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Anotace

Bakaldska prace podavaighled o zvladnuti detekce gerownanipulovanych
produkti z krmiv v ledvinach kiat, jejichz dieta obsahovala krmiva, ktera proSla
genovou modifikaci. K tomuto pokusu byly zajgiti d¥ GM rostliny. Prvni byla
insekt rezistentni Bt-kukice a druha herbicid tolerantni Roundup Ready S0ja:
rostliny byly pouZity jako fisada v krmnych sésich pro diibez. Detekce hledanych
transgef byla provadna pomoci molekulatn genetickych metod -PCR
a elektroforézy. Na zakladvysledki prace budou zhodnocena rizika gt pro

konzumenty.

Kli¢ova slova: GMO, transgen, Bt-kukece, Roundup Ready soja

Annotation

This bachelor thesis gives an overview of mamadetection of genetically
manipulated products from chicken feed. Kidneyslotkens which were fed by feed
that has been genetically modificated were suligeekamination. Two GM plants were
necessary for the examination, one of them beisigtent Bt-maize, the other one
herbicide-tolerant Roundup Ready soya. Both pleset® used as additives in feed
mixture for poultry. Detection of prospective tramgs was realized by means of
molecular-genetic methods — PCR and electrophor&seertained risks for consumers

will be evaluated upon the results of the thesis.
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1. Uvod

Genetické modifikace jsou v s@sné dob predmétem mnoha diskuzi. Lidsk&
populace stéle roste. V s@msnosti Zije na zemi kolem 6,5 miliardy obyvatebd
francouzskeho Narodniho demografického Ustavu (R80%azdy den narodi 365 tisic
déti a ve stejnéntasovém Useku zemm 155 tisic osob, #&ehoz vyplyva, Ze kazdym
dnem se populace &uje o 210 tisic obyvatel akteré odhady howd o prekrateni
8,5 miliard obyvatel vroce 2025. Tato skirtest klade stale vy3Si naroky na
zentdélstvi nejen co se & objemu produkce, ale také co seéetyjeji kvality.
Zemedélstvi vS8ak ma pouze omezené zdrojain®irna plocha obtlavané zerédélské
pudy v roce 1961 byla 0,44 ha na obyvatele, v rod220 bylo 0,26 ha na obyvatele a
vyhled na rok 2050 ukazuje pouze na 0,15 ha naaiblex Zemsdélci a Slechtitelé jsou
timto postaveni fed nelehky Ukol a tim je zabezjtedostaténé mnoZstvi potravy pro
stdle se ro#istajici celos#tovou populaci z naopak stale se zuZzujicich ploch
obctlavané fdy. Klasickym Slechkinim se docililo mnoha pokrékbéhem minulych
desetileti, avSak wady plodin se jiz dosahlo hranice biologického \gmaca tim
i hranice moznosti tohoto Sle¢hf. Zde nastupuji nové poznatky genetiky
a molekularni biologie nabizejici dalSi moznostwvdrbé novych geneticky upravenych

(transgennich) odd zengdélskych plodin.



Cil prace

Ukolem bakaléské prace je zvladnout detekci geneticky manipuigeh produkt
z krmiv v ledvinach kiat, v jejichZz diet byla tato krmiva obsazena. Detekce bude
provacdna molekulara-genetickymi metodami. V zéw prace by mda byt

vyhodnocena potencialni rizika pro konzumenty.



2. Literarni prehled

2.1 Definice a historie geneticky modifikovanéhgamismu

Dedicna informace zesuélskych plodin  proSla &hem jejich domestikace
a nasledného Sleemi dramatickou prognou. Slechtitelé si ififtom vypoméhali
i mezidruhovym kiZzenim nebo uilym navozovanim mutaci. &8ina tchto Slechini
probihala metodou pok@isa omyfi. S prudkym rozvojem molekularni genetiky se
oteela moznost zasdhnout dediné informace rostlin zcela cilénTakovy cileny
z&krok je oznéovan jako genetickd modifikace a jeho wvyuZiti préecBeni
zentdélskych plodin Ize povazovat za celkem logické po&xani procesu, jenz
zapaal pred vice nez deseti tisiciletimi domestikaci plaostoucich rostlin (Kadlec,
nepublikovano).

Existuje celdfada definic geneticky modifikovaného organismu. oJgkdna
z nejjednodussSich je uvé&mh nasledujici definice. Jako geneticky modifikovan
organismus (GMO) se oz&ige organismus, jehoz geneticky material (tedy eake
DNA v buinkach) byl umysla zmenén. V této souvislosti séasto mluvi o tzv. zasmné
mutaci. Proces, kterym vznika geneticky modifikayarganismus (GMO), se nazyva
transgenoze. Tato metoda je zaloZzena na vnasemdtipgich klonovanych geh do
rostlinného genomu.

