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1. UVOD

Genetické inZenyrstvi umbdje prenasSet geny meziuznymi biologickymi
druhy zpmisobem, ktery je ifrode cizi. Veédci, pracujici v tomto oboru, ¢ni samu
podstatu Zivota - manipuluji s geny bakterii, liasdl zviat a vytvdieji neffirozené nové
formy Zivota s kvalitativdh novymi vlastnostmi. VnaSeji geny z bakterii doc¢aj
kukurice a soji, geny z ryb do jahod a lidské geny zlseyb. Takto - obecnieceno -
vznikaji geneticky manipulované (modifikované) argany oznéované jako GMO.

Cilem genetického inZenyrstvi je vytitonové organismy odolnéii Skadcim
a zajistit tak nap zen®délcam vysSi vynosy ¢ uzitkovost. U geneticky
manipulovanych potravin se prodluzuje trvanlivosba zlepSuje kvalita.

Péstovani geneticky modifikovanych organisn{GMO) se stava nedilnou
souwasti zemdélstvi mnoha stdit swta a s tim rostou i pozadavky na rychlou a
spolehlivou metodu, kter4 by umaivala snadné a levné sledovéani vyskytu GMO v

rostlinach a rostlinnych produktech.
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2. LITERARNI P REHLED

2.1 Co je GMO?

Jiz vice neZz dvacet let je pro vyfeai novych hospodsky vyuZitelnych
organisnii pouzivdno modernich biotechnologickych postupyuzivajicich metod
molekularni genetiky, zaloZzenych na cilenéfanpsu get. Vznikajici organismy jsou
nazyvany geneticky modifikované (GMO). Deéditneho zakladu organismu je vnasen
provéieny gen o znameém slozeni a funkci - nesouci powZadmvanou vlastnast
Ostatni geny wstanou prakticky nedé&eny (Hut& 2007). Rozvoj modernich
biotechnologii umoiuje takové zrény, ke kterym by v firodé nemohlo nikdy dojit.
Jejich prostednictvim je mozny i@nos gefh mezi organismy, které se vipde ani
nesetkaji(Ondiej a Drobnik, 2002). Uplatni tchto biotechnologickych posttpv
zemedélstvi a v potravingském péimyslu @Finasi zn&né Uspory naklad a mize
pomoci vyesit problém nedostatku potravintizpbeny neustale se zvysujici populaci,
obzvlast v zemichitetiho s¥éta (Lin et al., 1996).

Na zaklad principu Fedkzné opatrnosti je respektovano, ze by pouziti GMO
mohlo mit i nechiné nasledky proffrodu a lidské zdravi. Vznikaji tak siceitéa
omezeni, ale rychly vyvogthto technologii a rozvoj jejich pouZiti jsotepgpokladem,
Ze zkuSenosti budodipyvat a omezeni tim padem mizet (HU2007).

GMO jsou velmi doke definovanymi organismy. Podléhaji rezimu kontraly
schvalovéani, jakym neprochézeji Zadné jiné organigynizivané v zegdélstvi. GMO
jsou gred pouzitim v zewrdélstvi podrobeny tkladné kontrole, ktera posuzuje ze vSech
moznych hledisek rizika pro zdravi lidi a #ati rizika pro vlastni ze&alélskou vyrobu
a rizika dopad na zivotni prosedi. Schvalené GMO Ize proto povaZzovat za zcela
bezp&né. Diky dikladnym tesim, trvajicim 7 az 10 let, jsou GMQgm¢ bezpéngjsi
nez \&tSina obdobnych organisnvyuzivanych v zegdélstvi (Anonym, 2007).

Tvorké GMO predchazela metoda Sleéhi, kterou ¢lovek provadl jiz od
mladSi doby kamenné. Jedna se také o zasahédiondsti. Ri této metod vSak
dochazi k michani nezndmych genneznamym dinkem. Oproti tomu P transgenozi
vnaSime do organismu gen nebo skupinuigerkterych pesré vime, odkud pochazeji,
jakou vlastnost koéduji, a zname itpdi bazi v jejich DNA. Zname tedy i sloZzeni
bilkovin, které podle vnesenych transgjarznikaji. Do rostliny tedy vnaSimegsre

uréenou genetickou informaci (Drobnét al,, 2002).
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2.2 Historie GMO

Jako zlomovy rok ve vyvoji molekularni biologie etechnologii povaZzovat rok
1953, kdy J. D. Watson a F. H. C. Crick sestavitidel struktury DNA. Za sy objev
spolu s M. H. F. Wilkinsem obdrzeli v roce 1962 Ntdvu cenu (Onigtj a Drobnik,
2002).

Velice dilezitym meznikem je rowZ rok 1964, kdy N. W. Nierenberg poloZil
zaklad k desifrovani genetického kédu. H. G. Kharayntetizoval vSechny triplety
genetického kodu. V roce 1969 O. Smith izolovalharakterizoval prvni restréki
endonukleazu (Vejl, 2007).

Objev restrikniho S&peni DNA tak umoZznil rozvojady technik studujicich
polymorfismy nukleovych kyselin a séasré umoznil tvorbuin vitro rekombinovanych
molekul DNA (Weaver, 2005).

Pro tvorbu geneticky modifikovanych organisfGMO) je dilezity vyzkum,
ktery proved! v roce 1972 P. Berg, ktery z&dacs tvorboun vitro rekombinovanych
molekul DNA. V druhé polovié 70. let minulého stoleti je jiteSena problematika
spojena s legislativou a bezpesti prace s GMO. Na konferenci v USA byla v roce
1975 stanovena prvni pravidla pro praci s nekomiznou DNA (Vejl, 2007).

V roce 1977 firma Genetech jako prvni nét&zaala pouzivat organismy
s rekombinovanou DNA pro produkci latekéenych k vyrok léka. Jako
prvni produkt Sleckni rostlin s vyuzitim transgenoze je registrovakamerné
vyuzivana prvni geneticky modifikovand (GM) 6da rostlin — raje ,FlavrSavr* s
dlouhou trvanlivosti ploélv roce 1993 (Ovesn4, 2006).

2.3 Problematika GMO

Proti péstovani transgennich rostlin bylo vzneseno mnohmite&. Doposud
ziskané vysledky neprokézaly Zzadné nebeéizpestovanych odrd transgennich rostlin,
jako nap. toxicitu nebo alergenicitu prédoveka, velkoploSné uvébvani transgeindo
piirody (Ondej, 1997). Riziko alergenicity geneticky modifikawach potravin neni o
nic vyssi nez to, které jergustavovano konveéné vyslechénymi plodinami, nebo
rostlinami introdukovanymi z jinyckiasti s¥ta (Royal society, 2002). Také se ovSem
ukazalo, Ze &které transgeny mohou produkovat toxické protelngo transgeny ale
nebyly nikdy pouzity v odrdach (Onéej et al., 1999). Vliv kazdého nového transgenu
nac¢loveéka, prostediclovéka a girodni prostedi musi byt podrolintestovan (Oniaj,
1997).
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Propagatti geneticky modifikovanych rostlin argumentuji seribu spdebou
chemickych pesticitl a vy3SSi produktivitou ze#dglstvi. Nelze vSak fehlizet ani
mozna rizika. Geny odp&uné za odolnost geneticky modifikovanych rostlieciv
Skidcim nebo za odolnost k herbidih (péipravkim k hubeni pleveél) pretrvavaji v
plodinach i v potravinach. V této souvislosti séddi pripadné zdravotni problémy,
napg. nebezp& vzniku alergii, ale jak jiz bylo vySe uvedeno,skyt alergii je
minimalni. K ekologickym rizikm pati mozné Seni nezadoucich génnag. pylem, a
riziko vzniku ,superplevei” tolerantnich k herbiciaim (Petr, 2005).

Nejvétsi riziko je v hrozicim pauSalnim zawad odolnych transgennich rostlin
v situacich, kdy jejich pouZziti nenicéiné. Jako tkledek neuvdZzeného masového
pouziti transgenniho osiva hroziefiasna selekce rezistentnich populactidék
(Kadlec, 2006).

Poznatky o psobeni toxid z transgennich rostlin na necilové organizmy
vyvolavaji spekulace o neblahém vlivu rozsahlychropti transgennich odd na
biologickou diverzitu. | kdyZ se nesplnily katadické predpowdi o vlivu transgenni
kukufice na populace migrujiciho motyla ,monarchy” (Dasaplexippus), zjighi
toxického pmhisobeni pylu Bt-kuktice podnitilo dalSi studium tgobeni toxid z

transgennich plodin na necilové organizmy.

Z hlediska podilu GMO na vyzivzviiat jsou dlezita nasledujici fakta:

O Dédicna informace ve fortnDNA nevstupuje do organismu &t jen s GMO.
DNA je nedilnou sotasti jakékoli potravy a kroémi se v zazivacim traktu
vyskytuje i DNA mikroflory travicihoaktu a DNA z buik sliznice traviciho
traktu.

