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l. Uvod

V poslednich desetiletich byla zegména v USA piipravena metodami genetického
inZenyrstvi tada geneticky modifikovanych organizmi. Vyznamné jsou geneticky
modifikované plodiny napt. soja, fepka, kukurice, brambory, rajc¢ata, cekanka, papaja, tykev.

Na zaklad¢ potieby ziskani informaci o monitoringu geneticky modifikovanych organizmu
ajgjich produkt v oblasti krmiv byla vyhl&Sena Ustiednim kontrolnim a zkusebnim Gstavem
zemedélskym (dde jen UKZUZ), odborem krmiv, mimoiédna cilena kontrola vybranych
druht krmnych surovin, které jsou pouzivany prevazné pii vyrobé krmnych smési. V omezené
mite byly provedeny analyzy ze zaloZenych vzorku osiv (4 vzorky). Monitoring byl provéadeén
podle metodiky vypracované odborem krmiv.

Odbéry vzorkt sbji ludtinaté, sojového extrahovaného Srotu, zrna kukutice, semenaiepky
olginé zajidtovali pracovnici regiondlnich oddéleni krmiv UKZUZ v réamci celé Ceské
republiky, prevézné u vyrobci, dodavateltt a dovozci a vyrobci krmnych surovin. Cést
vzorki byla odebrana piimo pii ndkupu. Jednalo se o semeno iepky olgjné a kukuiice piimo
ze sklizng. Vzorky osiv byly ziskény ze zalozenych vzorka odboru osiv UKZUZ. Vzorkovéni
bylo provédéno v souladu s postupy na vzorkovéni krmiva stanovenymi ve vyhléSce ¢.
124/2000 Sh. Metodika vzorkovéani geneticky modifikovanych organizmu a produkta neni v
soucasné dobé v EU legidativné stanovena, jeji uzakonéni se ocekéva do konce roku 2004.

Il. Vyklad zakladnich pojmi

Geneticka modifikace: cilenda zména dédicného materidlu organizmu zptisobem, kterého
se nedoséhne piirozenou rekombinaci, a to vnesenim cizorodého
dédicného materidlu do dédicného materidlu organizmu nebo
vynétim ¢ésti dédiéného organizmu (Zakon ¢. 153/2000 Sb.),

GMO: organizmus, jehoz dédicny materiad byl zménén genetickou
modifikaci,

Dédi¢ény materiél: deoxyribonukleova nebo ribonukleové kyselina,

P¥ijemce: organizmus, do jehoz dédicného materidlu se vnasi cizorody
dédi¢ny materidl,

Insert: cizorody deédicny materid, vloZzeny do dédicného materidu
piijemce,

Konstrukt: uméle upravena molekula nukleové kyseliny,

Signalni gen: gen obsazeny v konstruktu a uréujici snadno zjistitelnou vlastnost
bunék nebo organizmu, ktery obsahuje funkeni konstrukt,

Selekéni gen: gen obsazeny v konstruktu a urcujici necitlivost k urcité latce
nebo k vlivu zabranujicimu mnoZeni bungk, které tento gen
neobsahuji

Nakladani s geneticky kazda ¢innost, jejimz predmétem jsou geneticky modifikované

modifikovanymi orga- organizmy nebo produkty od jejich vzniku genetickou modifikaci

nizmy a produkty: az do okamZiku, kdy ztrati schopnost rozmnozovani nebo prenosu
dédi¢cného materidu.



[1l. Legislativa

CR:
Z&kon ¢. 153/2000 Sb., o nakladdani s GMO a produkty a provadéci vyhlasky 372-374/2000
Sb.

EU:

Smeérnice 90/219 EEC pro uzaviené nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy.
Smérnice 90/219 EEC pro uvaZlivé uvédeéni geneticky modifikovanych organizmia do
prostredi (v poslednim znéni).

IV. Screeningové a identifikaéni schéma analyz vzorka pro béZzna osiva a krmné suroviny,
unichZ jeznam druh plodiny.
Schéma je prozatimni, je omezeno dosud zavedenymi detekénimi metodami.

PouZivany kit: Biogenics kity firmy Biottols Madrid.

