dochddza k aktivovaniu DNA
polymerazy, ktora je zodpovedna za vznik nového vldkna.

3. Opakovanie krokov a — b vedie k exponencidlnej amplifikacii amplikonu

(Nolan, 2014).

Na zaciatku druhého cyklu su v reakcii dve rozne formy templétu, a to pdvodné vlakna
DNA a novo syntetizované vlakna DNA. Zostavajuce povodné vldkna DNA, ktoré neboli
aktivované v prvom cykle, mézu byt zachytené v druhom cykle a vysledkom budu
molekuly pozostavajice z primeru a extenzného produktu. Molekuly z prvého cyklu, ktoré
boli aktivované a predizené, budi templatom pre primery, ktoré su komplementarne

k novo syntetizovanému materialu (Nolan, 2014).

5 3
3 5' ™ dsDNA
@ Denaturdcia
5 3
+ > Oddelene vlakna
3 5 DNA
ﬂ Annealing
5" 3

‘/-i—_/,_) Primer
ﬂ Elongécia

5t 3

. Novo vytvorene

=k P vlakno DNA

Obréazok 3 Znazornenie priebehu PCR reakcie. Upravené podl'a (Nolan, 2014).
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Priebeh qPCR mozno zaznamenat' do viacerych faz (Obrazok 4). Kedze cyklizacia
prebieha opakovane, dochddza k exponencidlnej amplifikacii skopirovanych sekvencii.
Nasledne dochéadza k linearnej fazy, kde primery sa spotrebiivaji na neimerne narastajice
mnozstvo amplikonu, a teda sa priebeh reakcie zacina spomalovat. Teoreticky by PCR
mala viest’ k nepretrzitej exponencidlnej amplifikacii, avSak reakcia nakoniec dosiahne
fazu platd. V tejto fazy uz nedochédza k zvacSovaniu amplikonu, pretoze primery su uz
spotrebované. Cyklus, v ktorom je zaznamenana hodnota zaciatku exponencidlnej fazy
sa oznaCuje hodnotou Ct. Inak povedané, Ct hodnota udava pocet cyklov, pri ktorom
fluorescencia vzorky prekro¢i prahovi hodnotu (treshold) (Nolan, 2014). Vysledkom
qPCR reakcie je teda hodnota Ct, ktora je pouzitd k d’alSim vypoctom.

Okrem real-time PCR moézu byt vyuzit¢ d’alSie metody, ktoré su zaloZzené na detekcii
nukleovych kyselin. Medzi také metody patri metdéda mikro¢ipov, kde principom je
spojenie teplotnej retazovej reakcie s mikro¢ipovou gélovou elektroforézou. Ide o rychlu
metddu, kde detekcia PCR produktu je umoZnena uz pri 10. cykle po priblizne
20 minutach. Okrem metddy mikrocipov sa k detekcii GMO vyuziva aj Southern blotting.
Principom Southern blottingu alebo Southern prenosu je prenos DNA na hybridiza¢ni
membranu. Samotny prenos nie je prevedeny jednoduchou diftiziou ale pomocou vékua,

¢i kapilarnymi a elektroforetickymi procesmi (Zdenkova et al., 2002).

Plat6 faza
4

Linearna
faza —*

Fluorescencia

Exponencialna
faza —>

il

Ct hodnota Treshold

!

Cyklus

Obrazok 4 Znazornenie jednotlivych faz priebehu qPCR reakcie (Nolan, 2014).
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3.2 Imunometody

Medzi imunometddy patria metdédy Western blotting (prenosu) a ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Tieto metddy st zalozené na Specifickej reakcii medzi protilatkou
a antigénom. Medzi vyznamné pozitiva metdédy ELISA patri menSia narocnost, vysSia
Specifickost’, citlivost’ a pomerné jednoduchost’. Oproti tomu metoédou Western blotting je
mozné stanovit’ presnil hmotnost’ proteinu, aj ked’ tdito metdda je pomerne ¢asovo naro¢na

(Register, 1997).

Metoda ELISA umoziuje paralelne spracovat 96 vzoriek bez pouzitia nebezpecnych latok
ako je napriklad etidiumbromid, ktory sa zvdc¢Sa vyuZiva pri metéde PCR, a ktory ma
karcinogénne vlastnosti. Metdda ELISA sa obvykle vyuZiva v spojeni s metodou PCR,
kde sa biotinylovany produkt PCR zachyti na mikrotitracnych dostickach potiahnutych
streptavidinom a neznadené vlikno sa odstrani alkalickou denaturaciou. Specificka
hybridizdcia DNA sondy oznacenej digoxigeninom s imobilizovanym vldknom sucasne
identifikuje PCR produkt. Tato metdda sa vSak nevyuZiva Casto na detekciu GMO, aj ked’
bola vyuzitd na detekciu Roundup Ready sdje. PredovSetkym ma uplatnenie
v mikrobioldgii a viroldgii (Brunnert et al., 2001). Medzi proteiny, ktoré mozno detegovat’
pomocou imunochemickych analytickych metdd patria Bt insekticidne proteiny (CrylAb)
a proteiny fosfinotricin acetyltransferdzy (PAT) tolerantné voci herbicidom (Hy).
K dispozicii st rozne komercéné kity k vykonu metody ELISA, u ktorych sa uvadza,
ze deteguju Specifické proteiny v potravinarskych plodinach, ako su Bt proteiny (CrylAc,
CrylC, Cry3A, Cry2A, Cry9C, CP4) a Ht (PAT) proteiny. Je vSak potrebné si uvedomit,
ze expresia jednotlivych proteinov je rozdielna medzi odrodami plodin. Takisto obsah
proteinov nie je rovnomerne distribuovany v celej rastline. Napriklad v kukurici su
najvysSie hodnoty danych proteinov obvykle pozorované v listoch a nie v zrne

(Anklam et al., 2002).

Western blotting je vysoko Specifickd metdda, ktord poskytuje kvalitativne vysledky
vhodné na urcenie, ¢i vzorka obsahuje cielovy protein pod, pripadne nad stanovenu
prahovu urovenl. Pretoze elektroforeticka separdcia proteinu sa uskutoiiuje
za denaturanych podmienok, eliminuju sa vSetky problémy spdsobené solubilizaciou,
agregaciou a zraZanim cielového proteinu ndhodnymi proteinmi. Tato metoda je vSak
vhodnejsia pre vyskumné aplikdcie, nez na bezné testovanie. Pri tejto metdde sa vzorky
solubilizuju detergentmi a redukénymi Cinidlami a nasledne sa separuju elektroforézou na

SDS-polyakrylamidovom géle. Komponenty su nésledne prenesené na pevny podklad,
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obvykle ide o nitrocelul6zovi membranu. Vizobné miesta imunoglobulinu na membréane
si blokované susenym odtu¢nenym mliekom a naviazana protilatka sa zafarbi dusi¢nanom
striebornym, farbivom Coomassie alebo sekunddrnym imunologickym ¢inidlom, ako je
protein A spojeny s chrenovou peroxiddizou (HRP), ¢i alkalickou fosfatazou

(Sambrook a Russel, 2000).

3.3 Alternativne metody

Medzi alternativhu metddu sluZiacu na detekciu GMO moZno zaradit’ metodu zalozenu
na chromatografii. Tieto metddy je mozné uplatnit’ pri detekcit GMO len ak sa zlozenie
geneticky modifikovanych organizmov lisi od nemodifikovanych organizmov. Jedna sa
hlavne o =zlozenie mastnych kyselin a triglyceridov. Vysokou¢inna kvapalinova
chromatografia (HPLC) spojena s chemickou ionizacnou hmotnostnou spektrometriou
sluzi na detekciu olejov pochadzajucich z geneticky modifikovanej repky. Pomocou tejto
metody je skiimand pritomnost’ triglyceridov, kde je mozné pozorovat, ze oleje
pochadzajuce z geneticky modifikovanych odrod repky maji  zvySeny obsah
triacylglycerolov, ¢o vykazuje vysSSiu oxidacnu stabilitu. Tato stabilita je spdsobena
vysokym obsahom kyseliny stearovej a kyseliny laurovej. Je vSak potrebné si uvedomit’,
ze chromatografickd metdda je uplatnitel'na iba ak dojde k vyznamnym zmenam v zlozeni
geneticky modifikovanych rastlin alebo produktov pochadzajucich od tychto geneticky
modifikovanych organizmov (Byrdwell a Neff, 1996).

Medzi dalSiu alternativnu metodu k detekcii GMO mozno zaradit metodu blizkej
infracervenej spektroskopii (NIR). Tato metoda je rychla, nizko nakladova, nie je potrebna
ziadna priprava vzoriek anie je ¢asovo narocna. Technoldgia NIR v genetickej oblasti
anajmd v geneticky modifikovanych potravindch sa povazuje za novl alternativu.
Nevyhodou je prave jej vysoka citlivost’ na chemické viazanie molekul organickych latok
v potravindch a krmivach (C — H, O — H a N — H), ¢im sa obmedzuje jej presnost.
Principom tejto metddy je identifikdcia fenotypovych zmien, ktoré st spdsobené
genotypovymi zmenami, ktoré nakoniec spdsobia zmeny na molekularnych vézbach C —
H, C —N a C — O. Pomocou tejto metddy je teda mozné vyhodnotit’ expresiu Specifického
génu na zédklade fenotypovych zmien (Alishahi et al., 2010). Tato technoldgia uz bola
uplatnena pri rozliSeni ja¢mennej muky s vysokym obsahom aminokyseliny lyzinu od
jaémennej muky s norméalnym obsahom tejto aminokyseliny (Munck et al., 2001), pri

detekcii transgénnej kukurice (Campbell et al., 2000) a iné.
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4 CIELE PRACE

TEORETICKA CAST

Vypracovanie literdrnej reSer§ zameranej na geneticky modifikované organizmy,
ich charakterizacie, priprava, vlastnosti a legislativne predpisy. Dalej bola teoreticka &ast’
prace zamerana na geneticky modifikované potraviny a potraviny s podielom GMO —
charakterizacie a legislativne predpisy a metédy stanovenia geneticky modifikovanych

organizmov v potravinach.

PRAKTICKA CAST

e optimalizicia molekuldrno-biologickych metdéd pre stanovenie geneticky
modifikovanych organizmov v potravinach,
e stanovenie pritomnosti geneticky modifikovanych organizmov v potravinach,

e vyhodnotenie vysledkov a formulécia zaverov prace.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL

5.1 Potravinarsky material

Séjové produkty

proteinovy izolat 90%, protein, rezy, boby, sdjovo-

muka plnotu¢na toastova, kocky (s6jové méiso),

kokosova ty¢inka

Kukuriéné produkty

Jednotlivé vzorky boli priamo dodané firmou 1 nahodne vybrané v trznej sieti. Z dévodu
diskrétnosti a na vyziadanie vyrobcov v tejto praci nie su uvedené nazvy firiem a sidla,
ktoré dané potravinarske vyrobky poskytli, pripadne u ktorych boli zakapené. V tabulke 1

si zobrazené jednotlivé produkty, ktoré boli pouzité v tejto praci a ich oznacenie z dévodu

'ahSieho orientovania sa v tejto praci.

muka, platky, tortila

Tabulka 1 Potravinarske materialy a ich oznacenie

Nazov potravinarskeho materialu

Oznacenie potravinarskeho materialu

So6jova muka plnotucna toastova 9
So6jové kocky 17

Soéjovy proteinovy izolat 90% 8
Séjovy protein SP
Séjovo-kokosova tycinky 14
Sojoveé rezy 15

Sojové rezy 16
Sojové boby SB
Kukuri¢nd muaka 18
Kukuri¢né platky 11
Kukuri¢né platky 12
Kukuri¢n4 tortila KT
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5.2 Chemikalie a Kity