0 DNA piijimana s potravou za miliény let existence stafefi ZivaisSnych
druhi (véetrg ¢loveéka) své konzumenty nijak neohrozila.

0 Dédicna informace (obeen nikoli jen geny typické pro GMO) je siin
degradovanaippiipraw krmiv a v zazivacim traktuiptraveni.

0 Pokud rjaka ddi¢na informace krmiva ‘f®zije” a pronikne fes stevni sénu,
byva zachycena ligami imunitniho systému a nieguistavuje pro organismus

Zadné nebezpée
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0 Riziko nepgedstavuje ani f@nos DNA z GMO na mikroorganismy (rfap
v bachoru, sevu nebo sildZzovani). Praymbdobnost, Ze dojde kKgnosu gei
z GM rostlin na mikroorganismy je astronomicky méBertoni and Marsan,
2005).

Zkrmovani GMO hospodékymi zviaty je proto spojeno s mizivymi riziky.
Bezpe&né jsou z hlediska lidské vyZivy a lidského zdravivocisné produkty zvat
krmenych krmivy z GMO.

V souwasnosti nelze prokazat jakykoli rozdil v zi&nych produktech ziat
krmenych GMO a produkty ziskanych odiatj ktera GMO nekonzumujii€sto jsou
zemedélci nuceni odbrateli, aby garantovali, Ze nepouZivaji v krmive@&MO
(Doubkova, 2007).

Duvodem nejsou zdravotni rizika spojena se zkrmovd&&MO hospodéskymi
zviraty, ale reklamni a obchodni zajmy prodejootravin. Prodejci jsou k tomuto
motivovani  poptavkou spigbiteli iraciondl®  vystraSenych  nejen¢jSimi
dezinform&nimi kampagsmi (Doubkova, 2007).

2.4 Legislativa

e Zakon¢. 153/2000 Sb., o nakladani s geneticky modifikgwairorganismy a
produkty a o zréné nékterych souvisejicich zakén

» Vyhlaskac¢. 372/2000 Sb., kterou se stanovi technig&eni, pomoci kterych
muze vzniknout geneticky modifikovany organismusgehnickareSeni, ktera

ke vzniku geneticky modifikovaného organismu newedo
» Vyhlaskac. 373/2000 Sb., kterou se stanovi pozadavky naremg\prostor a
ochranné op#&tni pro jednotlivé kategorie rizikdipuzaweném nakladani s

geneticky modifikovanymi organismy

* Vyhlaskac. 374/2000 Sb., o blizSich podminkach nakladamireticky
modifikovanymi organismy a produktyetré vSech piloh (Anonym, 2008a)
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2.5. Metody transformace rostlinnych pletiv

ProstednictvimAgrobacterium tumefaciensliskova metoda transformace

Autorem této metody je Horsat al.(1985). Metoda je zaloZzena na tom, Ze se
korkovrtem vysekaji tefky ze sterilnich rostlin a ty se pak kultivuji $gmé s
bakteriemi Agrobacteriumnékolik minut az dii. Pfi pienosu se n&fstji vyuziva
vektoru, ktery nese gen zaji§ici rezistenci k akému antibiotiku.

Po kokultivaci se segmentygnesou na seléki agarové médium giglusnym
antibiotikem, které umaillje peziti a hst pouze transforrnovanym ikam, a
antibiotikem pro eliminaci baktergrobacterium(ticarcilin, carbenicilin, cefotaxim).
Médium by nglo stimulovat kalogenezi a podporovat vyvin firytkteré se pak
piepasazuji na jiné médium k zdkaEni.

Tato metoda reprezentuje idealni kombinaci vysaké&vence transformace s
jednoduchou a rychlou selekci a regeneraci tramsfeanych rostlin (Wiesinget
al.,1988). Pouziva se v mnoha modifikacich.

Ptima transformace

Ptimy prenos gefh byl vyvinut jako alternativa pouZivani bakterii
Agrobacterium,protoze se fedvidaly problémy s transformaci obilninieRos DNA
muze byt podiicovan fiznymi zpisoby (Paszkowslet al.,1984).

Protoplasty maji proipnos gefi nékteré vyhody. Vol prostupna plasmalema
zaji¥uje, Ze geny mohou prostoupit do kazdého protapléBotrykus, 1991)Cerstv
izolované protoplasty se inkubuji s exogenni DNA.pKjmu roztoku DNA niiZze
dochézet pouze endocyt6zou. Existuggkalik zpasohi, jak endocytézu stimulovat
(Ondrej, 1999):

1) Pomoci polyethylenglykolu.

2) Pasobeni ioni vapniku a zvySeného pH.
3) Elektroporace.

4) Pouziti lypozoém

5) Mikroinjekce.

1) Vyuziti polyethylenglykolu

Dodanim polyethylenglykolu do roztoku DNA se navadiény plasmalemy,
které vedou kizi protoplast a také k endocytdze (Otfgj, 1999).
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2) Elektroporace

Vyboj kondenzatoru ig@s bugénou populaci vede kipchodnému otéeni
plasmalemy. Tato elektroporace usigé vstup molekul DNA do buk, jestlize je
DNA v piimém kontaktu s membranou (Fromet al., 1987). Pro transformaci
protoplash je elektroporace jednou zZinych a dinnych metod transformace (Shillito
et al.,1985).

3) Mikroinjekce

Tato metoda pouziva mikrokapilary a mikromanipulatk prenosu DNA do
danych bupsk tak, Ze injektované liky mohou peZivat a proliferovat (Neuhaus a
Spangenberg, 1990). Nevyhodou této metody jetrEmanarénost na provedeni a
vybaveni. Do biikky se vSak dostane optimalni mnozstvi DNA a expenit@tor si nize
vybrat odpovidajici bitku. FFenos DNA je pesny, pimo do jadra a pod stalou vizualni
kontrolou (Potrykus, 1991).

4) Vyuziti lipozom

DNA obsazena v lipozomech je aplikovana iane tkag, burgéné kultury
(Gadet al1.,1990) a pylové kky (Ahokas, 1987) z tohoudodu, Ze lipozG6my mohou
pomahat fi transportu DNA pes membranu, nebofipmo pes buwcnou sénu
(Potrykus, 1991). Enkapsidace DNA v memigraaji¥uje ochranu fed nukledzami a
neni teba Zadny no&i Na druhé strahjsou zapdebi kratké ultrazvukové vibrace, aby
se DNA uzayela na vnitni fazi lipozéni, a ty maji za nasledelasté zlomy (Wiesing
et al1.1988).

5) Mikroprojektily

Mikroprojektily jsou mikroskopické kutky z inertniho kovukteré jsou obalené
vektorovou DNA. Jsou vstlovany do rostlinnych bik, které jsou ve vakuovaném
prostedi (Ondej, 1999). Tato metoda je vyhodna tim, Ze je uz&ei (Kleinet al,
1988; Sanford, 1990). Jeden wgbtmize zpisobit mnoho zasdh a tim genést geny
do wtSiho mnoZstvi buik. Cilové buiky mohou byt umighy na povrchu, ale také v
hlubsi vrst¢ organ (Potrykus, 1991).
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Obr. 1. Schéma metody ziskani bakterii nesouckatmbinované plazmidy
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2.6. Transgeny vyuzivané v transgennich rostlinach

2.6.1. Transgeny pro rezistenci k herbicid

Herbicid zpravidla psobi toxicky na jeden enzym, ktery je vyznamny Zikmt
rostliny. Transgeny mohouznym zpisobem toto fisobeni na rostlinu potiavat.

Existuji i hlavni mechanismy navozeni rezistence rostlin érbitidim
transgenozi (Origj, 1997):

1. Transgen kdduje nadbytek enzymu, ktery je inakthn herbicidem.
2. Transgen kdduje odliSnou formu enzymu, kterd herbicidem inaktivovana.
3. Transgen kbéduje enzym, ktery rozklada herbicid.

V sowasné dob jsou nejroz&ensjSi transgeny pro rezistenci kedva typim
herbicichm, a to ke glyfozatu a fosfinotricinu.

Herbicid glyfozat paf mezi nejroz&ergjSi herbicidy. Jeho dinek sp@iva v
tom, Ze blokuje aktivitu enzymu 5-enolpyruvylSikitigfosfatsyntazy (EPSP), ktery
zprostedkovava syntézu aromatickych aminokyselin (@pd1992). Obchodh je
distribuovan pod jménem Roundup firmy Monsanto.skxe jiz fada druli rostlin,

které jsou rezistentni ke glyfozatu, nagalat (Nagatat al, 2000), topol (Meilaret al,

18



2000) a cukrovka (Mannerldadt al, 1997). Nkteré rostlinné druhy maji ke glyfozatu
piirozenou toleranci, ktera ime byt zgisobend tznymi pricinami. Existuji dva typy
transgen, podmiiujici rezistenci ke glyfozatu:

Prvnim typem transgenu je gen pro enzym EPBRzym je produkovan v
nadbytku, nebo je produkovan odliSny, mddifzany enzym, ktery neni glyfozatem
inhibovan. Gen pro glyfozatoxireduktazu. Tento enzylyfozat metabolizuje (Oridj,
1999).