Soja
|. lzolace DNA

I1. PouZziti izolace DNA jako templétu pro PCR
1) Overeni amplifikovatelnosti DNA amplifikaci sdjového genu (Soya Master Mix)
a) pozitivni ® DNA Ize pouZzit pro dal&i reakce,
b) negativni ® nalézt pricinu, pripadné opakovat izolaci.

2) Screening na pritomnost promotoru 35 S (35 S Master Mix)
a) pozitivni ® proveést identifikaci modifikace RoundUp-Ready,
b) negativni ® provést dodatecny screening na terminator NOS, (zda jde o jinou
modifikaci nez RoundUp-Ready a pro potvrzeni , ¢istoty” vzorku od GMO; NOS
Master Mix).

3) ldentifikace RoundUp-Ready s6ji (EPSP Synthase Master Mix)
a) pozitivni ® prokézana pritomnost genetické modifikace RoundUp-Ready, jedna
se 0 odriidu RoundUp-Ready nebo o jgji primés v daném vzorku,
b) negativni ® provést dodatecny screening na terminator NOS, (zda jde o jinou
modifikaci nez RoundUp-Ready; NOS Master Mix).

Detekeni limit kitu alaboratore je asi 0,1%. Toto bylo stanoveno pomoci IRMM standardu
0,1% ¢. 410 S-1, coz je jemna mouka. U vzorka upravenych Srotovanim je mozné pripustit
mirné kolisani limitu.



Kukurice

MON 810 (Monsanto): 35S intron hsp 70 cry 1A(b)

Event - 176 (Novartis): 35S cry 1A(b) bar
Liberty (AgrEvo): 35S pat
Bt-11 (Novartis): 35S intron hsp 70 cry lA(b pat NOS

RoundUp-Ready kuk.: 35S intron hsp 70 CPT2 CP4 EPSPS NOS

Poznamka:
(Jedna se o nelplny vycet detekovatelnych amplikont, neobsahuje pocet konstrukta a
informace o poradi v konstruktu)

|. lzolace DNA

Il. PouZiti izolace DNA jako templétu pro PCR
1) Overeni amplifikovatelnosti DNA amplifikaci kukuricného specifického genu (Maize
Master Mix, Biotools)
a) pozitivni ® DNA lze pouzit pro dalSi reakce,
b) negativni ® nalézt pricinu, pripadné opakovat izolaci.

2) Screening na pritomnost promotoru a terminatoru NOS (STD kit Biotools)

a) 35 S pozitivni a NOS pozitivni ® jedna se o Bt-11 nebo RR kukufici provést®
identifikaci (ident. na Bt-11, je-li pozitivni, je to Bt-11; je-li negativni, je to
pravdépodobné RR kuk., dokézat to |ze snad pomoci EPSPS Master mixu pro
RR s6ju od Bitools, ade i kdyby ne, pifitomnost 35 S a zdvoen NOS je dost
vymluvnd)

b) 35S pozitivni a NOS negativni ® jednase o MON 810, Bt-176 nebo Liberty®
proveést identifikaci (identifikace na Bt-176 a MON 810 pomoci Master mixu od
Biotools, nebude-li ani jedno z nich ident. Liberty pomoci vlastnich primeri -
sekv. v literatuie, kit Sigma-Aldrich),

c) 35 Snegativni aNOS negativni ® GMO nenalezen.

Repka
|. Izolace DNA

Na stanoveni GMO u fepky dosud neexistuje komeréni kit ani metoda, pouze screening
(promotor 35 S, terminator NOS).

1. Screening na pritomnost promotoru 35 S (35 S Master Mix) atermindoru NOS (NOS
Master Mix) (kity Biotools).
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2. Detekce pritomnosti transgenu bar v duplexni PCR s vnitini kontrolou (druhové specificky
gen, zde gen pro UDP - glukdza synapét glukosyltransferdzu) - metoda je vyvinuta v
UMBR Ceské Budgjovice, BraniSovska 31, upraveno pro potieby detekce GMO ve
vzorcich UKZUZ. Pouzity kit: REDEExtract-N-Amp Plant PCR Kit firmy Sigma-Aldrich
v kombinaci se specifickymi amplifika¢nimi primery od firmy Generi-Biotech.

Detekce se provadi u vSech vzorka (i v pripadé negativniho vysledku screeningu) kvali
potiebé overeni amplifikovatelnosti DNA amplifikaci vnitini kontroly.