Bio-Rad SsoFast™ EvaGreen® Supermix

Biotium GelRed Nucleic Acid Gel Stain,

ELISABETH PHARMACON EliGene® Plant DNA Isolation Kit

Macherey-Nagel NucleoSpin® Plant II Kit, NucleoSpin® Food Kit
Metabion Primery

OMEGA E.Z.N.A.® Food DNA Kit

Promega GoTaq Hot Start Green MasterMix

QUIAGEN Power Food Microbial DNA Isolation Kit, DNeasy®

mericon Food Kit, DNeasy® Plant Mini Kit

ThermoScientific GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder

5.3 ZlozZenie roztokov
S1 roztok
e 10 mM MgCl,
e 10 mM Tris(hydroxymetyl) aminometan
e 0,5 % Triton X-100
Podroben¢ autoklavovaniu a pH 7,5
S2 roztok
e 1% SDS

Podrobené autoklavovaniu
TE pufor
e 0,12 g Tris(hydroxymetyl) aminometan
e 0,03 gNaEDTA
e Doplnené vodou do 100 ml, nasledne autokldvované

Vysledna hodnota pH 8,0
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1% agardzovy gél

J 1 g agar6za
. 100 ml 1x Tris-acetat-EDTA (TAE) pufor
o 4 kvapky farbicky GelRed

Zmes Fenol/chloroform/isoamylalkohol

e V pomere 25:24:1; pH 8,0

CTAB extrakény pufor

e 2 g hexadecyl-trimethylamoniumbromid

8,2 g NaCl

0,74 g Na,EDTA

1,2 g Tris(hydroxymetyl) aminometan

Doplnené vodou do 100 ml, nasledne autoklavované
Vysledna hodnota pH 8,0

CTAB precipita¢ny pufor

e 0,5 g hexadecyl-trimethylamoniumbromid
e 0,23 gNaCl
e Doplnené vodou do 100 ml, nésledne autokldvované

Roztok 1.2 M NaCl

e 7,0 gNaCl
e Doplnené vodou do 100 ml, nasledne autokldvované

Vysledna hodnota pH 8,0

5.4 Pristroje

e Centrifuga minispin plus (Eppendorf)

e Laboratorne sklo

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)
e PCR box AURA PCRTM (BIOAIR)
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e Termocyklér CFX96 Touch™ pre qPCR (Bio-Rad)

e Termocyklér C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad)
e Termostat Bio TDB-100 (Biosan)

e Viahy (KERN)

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Vortex-Genie 2 (QUIAGEN)

¢  QFX Fluorometer (DeNovix)

e Spektrofotometer Infinite 200 PRO (Tecan)

e UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE)

e FElektroforetickd vanicka, model 4 (OWL Separation Systém Inc.)
e Vanicka na polymerizaciu agar6zového gélu

e Automatické pipety (Eppendorf)

e Mikroskiimavky (Eppendorf)
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6 METODY

6.1 Izolacia DNA

Izolacia DNA z danych vzoriek prebehla dvoma spoésobmi: metédou CTAB a pomocou
komerénych kitov. Jednotlivé postupy k izolacii DNA boli optimalizované z dévodu zisku
¢o najcistejsej DNA o najvyssej koncentracii. Laboratorne pomdcky ako je lyzica, trecia
miska s ti¢ikom a noZnice, pripadne iné, boli pred samotnou izoliciou DNA ogistené
dekontaminaénym roztokom. Pocas celého priebehu izolacie boli pouzité laboratorne
rukavice z dovodu obmedzenia kontaktu chemikalii s pokozkou. Jednotlivé zloZenia

roztokov, ktoré neboli sucast'ou kitu su popisane v bode 5.3.

K izoléacii genomovej DNA, nachddzajticej sa v potravinach bola pouzita CTAB metdda.
Tato metdda slizi na izolaciu nukleovych kyselin za pouzitia zmesi fenol/ chloroform/
isoamylalkohol, ktoré slizZi ako nepolarne rozpustadlo. Dochadza k rozdeleniu bunkového
lyzatu na dve fazy. Vrchnd vodna faza obsahuje nukleové kyseliny, ktoré st nasledne

vyzrazané etanolom. Tato metdda bola pouzité aj s ndslednou optimalizaciou.

Izolacia DNA bola prevedend i pomocou komeréne dodanych kitov. Jednalo sa o kity,

ktor¢ sluzili k izolacii DNA z potravin a kity sluziace k izol4cii rastlinnej DNA.

6.1.1 Izolacia DNA pomocou CTAB metody

1. V trecej miske sa pomocou ti¢iku zhomogenizovala dana vzorka na sypkti hmotu -
prach.

2. 450 pl roztoku S1 a 250 ul roztoku S2 bolo pridanych k 0,1 g danej vzorky. Zmes
sa nechala pretrepavat po dobu 10 min. Po uplynuti danej doby sa zmes
scentrifugovala pri 14000 RPM (revolutions per minute; pocet otoCiek za minutu)
po dobu 5 min pri laboratérnej teplote. Nasledne sa supernatant prepipetoval
do cistej mikroskimavky.

3. Do mikroskimavky bolo pridanych 700 pl zmesi fenol/chloroform/
isoamylalkohol. Dany objem sa premieSal pomocou vortexupo dobu 15 s.
Po uplynuti doby sa zmes scentrifugovala pri 14000 RPM po dobu 5 min pri
laboratérnej teplote. Nasledne vrchnd vodnd faza bola prepipetovana do Cistej

mikroskimavky.
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6.1.2

Do mikroskiimavky bol pridany isopropanol v rovnakom objeme ako bol objem
vrchnej vodnej faze. Nésledne zmes bola premiesand pomocou miesadla vortex
po dobu 15 sektind a ponechana pri laboratérnej teplote po dobu 2 minnt.

Obsah mikroskimavky bol zcentrifugovany pri 14000 RPM pocas 10 min.
Precipitat bol premyty v 500 pl 70% etanolu vychladeného na -20 °C. Nasledne
prebehla centrifugacia pri 14000 RPM pocas 5 min. Supernatant bol odstraneny
a mikroskiimavka bola vloZzend do laminarneho boxu, kde doslo k vysuseniu.
Vysusena peletka na dne mikroskimavky bola resuspendovana v 30 ul TE pufru

a uskladnena do d’alSieho dna v chladnicke.

Izolacia DNA pomocou optimalizovanej CTAB metody

. Jednotlivé vzorky sa rozdrvili v trecej miske na jemny prach. Do skiimavky boli

odvazené 0,2 g jemného prachu.

K vzorkdm bolo napipetovanych 1500 pul CTAB extrakéného pufru predhriateho
na 65 °C. Skumavka s obsahom sa zl'ahla premiesala pomocou vortexu. Do sku-
mavky bolo nésledne napipetovanych 10 ul ribonukledzy A o koncentracii
10 mg/ml a 10 pl a-amylazy o koncentracii 10 mg/ml. Vzorka sa mierne premiesala
pomocou vortexu a nechala inkubovat v termostatepri teplote 65 °C po dobu

10 mintt za staleho mieSania.

. Po uplynuti doby bolo ku vzorke napipetovanych 10 pl proteinkinazy K

o koncentracii 20 mg/ml. Vzorka bola opédt’ mierne premiesana pomocou vortexu
a ponechand k inkubacii v termostate za staleho mieSania pocas 30 mintt pri teplote
65 °C.

Po odobrati vzorky ztermostatu prebehla centrifugdcia pocas 15 minut
pri 4 500 RPM pri pokojovej teplote.

Do novej cistej skimavky bolo napipetovanych 850 pl chloroformu, ku ktorému
sa pridalo 850 pl supernatantu. Skumavka s obsahom bola nésledne premieSana
pomocou vortexu do mlie¢neho sfarbenia a zcentrifugovana pocas 20 min pri
4 500 RPM pri pokojovej teplote.

Do novej skiimavky bolo napipetovanych 1300 pl CTAB precipitacného pufru,
ku ktorému bolo pridanych 650 pl supernatantu.

Nasledne prebehla inkubacia pri pokojovej teplote pocas 60 minit bez mieSania.
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10.

11.
12.

13.

14.

6.1.3

Po uplynuti doby, bola skimavka sobsahom podrobena centrifugacii
pri 4 500 RPM pocas 20 minut. Po centrifugécii bol supernatant odstraneny
a peletka na dne skimavky bola rozpustend v 350 ul 1,2 M NaCl.

Do skumavky bolo nasledne pripipetovanych 350 pl chloroformu. Skimavka
sa premiesala pomocou miesadla vortexdo mlieéneho sfarbenia a zcentrifugovala
pri 4 500 RPM pocas 15 min.

Po centrifugacii bolo zo skimavky napipetovanych 350 pl hornej vodnej fazy
do novej cCistej skimavky. K vodnej fazy bolo napipetovanych 420 pl isopropanolu
a skimavka sa mierne premieSala anechala inkubovat pocas 20 minut
pri laboratdrnej teplote bez mieSania.

Nasledne prebehla centrifugacia pri 4 500 RPM pocas 15 min.

Supernatant sa opatrne odstranil a do skimavky bolo napipetovanych 500 pl
70 % etanolu. V tomto kroku bola skimavka niekol’ko krat prevratend aby doSlo
k uvolneniu peletky a tak k vymytiu zvysku CTAB.

Nasledne prebehla centrifugacia pri 4 500 RPM pocas 10 min. Supernatant bol
odstraneny a peletka mierne vysuSena vo flowboxe.

Po vysuSeni bola peletka resuspendovana v 100 ul TE pufru. Takto pripravena
vyizolovana DNA bola nésledne pouzitd k meraniu koncentracie, pripadne

uskladnend v mraznicke k d’alSiemu pouzitiu.

Izolacia DNA pomocou DNeasy® mericon Food Kit (QUIAGEN)

. Pred pouzitim kitu bola v trecej miske pomocou ti¢iku zhomogenizovana dana

vzorka na sypkt hmotu - prach.

Do 50 ml skiimavky boli pridané 2 g zhomogenizovanej vzorky. Nasledne
do skimavky boli pridané Proteindza K (dodana kitom) v mnoZzstve 25 pl a Food
Lysis Buffer (dodany kitom) v mnozstve 10 ml. K vzorkdm, ktoré mali tendenciu
bobtnat’ ako su napriklad kukuricné platy, bolo pridané dvojnasobne mnozstvo
Food Lysis Buffer t.j. 20 ml.

Vzorky sa nasledne inkubovali v ternostate pri 60 °C pocas 30 min za staleho
mieSania. Po uplynuti danej doby sa vzorky vlozili do misky s l'adom, kym vzorka
nedosiahla pokojovu teplotu t.j. 15-25 °C.

Vzorky boli nasledne scentrifugované pri 6 000 RPM pocas 5 min pri pokojove;j
teplote.
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5.

6.1.4

Po zcentrifugovani bolo zo vzoriek odpipetovanych 700 pl supernatantu do Cistej
2 ml skumavky, ktord obsahovala 500 pl chloroformu. Obsah v skiimavke bol
mierne premiesany pomocou vortexu a nasledne scentrifugovany pocas 15 min
pri 14 000 RPM.

Do novej cCistej 2 ml skimavky bol napipetovany 1 ml Buffer PB (dodany kitom)
a 250 pl z hornej fazy skumavky z kroku €. 5. Obsah v skimavke bol nésledne
zvortexovany

Do QIAquick spin column (dodané kitom) vlozenej do 2 ml skiimavky bolo
napipetovanych 600 pl vzorky. Skumavka bola nasledne vloZzend do centriftigy
na 2 min pri 14 500 RPM. tekutina, ktord sa nachddzala na dne skumavky bola
nasledne odstrdnend ana QIAquick spin column bolo opit napipetovanych
zvy$nych 600 pl vzorky. Znova prebehla centrifugacia pri 14 500 RPM pocas
2 minut. Nésledne tekutina v skimavke bola odstranena.