V druhém pipact se vyuziva geh pro odolnost w¢i herbicidu fosfinotricin.
Herbicid fosfinotricin blokuje enzym glutaminsyntgxtera detoxikuje amoniové ionty
vzniklé redukci dughani, degradaci aminokyselin a dalSimi cestami ({@©jdL999).
Vyrabi se biotechnologickym #pobem prosednictvim aktinomycetStreptomyces
viridochromogenes a  Streptomyces  hygroscopicum.Gen, ktery  koduje
fosfinotricinacetyltransferazu, klonovany 3ehygroscopicuge ozn&ovanbar a gen ze
S.viridochromogenege ozn&ovanpat. Oba geny byly pouzity pro transformaci rostlin
a jsou vyuzity v jiz existujicich oldach (Ondej, 1999). Gerbar byl také integrovan
do rostlinného genomu maty peprné, ananasu a topolu

Herbicidy na bazi sulfonylmtmviny jsou druhow specifické. Nefisobi na
jednodtlozné rostliny a na dkteré druhy dvou&oZnych rostlin, které dovedou tyto
herbicidy rozlozit Bhem rkolika hodin. Toxicita herbicidl typu sulfonylm@oviny
spaiva v inaktivaci enzymu acetolaktatsyntazy, ktexypsdili na syntéze aminokyselin

s roz¥tvenymiettzcem, tedy leucinu, izoleucinu a valinu (@ejgl 1992).

2.6.2.Transgeny pro rezistenci k hmyziniddim

Pro navozeni rezistence rostlin k hmyzimidd#&m byl vyuZit gen prod-
endotoxinBacillus thuringiensis. B. thuringiensje gram-pozitivni bakterie, kter&ip
sporulaci syntetizuje insekticidni krystalicky peimt. Protein je tvien usp#adanim
jedné nebo ¢&kolika polypeptidovych podjednotek.iiProzpustni v alkalickém
prostedi ve stew hmyzu je aktivovan proteazami, které specifickyStgolji C-
terminalni vysokomolekularriast krystalického proteinu a&kolik aminokyselin na N-
konci. Tim teprve vznika toxicky protein (Orgjl, 1999). Transgen pi@endotoxin byl
vhesen do &kterych druli kulturnich rostlin, kde poskytuje ochranu proti yam
Skiadcim (Parrott efl., 1994).
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2.6.3.Transgeny pro rezistenci kanmn

Geneticky material &Siny vird je jedndettzcovAd RNA. Pomoci T-DNA
Agrobacterialze vnést do rostlin virovou cDNA. Zde vznikajiravé nebo viroidove
castice nezavisle na integraci T-DNA do rostlinng@momu. Tento Afsob se nazyva
agroinfekce (Onigj, 1999).

Obecnym mechanismem vzniku rezistence profirntife exprese transgenu pro
pla¥ovy protein odpovidajiciho viru. Exprese tohoto tpmnau byla zjiS¢tnha u viru
mozaiky tabaku, X-viru bramboru, viru mozaiky okyk viru mozaiky vopsky. Dalsi,
zatim ve Sleckhi rostlin nepouzivanou moznosti, je transgen fasa movement
protein, protein proi@nos viru z bikky do buiky. Jiné rezistence mohou byt zaloZené

na transgenu pro replikazu nebo antisense RNA (Hamdra Kamo, 1995).

2.6.4.Transgeny pro pylovou sterilitu

Pylova sterilita je pozadovana pro produkci hetefida osiva. Transgen pro
pylovou sterilitu je dominantni, a tak pofiZzeni pylo¥ sterilnich dominantnich
homozygol s recesivnimi fertilnimi homozygoty vznikaji fémnii heterozygoti. Pro
vynos plodi nebo semen jergba fertilni FI generace, a proto druhy partner inmois
gen pro obnoveni fertility (Oritdj, 1999).

Existuje rekolik systénti, jak navodit pylovou sterilitu. Jednim z nich jeuiti
chimérického genu pro barnazu, extracelularni RN@zBacillus amyloliquifaciens.
Pred tento gen byl umist promotor, ktery je specificky pro tapetum, a Budkpresi
tohoto genu dochéazi k destrukci tapetovych chuprasSnik a nasled& degeneraci
pylovych zrn.

V bakterialnich bitkach sodasré existuje protein barstar, ktery je vnitro
burg¢ny inhibitor barnazy. Jina linie s timto transgeneniive pisobit jako obnovitel

fertility.

2.6.5.Transgeny pro rezistenci k bakterialnim ablooym chorobam

Rezistenci rostlin k houbovym chorobam zvySuji sgany, které koduji
chitinazy Grisonet al.,1996). Jednim z dalSich mechanisja vyuZziti transgenu pro
lysozym z bakteriofaga T4, ktery naruSuje &tnou sénu bakterii. Winné jsou také
transgeny pro ¢které obranné toxické proteiny jinych rostlinnyctulti (Carmonaet
al., 1993).
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2.6.6.Transgeny pro ziméné slozeni zasobnich latek semen

Je snaha ziskatgdevsim zlepSenou vyZivnou hodnotu senfageni problému
spaiva jednak ve zvySeni syntézy nedostatkovych anyselln a pak ve zvySeni
proporce zasobnich protéin které obsahuji ve &8i mie tyto nedostatkove
aminokyseliny.

Nedostatkové aminokyseliny Ize zvySit manipulacemregulaci biosyntézy
aminokyselin, aby se zvySila syntéza nedostatkowd@ethioninu. Inzerce a exprese
geni, které koduji proteiny bohaté na bilkovinyjade feSit druhy problém (Oridj,
1999).

Transgenozi je také mozné vyuZit ke &émh spektra mastnych kyselin v
semenech olejnin. Olej 2dhto rostlin je vhodny proaené vyuziti (v kosmetickém
pramyslu, v potravingstvi, jako mazadla) (Murphy, 1996). Transgenniuadgr se

zmenénym spektrem mastnych kyselin existuji zatim jenofepky.

2.6.7.Transgeny pro modifikaci barvydti

Zména barvy kétd miaZe byt navozena vloZenim derpro nové cesty
biosyntézy flavonoid a antokyafi. Zatim nejvice vysledkbylo ziskano fedevsim u
Petunia. Vnesenim genu pro antisense RNA pro enzym chaikaasy Ize ziskat
zajimavé dekorativni zbarveni di, protoze v mistech, kde je tento transgen
exprimovan dochazi ke zteatzbarveni. Ke sniZzeni expresdévpdniho genu pro

chalkonsyntazu iZe také dojit i vneseni téhoz genu do genomu (Napokl.,1990).
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2.7. Charakteristika v CR dvou nejdileZit&jSich GM plodin

2.7.1.Geneticky modifikovana Roundup ready séja

Popis:

s0ja s toleranci k herbicidu glyfosatwiginé latce
herbicidu Roundup) linie GTS 40-3-2 a veSkeré
potomstvo odvozené z této linie tréaiimi
Slechtitelskymi postupy (obch. nazev Roundup Red
séja)

Produkt:

sojové boby

Pouziti produktu:

import zatélem zpracovani obdobiako
nemodifikované sojové boby; nentano k gstovani

Geneticka modifikace:

gen CP4 EPSPS (z Agrobactesp. kmen CP4) prg
toleranci ke glyfosatu

Zawry hodnoceni rizika:

Zazeni do prvni kategorie rizika

Zpusob laboratorni kontrolyfftomnosti genetické
modifikace:

analyza PCR podle standardniho opeitao postupu
firmy Monsanto uvedeného v Zadosti

Uzivatel, ktery pozadal o zapis:

MONSANTR s.r.0. Brno, Rybkova 1, okres Brn
mésto, P€ 602 00 CO: 63 67 76 28

Rozhodnuti o zapisu:

14.05.2001 rozhodnuti vydfm®14. kétnacd.j.
570-2/0ER/01

Doba platnosti zapisu:

10 let

Tab.¢. 1.: Popis Roundup ready soji

Jedna se o linii GTS 40- 30- 2, jeZ je tolerantmiekbicidu glyfosfatu (&nné
latce herbicidu Roundupu)a ktera obsahuje uvedeé Sekvence: gen CP4 EPSPS (z

Agrobacterium spKmen CP4- o které je mj. znamo, zetirpdk prendsi své geny do

rostlin), promotor 35S (P- E35S) z mozaikové virémytaku.Na 5°- konci je ffipojena

cast genu z Petunia hybrida zé&jigci tvorbu tranzitniho peptidu (CTP) pro trangpor

enzymu EPSPS do chloroplastu a terminator NOS A§rabacterium tumefaciens

(Flachowskyet al., 2007). Kometni ozn&eni je Roundup Ready séjateBné slozeni

transgenu je chr&no patentem, ktery je majetkem firmy Monsato In€&ské

republice byla uvoléna do obhu vroce 2001. Soja s rezistenci pro glyfosat byla

jedinou GM plodinou, ktera byla leg&lmbsaZena v potravinach prodavanyoctieské

republice jest pred vstupem do EU.