Tyto metody odstartovaly v roce 1977, kdy bjddnozné&né prokazano, Ze tmni
bakterie Agrobacterium tumefaciens vnaSeji svou DNA do rostlinného genomu
(Chilton et al., 1977), ale bylyredjimany jiz mnohemitve. Usgich byl zaznamenan
Mary-Dell Chiltonovou a spolupracovniky (1977), iktez bakterii Agrobacterium
tumefaciens izolovali velky (ges 100 kb) plazmid. Ten byl roZpen restrikni
endonukleazou, jednotlivé fragmenty byly radioaidivozna&eny a pouZzity, kazdy
samostaté, jako sonda i hybridizaci DNA-DNA v roztoku. Dva zé&kolika desitek
Stpa davaly pozitivni signal. Tyto pokusy byly zakladenychlého rozvoje studia
transgenoze rostlin v nasledujicich letech (@jpd Drobnik, 2002).

Metody genového inZzenyrstvi umoznily ziskatdnezng&ny dikaz penosu
a zapojeni cizorodé DNA dadi¢né informace rostlinnych bgk. Transgenoze se tak
stala dalSim z bohaté palety nasirojkteré moderni Sleckrti vyuziva (Oniej
a Rakousky, 1997). Do¢dicného zakladu organismu je vnasSen giemy gen o

znamém slozZeni a funkci - nesouci pouze pozadovaastnost. Ostatni genyigtanou



prakticky nedateny. Rozvoj modernich biotechnologii umiaje takové zrany, ke
kterym by v girod¢ nemohlo nikdy dojit. Jejich prdastnictvim je mozny fgnos get
mezi organismy, které se vippdé ani nesetkaji (Origj a Drobnik, 2002).

Uplatréni  téchto biotechnologickych posttip v zengédélstvi a potravingském
pramyslu @inasi zna&né uUspory naklad a mize pomoci viesit problém nedostatku
potravin zfisobeny neustéle se zvySujici populaci, obz¥kagtemich tetiho s¥éta (Lin
et al., 1996).

2.2 Metody genetického inZenyrstvi u rostlin

Do dnesSniho dne bylo vyvinuto mnoho poftufak vpravit cizorodou DNA do
rostlinného genomu. Zdaleka nejrdeskjSi jsou vSak dva okruhy postiupa to gima
transformace nukleovou kyselinou a transgenoze ponbakterii Agrobacterium
tumefaciens (1.).

Prvni zpisob gedstavujemikrobombardovani neboli mikrobalistickd metoda, ve
které se uZzivaji zlaté nebo wolframové mikroprajgkd velikosti 2 um. Kulicky se
smichaji s roztokem plazmidové DNA, ktery obsahd@si latky. Voda se ip
laboratorni teplat z roztoku odpé, pricemz plazmidova DNA ulpi na kdkach. Do
pletiv se kuléky vsteluji piistrojem, ktery dava impulzy pro vyst nagiklad rychlym
vyrovnanim petlaku helia (Onikj a Drobnik, 2002).

Druhy zfisob transgenoze je u rostlin zaloZen na stabitegnaci¢asti plazmidové
DNA bakterie Agrobacterium tumefaciens do jaderného genomu rostlin. | toto je
piirozeny proces existujici jpodé (2.). Transgenoze neni reépzenym zfpisobem
rozSteni genetické prodmlivosti. Vyskytuje se &n¢ bez zasahutlovéka u pidnich
bakterii Agrobacterium tumifaciens a Agrobacterium rhizoides. Ti (tumor inducing -
nadory vyvolavajici) plazmidythto bakterii jsou schopriést své DNA tzn. T-DNA
(transferred - fenaSenou DNA) integrovat do chromozomu vysSicHimpdtuprikladu
tabaku. Onkogenni a opinové geny plazimivolavaji u pgijemce, tj. tabaku, tvorbu
nadofi a v nich produkci opiy tj. zdrofi dusiku a uhliku, vyuzivanychugnimi
bakteriemi. Jde v podstat geneticky parazitismus bakterii na hostiteliostling.
Clovékem fizend transgenoze vyuziva z@rié T-DNA bakteridlnich plazmid
k transportu Zadanych giensekvenci DNA tzného @ivodu, které v plazmidové DNA

nahrazuji opinové a onkogenni geny.