Na QIAquick spin column bolo napipetovanych 500 pl Buffer AW2 (dodané
kitom). Nésledne prebehla centrifugacia pri 14 500 RPM pocas 2 minut. Tekutina
zo skumavky bola odstranena a skimavka s QIAquick spin column uz bez pridania
akéhokol'vek pufru opit’ zcentrifugovana pri 14 500 RPM pocas 1 minuty.
QIAquick spin column bola vlozena do Cistej novej 2 ml skimavky. Na QIAquick
spin column bolo napipetovanych 100 ul Buffer EB (dodané kitom). Vzorka
bola inkubovana 1 minutu pri pokojovej teplote. Po uplynuti doby bola skimavka
zcentrifugovand pri 14 500 RPM pocas 2 minut. Vyizolovand DNA bola nasledne

uskladnend v mraznicke, pripadne hned’ pouzita k d’alej analyze.

Izolacia DNA pomocou DNeasy® Plant Mini Kit (QUIAGEN)

. Potravinarska vzorka bola zhomogenizovand na jemny prach v trecej miske

a odvéazena do 15 ml skimaviek o hmotnosti 0,2 g.

Do skumavky bolo pridanych 400 pl Buffer AP1 (dodané kitom) a 4 pul RNase A
(dodané kitom). K vzorkdm, ako su kukuri¢né platy a s6jové kocky bolo pridané
dvojnésobne mnozstvo Buffer AP1, z dovodu bobtnania.

Vzorky sa nasledne jemne premieSali na vortexe a inkubovali sa pocas 10 minut
pri 65 °C a obcasného miesania.

Po inkubécii bolo k vzorkdm napipetovanych 130 pl. Nasledne sa vzorky
premiesali na vortexe a nechali inkubovat’ na 'ade pocas 5 mindt.

Nasledne prebehla centrifugécia pri 4 500 RPM pocas 10 mint.
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10.

11.

12.

13.

6.1.5

Supernatant bol prepipetovany na QIAshredder spin column (dodané kitom)
umiestnenom v 2 ml skimavke. Opét’ prebehla centrifugacia pri 14 000 RPM pocas
2 min.

Po centrifugacii bola prepipetovana tekutina z dna skimavky do novej Cistej 2 ml
skimavky. Nasledne bol pridany Buffer AW1 (dodany kitom) a to v 1,5-ndsobnom
mnozstve objemu prepipetovanej tekutiny. Skiimavka bola mierne premiesana
pomocou mieSadla vortex.

Na DNeasy Mini spin column (dodané kitom) umiestnenom v 2 ml skimavke bolo
napipetovanych 650 pl vzorky z bodu 7. Prebehla centrifugacia pri 8 000 RPM
pocas 1 minuty.

Po centrifugécii bola odstranena tekutina na dne skimavky a opit’ na DNeasy Mini
spin column bolo napipetovanych zvysnych 650 ul vzorky z bodu 7. Nésledne pre-
behla centrifugécia pri 8 000 RPM pocas 1 mintty.

Po centrifugacii bola DNeasy Mini spin column premiestnena do novej €istej 2 ml
skamavky. Nasledne bolo pridanych 500 ul Buffer AW2 (dodané kitom) a vzorka
bola podrobena centrifugacii pri 14 000 RPM pocas 1 min.

Z dna skimavky bola odstranena tekutina znovu na DNeasy Mini spin column bolo
napipetovanych 500 pl Buffer AW2. Opét’ prebehla centrifugéacia pri 14 000 RPM
pocas 2 minut.

Nasledne bola DNeasy Mini spin column premiestnend do novej Cistej skimavky.
Na povrch bolo napipetovanych 50 pul Buffer AE (dodané kitom) a inkubované
pri pokojovej teplote 10 mintt. Prebehla centrifugacia pri 8 000 RPM pocas
1 minuty.

Po centrifugacii bolo opit’ napipetovanych 50 ul Buffer AE a zcentrifugovanych
pri 8 000 RPM pocas 1 minaty. Vyizolovand DNA bola nasledne uskladnena

v mraznicke, pripadne hned’ pouzita k d’alej analyze.

Izolacia DNA pomocou EliGene® Plant DNA Isolation Kit
(ELISABETH PHARMACON)

. Vzorky potravin boli zhomogenizované na jemny prach v trecej miske a odvazené

do 1,5 ml skiimaviek o hmotnosti 0,2 g.
Do skumavky so vzorkou bolo pridanych 450 pl Buffer P1 (dodany kitom).
Vzorky, ktoré bobtnaji, mali dvojnasobny objem Buffer P1. Obsah v skimave

bol mierne premieSany pomocou vortexu.
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10.

11.

. Do skumavky bolo napipetovanych 50 upl Lysis Buffer P2 (dodané kitom).

Nésledne obsah skimavky bol mierne premiesany pomocou vortexu a inkubovany
pri 70 °C pocas 10 minut za obcasného premiesania.

Nasledovala centrifugacia pri 13 000 RPM pocas 3 min pri pokojovej teplote.
Supernatant bol prepipetovany do novej Cistej 1,5 ml skimavky, ktora obsahovala
175 pl Inhibitor Removal Buffer P3 (dodané kitom). Obsah skiumavky bol jemne
premieSany pomocou vortexu a inkubovany na l'ade 5 min.

Po inkubacii prebehla centrifugacia pri 13 000 RPM pocas 3 min.

Do novej ¢istej 2 ml skamavky bol prepipetovany supernatant o objeme 500 pl
a 500 pul Binding Buffer P4 (dodany kitom). Obsah bol zvortexovany po dobu
5 sekund a do skiimavky napipetovanych dalSich 500 pl Binding Buffer PS5
(dodany kitom). Obsah bol premieSany pomocou mieSadla vortex po dobu
5 sektind.

Na Spin Filter (dodany kitom) bolo napipetovanych 750 pl vzorky zbodu 7.
Vzorka sa centrifugovala pri 10 000 RPM pocas 1 min pri pokojovej teplote.
Nasledne tekutina na dne skumavky bola odstranena ana Spin Filter bolo
napipetovanych zvys$nych 750 ul vzorky. Opidt prebehla centrifugacia pri
10 000 RPM pocas 1 min. Po centrifugacii bol Spin Filter premiesteny do novej
¢istej 2 ml skimavky.

Na Spin filter bolo napipetovanych 500 pul Wash Buffer P6 (dodané kitom) a vzorka
bola zcentrifugovana pri 10 000 RPM pocas 1 min. Po centrifugécii bola tekutina
z dna skumavky odstranend a na povrch Spin Filter bolo napipetovanych 500 ul
Wash Buffer P7 (dodané kitom). Opat’ prebehla centrifugéacia pri 10 000 RPM po-
¢as 1 min.

Tekutina, ktora sa nachddzala na dne sktimavky po centrifugacii bola odstranena
a skimavka bola znova zcentrifugovana pri 12 000 RPM pocas 2 min.

Spin Filter bol preneseny do novej ¢istej 2 ml skimavky a na povrch bolo napipe-
tovanych 100 pl Elution Buffer P8 (dodané kitom). Nasledne prebehla inkubdcia
pri pokojovej teplote poc¢as 10 min. Po uplynuti doby bol obsah v skiimavke podro-
beny centrifugacii pri 10 000 RPM pocas 1 min. Vyizolovand DNA bola pouzita

k d’al§im postupom, pripadne uskladnend v mraznicke.



UTB v Zline, Fakulta technologicka 47

6.1.6

10.

Izolacia DNA pomocou PowerFood® Microbial DNA Isolation Kit
(QUIAGEN)

. Vzorky potravin boli rozdrvené na prach v trecej miske pomocou ti¢iku. 0,2 g

vzorky bolo premiestenych do skimavky, ku ktorej boli dodané guli¢ky na drtenie.
Do tejto skimavky boli napipetované 2 ml pufru PF1 (dodané kitom).

Skimavka sobsahom bola prenesena na vortex snosi¢om, kde boli
skimavky upevnené a pomocou mieSadla vortex premieSané v horizontalnej polohe
pri najvyssej rychlosti poc¢as 10 min.

Obsah skimavky bol zcentrifugovany pri 14 500 RPM pocas 1 min.

Supernatant bol prepipetovany do Cistych 2 ml skiimaviek. K supernatantu bol
napipetovany roztok PF2 (dodany kitom) o objeme 100 pl. Obsah skumavky
sa nasledne inkuboval pri 4 °C poCas 5 min. Nasledovala centrifugacia
pri 14 500 RPM pocas 1 minuty pri pokojovej teplote.

Supernatant bol prepipetovany do novej Cistej skimavky. Do skimavky bol d’alej
pridany roztok PF3 (dodané kitom) o objeme 900 pl. Obsah skimavky bol mierne
premieSany pomocou vortexu.

Na kolonku bolo napipetovanych 650 ul zmesi z bodu 5. Skimavka bola nasledne
centrifugovana pri 14 500 RPM pocas 1 min. Tekutina na dne skimavky bola
odstranena a na povrch koldnky bolo napipetovy zvySny objem zmesi. Zmes bola
opét’ podrobena centrifugacii pri 14 500 RPM pocas 1 min.

Po centrifugécii bola kolonka prenesena do Cistej novej 2 ml skimavky. Na povrch
kolonky bolo napipetovanych 650 pl roztoku PF4 (dodané kitom). Obsah
skamavky bol zcentrifugovany pri 14 500 RPM pocas 1 min.

Tekutina zdna skiimavky bola odstranenda ana povrch skiimavky bolo
napipetovanych 650 pl roztoku PF5 (dodané kitom). Skumavka s kolonkou bola
opat’ zcentrifugovana pri 14 500 RPM pocas 1 min. Tekutina z dna skiimavky
bola odstranend a skimavka bola vloZend do centrifiigy na 2 min pri 14 500 RPM.
Kolénka bola prenesena do novej €istej 2 ml skimavky. Na povrch kolonky bolo
napipetovanych 50 pl roztoku PF6 (dodané kitom). Prebehla inkubécia pri pokojo-
vej teplote po dobu 15 min.

Po uplynuti doby bola skiimavka zcentrifugovana pri 14 500 RPM pocas 1 min.
Kolonka bola odstranena a vyizolovana DNA bola uchovana v mraznicke, pripadne

pouzitd v d’alsich krokoch.
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6.1.7

10.

11.
12.

Izolacia DNA pomocou E.Z.N.A.® Food DNA Kit (OMEGA)

. Do 15 ml skimavky bolo navazenych 0,2 g vzorky, ku ktorej sa pridalo malé

mnozstvo sklenenych guli¢iek na rozdrvenie. Do skimavky bolo napipetovanych
1 400 ul MBI1 Buffer (dodany kitom).

Skumavka sa nechala vortexovat' na Vortex-Genie 2(QUIAGEN) pocas 5 min
pri pokojovej teplote. Nasledne sa vzorka scentrifugovala pri 6 000 RPM pocas
20 s.

. Do skumavky bol pridany DS Buffer (dodany kitom) v objeme 84 ul a20 ul

Proteinase K Solution (dodané kitom). Obsah v skimavke bol nésledne premieSany
na vortexe.

Skimavka sa nechala inkubovat’ 20 min. pri 60 °C bez mieSania.

Po uplynuti inkubacne; doby bol obsah v skiimavke zcentrifugovany
pri 13 000 RPM pocas 5 min pri pokojovej teplote.

Do 1,5 ml skimavky bol nésledne prepipetovany supernatant o objeme 400 pl.
K supernatantu bol napipetovany RBB Buffer (dodany kitom) o objeme 800 pl.

Na HiBand DNA Mini Column (dodané kitom) bolo napipetovanych 700 ul vzorky
z predchadzajuceho bodu. Nasledne prebehla centrifugaciapri 14 500 RPM pocas
1 min. pri pokojovej teplote.

Po centrifugacii bola z dna skimavky odstranend tekutina a na povrch HiBand
DNA Mini Column bol napipetovany zvysny objem vzorky z bodu ¢ 6. Nasledne
prebeha centrifugacia pri 14 500 RPM pocas 1 min. pri pokojovej teplote a z dna
skamavky bola odtranena tekutina, ktora presla HiBand DNA Mini Column.