IV. Diagnostika GMO

Diagnostika geneticky modifikovanych organizmi (GMO) je provadéna s vyuzitim metod:
PCR (Polymerase Chain Reaction) (kvalitativni) a RT - PCR (kvantitativni) pro
diagnostiku specifickych sekvenci DNA (napt. 35 S, NOS).

Odebrané vzorky byly zasilany do laboratore molekul&rné-genetické diagnostiky UKZUZ
v Brn¢. Kvalitativnimi metodami, zaloZenymi na detekci geneticky modifikovanych sekvenci
DNA metodou PCR byly diagnostikovany genetické modifikace vybranych druht krmnych
surovin, surovin k jejich vyrobé a omezené osiv. Vysledky analyz byly predany oddéleni
registrace a kontroly krmiv protokolem o zkouskéch. Presnost kvalitativni analyzy metody
PCR je uvadéna vyrobcem pouzivaného kitu hodnotou 0,1%, u s6ji az 0,05%. Hranice GMO
pozitivity neni v sougasné dobé v EU ani CR zatim stanovena, je uvazovano o hranici nad 2%.
V ptipadé, Ze bude z&konem stanoven uréity limit, vznikne potieba kvantifikace GMO, ktera
v3ak jefinancné znaéné naroc¢na.

Pri pripravé vzorku pro mleti a vézeni nesmi dojit ke kontaminaci dalSich analyzovanych
vzorki. Proto po kazdém dkonu se vechny pouZité néstroje sterilizuji a dekontaminuji. V
susce pii 170°C, v autoklavu pri 120°C nebo roztokem Sava, ktery rozklddd DNA dle
materidlu. Nejde vlastné o mikrobiologickou sterilitu; je nutné vyloucit moznost kontaminace
cizi DNA, ptipadn¢ enzymy degradujicimi DNA (napt. na pokoZce - nesahat prsty). Vzorky
motenych osiv byly nékolikrét oprany ve vodé a nasledné suSeny 10 aZ 15 minut pii 50°C. Po
téchto pripravach nasleduje izolace DNA a amplifikace tzn. ,vnitini kontroly“, tj. gen
specifického pro danou rostlinu. Konkrétné se jedné u soji o gen sdjovy licitin, u kukuiice o
gen o Skrobovou invertazu. U tepky gen pro UDP - glukdzu synapét glukosyltransferazu.
Tento zptisob amplifikace ovéiuje, Ze vyizolovana DNA je amplifikovatelna metodou PCR,
coz douzi k vylouceni faledné negativnich vysledkii v nésledujicich analyzach. Poté nasleduje
screening na Promotor 35 S a Termindtor NOS (vyskytuji se u 95% komer¢nich GMO). Pro
Ucely této zpravy bylo provedeno pouze kvalitativni stanoveni a GMO pozitivni byly
hodnoceny jen ty vzorky, u kterych byl prokézan konkrétni transgen. Za vzorky u nichz
nebyla GMO pozitivné zjisténa byly vyhodnoceny ty, které se pii screeningu na promotor 35
S atermindtor NOS ukazaly jeko negativni a déle ty, které byly na promotor 35 S pozitivni ®
anegativni naterminator NOS a transgen bar a sou¢asné vykazovaly pozitivitu na pritomnostt
vira kvétakové mozaiky (CAMV pouze u tepky). Pri odbérech vzorka nebyla vyrobci ani
dovozci Za&dna partie krmnych surovin a osiv signifikovana jako GMO pozitivni. Dle
informace z regiondnich oddéleni krmiv zadny dodavatel, dovozce nebo vyrobce pri
deklaraci idaj o GMO nebo produktu neuvadi a naopak Zadny vyrobce tento Gdaj nepoZzaduje.
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Vzorky byly odebirdny u kukutice a fepky olejné pouze z domaci produkce a séjovy
extrahovany Srot pouze z dovozu.

V1. Vydedky mimoradné cilené kontroly

V réamci mimoiédné cilené kontroly zamérené na monitoring GMO pozitivity vybranych
druht krmnych surovin, surovin k jegjich vyrobé a v omezeném mnoZstvi i osiv bylo odebrano
aanalyzovano:

- 40 vzorka sojovych loupanych extrahovanych Srotu,
- 2vzorky osiva sgji ludtinate,

- 18 vzorku kukutice seté (merkantil),

- 2vzorky osiva kukutice seté,

- 20 vzorku tepky olejné.