Predpokladem genového inZenyrstvi, vy transgennich rostlin, se stalo
vyuzivani enzym, tzv. restriRnich endonukledz. Tyto enzyngZou dvojvlakno DNA
na diki useky, segmenty, ktet@sto gedstavuji jednotlivé geny. Ziskané segmenty Ize
spojovat s cizorodou DNA pomoci enzynligaz. Vznikaji tak rekombinované
molekuly DNA obsahujici DNA fijlemce a segment T-DNA plazmidu nesouci Zzadany
transgen (3.).

2.3 Riklady geneticky modifikovanych organiém

V sokasné dob se lze setkat s geneticky modifikovanymi mikrooigeny,
rostlinami i Zivaichy. Hiklady jednotlivych skupin geneticky modifikovanych
organisni jsou uvedeny vighledu nize.

2.3.1 Geneticky modifikované mikroorganismy

Fikladem geneticky modifikovaného mikroorganismu moh byt geneticky
upravené bakterie, kterych se vyuzivaifkdpd k vyrokE lidského inzulinu. V tomto
piipadt se genasi rekombinantni DNA z B-bé& Langerhansovych osirka slinivky
biiSni do bakterie Escherichia coli nebo Saccharomyces cerevisiae, které poté
syntetizuji inzulin (Prochéazka, 1998). GM mikroangany jsou také posmné rozsfens
pouzivany v potraviridkém ptimyslu k fermentaci potravin (n&ppfi vyrob¢ sym), pri
vyrob& potravindskych gidavki, apod.

2.3.2 Geneticky modifikovani Zi¢ahoveé

NegasgjSim zastupcem geneticky modifikovanych Zibi jsou transgenni mysi,
které v laboratornich podminkach slouzi k vyzkunmsKych chorob. Byly tak jiz
vychovany mysi s pozéménym genem (gen Dhcr24), ktery kéduje enzyadinici se
pii tvorbé cholesterolu. Vyzkum mysi zbavenych cholester@uadvelkou Sancidinné
lécby lidem trpicich vysokou hladinou cholesterolujWN&si pozornost je v dnesni dob
vénovana vybranym jeditien, ktefi mohou byt vyuZiti pro produkci farmakologicky
vyuzitelnych protei. Takto nuze byt diky w&kterym hospod&kym zvfatim

produkce ®kterych proteii mnohem efektivgSi nez produkce proteinza pomoci
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bakterii. Napiklad argentinsti &ci oznamili, Ze fivedli na s¢t 4 geneticky
modifikované jalovice, jejichz mléko obsahuje ligiskzulin (4.).

2.3.3 Geneticky modifikovan®stliny

Cizi geny za&aly byt do rostlin z&8enovany p@atkem 80. let. Roku 1983 byl do
rostlinného genomu vnesen gédici tvorbu neomycinfosfotransferazy tpfll). Tento
enzym podmiuje rezistenci &¢i kanamycinu. Modelovou rostlinou se stal tabak
(Nicotiana tabacum). Prvni polni pokusy s transgennimi rostlinamius&ute&nily r.
1987. Tabak rezistentni k uim byl prvni geneticky modifikovanou plodinou, ktera
byla povolena pro komeémi vyuziti. Firma Calgene (USA) ziskala r. 1994qggkrvni
souhlas ke komeénimu vyuZiti geneticky modifikované plodiny jakotpviny. Bylo to
rajce Flavr Savr se zpo#dym dozravanim (Ovesna, 2006).

2.3.3.1 Geneticky modifikovana Roundup Ready soja

Tato plodina byla vyvinuta spéleosti MONSANTO. Jedna se o linii GTS 40-3-2,
jez je tolerantni k herbicidu glyfosatuc{ané latce herbicidu Roundup) a ktera obsahuje
uvedené DNA sekvence: gen CP4 EPSPAg(obacterium sp. kmen CP4 — o které je
mj. znamo, Ze vifrok pienasSi své geny do rostlin.), promotor 35S (P-E35S)
z mozaikové virdzy k&taku, cast genu Petunia hybrida zajiSujiciho tvorbu
tranzitniho peptidu (CTP) pro transport enzymu ERPS® chloroplastu a terminator
NOS 3 zAgrobacterium tumefaciens (Padgettet al., 1995).