Na povrch HiBand DNA Mini Column bolo napipetovanych 600 ul HBC Buffer
(dodané kitom) a prebehla centrifugacia pri 14 500 RPM pocas 30 sekind.

Po centrifugacii bol odstraneny filtrat a do novej tuby bol premiestneny HiBand
DNA Mini Column. Na povrch bolo napipetovanych 700 ul DNA Wash Buffer
(dodané kitom) a zcentrifugované pri 14 500 RPM pocas 30 seklnd.
Po centrifugacii bol odstraneny filtrat.

Opét’ sa zopakoval bod ¢. 10.

Nasledne bola zcentrifugovana prazdna skiimavka s HiBand DNA Mini Column
pri 14 500 RPM pocas 2 min. Tento krok sluzil k vysuSeniu zvySkového pufru
z kolonky.
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13.

14.

15.
16.

6.1.8

HiBand DNA Mini Column bola premiestnena do novej Cistej 1,5 ml skiimavky
ana jej povrch bolo napipetovanych 100 pl Elution Buffer (dodany kitom)
zahriatého na 70 °C. skimavka sa nechala inkubovat’ pri pokojovej teplote pocas
10 min.

Nasledne prebehla centrifugacia pri 14 500 RPM pocas 1 min. Filtrat sa opat’
naniesol na HiBand DNA Mini Column a skimavka sa nechala inkubovat’ 5 min.
Po inkubacii prebehla centrifugacia pri 14 500 RPM pocas 1 min.

Vyizolovand DNA bola nasledne pouzitd k meraniu koncentracie a uloZena

v mraznicke k d’alSiemu pouzitiu.

Izolacia DNA pomocou NucleoSpin® Plant II Kit (Macherey-Nagel)

. Vzorka potraviny bola rozdrvena v trecej miske pomocou ti¢iku na prach. Nasledne

do mikroskiimavky bolo odvaZenych 100 mg vzorky.

Do mikrosmumavky do vzorkou bolo napipetovanych 300 pl Buffer PL2 (dodané
kitom) a obsah bol zlI'ahka zhomogenizovany.

Po premieSani vzorky pomocou vortexu bolo napipetovanych 10 ul RNazy A a cely
obsah bol opit premieSany pomocou vortexu. Nasledne prebehla inkubacia
pri 65 °C pocas 30 min bez mieSania.

Po uplynuti inkuba¢nej doby bolo k vzorke napipetovanych 75 pl Buffer PL3 (do-

dany kitom). Mikroskiimavka sa inkubovala 5 mintit na l'ade bez mieSania.

. Po uplynuti doby bola mikroskimavka zcentrifugovana pri 10 000 RPM pocas

30 sekund.

Do novej skiimavky bol vlozeny NucleoSpin® Filter (dodany kitom), na ktory bol
napipetovany supernatant zbodu 5. Nasledne prebehla centrifugacia
pri 14 500 RPM pocas 2 min.

NucleoSpin® Filter bol odstraneny a k filtratu bolo napipetovanych 450 pl Buffer
PC (dodany kitom). Obsah v mikroskiimavke bol mierne premieSani pomocou vor-
texu a prepipetovany na NucleoSpin® Plant II Column (dodany kitom) vloZzenom
v novej mikroskiimavke. Opét prebehla centrifugécie pri 14 500 RPM pocas 1 min.
Po centrifugécii bol filtrat odstraneny a na NucleoSpin® Plant II Column bolo napi-
petovanych 400 pl Buffer PW1 (dodany kitom) z dovodu vysSieho zisku Cistoty vy-
iizolovanej] DNA. Obsah v skiimavke bol podrobeny centrifugécii pri 14 500 RPM

pocas 1 min.
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9.

10.

6.1.9

Nasledne filtrat bol odstraneny ana NucleoSpin® Plant II Column bolo
napipetovanych 700 pl Buffer PW2 (dodany kitom). Opit’ prebehla centrifugacia
pri 14 500 RPM pocas 1 min. Po centrifugacii bol filtrat na dne skumavky
odstraneny a na NucleoSpin® Plant II Column bolo znova napipetovanych 200 ul
Buffer PW2. Prebehla centrifugacia pri 14 500 RPM pocas 2 minut a filtrat bol
odstraneny. NucleoSpin® Plant II Column sa nechala vo flowboxe vysusit' pocas
15-20 min.

Po vysuseni bolo na NucleoSpin® Plant II Column napipetovanych 50 ul Buffer PE
(dodany kitom) predohriateho na 65 °C. Skiimavka s NucleoSpin® Plant II Column
bola nasledne inkubovana pocas 5 min pri 65 °C. Po uplynuti doby prebehla
centrifugicia pri 14 500 RPM pocas 1 min, NucleoSpin® Plant II Column

sa odstranila a vyizolovana DNA bola pouzita k d’al§im postupom.

Izolacia DNA pomocou NucleoSpin® Food Kit (Macherey-Nagel)

. 200 mg zhomogenizovaného materidlu bolo prenesenych do mikroskiimavky.

K materidlu bolo nasledne pridanych 550 pl Buffer CF (dodany kitom)
predohriatého na 65 °C. Mikroskimavka bola mierne premieSana a nasledne
k materialu bolo pripipetovanych 10 ul proteinazy K.

Mikroskumavka bola premieSana na vortexe a inkubovana pri 65 °C pocas 30 min
bez miesania. Po uplynuti doby inkubacie prebehla centrifugéacia pri 11 000 RPM
pocas 10 min.

Do novej mikroskiimavky bolo prepipetovanych 300 ul supernatantuspolu s 300 ul
Buffer C4 (dodany kitom) a 300 pl 96% etanolu. Obsah v mikroskiimavky bol
premieSany pomocou miesadla vortexpo dobu 30 s.

Na NucleoSpin® Food Column (dodané kitom), ktory bol vloZeny
v mikroskiimavke bolo prepipetovanych 700 pl supernatantu spolu s etanolom
a Buffer C4 zbodu ¢. 3. Nasledne prebehla centrifugacia pri 14 000 RPM pocas
1 min. Po centrifugécii bola odstranena kvapalina, ktora presla kolonou.

Prebehlo prvé &istenie, kde na NucleoSpin® Food Column bolo napipetovanych
400 pl Buffer CQW (dodané kitom) a nasledovala centrifugécia pri 14 000 RPM
pocas 1 min. Ziskana kvapalina na dne skimavky bola po centrifugacii odstranena.
Nasledne prebehlo druhé &istenie, kde na NucleoSpin® Food Column bolo napipe-
tovanych 700 pl Buffer C5 (dodané kitom) aopit’ prebehla centrifugacia
pri 14 000 RPM pocas 1 min.
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7. Po druhom d&isteni nasledovalo finalne Cistenie, kde na na NucleoSpin® Food
Column bolo opit’ napipetovanych 200 pl Buffer C5. Prebehla centrifugacia
pri 14 000 RPM pocas 1 min.

8. NucleoSpin® Food Column bola presunutd do novej &istej mikroskimavky. Na jej
povrch bolo napipetovanych 100 pl Buffer CE (dodany kitom), ktory bol
predohriaty na 70 °C a mikroskiimavka sa nechala inkubovat’ pri pokojovej teplote
pocas 15 min.

9. Nasledne prebehla centrifugacia pri 14 000 RPM pocas 1 min a vyizolovand DNA

bola nasledné pouzita k zmeraniu koncentracie a k d’alSim postupom.

6.2 Meranie koncentracie vyizolovanej DNA

Koncentracia vyizolovanej DNA bola namerand pomocou pristrojov QFX Fluorometru

(DeNovix) a spektrofotometra Infinite 200 PRO (Tecan).

6.2.1 Meranie koncentracie DNA pomocou QFX Fluorometru (DeNovix)

Pre meranie koncentracie vyizolovanej DNA pomocou pristroju QFX Fluorometru

(DeNovix) bol pouzity AccuGreen™ High Sensitivity dSDNA Quantitation kit.

1. Do skumavky bol napipetovany DNA Quantitation Buffer (dodany kitom)
o objeme 200 pl a4 pl AccuGreen™ Dye farbiva. Obsah skimavky bol mierne
premieSany pomocou vortexu.

2. Do Cdistej priehladnej mikroskimavky bola nasledne napipetovand tato zmes
o objeme 190 pl, ku ktorej bola pridana vyizolovana DNA o objeme 10 pl.

3. Do dvoch dalsich c¢istych priehladnych mikroskimaviek obsahujucich zmes
zbodu 1. bolo napipetovanych AccuGreen™ Standard 1 a AccuGreen™
Standard 2 o objeme 190 pl.

4. Nasledne prebehlo vlastné meranie, kde najprv sa merala koncentracia Standardov

a potom koncentracia danych vzoriek obsahujtcich vyizolovanii DNA.

6.2.2 Meranie koncentracie a ¢istoty DNA pomocou spektrofotometra Infinite
200 PRO (Tecan)

Ako elu¢ny pufor pre meranie koncentracie a Cistoty DNA bol pouzity pufor, v ktorom
bola dand vyizolovand DNA rozpustend v poslednom kroku izolécie. Po hodnoteni boli

zaznamenané hodnoty uloZené v programe Microsoft Office Excel.
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1. Do jamiek patentovanej NanoQuant platnicky bol napipetovany eluény pufor
o objeme 2 pl.

2. Platnicka bola vlozend do spektrofotometra a prebehlo meranie. Nasledne
sa platnicka vybrala zo stroja a bola ocistena 70 % etanolom.

3. Na platnicku do jamiek boli napipetované jednotlivé vzorky o objeme 2 pl.

4. Platnicka bola opit’ vlozena do pristroja a prebehlo vlastné meranie. Vysledky boli

nasledne vyhodnotené a ulozené.

6.3 Priprava primerov k qPCR reakcii

V tejto diplomovej praci boli pouzité sekvencie primerov, ktoré st dostupné na strankach
Statnej veterinarnej a potravinarskej spravy Slovenskej republiky. Jednotlivé primery st
navrhnuté k pouzitiu referencnych metdd, ktoré sa pouzivaju pri vykone turadnej kontroly
k analyze potravin za ucelom detekcie a stanovenia geneticky modifikovanych

organizmov. Tabul’ka 2 zobrazuje pouZiti primery, ich sekvencie i1 velkost.
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Tabulka 2 Primery pouzité k PCR reakciam

Sledovana ob- . Vel-' .
last/primer Sekvencia kost Popis
(bp)
Sojovy lecitin/ | ¢, o cTeTACTCCACCCCCATCC-3' Sojovy lecitin, en-
Lecl-Fw dogén (sdja),
PP 118 . .
Sjovy lecitin/ | 5. GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG 3" vhodne pre idasic
Lecl-Rev ku PCR
335 promo- 5'-GAAGGTGGCTCCTACAAATGCC-3' Virus  karfiolovej
tor/CaMV1Fw mozaiky
35S promo- , , 199 )
tor/CaMV1Rev 5-GTGGGATTGTGCGTCATCCC-3 (transgén)
ivr/ IVR-Fw 5’-CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC-3’ Gén pre invertazu,
ivr/ IVR-Rev 5'-GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC-3 | 225 S;‘)doge” (kukurt-
lectin (Lel) ge-
ne/ Lec(qPCR)- 5’-CCAGCTTCGCCGCTTCCTTC-3’ e -
Fw Sojovy lecitin, en-
dogén (sbja),
lectin (Lel) ge- 74 vﬁiz:éfslfjallCR
ne/Lec(qPCR)- 5’-GAAGGCAAGCCCATCTGCAAGCC-3’ g
Rev
5"_host genome/ 5’- 5 'integraény hra-
IBR—ng TTCATTCAAAATAAGATCATACATACAGGTT- niény region (IBR)
3 medzi  inzertom
soje GTS 40-3-2 a
84 hostitelskym e
Izert/ IBR-Rev 5’-GGCATTTGTAGGAGCCACCTT-3’ . y g
némom soje,
(transgén)
S'-hostgenome/ | o, rororGGCCATITATCATCGA-3 > integracny hra-
Bt11Fw niény region (IBR)
medzi  inzertom
63 kukurice Btll a
Inzert/ Bt11Rev | 5-CGCTCAGTGGAACGAAAACTC-3’ hostitelskym ge-
nomom kukurice,
(transgén)
S-host genome/ | ¢, +orr ) CGGCCTAAATGCTGAACT-3" > 'integracny hra-
MON863-Fw niény region (IBR)
medzi  inzertom
kukurice MON863
- 84
Inzert/ MON863- | o, 1 A GGATCGGAAAGCTTGGTAC-3' a  hostitelskym