Podstatou této tolerance jsou nové geny, které \pleny do rostlin, aby byly

piekonany dinky glyfosfatu. Glyfosfat

(N- fosfonometylglycininhibuje aktivitu

enzymu EPSPS (5- enolpyruvylshikimate- 3- phospkgtghesa), ktery jeutkzitym

Y

¢lankem syntézy aromatickych aminokyselin. Po i@étglyphosphatovym herbicidem

neni rostlina schopna produkovat shikimat a un@@n EPSPS m& nizkou schopnost
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vazat glyphosphat. Rostlina tedgstava schopna produkovat shikimat ifit@mnosti
glyphospathu a je tedy tolerantni k herbigids touto dinnou latkou.

Princip piipravy Roundup Ready sgji

K praveni cizorodé DNA do bgk se pouziva tzv. konstrukt. \tipadt soji
gen pro EPSPS, gen zneSkofici kanamycin, signal plastidu, gen pro beta
glukorondiazu (GUS), dalsi signal pro rostlinu.

Externi DNA vpravena do lily se musi stabithzaadit do vlastni DNA sdji,
aby se s ni norm&nmnozila, pedavala fi kiizeni a zajifovala stalost pozadované
vlastnosti. Je vitané, kdyZz se nimd cely konstrukt, ale jen nezbytné geny.
Identifikace a misto Zazeni gef se v pipact sdji kontrolovalo gkolika metodami
analyzy DNA a ziiznych tym preménéné sgji se vybrala linie oztana 40-3-2, ktera
ve své DNA nesla jen asi polovinu konstruktu a #ojednom definovaném méste
svém genetickém materidlu. ul@zité je, Ze se neadil gen pro necitlivost ke
kanamycinu ani gen pro beta glukoronidazu. Tytoygmou dilezité pro techniku
konstrukce, ale nikoli pro vlastni necitlivost krbieidu.

Pribéh testovani bezgaosti GM plodin spdivad v tom, Ze nejprve se s novou
bilkovinou provadji zkousky na stravitelnost v simulované Zakmle ¥aw. EPSPS je
velmi snadno rozlozitelna. Pak se testuje vliv iv@dichy. Davka se vypiie tak, jako
by ¢lovek nejedl nic jiného nez stravu z Roundup rezistehtrplodin a vypétena
hodnota se ndsobi bezpestnim koeficientem nejmé&ri000.

DalSi velmic¢asto citovanou problematikou jsou alergie. K jejitestovani je
dohodnut systém zkouSek, kteria tim, Ze se sloZeni bilkoviny srovna se znamymi
kombinacemi aminokyselin, které vyvolavaji alerdiiové bilkoviny v modifikované
s6je se neshoduji s Zadnou takovou strukturour®mani srovnani struktur nasleduje
kontrola pomoci imunologické reakce in vitro (ELIS#st) a nakonec nasleduje test na
kazi. Ve vSechdchto testech se s6jova nova bilkovina ukazala fegadergenni.

2.7.2.Geneticky modifikovana Bt kukkice (kukufice MON810)

Bt kukurice je pojmenovani pro GM kukiagi, ktera se vyznaije odolnosti uci
hmyzim SkKidcim. Diky genovému inZenyrstvi ziskala tato kiik@ schopnost
produkovat vlastni insekticid — Bt toxin, ktery huln¢itého specifického Sldce, u

kukutice je zacilen na zavije kukuiéného. Z hlediska bez{eosti je teba
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podotknout, Ze Bt toxin neni jedovaty pro fatd anic¢lovéka. Toxin byl ziskan od
pudni bakterieBacillus thuringiensisod které i kukiice nasled# ziskala ozn&ni Bt.

Uvedena linie (MON810) byla vyvinuta spotesti MONSANTO a je druhou
nejrozstergjSi genetickou modifikaci. Komémi ozng&eni je MaisGard nebo
YieldGard. VCeské republice byla uvaina do obhu v roce 2005.

Bacillus thuringiensisje padni spiralujici bakterie, kteratipsporulaci tvéi
v buice krystal specialni bilkoviny, kter4 proto dostalazev Cry- protein. Ten
zpasobuje, Ze si rostlina vyttiasuij vlastni toxin hubici hmyz (Mazza et al., 2005).

Objeveni insekticidnich dinka Bt- proteinu neni novou zalezitosti. Bakterie
Bacillus thuringiensisbyla popsana &dci jiz pred sto lety. Jedna se @&Zmy pidni
mikroorganismus a z tohoto pohledu jsou tedy Bbridy kukuice skuténé prirodnim
produktem, i kdyz vytviienym novymi metodami. Protetit endotoxin, ktery bakterie
produkuje, byl vyuZivan jako komari bioinsekticid v zerdélstvi, lesnictvi a
zahradnictvi jiz od roku 1935. Za jeho hlavni vyhgd povazovana vysoka specifika
Gcinku a tim spojena cilena eliminace larevidi#i. Ochrana vSak nikdy nebyla
stoprocentni, protoZe zavisela na dokonalém pokagtiin (Einnou latkou.

Kukuiice linie MON810 byla ziskana vhesenim genu prdgimoCrylA(b) z jiz
zminované @dni bakterieBacillus thuringiensisvar. kurstakido kukui¢ného kultivaru
Hi- 1l. Zminény gen koduje tvorbwé- endotoxinu, ktery je toxicky zejména pro larvu
fadu Lepidopterans(motyli) a Coleoptera (brouci), kam pat i zavij& kukuri¢ny
(Ostrinia nubilalig

Podstatou fsobeni je, Ze Bt protein CrylA(b) je v zazivaciraktu SkKidce
aktivovan v toxin, ktery se vaze ke specifickymegofim stevni vystelky. Po poziti
pletiv takovéto rostliny larvou zavije dochazi vaksledku perforace v ke kolapsu
zazivaciho traktu. Larvyipstavaji pjimat potravu a do 72 hodin hynou (Meeusen a
Warren, 1989).

Endotoxiny z iznych kmei Bacillus thuringiensigiasobi specificky na zcela
urcité skupiny hmyzu. Dosud bylo popsano &2nych kmei této bakterie tvidcich
raizné Cry- proteiny. Geny proérjsou na plasmidech, které se snadiedpavaji mezi
bakterialnimi biikami. Pokud dojde k tomu, Ze je Cr- protein igszhmyzem, rystal se
za vhodnych okolnosti rozpusti. Tyto okolnosti raljir p‘edevSim #izn4 kyselost
travicich $av nutnd pro rozpudti krystah Cry- proteiri, ¢imz je dana hruba

specifinost €inku. Rozpus&ina bilkovina se navazuje specificky- systéemem pogab
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reakci antigen— protilatka- na ufité struktury bugk vystelky travici trubice. Navaze-
li se, naruSi butnou membranu a lilka hyne. To pak vede k uhynuti hmyzu.

Pro jiné Ziv@ichy je Bt protein neSkodny, protoZze nedisponujpaddajicimi
receptory. Stravi ho bez vedlejSicktinka jako kazdy jiny protein. Ve srovnani
s pouzivanymi insekticidy tsobi kukidice YieldGard pouze na cilené igke a
uziteiny hmyz fistava uchram.

YieldGard produkuje dostateé mnoZzstvi Bt proteinu v listech, stoncich a
klasech, kterym se kukige (&inné chrani proti zavij@ kukuiicnému od vysevu az po
sklizen. Rostliny kukdice maji moznost se normélwyvijet, pijimat Ziviny, vodu a
lépe tak odolavat moznym né&mivym powtrnostnim podminkdm. Technologie
YieldGard tak vedle kvali#)Si a vynosgjSi produkce celkay prispiva ke zvySeni

rentability zenddélské vyroby.
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Obr.2: BakterieBacillus thuringiensis

2.8. Detekce transgeid v surovinach

V ramci EU iCR jsou navrhovany, optimalizovany a do praxe zamggostupy
umoziujici detekci transgeén Techniky pro detekci GMO Ize rodd do dvou hlavnich
skupin - detekce protein které jsou v rostlih kddovany vnesenym transgenem a
identifikace DNA. Vzhledem k tomu, Ze proteinyii pzpracovani podléhaji
konfoma&nim zneénam a dochazi k jejich denaturaci, vyvoj se spiBgausnérem
identifikace na urovni DNA. Takové techniky budodejmé uplatiovany i pro
identifikaci transgef v osivu i sadb, protoZe transgeny v budoucnu nemusi byt éutn
téchto vyvojovych fazich rostlin exprimovany.