1. Sojovy extrahovany loupany toastovany rot a osivo sgji ludtinaté

Sledovéani GMO pozitivity a celkovy prehled uvadi tab. ¢. 1 ajeji pokracovani. Z tabulky je
patrné, Ze bylo provedeno 42 stanoveni promotoru 35 S (z toho pozitivnich 30) a 14
stanoveni termindtoru NOS (z toho dva pozitivni). Na zakladé téchto stanoveni bylo
provedeno 36 stanoveni na gen EPSP syntézu z toho bylo 30 stanoveni pozitivnich, tj. 71,4%
z celkového poctu vzorka. Timto byla prokazéna GMO pozitivita 30 vzorka na gen EPSP
syntézu (Roundup Ready). Je to nejvysSi GMO pozitivita ze vSech sledovanych druha
krmnych surovin v ramci mimotadné kontroly.

2. Kukurice seté

Celkovy piehled o poétu a vysledcich analyzovanych vzorka uvédi tab. ¢. 2 a jgi
pokracovéni. Z celkového 30 vzorka kukurice 2 vzorky osiva.
Celkem bylo provedeno 30 stanoveni promotoru 35 S (z toho bylo 7 pozitivnich) déle 29
stanoveni termindtoru NOS (pozitivita nebyla zji&téna). Jako ukazatel GMO pozitivity byl
sledovan transgen Bt-176 (odolnost proti zavijeci kukuiicnému). Na tento ukazatel bylo
analyzovéno 12 vzorkd, z nichz byl jeden vzorek zjistén pozitivni jeho GMO. Ostatnich 6
vzorkd, které byly pozitivni na promotor 35 S zustévaji jako podezielé, jelikoz existuje
moznost vyskytu jiné GMO modifikace, jejiz detekce pri laboratornich analyzéch nebyla
provadéna.

3. Repkaolgna

Celkovy piehled o poctu a vysledcich analyzovanych vzorka uvédi tabulka ¢. 3. U 20
vzorku tepky bylo provedeno po dvaceti stanovenich promotoru 35 S, terminatoru NOS,
Transgen bar (tolerance k herbicidu glufosinatu = fosfinotricinu) a fepkového genu a 10
stanoveni CAMV. Z vyZe uvedenych stanoveni bylo pozitivnich 10 na Promotor 35 S, 20 na



fepkovy gen a 8 na CAMV. Dva vzorky byly hodnoceny jako podezielé (mtZe se jednat o
pritomnost jiného transgenu, jehoz detekci neprovadime).

VIl. Souhrn

Pro Ucely monitorovani GMO pozitivity (viz tabulka ¢. 4) bylo u odebranych 92 vzorka
sojového extrahovaného Srotu, sOji ludtinaté, kukuiice seté a jejiho osiva a tepky olginé
provedeno:

92 stanoveni Promotoru 35 S (37 pozitivnich)

63 stanoveni Terminatoru NOS (2 pozitivni)

20 stanoveni fepkove gen (0 pozitivnich)

10 stanoveni CAMV (0 pozitivnich)

36 stanoveni gen pro EPSP syntézu (30 pozitivnich)
12 stanoveni natransgen Bt - 176 (1 pozitivni)

20 stanoveni transgenu bar (0 pozitivnich).

Jako GMO pozitivnich bylo analyzami zjisténo 30 vzorkt sojového extrahovaného Srotu,
1 vzorek kukutice. Provadénymi analyzami vzorku iepky oleiné nebyla GMO pozitivita
prokdzana. Krome¢ vy3e uvedenych zjisteni byly dale hodnoceny vzorky kukutice (6x) atepky
(2x). Jako podezielé z davodu moznosti vyskytu jiné modifikace, ktera nabyla laboratori
UKZUZ sledovéna.