Rev

gendmom kukuri-
ce, (transgén)
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6.4 Polymerazova ret'azova reakcia (klasicka PCR)

Klasicka PCR prebiehala v reakénej zmesi o celkovom objeme 20 pl. Ako templat pre tito
reakciu bola pouzitd vyextrahovana DNA. Kazda reak¢na zmes obsahovala templat,
prislusné primery, GoTaq Hot Start Green MasterMix (MM) a vodu urc¢enu k PCR reakcii
v urcitych objemoch, ktoré su uvedené v tabulke 3. Celkovo boli pripravené 2 sady
reakénej zmesi pre danu vzorku. Prvd sada reak¢nej zmesi obsahovala kombindciu
primerov, ktoré sluzili na detekciu endogénu v danej vzorke. Druha sada reak¢nej zmesi
obsahovala kombinaciu primerov, ktoré detegovali pritomnost T-DNA inzertu v danej
vzorke. Pri klasickej PCR bola takisto navySe pripravend jedna PCR zmes, ktora
neobsahovala templat. Jednalo sa o negativnu kontrolu, u ktorej je nutné, aby nedoSlo
k amplifikédcii DNA fragmentu. Ak by bola zaznamenana amplifikdcia DNA fragmentu
u negativnej kontrole, znacilo by to pritomnost” nezelanej cudzorodej DNA v niektorej
zo zloziek PCR (voda, primer, MM), teda kontaminaciu, ktora mohla vzniknut napriklad

nesterilnym pipetovanim.

Takto pripravend zmes, ktord bola nanapipetovand do mikroskiumavky bola prenesena
do termalneho cykléru. Cyklér bol nasledne nastaveny na optimalne podmienky
pre priebeh reakcie. Podmienky cykléru su zobrazené v tabulke 4. Po ukonceni reakcie

bola prevedena elektroforéza na agar6zovom géle, ktorou sa vyhodnotila PCR reakcia.

Tabulka 3 Reak¢na zmes pouzitd pre klasickia PCR

Chemikalie Objem na jednu reakciu (20 ul)
MM 10 pl
Voda 7wl
Primer Fw 1wl
Primer Rev 1wl
Templat Il
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Tabul’ka 4 Nastavenie cykléru pre priebeh klasickej PCR reakcie

Krok PCR cyklu Cas (1) Teplota (T) Pocet cyklov
Pociatocna denaturacia 94°C 7 min Ix
Denaturacia 94°C 30s
Annealing 60°C 30s 40x
Elongacia 72°C 1 min
Konecna elongacia 72 C° 10 min Ix
Chladenie 10 C° 00 Ix

6.4.1 Vyhodnotenie klasickej PCR pomocou agarézovej elektroforézy

Elektroforéza na 1% agar6zovom géle bola prevedend z dovodu vyhodnotenia PCR
reakcie, teda detekcie T-DNA inzertu aendogénu v danej vzorke. Jedno percentny
agarozovy gél bol pripraveny z 1 g agardzy a 100 ml 1% TAE pufru, ktoré boli prenesené
do Erlenmayerovej banky. Erlenmayerova banka bola prenesend do mikrovinnej truby
azmes agardzy a 1% TAE pufru bola privedend k varu. Po rozpusteni agardzy boli
do mierne vychladnutej zmesi pridané 4 kvapky farbicky GelRed na zvyraznenie DNA.
Zmes bola nasledne naliata do vaniCky s hrebeniom, ktord sluzila na stuhnutie gélu.
Po stuhnuti gélu bol hrebeil odstraneny agél stouto vanickou bol preneseny
do elektroforetickej vani¢ky obsahujucej 1% TAE pufor, ktory bol doplneny po povrch
gélu. Do prvej jamky bol napipetovany tzv. marker (GeneRuler 100bp DNA Ladder,
ThermoScientific) o objeme 3 pl. Do dalSich jamiek boli napipetované dané vzorky
o objeme 5 pl. Nésledne sa zapojili dané elektrody a prebehla elektroforéza s nepretrzitym
napiatim 90 V pocas 30 min. Po uplynuti danej doby bol gél preneseny do UV-
transiluminatoru a pozorovany pod UV svetlom pomocou kamery. Pomocou programu

GeneSnap boli nasledne vyhotovené jednotlivé fotografie gélu.

6.5 Kvantitativna PCR (real-time PCR)

Tato metdda bola pouzitd k detekcii génov v pouzitych vzorkach. Ide o metddu, ktord
vyuziva kvantitativne vyhodnotenie v redlnom ¢ase. Z hladiska detekcie fluorescen¢ného

signdlu bola pouzita metoda SYBR Green I. SYBR Green I je farbivo viazuce sa na DNA,
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ktoré emituje fluorescenciu v pripade, ak sa naviaze na DNA. Pre tito metddu bola pouzita

zmes SsoFast™ EvaGreen® Supermix od firmy Bio-Rad.

Kvantitativna PCR, inak qPCR prebehla v reakénej zmesi o celkovom objeme 20 pl.

Vyextrahovand ~ DNA  sluzila  ako  templat. Kazdd  zmes  obsahovala
SsoFast™ EvaGreen® Supermix, templat, vodu urenti k qPCR a prislusné primery
v urcitych objemoch, ktoré st uvedené vtabulke 5. Tato zmes bola rozpipetovana
do mikrotitracnej doSticky a vlozena do termocykléru C1000 Touch Thermal Cycler
od firmy Bio-Rad. Podmienky reakcie su zobrazené v tabul'ke 6. Po ukonceni reakcie bola
vyhodnotena PCR reakcia a prevedena absolutna kvantifikacia na ur¢enie mnozstva GM

zlozky v danej vzorke.

Tabul’ka 5 Reak¢énd zmes pouzitd pre PCR v redlnom Case

Chemikalie Objem na jednu reakciu (20 pl)
SsoFast™ EvaGreen® Supermix 10 pl
Voda 6ul
PrimerFw 1,5ul
Primer Rev 1,5ul
Templat Il

Tabul’ka 6 Podmienky reakciepre priebeh PCR v redlnom Case

Krok PCR cyklu Teplota (T) Cas (t) Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 94°C 7 min Ix
Denaturacia 94°C 30s
Annealing 60°C 30s 40x
Elongacia 72°C 1 min
Konecna elongicia 72 C° 10 min Ix
Chladenie 10 C° 10 min 1x
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6.5.1 Vyhodnotenie qPCR pomocou absolitnej kvantifikacie

Pociato¢né mnozstvo GM zlozky v danych vzorkach bolo vypocitané pomocou absolttnej
kvantifikacie. Pre vypocet tohto mnozstva je nutné dané vzorky amplifikovat’ so sériou
Standardov so znadmou koncentraciou, teda ide o porovnanie mnozstva transgénu vo vzorke
proti Standardu. Pre tato pracu boli pouzité ako kukuri¢né, tak i sojové Standardy, ktoré
obsahovali 0%; 0,1% a 1% GM zlozky. Pre vysledky absolutnej kvantifikacie boli pouzité
3 sériové riedenia 0x, 10x, 100x. Vzorky i Standardy boli napipetované do mikrotitracnej
dosticky teda vtroch riedeniach avdvoch opakovaniach (pre reprodukovatelnost

vysledkov).

Po skonceni real-time PCR reakcie boli ziskané CT hodnoty danych vzoriek
ako pre endogén, tak pre transgén. Najprv bola vypocitand hodnota delta CT, kde
CT hodnota endogénu bola odc¢itana od CT hodnoty transgénu. Bola vyratana efektivita
reakcie, kde ziskané hodnoty =z kalibracnej priamky boli porovnané s optimalnymi
hodnotami parametrov, ktoré su uvedené v tabulke 7, kde rovnica kalibrac¢nej krivky
je vtvare y = —bx + a. Parameter y predstavuje vystup, teda zavisld premenna, b (slope)
je vyjadreny ako sklon kalibra¢nej krivky, x predstavuje vstup, teda nezéavisla premenna
a parameter a (intercept) predstavuje odskok zaCiatku regresnej priamky od nulového

bodu. Zatial' ¢o reakéna Ucinnost’ (r.e.) je vypocitana zo sklonu kalibra¢nej priamky (M)

1
pomocou rovnice 1. e. = 100% — 1 (Trachtova et al., 2011).

Tabulka 7 Popis optimélnych parametrov charakterizujucich kalibra¢nt priamku

Parametre kalibrac¢nej krivky Optimalne hodnoty parametrov
Sklon priamky (M) -3,9a7-3,0
Reak¢na Gcinnost’ (7. e.) + 0,99

Korela¢ny keoficient (R?) 80 az 110%
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Na vypocet presného mnozstva GM zlozky boli pouzité hodnoty toho riedenia, u ktorého
bola vyratana najlepSia efektivita reakcie. Nasledne zo série Standardov bola ziskana
kalibra¢na krivka pomocou linedrnej regresie, kde kalibracna priamka bola zhotovena

zo zavislosti delta CT hodnét na zlogaritmovanej koncentracii Standardov.

Dalsim délezitym krokom k vyhodnoteniu gPCR je analyza krivky topenia. Tato krivka
je spojend s farbivom SYBR Green I, ktoré sa viaze na DNA. Postupom PCR reakcie
sa zvySuje mnozstvo DNA, ¢o spdsobuje, ze na amplikony sa viaze viac farbiva, a teda
sa zvySuje intenzita signdlu. AvSak takéto farbivo sa viaze na vSetky amplifikované
produkty, teda idiméry primerov, ¢i produkty, ktoré¢ si neSpecifické. Preto je nutné
previest’ analyzu kriviek topenia, kde vysledkom je vyhodnotenie Specificity produktov
obrazok 5. Pokial' vzorka obsahuje Specificky produkt, krivka topenia bude obsahovat
len jeden pik. Pokial' vo vzorke je pritomny neSpecificky produkt, krivka topenia bude

obsahovat’ viac ako jeden pik (Ririe et al., 1997).

«— Specificky produkt

Nespecificky
produkt
'

Fluorescencia (-R'(T))

Teplota (°C)

Obrazok 5 Analyza kriviek topenia vo dvoch vzorkach. Cervena krivka obsahujii-
ca jeden pik = Specificky produkt, zelena krivka obsahujtica 2 piky = neSpecificky
produkt. Upravené podl'a Nolan (2014).



UTB v Zline, Fakulta technologicka 59

7 VYSLEDKY A DISKUSIA

7.1 Cistota a koncentricia vyizolovanej DNA

Ako uz bolo spominane na izoldciu DNA zo vzoriek bola pouzitd CTAB metdda
a komer¢ne dostupné kity. Po tejto izolacii prebehla kontrola a meranie koncentracie
a ¢istoty vyizolovanej DNA. Cistd DNA by mala nadobudat’ hodnoty 1,8 aZ 2,0. Vzorky,
ktor¢ mali najvySSiu koncentraciu a najlepSiu Cistotu boli nasledne pouzit¢ k PCR
reakcidm. V tabulke 8 je vzorovo zobrazend koncentricia a Cistota vzorky 12
(kukuri¢né platky) za pouZitia rozli€énych metod izolacie DNA. V tabulke 8 nie su uvedené
koncentracie za pouzitia CTAB metody, pretoze volnym okom bolo pozorované,
ze vyizolovana DNA nebola Cista ani po opakovanej izol4cii touto metdédou a po premerani
fluorometrom  a spektofotometrom boli  jednotlivé  koncentracie priliS§ nizke,
aZz nezaznamenatelné pristrojom. Tato metdda bola néasledne oznacend ako za nelspeSni

pri izolacii DNA z takychto vzoriek.