Souwasna stanoveni vychazeji ziedpokladu, Ze v dosud povolenych
transgennich oddach (USA, Kanada, Japonsko a EU) jsou deklarowgerd. Ri
piipraw transgennich odd, které jsou v saiasném s#t¢ na trhu, byly pouZity &které
selekni markery - obvykle rezistencédr antibiotikim (nag. ke kanamycinu - ktery je
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odbouravan enzymem neomycinfosfotrasnferdza - NTRébo herbicidm (nag.
Basta, toleranci zajiije enzym phosphinotricinacetyltransferaza - PATaké byly
pouzity shodné Useky DNA jako regéa sekvence - nappromotor 35S z viru CaMV
nebo terminator genu pro nopalinsyntazu (NOS). Waddoroslych schvalovacim
fizenim je také znam transgen, ktery zaij§ deklarovanou vlastnost a@diy a je zndma
alespa cast jeho sekvence. Proto se v pro identifikacidggamnich materialzavadji
postupy, pi kterych je nejprve detekovandijomnost sekvenci reguiaich oblasti a
seleknich markei, které se v witych kombinacich vyskytuji ve vSech schvéalenych
odnidach a pak je mozné pokowvat identifikovat specificky transgen. V sasné dob

se jedna o metody zaloZenigepazié na PCR, ale vzhledem k tomu, Ze v blizké&ob
mohou byt vyvinuty transgenni rostliny, které netmudbsahovat seléki markery a
budou mit jiné typy reguémich oblasti, je mozné, Ze sieple k mikr@ipam a budou
pouzity principy DNA/ DNA hybridizace.

Bylo také pedstaveno &kolik technik, které umatuji semikvantitativni nebo
kvantitativni stanoveni zastoupeni tranggedpit se jedna o techniky na bazi PCR a je
tkeba je je&t vylisovat (Ovesna a DrasSarova, 2007).

Metoda PCR se pouziva necelych 15 let a je jedwdkladnich metod
molekularni genetiky. Umaitije vyhledat v febytku tiznych tym DNA urcity kratky
usek DNA (asi 2000 bp) a mnohonas®bio namnozit (Drobnikt al.,2002).

2.8.1. Princip metody PCR

Polymerazovdettzova reakce je biochemicka reakce, ktera vyuzivayran
DNA-polymerazu k namnozeni DNA. DNA-polymeraza jehspna syntetizovat
komplementarni vlakno podle templatu jednoviakndw8lA tak, Ze pidava k
existujicimu useku druhého vldkna nové nukleotidyswéru 5'— 3'. K tomu krong
templatového vlakna a nukleotidtrifosfapotrebuje kratky existujici Usek druhého
vlakna, tzv. primer, ktery @Zeme syntetizovat wte jako oligonukleotid (Weaver,
2005). Pokud zname sekvenci templatového vlakrigeme si pipravit primer, ktery
bude za vhodnych teplotnich podminek fitvorodikové niistky s komplementarni
sekvenci v templatovém vidkntedy hybridizovat. V fipadt primeru ale nehov@me o
hybridizaci, ale o tzv. nasedani primeru. Taktogsschopni ufit, od kterého mista a
kterym snérem (od 3'-konce primeru) se m&iasyntetizovat komplementarni viakno.
Hovatime o tzv. extenzi primeru (prodluzovani primetid@gvanim dalSich nukleotid

na 3'-konci). Podle jednoho templatového vlaknadimpisobem vznikne jen jedna
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kopie. Templatovéa vlakna vznikaji denaturad¥g@dné dvouvliaknové DNA. Primery na
tato vlakna nasedaji v protigmé orientaci, takZze po opakovanych cyklech deaatyr
nasedani primeru a extenze primeru DNA-polymerazmikaji produkty, které slouzi
jako templaty pro novy redéhi cyklus. Mame-li tedy teoreticky na&ku k dispozici
dvé templatové vlakna (jednu dvojvlaknovou molekulpdk vzniknou v prvnim cyklu
dvé kopie. Pro dalSi cyklus médme k dispozicidtyi vidkna, podle kterych vzniknou 4
kopie. Celkem osm templatovych vlaken slouzi v idalSyklu k syntéze dalSich osmi
vlaken, takZze se produkt hromadi geometrickadou. Ze 2 vlaken ziskame po 30
cyklech teoreticky celkem 230 = 107 370 000 koiiefnen et al., 1998).

PoZadavky na DNA- polymerazu a primery: Naatku kazdého cyklu musime
denaturovat templatovou DNA vysokou teplotou, kigitd normalni DNA-polymerazy,
musime p PCR pouzivat tzv. termostabilni polymerazy. Tyozymy pochazeji z
bakterii, Zijicich v extrémnich podminkach. Jejmroteinova struktura je ugpobena
tak, Ze odolava po &itou dobu i teplotdm kolem 95 °C. Naptji se pouziva tzv. Tag-
polymeraza, nazvana podle bakteFieermusaquaticus Dnes pouZzivané termostabilni
polymerazy jsou dale vylepSeny metodami genové pudaie tak, aby byly jedt
odolrgjSi a |épe vyhovovaly svému pouzitiignenet al.,1998).

Pro kazdou PCR, ktera mé& za cil amplifikovat kotrkirések templatové DNA,
je poteba navrhnout vhodny par prinderFi navrhu primeit musime zajistit, aby oba
primery nasedly i stejné teplat jen na pesrt komplementarni sekvenci v templatove
DNA. Kdyby nasedaly nejen naigsré komplementarni sekvence, tedy i jinde v
templatové DNA, nedoslo by k efektivni amplifikasioleného Useku. Proto museji mit
oba primery shodnou, nebo t&hshodnou teplotu tani. Ta zavisi na délce molekuly
na jeji sekvenci, ffgsrgji fe¢eno na poreru G-C pab a A-T paf v sekvenci. Krora
pozadavku na shodnou teplotu tani musi konkrétmi grémeri sphovat i dalSi
poZzadavky - nesmi tvid tzv. dimery a vlasenky. Dimer vznikd sparovaniwou
primeri navzdjem. VI4dsenky vznikaji sparovanim kibrgtejného primeru navzajem
(Smardaet al.,2005).

Cyklické zmeny teplot reakni sntsi lze fidit automatizovati pomoci tzv.
termocykleru. Zkumavky s re&hki snesi jsou v termocykleru ulozeny v kovovém
bloku, jehoz teplota jéizena podle programu. Obvyklé je sestavovanidrdagnesi

tzv. "na ledu”, aby se zabranilogokasné aktivié Tag-polymerazy.
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Vysledek PCR amplifikace Ize detekovat na gehm. tZe se vzorek re&ki
smsi nanese na start agar6zového nebo polyakrylamidowelu a podrobi se
elektroforéze (Smardet al.,2005).
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Obr.¢. 3 Piabeéh PCR reakce
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2.8.2. ELFO (elektroforéza)

Je to fyzikalg chemickd metoda praeleni latek v elektrickém poli. Z&zeni se sklada
Z elektroforetické vany s anodou, katodou a pufrelastniho drzaku gelu, ve kterém
bude dochézet k separaci, a externiho zdroje ste&mého napti.

AgarGza vé&ena s 10x TBE se nalije do véky (agar6ézova ELFO) nebo mezi
skla (PAGE ELFO) a necha se ztuhnout. Jamky prostimivzorki se tvdi pomoci
tzv. hreberti s definovanou #tou. DNA migruje smirem k anod. Rychlost pohybu
studované DNA zAavisi na jejich vlastnostech tnagektricky naboj, prostorovée
uspdadani), na vlastnostech néssi(gelu), vlastnostech pufru a ndvedeném nagi.

Obecrs plati, Ze ¥t3i molekuly se pohybuji pomaleji (Smaretzal.,2005).

Agardzova elektroforéza

Jako prosedi pro dleni slouzi gel zagar6zy (polysacharid izolovany
z maskychtas). Koncentrace agarozycuje velikost poit a tim propustnost pro DNA
urcité velikosti. Homogenita a rozliSovaci schopneshiZzsi nez u PAGE, ale ggové
vysoce kvalitni agar6zy se vlastnostem polyakrythmgiblizuji. Vyhodou je velmi
snadna fiprava gel (Smardeet al.,2005).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

V roce 2006 byly organizovanyitexperimenty, jejichz cilem bylo &kit vliv
zkrmovani geneticky modifikovanych rostlin na udni vlastnosti brojlerovych kat,
na vybrané fyziologické ukazatele a moznost temstrangenni DNA do krve Kat.

Pro studium fenosu gehh z GMO do krve a tkani brojlérbyly pouzity linie
GTS 40 — 3 — 2 u Roundup Ready séji a linie MON®81Bt kukuice. Brojlgi byli
rozckleni do 4 skupin (jednalo se & pokusné a jednu kontrolni skupinu), krmenych
odliSnou krmnou sisi. Do pokusnych skupin i kontrolni skupiny bylaazeno 100
kusi jednodennich nesexovanych brojlerovychatlROSS 308. Kiata byla chovana
na hluboké podestylce z drcené slamy. Krmivo a vbge podavano ad libitum.
Krmné sngs byla kitatim predkladana v tubusovych krmitkach a voda byla kadigp
v kloboukovych napajéach.