Zaveér

Ziskané vysledky z monitoringu prokézaly u sledovanych ukazatelt GMO pozitivity u
vybranych druht krmnych surovin a surovin Kk jejich vyrobé pouZiti kvalitativnich metod
zkouSeni jednoznacné GMO pozitivitu u 30 vzorka sojového extrahovaného Srotu (dovoz) a1
vzorku kukufice. Dae bylo hodnoceno 8 vzorki jako podezielé z GMO pozitivity z divodu
moZznosti vyskytu jiné modifikace, neZ kterd byla laboratorné sledovana. V deklaraci zadny z
analyzovanych vzorki nemél uveden Udaj o genetické modifikaci.

Na z&kladé ziskanych informaci z roku 2002 o GMO pozitivité¢ bude nutné i v roce 2003
pokratovat ve sledovani tohoto ukazatele u vybranych druhi krmnych surovin a surovin k
jejich vyrobg.



Tabulkac. 1

Pi‘ehled
o vysedcich analyz odebranych vzorki vybranych krmnych surovin - sdjového
extrahovaného &rotu a sgji ludtinaté (osiva) na edované ukazatele GMO
v CR rok 2002

Cislovzorku GMO - dedovany ukazatel Poznamka
Promotor Gen pro EPSP Terminéator
35S syntézu (Roundup NOS
Ready)
235 + + - GMO nalezen
236 + + - GMO nalezen
237 + + - GMO nalezen
238 + + - GMO nalezen
239 + + - GMO nalezen
240 + + - GMO nalezen
241 + + - GMO nalezen
243 + + - GMO nalezen
248 + + - GMO nalezen
259 + + - GMO nalezen
260 + + - GMO nalezen
273 + + - GMO nalezen
282 0 + 0 GMO nalezen
292 0 - 0 -
293 0 - 0 -
383 0 - 0 -
384 0 - 0 -
385 0 - 0 -
386 0 - 0 -
428 dabs + 0 0 -
429 0 0 0 -
430 0 0 0 -
477 + + + GMO nalezen
478 + + + GMO nalezen
492 + + - GMO nalezen
508 + + - GMO nalezen
509 + + - GMO nalezen
510 0 0 - -
511 + + - GMO nalezen
512 + + - GMO nalezen




Pokracovani tabulky ¢. 1

Cidlo GMO - sledovany ukazatel Poznamka
vzorku
Promotor Gen pro EPSP Terminator
35S syntézu NOS
(Roundup Ready)
799 + + - GMO nalezen
800 + + - GMO nalezen
801 + + - GMO nalezen
802 + + - GMO nalezen
803 + + - GMO nalezen
832 + + - GMO nalezen
840 dabé + dabé + - GMO nalezen
847 + + - GMO nalezen
876 + + - GMO nalezen
1009 + + - GMO nalezen
Osivo 0 0 - -
Osivo 0 0 - -
Pocet Pocet stanoveni celkem
vzorka
celkem Promotor 35 S Gen pro EPSP | Terminator NOS | Pocet
syntézu (Roundup nalezenych
Ready) GMO
42 42 36 14
z toho 30 30 2 30
pozitivnich

Poznamka: O - negativni
+ - pozitvni

- - analyza neprovedena
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Tabulkac. 2

Pi‘ehled
o vysledcich analyz vybranych krmnych surovin - kukurice seté a kukurice (0sivo)
na sledované ukazatele GMO v CR zarok 2002

Cislovzorku GMO - sledovany ukazatel Poznamka
kukurice Promotor | Terminator | Transgen Bt-176
35S NOS (odol nost proti
zavij i
kukuriénému)
590/2 0 0 0 -
619/2 0 0 0 -
611/02 0 0 - -
651/02 0 0 - -
652/02 0 0 - -
680/02 0 0 - -
656/02 + 0 0 Podeziely vzorek (moznost

vyskytu jiné modifikace, jgiz
detekci zatim neprovadime)

1273

1280

1281

1335

1283

1336

+ OO0 |O|O0|O
O|0O|O0|O0|0|0O|Oo

1282 Podeziely vzorek (moZnost
vyskytu jiné modifikace, jejiz
detekci zatim neprovadime)

1330 0 -

1570

1680

+ |[O|O|O
o|O0|O0]!
1

0 Podeziely vzorek (moznost
vyskytu jiné modifikace jgjiz
detekci zatim neprovadime)

1695

OsivaDjerba 0 0 - Pred analyzou osivo oplachnuto
od moficiho ptipravku

Osivo 0 0 - Pred analyzou osivo oplachnuto
Flavius od moficiho pifpravku

1856 0 0 . -

1872 0 0 - -

1892 0 0 - -

1918 0 0 - -
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Pokracovani tabulky ¢. 2