Tabulka 8 Namerana koncentracia a Cistota u vzorky 12 (kukuri¢né platky)

za pouzitia rozli¢nych metod izolacie DNA

Fluorometer Spektofotometer
Vzorka | Sposob izolacie DNA | Koncentracia | Koncentracia .
Cistota
ng/ul ng/ul
DNeasy® mericon
Food Kit 7,20 29,73 1,97
(QUIAGEN)
DNeasy®Plant Mini
Kit (QUIAGEN) 0,10 4,21 1,90
EliGene® Plant DNA
Isolation Kit
(ELISABETH 9,85 22,9 1,72
PHARMACON)
12 PowerFood® Micro-
bial DNA Isolation 0,02 2,06 2,16
Kit (QUIAGEN)
E.Z.N.A.® Food DNA
Kit (OMEGA) 7,77 66,1 2,19
NucleoSpin® Plant 11
Kit (Macherey-Nagel) 0,61 0.47 1,54
NucleoSpin® Food Kit
(Macherey-Nagel) 3,00 14,31 1,84
-CTA-B, . 0,36 2,4 1,66
s optimalizaciou
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Pri nameranych koncentraciach si mozno povsimnut, ze CTAB metdda aj po optimalizécii
dosahuje vel'mi nizke koncentracie a Cistota takejto vyizolovanej DNA nie je postacujica.
Oproti CTAB metéde mozno povedat, ze izolacia DNA z potravindrskeho materidlu
je uspesnejSia za pouzitia komercne dodanych kitov. Metddy izolacie DNA zo surovin,
ktoré su zalozené na pouziti kitov vedu k uspesnejSej izolacii DNA bez neprijatelnej
degradacie DNA. K degradacii DNA prispievaju faktory ako nadmerné teplo, nukledzova
aktivita a nizke pH, ktoré je Specifické pri beZznom spracovani potravin. Takéto faktory
sa najCastejSie vyskytuji pri vyrobkoch s dlhou dobou skladovatelnosti, ako su napriklad
pripraven¢ mésové gulky v paradajkovej omacke a hoviddzie miso v konzerve

(Ahmed, 2002).

Ako najvhodnejsi kit k izolacii DNA z potravinarskych vzoriek sa javi DNeasy® mericon
Food Kit od firmy QUIAGEN. Cistota takejto vyizolovanej DNA je pomerne vysoka.
Podobne vysoku ¢istotu mozno zaznamenat' i za pouzitia inych kitov ako st DNeasy® Plant
Mini Kit od firmy QUIAGEN, alebo NucleoSpin® Food Kit od firmy Macherey-Nagel.
Jednotlivé koncentracie sa takisto liSia 1 typom pouzitého materidlu vid’. tabulka 9. Zatial
¢o kukuricné platky patria medzi ,,suché* materidly, ktoré vel'mi rychlo absorbuji vodu
a po pridavku pufru bobtnaji, vzorky ako séjové rezy sa spravaju po pridavku pufru
odliSne. So6jové rezy sa pomerne tazko dezintegruji a po pridavku pufru je zviacSa nutné

dodat’ mechanicku silu, ako je vyuzitie trepacky, ¢i pridavok sklenenych guliciek.

Z tabulky 9 si mozno vSimnut, ze potravinarsky material, ako su kukuri¢né platky
(vzorka €. 12) dosahoval pri izolacii DNA vysSie koncentracie a lepsiu Cistotu za pouzitia
DNeasy® mericon Food Kit od firmy QUIAGEN, zatial’ ¢o u vzoriek ako st s6jové ty¢inky
(vzorka ¢. 15) je vhodnejsie pouzit NucleoSpin® Food Kit od firmy Macherey-Nagel.
Pri izolacii DNA zo vzoriek, ako je sdjovy proteinovy izolat 90% (vzorka €. 8), boli oba
spominané kity dostato¢ne vyhovujuce. Niektoré zluceniny pritomné v potravinach, ako su
napriklad proteiny, tuky, polysacharidy, polyfenoly, kakaové extrakty a karamelizovany
cukor moézu inhibovat DNA polymerazu, ktord je dolezitd pri PCR reakcii

(Vroh Bi et al., 1996). Preto je nutné k PCR reakcii pouzit’ ¢o najCistejSiu DNA.
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Tabul'ka 9 Zobrazenie koncentracii a Cistoty vzoriek 12 (kukuri¢né platky), 15 (s6jové

rezy) a 8 (s6jovy izolat) za pouzitia troch vzorovo vybranych kitoch sliziacich k izolacii

DNA zo vzoriek
Fluorometer Spektofotometer
Vzorka | Sposob izolicie DNA | Koncentracia | Koncentracia .
Cistota
ng/nl ng/nl
DNeasy® mericon
Food Kit 7,20 29,73 1,97
(QUIAGEN)
12 DNeasy® Plant Mini
Kit (QUIAGEN) 0,10 4,21 1,90
NucleoSpin® Food Kit
(Macherey-Nagel) 5,00 14,31 1,84
DNeasy® mericon
Food Kkit 3,60 25,00 2,02
(QUIAGEN)
15 DNeasy® Plant Mini 0307 8,00 1’74
Kit (QUIAGEN)
NucleoSpin® Food Kit
(Macherey-Nagel) 24,5 85,66 191
DNeasy® mericon 8,85 51,4 2.02
Food kit (QUIAGEN)
8 DN.easy®Plant Mini 0,03 5,70 1,90
Kit (QUIAGEN)
NucleoSpin® Food Kit 34,10 69,02 1,96
(Macherey-Nagel)

Dalej si moZno povsimnut, Ze meranie koncentracii vyizolovanej DNA z potravinarkych
materidlov bolo prevedené 2 odliSnymi pristrojmi, ato pomocou fluorometru
a spektofotometru. Co sa tyka spektofotometru, tak nukleové kyseliny absorbuji
ultrafialové svetlo, preto jednotlivé vyizolované DNA boli merané pri dvoch vinovych
dizkach, tj. 260 nm a 280 nm. Pri vlnovej dizke 260 nm sa zaznamenava kol’ko svetla
prejde vzorkou; ¢im viac svetla sa vzorkou absorbuje, tym vyssia koncentracia nukleove;j
kyseliny bude vo vzorke. AvSak pre spravne urcenie koncentracie na zéklade absorbancie
je dolezita Gistota nukleovej kyseliny. T4 sa uréuje z pomeru absorbancii pri vinovej dizke
260 nm a 280 nm, pretoZe proteiny absorbuji svetlo pri vinovej dizke 280 nm. Cistda DNA
by mala nadobudat’” hodnoty 1,8 az 2,0. Fluorometer funguje na inom principe ako
spektofotometer. U fluorometru meranie fluorescencie farbiva, ktoré sa viaze na DNA,
jecitlivejSie a zaznamendava pritomnost’ nizSej koncentracie DNA, ako je to
u spektofotometra. Preto vyuZzitie fluorometra je vhodnejSie na meranie koncentracieu

DNA, ktora ma byt pouzitd k qPCR.
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7.2 Pritomnost’ GMO v potravinarskych surovinach a potravinach po-

mocou klasickej PCR

V tejto praci bola vyizolovana DNA z jednotlivych vzoriek pouzitd k PCR reakcii, ktorou
sa potvrdila pritomnost’ geneticky modifikovanych zloziek v surovinach. Pri PCR reakcii
boli pozit¢ vzdy dva pary primerov. Tieto primery si navrhnuté tak, aby hybridizovali
na opacnych retazcoch sledovanej sekvencie a taktiez aby amplifikovali sekvenciu medzi
primermi milidonkréat prostrednictvom série opakujicich sa cyklov. Jeden par primerov
detegoval pritomnost endogénu, zatial o druhy par primerov detegoval pritomnost’
transgénu. Amplifikované segmenty boli podrobené elektroforéze na 1% agar6zovom gély,
aby sa oddelila amplifikovana DNA podla urcitej velkosti. Na obrazku 6 mozno
pozorovat’ vyhodnotenie elektroforézy na 1% agar6zovom gély pre séjové produkty.
Pritomnost” geneticky modifikovanej zlozky bola zaznamenana u vzoriek SB, 8, 9 a SP.
Takisto si mozno povSimnut’ intenzitu pasika u Standardov. U Standardu, ktory obsahuje
0% GM zlozky nie je zaznamenany ziadny band, pretoze neobsahuje Ziadne percento
geneticky modifikovanej zlozky. U Standardov 0,1% a 1% sa vyskytuji bandy, ¢o znaci
pritomnost’ GM zlozky.

Na obrazku 7 mozno pozorovat vyhodnotenie elektroforézy na 1% agarézovom gély
pre kukuri¢né produkty. Pre tuto detekciu boli pouzité in¢ sady primerov ako u séjovych
vzoriek. Pritomnost GM zlozky bola zaznamenana vo vzorkach KT a 18. Vzorky 11 a 12

neobsahovali geneticky modifikovanu zlozku.

Vigsina v sucasnosti dostupnych GMO v EU obsahuje ktorykol'vek z troch genetickych
prvkov: promotor virusu mozaiky karfiolu (CaMV) 35S, terminator nopalinsyntazy (NOS)
alebo markerovy gén rezistencie na kanamycin (nptll). Tieto prvky sa prirodzene
vyskytuju aj v niektorych rastlindch a podnych mikroorganizmoch, a preto sa daja
detegovat’ pomocou PCR, ¢o vedie k faloSne pozitivnym vysledkom. Na potvrdenie
pozitivnych vysledkov je moZzné vykonat PCR reakciu Specificki pre dany produkt.
Takéto reakcia vyuziva sadu paru primerov, ktoré prekracuju hranice dvoch susednych
genetickych prvkov (napr. promotory, cielové gény a termindtory), alebo ktoré su
Specifické na detekciu zmenenej sekvencie cielového génu (Ahmed, 2002). Ked'Ze metoda
detekcie terminatora NOS je menej citlivda avedie k vyS$Sim faloSne negativhym
vysledkom, v tejto praci bola pouzitd dvojica primerov na detekciu virusu karfiolove;j

mozaiky. Takisto mozno povedat, ze klasickd PCR nedosahuje takej vysokej citlivosti ako
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qPCR anemozno nou uréit’ presné mnozstvo GM zlozky obsiahnutej v danej surovine.
Klasickou metéodou sa teda wurci iba pritomnost/nepritomnost daného trasngénu.
Po prevereni pritomnosti, ¢i nepritomnosti geneticky modifikovanej zlozky v surovinach
bola nésledne prevedena qPCR, ktorou sa nie len potvrdila pritomnost’ transgénu, ale sa aj
ur¢ilo mnozstvo zastipenej geneticky modifikovanej zlozky v tychto vybranych

surovinach.

A =/ 500 bp

100 bp

hadh B X
M O 01 't SB 17 '8 9 SP 4516 14 N

B
500 bp
e

100 bp

Obrazok 6 Vysledok elektroforézy na 1% agar6zovom géle pre sdjové vzorky.
A = sada primerov pre endogén (Lecl-Fw + Lecl-Rev); B =sada primerov
pre transgén (CaMV1 Fw + CaMV1 Rev). M = (100 bp) marker; 0 = 0% Standard;
0,1 =0,1% Standard; 1 = 1% Standard; N = negativna kontrola, SB az 14 = potra-

vinarske vzorky a suroviny.
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Obrazok 7 Vysledok elektroforézy na 1% agarézovom géle pre kukuriéné vzorky.
A = sada primerov pre endogén (IVR-Fw + IVR-Rev); B =sada primerov

pre transgén (CaMV1 Fw + CaMV1 Rev). M = (100 bp) marker; 0 = 0% Standard;

0,1 =0,1% Standard; 1 = 1% Standard; N = negativna kontrola, SB az 14 = potra-

vinarske vzorky a suroviny.