Pokusné skupiny i kontrolni skupina byly krmeny ¢smi shodného
komponentového i Zivinového sloZeni. Rozdil byl pou zastoupeni modifikované sgji
(zastoupeni extrudované sgji ve &ich ¢inilo 36 %, 39 % a 33 %) a kukoe
(Zastoupeni kuktice ve smisich ¢inilo 30 — 35 %). Krmivo pro prvni skupinu
obsahovalo Bt kukiici MON810, krmivo druhé skupiny Roundup Ready s@éjkrmivo
pro teti skupinu oba druhy., tj. Roundup Ready soju kdkuici MON810. Ctvrta
skupina fungovala jako kontrola a byla krmena kenivbez GMO.

Krmné snési byly rozdleny dle fazi vykrmu na sési:

0 BR1(1.- 21. den vykrmu)
0 BR 2 (22.- 37. den vykrmu)
0 BR 3 (38.- 42. den vykrmu)

Jedna pokusna skupina élam v krmné smisi zaazenu modifikovanou
extrudovanou Roundup ready soju, druha pokusnairskupM kukdici a treti skupina
brojleri méla zaazeny ob geneticky modifikované plodiny. Kontrolni skupingla ve

smesich zéazeny pouze standardni soju a kitiiu
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Komponenty BR 1 BR 2 BR 3
Kukutice- standard nebo GM 31,00 30,00 35,00
Sdja- standard nebo GM 36,00 39,00 33,00
PSenice 24,05 27,15 28,25
Rybi mowka 64 % N1 500 | @ - | e
Dicalciumfosfat 2,00 2,30 2,20
Vapnik 1,00 0,50 0,50
Sl 0,25 0,35 0,35
Aminovitan BR 1- 3 0,50 0,50 0,50
DL methionin premix 40% 0,20 0,20 0,20

V tabulcet. 2 je uvedeno zastoupeni jednotlivych slozek vZjggch snésich

Smesi byly sestaveny pro experimentalrtely vySSim podilem sagji. Vyssi, nez
béZzneé doporkované zastoupeni extrudované soji zvysilo hladiretabolizovatelné
energie. VysSi hladina energir nmnegativni vliv naist a zdravotni stav kat. Sngs
BR1 byla sypka, BR2 a BR3 byly granulované.

Pokus byl opakovan rikrat. V pribéhu vSech ii pokusi byla tydré
monitorovana celkova hmotnost it v kazdé skupif) vazeno bylo 1% Kat pro
vyhodnoceni istu. Ve 21., 35. a 42 dni¢cku byla vazena kiata pro statické
vyhodnoceni jejich hmotnosti. Ve vySe uvedenych tianich dnech se rowi
vyhodnocovala sptdba krmiva na kgifrastku a mortalita kiat.

Pokusy byly vzdy ukoteny ve 42. dni &u kurat. Z kazdé skupiny bylo
nahodr vybrano @t kohoutki a @t slepic, u kterych byla zildelni Zily odebrana a
heparinizovana krev pro stanoveni hematologickykazateli. Po porazce kat byla
zjiSttna hmotnost jate¢ opracovanéhoéla, jate&ni vytéZznost a hmotnost sleziny
(splen, jater piepar) ledvin fenne$ a srdce cor). Pro genotipizovani bylatipporazce
odebrana heparizovana krev a vzorky jater a leddircelkového pe&tu 120 kudat (10

kurat z kazdé pokusni i kontrolni skupiny x 3 opakdyan
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3.2. Metody
3.2.1. Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana z krve pomoci NucleoSBlood (50 prep.)
kitu (Macherey-Nagel). i praci s kitem byl dodrZzoval postup dle protokelrobce.
Z pravidla bylo izolovano s@asre 20 vzorki (tj. 2 pokusné skupiny).
Postup izolace DNA z krve podle kitu NucleoSpindlo

1) K 200pl krve pridat 25ul proteinazy K

2) PFridat 200l pufru B3 a vortexovat

3) Inkubovat pi 70 °C po dobu 10- 15 min

4) PFridat 210ul 96- 100% etanolu a vortexovat

5) Vzorek gendat do kolonky na nové ependorfce

6) Stait po dobu 1 min § 14 000 otédkach

7) Kolonku vlozit do nové ependorfky aigiat 500ul pufru BW

8) Stait po dobu 1 min H 14 000 otédkach

9) Kolonku vlozit do nové ependorfky @igat 600ul pufru B5

10) Stait po dobu 1 min f 14 000 otékach

11) Odstranit roztok z ependorfky asbgtciit za stejnych podminek

12) Resunout kolonku do nové ependorfky idat 100pl predeltatého eldniho

(vymyvaciho) pufru BE

13) Inkubovat 1 min. ip pokojové teplat

14) Stait po dobu 1 min f 14 000 otékach

15) Owiit vyizolovani DNA elektroforeticky na 1% agar6zowégelu i 80 V po

dobu 70 min

16) UloZit do chladu

Po izolaci byly provedeny d@vkontroly. Prvni byla standardni elektroforéza pro
genomovou DNA na 1% agar6zovém gelu barveném ethidiromidem (viz. bod 15
postupu izolace DNA)

Druhou kontrolu pedstavovala PCR prastovy hormon kiat. PouZzité primery pro
tuto reakci byly: 5'-ATC CCC AGG CAA ACA TCC TC-3grward) (GCH1F) a 5°-
CCT CGA CAT CCA GCT CAC AT-3'(reverse) (GCHI1R). 2émi reakni sntsi je
uvedeno v tabulcetislo 3. PCR cyklus se skladal ze #ah 4 min. pi 94°C,
nasledovanym 35 cykly slozenymi z 30 @4°C, 120 s p 60°C a 90 s fp 72 °C.
(Kuhlein et al., 1997). #2¢d samotnym cyklem je nutné provést tzv. hotstdotstart
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zabezpeéuje deaktivaciproteindzy K ktera se nachazi v roztoku izolované DNA. Az
poté bylo do reaki smési kazdého vzorku fjlano pozadované mnoZzstviag-
polymerazy
PripravaTag- polymerazyTag- polymeraza0,2 x X
o6k 1,8 x X
X=qmb vySetovanych vzorky

pufr 2ul
MgCl, 1,2l
dNTP's 2ul
GCH1R 1l
GCH1F 1ul
DNA 1,3ul
Tag- polymeraza 2 ul
H-O 9,5ul
celkem 20l

Tab.¢. 3: Slozeni realni snesi

Celkem byla DNA izolovana ze 180 vzdrkrve. V gipad nedostatku DNA
doSlo k feizolovani.

3.2.2. Detekce fragmeni DNA

Pro detekci GMO byly pouzity komari kity GMOIdent Roundup ReadyM
Soy (Eurofins- Gene Scan) a GNMignt MON810™ Corn (Eurofins - Gene Scan).
Kazdy kit obsahuje premastermix pro specificky $iggn, RRS pro Roundup Ready
séju a YG-IR pro Bt kukiici, a premastermix pro kontrolni geny, lektin yji OHMG
gen u kukiice.

Nejprve byly provedena PCR pro kontrolni geny. BioZreakni sngsi je
uvedeno v tabulceé. 4. PCR reakce se skladala z 2 miniathyi 94°C a 50 cykl: 25
S @i 94°C, 30 s fi 62°C a 45 s ) 60°C, po kterych nasledovaly 3 mirii @2 °C. PCR
produkty byly analyzovany elektroforézou na 2,5%arégovém gelu, barveném

ethidium bromidem. Sowtin¢ byly provedeny pozitivni a negativni kontroly.
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V pripact pozitivni kontroly byla na misto DNA vyizolovanékeve kuat
pouzita genomova DNA dodané jako &ast kometniho kitu. Jako negativni kontrola

byla pouzita reatni snts bez DNA, ta byla nahrazena stejnym mnozstvid.H

Premastermix 19,94l
dNTP’s 2 ul
GCH1R 1l
GCH1F 1pl

DNA 2ul

Tag- polymeraza 2 ul
H.O 17,3l
celkem 45, 2ul

Tab.&. 4: SloZeni realni smesi pro kontrolni geny-{(pro lektin u séji nebo pro HMG
gen u kukiice)

V druhém kroku byla provedena PCR s transgeny. eBiozeakni sngsi je
uvedeno v tabulce. 5. Pcr reakce se skladala z 2 minfatihgi 94°C a 50 cyki: 25 s
pii 94°C, 30 s fi 62°C a 45 s $ 60°C, po kterych nasledovaly 3 minii 72 °C.
Soul#zne byly provedeny negativni a pozitivni kontroly.