Cislo vzorku GMO - sedovany ukazatel Poznamka
kukurice Promotor [ NOS Transgen B t
nebo osiva 35S terminator | 176
( reeming) | (odol onost pr oti
zavij et
Kukuiiéném)

1922 0 0 - -

1815 + 0 + GMO nalezen

1883 + 0 0 Podeziely vzorek (moznost
vyskytu jiné modifikace,
j€jiz detekci zatim
neprovadime)

1967 + 0 0 Podeziely vzorek (moznost
vyskytu jiné modifikace,
j€jiz detekci zatim
neprovadime)

1987 + 0 0 Podeziely vzorek (moznost
vyskytu jiné modifikace,
j€jiz detekci zatim
neprovadime)

1708 0 0 - -

Pocet vzorka Pocet stanoveni celkem Pocet nalezenych GMO
celkem
Promotor | Termindtor | Transgen Bt-176
35S NOS (odolnost proti
zavijedi
kukufi¢nému)
30 30 29 12 1
+ 6 podezielych vzorka
ztoho 7 0 1
pozitivnich

Poznamka: 0 - negativni
+ - pozitvni
- - analyzanebyla provedena



Pi‘ehled
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Tabulkac. 3

o vysdedcich analyz odebranych vzorkia semene iepky olejné na sledované ukazatele

GMO

Cislovzorku GMO - dedovany ukazatel Poznamka
Promotor | Termindtor | Transgen |Repkov |CAM | Podet nalezenych
35S NOS bar % \% GMO

gen

833 0 0 0 + - -

834 0 0 0 + - -

835 + 0 0 + 0 Podeziely vzorek
(moznost vyskytu
jiné modifikace,
jejiz detekci zatim
neprovadime)

836 + 0 0 + + -

837 + 0 0 + + -

838 + 0 0 + + -

839 + 0 0 + + -

4 + 0 0 + + -

5 0 0 0 + - -

6 + 0 0 + 0 Podeziely vzorek
(moznost vyskytu
jiné modifikace,
jejiz detekci zatim
neprovadime)

7 + 0 0 + + -

8 + 0 0 + + -

9 + 0 0 + + -

10 0 0 0 + - -
11 0 0 0 + - -
12 0 0 0 + - -
13 0 0 0 + - -
14 0 0 0 + - -
15 0 0 0 + - -
16 0 0 0 + - -
Pozndmka: 0 - negativni

+ - pozitivni
- - analyzaneprovedena
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Pokracovani tabulky ¢. 3

Pi‘ehled
o vysledcich analyz odebranych vzorkia semene fepky olejné na sledovane ukazatele
GMO
Pocet vzorku Pocet stanoveni celkem Poznamka
celkem
Promotor | Termindtor | Transgen |Repkovy |CAMV Pocet
35S NOS bar gen nalezenych
GMO
20 20 20 20 20 10 0
Z toho pozitivni 10 0 0 20 8 2 podezielé
vzorky
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Tabulkac¢. 4

Sumaéi vysledkia odebranych a analyzovanych vzorki vybranych druhi krmnych surovin na monitoring GMO - obdobi rok 2002 CR

Druh krmé | Pocet Pocet provedenych stanoveni celkem
suroviny | analyzo-
suroviny vanych Promotor | Terminator | Repkovy gen |CAMV Gen pro EPSP | Transgen |Transgen | Pocet nalezenych
vzorkia 35S NOS syntézu Bt-176 bar GMO
S6jovy extraho- 40 40 12 - - 34 - - 30
vany Srot
Soja ludtinata 2 2 2 - - 2 - - -
Kukuiice seta 28 28 29 - - - 12 - 1
(merkantil) + 6 podezielych
vzorka
Kukuiice seta 2 2 0 - - - 0 - 0
(osivo)
Repkaolgna 20 20 20 20 10 - - 20 0
+ 2 podeziel é
vzorky
Celkem 92 92 63 20 10 36 12 20 31
+ 8 podezielych
vzorka
z toho - 37 2 0 0 30 1 0
pozitivnich