7.3 Pritomnost’ GMO v potravinarskych surovinach a potravinach

pomocou qPCR a nasledne uréenie mnozstva GMO

Kvantifikdcia GMO potravinarskych vzoriek prebehla pomocou real-time PCR.
Pre referencny gén (endogén) bol sledovany gén, ktory sa prirodzene vyskytuje v genome
danej potraviny (pre sojové produkty je to lektinovy gén a pre kukuri¢né produkty je to gén
pre invertazu). Co sa tyka sledovaného transgénu, boli pouZité sady primerov
pre Specificki odrodu GMO plodiny, ako je kukurica Btll, alebo univerzalna sada
primerov pre detekciu virusu karfiolovej mozaiky. Pre jednoduchS$iu orientaciu primerov
vid. Tabulka 10. Pripouziti sady primerov MON863-Fw a MONS863-Rev nebola
potvrdend pritomnost’ transgénu pre Specificki odrodu GMO kukurice MONS863.
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Tabulka 10 Primery pouzité¢ k qPCR pre jednotlivé vzorky

Soja Popis Kukurica Popis
o Lec(%‘P;CR)' - [VR-Fw .
ndogén ektinovy gén én pre invertazu
Lec(qPCR)- ’e IVR-Rev P
Rev
CaMVI1Fw | Virus karfiolovej | CaMVI1Fw | Virus karfiolove;j
CaMVI1Rev mozaiky CaMVI1Rev mozaiky
IBR-Fw Btl1Fw 5 'integracny
hrani¢ny region
(IBR) medzi
inzertom kukurice
Btll a
5 'integracny BellRev hostitel'skym
hrani¢ny region gendmom
Transgén (IBR) medzi kukurice,
inzertom sdje (transgén)
IBR-Rev GTS 40-3-2 a MONS863- | 5 'integracny hra-
hostitel'skym Fw ni¢ny region
gendémom soje MONZ&63- (IBR) medzi in-
Rev zertom kukurice
MONS&63 a hosti-
tel'skym gend-
mom kukurice,
(transgén)

Okrem vyhodnotenia pritomnosti, alebo nepritomnosti dané¢ho trangénu v skiimanej vzorke
je dolezita ikrivka topenia, ktord udava Specifickost’” daného produktu. Pokial vzorka

obsahuje Specificky produkt, krivka topenia bude obsahovat len jeden pik.

Na obrazku 8 mozno pozorovat pritomnost’ transgénu, ktory je oznacCeny zelenou
amplifika¢nou krivkou a pritomnost’ endogénu oznacené¢ho modrou amplifika¢nou krivkou
u vzorky SB. Jednotlivé reakcie sa hodnotia cyklom (Ct hodnota), v ktorom fluorescencia
prvykrat stipa nad prahovu hodnotu (modra vodorovna priamka). Ak je vychodiskového
materidlu vela, amplifikacia sa pozoruje v skorSich cykloch a Ct hodnota je nizsia. Ak je
vychodiskovy materidl pritomny v menSom mnozstve, v neskorsich cykloch sa pozoruje
amplifikacia a Ct hodnota je vys$sia. Takato korelacia medzi fluorescenciou, Ct hodnotami
a mnoZzstvom amplifikovaného produktu umoznuje kvantifikaciu templatu (Nolan., 2014).
Taktiez u krivky topenia je zretelné, Ze dany produkt je Specificky, pretoZze obsahuje
len jeden pik na krivke endogénu (modrou farbou) i na krivke transgénu (zelenou farbou).

Mozno teda povedat’, Ze vzorka SB obsahovala geneticky modifikovanu zlozku. Podobne
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boli vyhodnotené vsetky vzorky danou sadou primerov, kde sa u kukuriénych vzoriek

nepotvrdila pritomnost’ MON863 kukurice.

Rovnakym principom boli vyhodnotené vsetky zvySné vzorky. Na obrazku 9 su
znazornené vystupy real-time PCR zaznamov vzoriek (9, 8, 18, KT), u ktorych bola

potvrdena pritomnost’ transgénu, teda jednalo sa o vzorky s geneticky modifikovanou

zlozkou.

A Amplifikécia

T T T T

o 2000 -

~d(RFU)AT

Teplota (°C)

Obrazok 8 Vystup real-time PCR zdznamu pre kvantifikaciu s6jovej vzorky SB.
A graf znazornujicu amplifikaénua krivku potvrdzujicu pritomnost’ danych
génov, B graf znazoriujucu krivku topenia potvrdzujicu Specifickost” daného
produktu. Modra amplifikacna krivka a krivka topenia = sada primerov
Lec(qPCR)-Fw + Lec(qPCR)-Rev (endogén), zelend amplifikacné krivka a krivka
topenia = sada primerov IBR-Fw + IBR-Rev (trasgén).
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Obrazok 9 Vystupreal-time PCR zaznamov pre jednotlivé vzorky. A zdznam
vzorky 9 (s6jova muka plnotucna toastovd), B zdznam vzorky 8 (s6jovy proteino-
vy izolat), C zdznam vzorky 18 (kukuri¢na muka), D zdznam vzorky KT (kuku-
ri¢na tortila). Modréa amplifikacna krivka pre sadu A a B = sada primerov
Lec(qPCR)-Fw + Lec(qPCR)-Rev (endogén), zelena amplifikacna krivka pre sadu
A a B=sada primerov CaMV1Fw + CaMV1Rev (transgén). Modra amplifikacna
krivka pre sadu C a D = sada primerov IVR-Fw + IVR-Rev (endogén), zelena
amplifikac¢na krivka pre sadu C a D= sada primerov Btl 1Fw + Btl11Rev

(transgén).

U vzoriek 17 (s6jové kocky), SP (sojovy protein), 14 (so6jovo-kokosova tycinka),
15 (s6jové rezy), 16 (so6jové rezy), 11 (kukuricné platky) a 12 (kukuriéné platky) nebola
zaznamenana pritomnost’ geneticky modifikovanej zlozky, teda nejednalo sa o GMO
suroviny. Problémom moZe byt nespravne pouzitie metody. StefaniGova et al. (2002)
vo svojej praci poukazali, ze pri detekcii kukurice Bt 176 pomocou duplex PCR ziskali
nespecifické produkty a vysledky neboli jednoznacné, zatial’ Co pri pouziti klasickej PCR
boli vysledky jednozna¢né. Dal§im problémom méze byt izolicia DNA z polotovarov.

Prave vzorky 11, 12, 14, 15 a 16 boli pomerne zlozité k izolacii DNA, ¢o viedlo k nizkemu
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obsahu a vécsiemu znecisteniu DNA. Takato DNA nésledne nie je postacujuca k detekcii

pomocou PCR metddy.

K vypoctu presnej koncentracie GMO v surovine je nutné i pouzitie Standardov. V tejto
praci boli pouzité ako kukuriéné, tak isojové Standardy. Pritomnost’ transgénu bola
overend nie len klasickou PCR, ale aj real-time PCR (Obrazok 10). Je zrejmé,
ze pritomnost’ transgénu 0% Standardu nie je detegovana, pretoze tento Standard
neobsahuje ziadnu geneticky modifikovanu zlozku. Amplifikdciu 1% Standardu mozno
ocakavat’ skor, pretoze oproti 0,1% Standardu obsahuje vicSie mnozstvo GM zlozky,

teda Ct hodnota bude niz$ia.

Doélezité su 1riedenia Standardov a vzoriek. Ziskané Ct hodnoty jednotlivych riedeni
nasledne sluzili k vypoctom presného mnozstva GM zlozky v danej vzorke. So stiipajucim
nariedenim DNA je mozné pozorovat, Ze pritomnost transgénu je detegovana
az v neskorSom cykle (Obrazok 11). Na presné urcenie obsahu geneticky modifikovanej

zlozky bola prevedend absolutna kvantifikacia.

Amplifikacia
3000 o s g g e e e a ks |
= . DR R S RS s il sis v
1000 + 1
2, . 1 A
0 10 20 30 40
Cyklus

Obrazok 10 Vystup real-time PCR zdznamu pre detekciu transgénu u Standardov.
Cervena amplifikaéna krivka = 0% $tandard, zelena amplifikaéna krivka = 0,1%

Standard, ruzova amplifika¢na krivka = 1% Standard.



UTB v Zline, Fakulta technologicka 69

Amplifikacia

RFU

Obrazok 11 Vystup real-time PCR zdznamu pre nariedeny 1% Standard. Mod-
rd amplifikacna krivka = neriedeny, zelena amplifika¢na krivka = 10x riedeny,
cervend amplifikacna krivka = 100x riedeny, fialova amplifika¢na krivka = 1000x

riedeny.

7.3.1 Urdcenie presného mnozstva GMO v potravinarskych surovinach

a potravinach pomocou absolitnej kvantifikacie

Pre vypocet presného mnozstva GMO v danej vzorke je nutné vzorky amplifikovat
so sériou Standardov pri riedeniach 0x, 10x, 100x, celkovo v dvoch opakovaniach, teda
v duplikatoch. Medzi jednotlivymi duplikatmi musi byt nizka Standardna odchylka.
Ak by tato odchylka bola vysoka, znaCilo by to nepresné pipetovanie, ¢i pritomnost
inhibitorov. Z vystupu real-time PCR reakcie boli nasledne ziskané hodnoty Ct pre kazdu
vzorku vratane Standardov (ako endogén, tak transgén) a nasledne bola vypocitanid hodnota

ACt, kde Ct hodnota endogénu bola od¢itana od Ct hodnoty transgénu (tabulka 11).

Vypocet Ct hodnét je takisto doleZity k vypoctu efektivity PCR reakcie. Efektivita, alebo
ucinnost’ testu, sa stanovi zmeranim gradientu Standardnej krivky, ktord je grafom log

cielovej koncentracie oproti priemernych Ct hodndt (Obrazok 12).
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Tabul’ka 11 Ukézka vypoctu Ct hodndt pre vypocet efektivity a presného

mnozstva GMO vo vzorke.

Vzorka SB, endogén, primery Lec(qPCR)-Fw + Lec(qPCR)-Rev
Ct hodnoty Priemer Ct
v dvoch Riedenie hodnét z dvoch ACt logce
opakovaniach opakovani
24,65 0
24,65 7,34 0
24,65 0
27,48 0,1
27,64 5,64 -1
27,80 0,1
30,47 0,01
30,49 4,83 -2
30,50 0,01
40
35
30 t
(*3 25 ¢
20 b y =-2,9175x + 33,427
R?=0,9998
15 1 1
-2 -1 0
loge[1]

Obrazok 12 Graf znazornujaci zavislost’ loge od priemernej Ct hodnoty, efektivita

PCR reakcie pre vzorku SB.

Hodnota R?, alebo ako dobre udaje zapadajii na priamku $tandardnej krivky, je mierou
reprodukovatelnosti a je ovplyvnena presnostou pipetovania a dynamickym rozsahom
testu. Ak je R? < 0,855, test nemusi dat’ spolahlivé vysledky, pretoZe reprodukovatelnost
medzi replikdciami je nizka. M6zu celkovo nastat’ 3 pripady: ak sa jeden alebo viac bodov
na najnizSich urovniach vstupnej nukleovej kyseliny posunie pre¢ od linedrnej oblasti

grafu, je pravdepodobné, 7e namerana koncentracia presiahne citlivost’ testu. Dalsi pripad
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modze nastat’, ak sa jeden alebo viac bodov na najvysSom pocte kopii vstupnej nukleove;j
kyseliny posunie pre¢ od linearnej oblasti grafu, vtedy je pravdepodobné, ze reakcia
je nasytend a ze koncentracia presahuje uzitoéné rozmedzie testu. Posledny pripad moéze
nastat’, ak je niekolko alebo viac nahodnych bodov nad alebo pod ¢iarou, ¢o znamena,
ze problémom je pipetovacia presnost’ alebo optimalizacia testu (Nolan, 2014). Ked'ze
u vzorky SB bolo R?=0,9998, mozno teda povedat, Ze test je spolahlivy a efektivita
reakcie je 99,98%. Dalsim sposobom uréenia efektivity je zo smernice. Ziskané hodnoty
parametrov z kalibracnej krivky boli vypocitane a porovnané s optimalnymi hodnotami

parametrov, ktoré su uvedené v tabulke 12.