PCR produkty byly analyzovany elektroforézou na 28garézovém gelu,
barveném ethidium bromidem.

V obou gipadech detekce se pokusy pradgdv maximalnim mnozstvi 5
vzorkia s 1 pozitivni a 1 negativni kontrolou. Ve vyjitmych gipadech se mnozZstvi
souasrt detekovanych vzork snizovalo na 3 vzorky s 1 pozitivni a 1 negativni

kontrolou.
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Premastermix 19,94l
dNTP's 2ul
GCH1R 1pl
GCH1F 1l

DNA 2ul

Tag- polymeraza 2ul
H-0 17,3ul
celkem 45, 2ul

Tab.&. 5: SloZeni realni smési pro detekci transgenti§ primery pro specificky
transgen RRS/E pro s6ju a MON810 pro kitibi)
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4. VYSLEDKY
4.1. 1zolace DNA

DNA izolovana z krve ktat byla velice kvalitni. Jak z hlediska mnoZstvi &N
tak samotné kvality. | fiesto dochazelotpizolaci DNA z kueci krve pomoci kitu
NucleoSpin Blood k &kolika probléniim.

Kit NucleoSpin Blood je wen pro izolaci DNA ze s&v krve. Cervené krvinky
sawi krve jsou bezjaderné, oproti tomu tdervené krvinky maji ve své stavpadra
obsazeny, a protofipsmichani s promivacimi roztoky z kitu dochazedo shlukovani
krve. Ztohoto €évodu byla krev zachytavana v izolch kolonkach, proto
v jednotlivych krocich izolace dochazelo k neuploépromyti krve a tedy ztratdm
DNA. | piesto, jak jiz bylo vySe uvedeno, DNA byla velmi delvality.

Mezi vzorky z kontrolnich a pokusnych skupin nebgjigteny zadné rozdily v
izolaci genomové DNA, jak kvalitativni tak i kvatafivni.

Patet vSech testovanych vzdrkbyl 120 kus. Vzhledem k problematické
izolaci, jak jiz bylo vySe uvedeno, nebylo mozné fRepipadech DNA z krve
vyizolovat. V prvnim pipad bylo odebrdno od testovaného ieté malé mnozZstvi
krve, a proto po prvni neztsmé izolaci nebylo mozné opakovéni. Ve druhdipguk, i
pies opakovanou izolaci DNA, nedoslo k vyizolovaniotik kvalitni DNA, aby bylo

mozné s ni nadale pracovat. Pro dalSi analyzy\oyidito 118 vzork izolované DNA.

4.2. Kontrolni PCR

Nami izolovana DNA z kteci krve slouzila jako templat fgdloha) pro PCR
reakce. Prvni PCR byla kontrolni reakce s primexy kureci mistovy hormon. Tato
PCR reakce byla provedena pro potvrzeni, ze izo@JaNA je schopna produkovat
PCR produkty. Tento PCR produkt ma délku asi 15@0 YSech 118 vzork
geonomové DNA s primery praistovy hormon (GCH1F a GCHI1R)é&hno pozitivni

reakci (viz obrg. 4).

37



Obr.¢. 4.: PCR s primery praistovy hormon. PCR produkt byt detekovan u vSech

testovanych vzork

4.3. Multiplex PCR s d@éma sadami primena pro lektin (s6ja) a HMG (kuku¥ice)

Jak jiz bylo uvedeno,ipnos cizorodé DNA vloZené do transgenniho organismu
existuje. Proto poebujeme rozliSit rostlinny PCR produkt a PCR prddalkueci
DNA. Tzv. PCR s dvojitymi pary primér (multiplex PCR) byla uzita pro viiiti
kontrolu. Rozdil mezi klasickou PCR a aplikovanddRPje ve slozeni re&ki snesi.
Reakni smés pro kontrolni geny obsahovala o jeden par priimmavic. Ke klasické
PCR reakci s primery GCH1R a GCH1F byidan kome&n¢ dodavany mastermix
s primery pro kontrolni gen, lektin pro sdjové baiyMG gen pro kukiici.

U kontrolnich reakci byly nalezeny pozitivni vzorky piipadt soji (lektin) byly
nalezeny 3 pozitivni vzorky vereich opakovanich a 4 pozitivni vzorky ve 1- 2
opakovanich. Dany usek DNA ze sojovych bobyl tedy detekovan u 7 vzark
z celkového pé&tu 118 testovanych (viz. tab. 6 a obrg. 5). Délka fragmentu DNA je
118 bp.

V pripact kukuiice (HMG) bylo nalezeno 5 pozitivnich vzdrkvzdy ve 3
opakovanich (viz. takk. 6). Délka fragmentu je 120 bp. To znamena Ze HG pro

kukurici je prakazny v krvi testovanych Kat.
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tkan Krev

Poket izolovanych vzorki 118
Detekce soja kontrola 118
Paset pozitivnich vzork (3 pozitivni ze

3 opakovani) 3

Patet pozitivnich vzork (1 -2 pozitivni

ze 3 opakovani) 4
Celkem pozitivni vzorky 7
Detekce kukurice kontrola 118
Patet pozitivnich vzork (3 pozitivni ze 3

opakovani) 5
Paet pozitivnich vzork (1 -2 pozitivni

ze 3 opakovani) 0
Celkem pozitivni vzorky 5

Tab.¢ 6: Vysledky testovanych vzaik

Obr.¢. 5.: Kontrolni PCR s dvojici priméipro ristovy hormon a lektin.

Draha 1- gen pro lektin (pozitivni kontrola, délkagmentu 118 bp). Drahy 2, 3 a 4
jsou PCR produkty z DNA z krve kat. Oznéeny fragment v draze 2 je PCR produkt
genu pro lektin. DalSi fragmenty v drdhach 2,3guj®CR produkty genu prastovy

hormon. Draha 5- negativni kontrola.
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4.4. Multiplex PCR s d@ma sadami primeni pro RRS/E s6ju a Bt- KukuFici

Po provedeni vSech kontrolnich PCR s primery psbovy hormon a multiplex
PCR se sadami primermro ristovy hormon a lektin u soji resp. HMG u kiilke,
nasledovala multiplex PCR s&wa sadami primérpro ristovy hormon a transgeny
RRS/E u s6ji a Bt- kukiice.

V této ¢asti prace bylo testovano stejnych 118 viaoplomoci multiplex PCR
s dvojici primeti: primery GCH1R a GCHLF proastovy hormon a primery pro
transgenni DNA, ktera jeffpjomna v RoundupReady s6je a kkiku MON810. U
kukutice MONB810 bylo testovano pouze 42 vaorkpii sledovani pechodu transgen
do krve kuat byly nalezeny pozitivni reakce.

U detekce transgenu ze s@ji bylo nalezeno 11 rekteré byly pozitivni v 1- 2
opakovanich. AvsSak pozitivni reakce ve vSeidth opakovanich nalezena nebyla. |
piesto lze konstatovat, Ze doSlo fleposu transgenriasti DNA ze séji do organismu
kuiete krmeného krmnou i, ve které byla RoundupReady soOja obsazenadtah.
obr.¢. 6). Délka fragmentu transgenidisti DNA je 128 bp.

P¥i detekci na trasgen u Bt- kukce bylo zjiS€no 7 pozitivnich reakci v 1- 2
opakovanich. Ve 4 ifpadech byla pozitivni reakce prokazana ve vSeaatht
opakovanich. To znamena, Ze bylo celkem &)i$tll pozitivnich vzork z celkového
poctu 42 vzork. (tab.¢. 7, obr.¢. 7). Délka fragmentu transgenidisti DNA je 92 bp.

tkan Krev
Poket izolovanych vzorki 118
Detekce soja transgen 118
Patet pozitivnich vzorlk (3 pozitivni ze 3

opakovani) 0

Pcatet pozitivnich vzorlk (1 -2 pozitivni

ze 3 opakovani) 11
Celkem pozitivni vzorky 11
Detekce kukurice transgen 42
Patet pozitivnich vzork (3 pozitivni ze

3 opakovani) 4
Patet pozitivnich vzork (1 -2 pozitivni

ze 3 opakovani) 7
Celkem pozitivni vzorky 11

Tab.¢. 7: Vysledky testovanych vzaklkpro transgen
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Obr.¢. 6.: Elektroforeogram Multiplex PCR s&ha sadami primé@rpro ristovy
hormon a transgen RRS/E u séji. Draha 1- gen pr8/RRpozitivni kontrola délka 128
bp); draha 2- pozitivni vzorek; drdha 3- negatwzirek; draha 4- negativni kontrola
(PCR mix + voda).

=—(3H

«~—transgen

1 52 3 4

Obr.¢. 7.: Elektroforeogram Multiplex PCR s&a sadami primérpro ristovy

hormon a transgen MON810 u kulae. Draha 1- gen pro MON810 (pozitivni kontrola
92 bp); drdha 2- pozitivni vzorek; draha 3- poxtivzorek; drdha 4- negativni kontrola
(PCR mix + voda).
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5. DISKUSE

V travicim traktu dochazi vlivem Zalugleich kyselin a mikrobialni aktivity
k rychlejsi degradaci nukleovych kyselin (DNA). NewSak mozZzné vylatit, Ze
fragmenty, které se dostanou doreshiho epitelu, jsou hostitelskym #eiem
absorbovany. U népzvykavé byly nalezeny ulomky transgenni DNA z rostlin
v n¢kterych tkanich a organech. AvSak nebyly nalez€@dsti transgenni DNA
v organech a tkanich zat, produkujici ZziveéisSné produkty (Anonym, 2008b).

Flachowsky and Aulrich (2007) nenaSli prokazatebwily ve vyZivné hodneét
a kvalit potravin mezi izogennimi a transgennimi rostlinakmoms nizsiho obsahu
mykotoxini v Bt kukuici. Zjistili, Ze fragmenty rostlinné DNA se mohmachazet
v n¢kterych tkanich (napsvaly), ale fragmenty transgenni DNA nebyly natez

Khumnirdpetch et al. (2001) uskdrteli pokus na tech skupinich brojlér
kterym byly podanyit skupiny krmnych srsi. Byly odebrany vzorky z masajde a
dvanéactniku. Vzorky z PCR byly vyhodnocené jakoatiegi. Uvadji vSak, Ze tyto
poznatky paiebuji dalSi prosteni.

V pripact nasSeho testovani byly nalezeny pozitivni vzorkyoav celkem 22
piipadech. Rechod fragmeritDNA a tedy roviz transgenuis stevni sénu je mozné
piedpokladat jako fyziologicky pochod. DalSivibdy moznych pozitivnich nalézze

spatovat v rekterém z nasledujicich faktar

Kokcidioza

Kokcidioza je onemoaimi zpisobené parazitickymi prvoky — kokcidiemi rodu
Eimeria Lze je nalézt vSude tam, kde jsouida chovana, v malochovech i
velkochovech. Kokcidi6za istava celosstové jednim z nejasgjSich onemocEni
dribeZe, a to i f&s znany pokrok v oblasti chemoterapie, managementu choydivy
a genetiky.

Onemocgni se projevuje zatem stevni sliznice #izného stup® ktery
zpasobuje pokles uzitkovosti az uhyn postizenychatiBedrnik, 2005).

Jelikoz @i tomto onemoc#ni dochézi k zanu skevni sliznice, dochazi zde
k imunologické reakci, kdy bilé krvinky ,vychytavagcizorodé latky, mezi které fize
paftit i transgenni DNA. Proto ip izolaci DNA z krve niize dojit k vyizolovani

transgenu a ndmi testovany vzorek se zda byt pogiti
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Infekce
Pokud se vde zvirete (respektive travicim traktu) objevi infekce, ja to
z jakéhokoliv dvodu, dochazi ke stejné imunologické reakci, jakpredchozim

pripact (viz kokcidioza).

Aflatoxiny

Aflatoxiny (difurankumariny) pd&t mezi mykotoxiny, coz jsou latky s extréinn
vysokou toxicitou. Jsou vytvany pliskmi Aspergillus (predevsSimA. flavus a A.
parasiticts. Maji silny vliv na poSkozovani jater a uiatibyl @i chronickém pijmu
prokézan karcinogenntimek.

Kukutice, arasSidy, skapkové plody (fedevsim pistacie, liskové&exhy, para
ofechy a mandle) a keni (fedevSim pef chilli, muskatovy éiSek, paprika) mohou
obsahovat hlavhaflatoxin B (Miller and Trenholm, 1997).

Pri poziti krmiva, které obsahujestdi ¢i menSi mnoZstvi aflatoxin dochazi

k obrarg organismu, ktera se &pprojevi infekci (viz kocidioza).

Transgen z ovzdusi

K zneisténi krve transgenem mohlo dojitimo, a to pi samotném odebiréni
krve. Je jisté, Zzefpodberu nebylo zaji&no takové prosedi, kde by nemohlo dojit ke
kontaminaci (sterilni a bezprasnéfi manipulaci s krmivem dochazi k praseni. Jelikoz
krmivo mimo jiné obsahuje i transgenni DNA, dost&é do ovzdusi i transgen.
Dochazi ke spadu prasnyeéstic, které $ odbéru mohly kontaminovat krev, a to &u
piimym spadem do ependorfky s krvi a nebo neopatanoesterilni praci pracovnika

odebirajiciho krev (kontaminované ruce, kontamimdvsada na odebirani krve, atd.).

PrasSnost

Ke kontaminaci transgenni DNAhe dochazet diky prasnosti mistnosti, kde
jsou testovana kata chovana. Jedna se o prostupnost transgena dglkrve. Plice
jsou diky okyskovani krve velmi krvenym organem, a proto je moZietzachycené
¢astice v plicnich sklipcich se mohou vyplavovatkdee a naSe testovani se jevi jako
pozitivni @i nalezu transgenni DNA.
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6. ZAVER

Z vysledka provedeného testovani lze usuzovat na mozny vysigti
pienaSenych gérnv krvi kuiat.

Metodou Multiplex PCR bylo nalezeno 11 pozitivhigakci u RoundupReady
s¢ji a 11 pozitivnich reakci u Bt- kukoe MONS810.

| pfesto, Ze transgen nalezen byl, neni jeho vyskyterak zavazny.
Neovliviiuje zdravotni stav jak zkdte krmeného geneticky modifikovanou rostlinou,
tak nasledného konzumenta danéhoetei

Odbornd literatura uvéadi, Zeigmos celého fgneseného genu je velmi
neprava@podobny. Abychom mohli toto tvrzeni potvrdit vyvratit, bylo by nutné
provést sekvenci detekovanych fragnietransgenni DNA. Tato analyza vSak nebyla
souasti prace.

Soutasti provadnych analyz byl pikaz netransgenni rostlinné DNA v Kkrvi
kurat. Pozitivni nalezy byly zji8hy u 12 testovanych kat, a to v 7 fipadech u soji a v
5 piipadech u kuktice. Vyskyt rostlinné DNA miZzeme povazovat za fyziologicky
stejre jako vyskyt fragmerit transgenu.

Pro uplnost Ize dodat, Ze v dalSich analyzach, éktieyly provedeny na
pracovisti, kde byla diplomova prace zpracovana,nspodélo prokazat vyskyt
transgenu RoundupReady s6jBt- kukurice ve tkanich ktat (jatra a ledviny).

Z vyzivaského hlediska lze konstatovat, Zéaz&ni RoundupReady sdji a Bt-
kukufice MON810 do krmné davky et nema vliv na jeho zdravotni stav, stefak

jako jeho nasledného konzumenta.
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7. SUMMARY

The aim of this study is to consider possible ti@nsf transgene DNA from
genetically modified feed into blood of broilersroBers were fed with feedings,
containing genetically modified RoundupReady soylezad Bt-maize MON810.

After appointed period of fattening, blood sampiesn broilers were collected
and DNA from these samples was isolated. ControR R@Gth primers for chicken
growth hormon gene GCH1R and GCHL1F for verifyingcapability of isolated DNA
to produce PCR product was performed. In case sitipe result, multiplex PCR with
dual primers (it means primers for chicken growtirnhone gene and primers from
commercial kits) was used. Commercial kits contitveo types of mastermixs — one
with primers for so-called control genes and onthwairimers for transgene. Kits for
RoundupReady soybean contained mastermixs withepsirfor lectin (control gene)
and for RRS/E (transgene). Kits for Bt-maize MONB8déntained masterixs with
primers for HMG gene (control) and with primers féreldGard gene (transgene).
Multiplex PCR was done in subsequent pattern. Fimse, it was done multiplex with
primers for control genes. Next time, we used nmastefor transgenes.

Testing for presence of nontransgenic DNA in bloedulted in 7 positive
reactions for lectin (soybean control gene) andoSitiye reactions for HMG (maize
control gene) . Presence of DNA fragment of transgeas confirmed by 11 samples of
RoundupReady soybean and 11 samples by Bt-maize31QN

Although, the transgene fragment was found in blsachples, its occurence is
anyway relevant. It does not infuence healthy oimah feeding with geneticall

modified plant, and also it does not influence gagsonsument of this animal.

Key words: broilers, GMO, RoundupReady soybean, Bt-maize MON DNA, PCR
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

cDNA - deoxyribonukleova kyselina ziskana reversni trapskr
DNA - deoxyribonukleové kyselina

ELFO - elektroforéza

EPSP- 5- enolpyruvylSikimat- 3 - fosfatsyntaza
GMO - geneticky modifikovany organismus
GUS -[3- glukorondiaza

HMG — high mobility group protein

NOS -nopalinsyntaza

NTPII - neomycinfosfotransferaza

PCR —polymerazovaettzova reakce

RNA —ribonukleova kyselina

RRS/E —RoundupReady séja
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