Ak je ucinnost’ 100%, hodnoty Ct 10-ndsobného riedenia budi od seba vzdialené 3,3 cyklu
(pri kazdej zmene Ct dojde k dvojnasobnej zmene). Ak je sklon pod -3,6, potom ma PCR
slabt t¢innost’. Nadpriemerna efektivita je pri hodnotach sklonu vyssich nez je -3,3 ako to
je vtomto pripade. Hlavnhym dévodom nadmernej efektivity je inhibicia polymerazy.
Inhibitory polymerdzy obsahuji nadmerné mnozstvo DNA alebo prendSany materidl
vo vzorke. BeZzné kontaminanty obsahuji napriklad polysacharidy, chlorofyly,
proteinazu K, octan sodny, ale i latky pouzité pri izolacii DNA, ako st etanol, fenol a SDS.
Je pravdepodobnejsie, ze k inhibicii dojde u koncentrovanejSich vzoriek, a preto jednym
7o sposobov, ako zlepsit’ sklon krivky, je zriedenie vzorky. Avsak vysSie riedenia sposobia
nizsSie koncentracie DNA, preto nie je vhodné zahrnat do kvantifikacnej Stadie velmi
koncentrované alebo vel'mi zriedené vzorky. Medzi d’alSie pri¢iny vzniku nadpriemernej
efektivity mozno zaradit chyby pri pipetovani, nepresné série riedeni, pritomnost’
nespecifickych produktov a dimérov primerov ainé (Cepin, 2017). Takymto spésobom

bola vyhodnotena efektivita u vsetkych vzoriek.

Tabulka 12 Vypocet efektivity zo smernice u vzorky SB

Parametre kalibrac¢nej Optimalne hodnoty Vypocitané hodnoty
krivky parametrov u vzorky SB
Sklon priamky (M) -3,9az-3,0 -2,9175
Reak¢nd ucinnost’ (7. e.) + 0,99 1,20
Korela¢ny keoficient (R?) 80 az 110% 99,98%
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Koncentracia Standardov

Obrazok 13 Kalibra¢na krivka zo zavislosti ACt hodndt na zlogaritmovane;j

koncentracii Standardov pre vzorku SB.

Presné mnozstvo geneticky modifikovanej zlozky vo vzorke bolo vyratané z kalibracnej
krivky pomocou linearnej regresie, kde kalibra¢na priamka bola zhotovena zo zavislosti
ACt hodnot 0%; 0,1% a 1% Standardov na zlogaritmovanej koncentracii Standardov
(obrazok 13). Pre vzorku SB bolo nasledne vyratan¢ mnozstvo GM zlozky na hodnotu
0,66%. Pomocou tejto linedrnej regresie boli vypocitané presné mnozstva GM zlozky

vo vzorkach, ktoré st uvedené v tabulke 13.

U vzoriek, u ktorych nebola potvrdena pritomnost’ trasngénu pomocou real-time PCR
nebola vyratana koncentracia GM zlozky, teda vzorky 17, 15, 16, 11 a 12 neobsahovali
GMO. Podla nariadenia Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1829/2003 zo dna
22. Septembra 2003 o geneticky modifikovanych potravinach a krmivach sa potraviny,
ktoré obsahuji GMO, pozostavaju z nich alebo su z nich vyrobené a podiel v jednotlivych
zlozkach alebo v jednozlozkovej potrave nepresahuje obsah vyssi nez 0,9% sa nemusia
znaCit ako '"geneticky modifikovany/a/¢" alebo "vyrobeny/4/é z  geneticky
modifikovaného/ej (ndzov zlozky)". Na zdklade vysledkov mozno teda povedat, ze ani
u jednej vzorky nebola detegovand hodnota GMO vyssia nez 0,9%, teda vzorky neboli

sfalSované.
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Tabulka 13 Vypocitané mnozstvd GM zlozky v jednotlivych vzorkéach.

Vzorka Vypocitana koncentracia GM zlozky
vo vzorke (%)
8 0,61
9 0,065
SB 0,66
18 0,71
KT 0,82

V praci Kyrova et al., (2018) boli monitorované geneticky modifikované potraviny, ktoré
sa vyskytuju na trhu v Ceskej republike. Medzi hlavné transgénne plodiny, ktoré sa pestuji
po celom svete patri kukurica, sdja aryza. Na detekciu takychto GM plodin bola takisto
pouzita metéda PCR, kde bolo sledovanych 1 152 vzoriek. Ako uvéadza préca
Kyrova et al., (2018), z 1 152 vzoriek bolo detekovanych 107 vzoriek obsahujucich GMO,
kde najviac GMO bolo zastapenych v kukuriénej mike a to az 63 vzoriek. Co sa tyka
samotnej linie, boli zaznamenané kukuri¢né linie MON810, NK603 a Bt176. Medzi druhu
najviac zastipenu geneticky modifikovant plodinu patri ryza, kde z 1 152 vzoriek bola
detegovana u 39 vzoriek. Je zaujimavé, ze v jednej vzorke ryze bola zistend nepovolena
ryza linie Bt63. S6ja Roundup Ready bola detegovana v 4 vzorkach séjovych bobov
a v jednej vzorke so6jového produktu (Kyrova et al., 2018). Aj ked’ v tejto diplovovej praci
neprebiehla detekcia geneticky modifikovanej ryze, mozno tieto vysledky porovnat
s pracou Kyrova et al., (2018), ked’ze v tejto diplomovej praci bol zaznamenany najvyssi
obsah GMO v kukuri¢nych produktoch (kukuricnd muka a kukuricné tortily) oproti

s6jovym produktom.

Pritomnost GMO v potravinarskych produktoch bola detegovand iv inych krajinach.
Napriklad v Chorvatsku bola zaznamenand pritomnost GMO v 139 vzorkach
z2 797 vzoriek, kde najviac GMO sa vyskytovalo v zmesi korenin a v surovinach
zloZenych zo so6jovych bdb, ktoré sluzili na d’alSie spracovanie v potravinarskom priemysle
(pekarensky priemysel, méiso priemysel) (Cattunar et al., 2011). V Srbsku prebehla Stadia
GMO v neoznacenych vegetaridnskych potravinach a v potravinach urcenych pre zdrava
vyzivu. Zékladnymi surovinami v testovanych vzorkach bola kukurica, sja a/alebo ryza.
Celkovo bolo analyze podrobenych 100 vzoriek, kde promdtor 35S bol detegovany

v 8 vzorkach. Ziadna vzorka neobsahovala geneticky modifikovanii kukuricu a geneticky
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modifikovan ryzu (Zdjelar et al., 2013). V krajinach, ako je Tunisko, nie si vytvorené
pravne predpisy tykajlice sa znaCenia a pestovania geneticky modifikovanych plodin.
Na tomto trhu bolo detekcii GMO podrobenych 365 vzoriek, z ktorych 7 bolo potvrdenych
s pozitivnym vyskytom GMO (Chaouachi et al., 2013).

V tejto praci prebehla izolacia DNA pomocou 7 komeréne dodanych kitov a pomocou
CTAB metddy. Jednotlivé metoddy izolacie DNA boli optimalizované zo zisku co
najCistejSej DNA s najvysSou koncentraciou. Koncentracia vyizolovanej DNA bola
premerand spektofotometricky a fluorometricky. Nasledne vyizolovana DNA bola
podrobend klasickej 1 real-time PCR, kde bola detegovana pritomnost GMO. Pomocou
tejto prace mozno potvrdit, Ze jednotlivé postupy k detekcii GMO v potravinarkych
produktoch boli optimalizované, a preto ich mozno vyuzit’ aj v buducnosti v laboratérnych

cviceniach na univerzite Tomasa Bati v Zline.

Ako si mozno povSimnut, potraviny na ¢eskom a svetovom trhu obsahuji povolené i1
nepovolené geneticky modifikované potraviny. Spotrebitelia teda maju na vyber Siroku
Skalu potravin, ktoré obsahuju geneticky modifikované organizmy a geneticky
nemodifikované organizmy. Preto by mali byt d’alSie Stadie GMO zamerané nie len na
detekcii pritomnosti geneticky modifikovanych plodin, ako je kukurica a s6ja
v potravinarskych produktoch, ale aj na pritomnost inych GMO, ako je napriklad

geneticky modifikovana papdja, i geneticky modifikované oleje a iné.
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ZAVER

Teoreticka Cast’ diplomovej prace bola zamerand na geneticky modifikované organizmy,
ich pripravu, charakterizaciu, vlastnosti a legislativne predpisy. Takisto bola zamerana
na potraviny a potravinarske suroviny s podielom GMO. V dne$nej dobe existuje Siroka
Skala geneticky upravenych organizmov, ktoré sa vyuzivaji na pestovanie, ¢i spracovanie
do potravinarskych produktov. Medzi najpouzivanejsie GMO plodiny, mozno zaradit’ sdju
a kukuricu. Posledna kapitola teoretickej Casti tejto diplomovej prace je zamerand na
metdody k detekcii GMO. NajpouzivanejSou metédou detekcie GMO je metdda
polymerédzovej retazovej reakcie (PCR), ktord je zaloZend na detekcii nukleovych kyselin.
Okrem tejto metdédy mozu byt k detekcii GMO vyuzité 1 imunometody a alternativne

metody, medzi ktoré patri chromatografia a NIR.
Prakticka cast’ diplomovej prace bola zamerana na:

e optimalizacii biologicko-molekularnych metdd k detekcii GMO,

e stanoveni pritomnosti GMO vo vzorkach a naslednom vyhodnoteni.

K detekcii GMO bolo podrobenych celkovo 12 vzoriek, jednalo sa o s6jové a kukuri¢né
produkty. Pomocou kombinacie primerov bola potvrdend pritomnost’ prirodzene
sa vyskytujiceho génu (endogén) a pritomnost’ vloZzeného génu (transgén). Klasickd PCR
bola vyhodnotena elektroforézou na 1 % agar6zovom gély, kde bola potvrdend pritomnost’
endogén u vSetkych vzoriek a pritomnost’ transgénu u vzoriek KT, 18, SB, SP, 9, 8.
Na vyhodnotenie real-time PCR nie je potrebna elektroforéza, pretoze tito metéda meria
mnozstvo DNA PCR produktu po kazdom cykle, teda v realnom case. Pritomnost’
transgénu bola detegovana u vzoriek KT, 18, SB, 9 a 8. Rozdiely vo vysledkoch m6zu byt’
sposobené pritomnostou kontaminantov DNA, ¢i prostredim a pracou pri pipetovani.
Pomocou absolutnej kvantifikacie bolo nakoniec vyratané presné mnozstvo GMO
u vzoriek, u ktorych bola potvrdend pritomnost’ trasngénu. NajvyssSiu koncentraciu GM
zlozky bola detegovand u vzorky KT ato az 0,82 %. NajnizSia koncentracia bola
zaznamenanid uvzorky 9, ato 0,065%. Ziadna vzorka nepresiahla legislativne danti
hodnotu 0,9 %, teda vzorky neboli sfalSované. Pomocou tejto prace bola zavedena

metodika analyzy GMO pomocou qPCR v laboratériu molekulérnej biologie UIOZP.
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