Podstatou této tolerance jsou tedy nové geteyé kyly vioZzeny do rostlin, aby byly
piekonany dinky glyfoséatu. Glyfosat (N-fosfonomethyl-glycin)nhibuje aktivitu
enzymu EPSPS (5-enolpyruvylSikimat-3-fosfatsyntakygry zprostedkovava syntézu
aromatickych aminokyselin. Nefuétki enzym blokuje syntézu aromatickych
aminokyselin, coz vede ke smrti rostlin. Tento enzg obdobny pro bakterie, houby
a zelené rostliny, u Ziwicha se vSak nevyskytuje. U rostlin tolerantnichikppavku
Roundup je funkce rostlinného EPSPS nahrazena epyav EPSPS enzymem, ktery
spolu s dalSimi doprovodnymi geny zodpovida za ibihi toleranci. K penosu
novych gei do rostlin se vyuziva specialnich vektotzv. plazmid, do jejichz DNA
je mozno ¥lenovat cizi DNA a tyto jsou pomocfiznych metod fenaseny do rostlin.
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Zvlastnosti enzymu EPSPS je, Ze je sice kdédovarNA v jadie a syntetizovan
v cytoplazng, ale pak se igsunuje do chloroplasta tam umoiuje onu pro rostliny
zcela nepostradatelnou chemickou reakciaBioaminokyselin v bilkovinné molekule
vlastniho enzymu EPSPS je u vSech uvedenych skuganisni velmi podobné. Gen
Z bakterieAgrobacterium sp. kmen CP4 vsaikdi produkci nepatghodliSného enzymu,
necitlivého ke glyfosatu. Jelikoz citlivost ke ghgiatu zabezgeje jeden enzym a tedy
jeden gen, zvolilo se jako nejganéjSi vneseni genu pro EPSPS necitlivy na glyfosat.
Jako darce takového genu padla volba dtanbu pidni bakteriiAgrobacterium, o které
je mj. zndmo, Ze vifrok pienasi své geny do rostlin (Kadlec, nepublikovano).

GTS 40-3-2 bylo testovano na zkuSebnich pol&Spojenych statechistini a jizni
Americe, Evrog a Kanad od roku 1991. Na stopadesati zkuSebnich poli detkitety
vyzkum, jenz pedchéazel komercializaci daného kmenu. Vyzkum ddk&zase linie
GTS 40-3-2 vyraz&ineliSi od konvetnich séjovych bol Ke kome&nim (elim byla
Roundup Ready s6ja schvalena nejprve ve Spojertatbch roku 1994, v Evrépto
bylo o dva roky pozgi v roce 1996 ( konference FAO/WHO, 2000)Céské republice

byla uvolréena do okhu v roce 2001.

2.3.3.2 Geneticky modifikovandt kuku ¥ice

Insekt-rezistentni Bt kukice linie MON 810 byla vyvinuta spaleosti Monsanto.
Tato kukuice obsahuje insekticidni protein #dni bakterieBacillus thurengiensis (Bt),
coz je mdni sporulujici bakterie, kteraripsporulaci tvéi v buice krystal specialni
bilkoviny, tzv. Cry protein. Ten Zjgobuje, Ze si rostlina vyt¥iaswvij vlastni toxin
hubici hmyz, pedevSim zavijge kukuiéného Qstrinia nubilasis) (Archer et al., 2000).
Prvniho reguléniho schvaleni se linie MON 810 d@la ve Spojenych statech roku
1995 a od té doby mohla byt uZivana jako krmivo gobytek i jako lidska strava
v mnoha zemich (Argentina, Kanada, Japonsko, Abmérika a Evropska unie) (5.).
V Ceské republice byla Btukutice zaregistrovana v roce 2002. Bt-gen, tz&st DNA
pochazejici Bacillus thuringiensis, byl izolovdn a metodami genového transferu
vnesen do genomu kukce. Vysledny hybrid kukiice pak obsahuje kromsvé
.Klasické” genetické vybavy téz Bt-gen, jehoZz exarese projevi produkci delta-
endotoxinu pimo Vv rostlire.

Podstatou sobeni je, Zze Bt protein CrylA(b) se v zaZivaciakttr SkKidce aktivuje
na toxin, ktery se vaze ke specifickym recefmorstevni vystelky. Po poZiti pletiv
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takovéto rostliny larvou zavije dochazi visledku perforace &v ke kolapsu
zazivaciho traktu. Larvyipstavaji Zrat a do 72 hodin hynou (Petr, 2005).

2.4 Vliv GMO na zeradélstvi a hospod&tvi

Doposud ziskané vysledky kultivace transgenntmirtid neprokazaly zadné
nebezpéi jejich velkoploSného uvabvani do pirody. Na druhé stranbyly ziskany
transgenni rostliny, které nebyly zamysleny k vtiujko odidy, ale které prokazaly,
Ze proteiny, jez jsou produktyékterych transgell mohou byt toxické. Transgenni
rostliny, které jiz byly a jest budou ziskany, jedstavuji velmi variabilni skupinu.
Z tohoto divodu a vzhledem k vSeobecnym konvencim prace sgesomimi rostlinami
je nutno, aby jednotlivé nové typy transgennichtlirosbyly v pocateEnich fazich
vyzkumu izolovany od wjSiho prostedi a jen postugndo reho vpravovany. Od 1. 1.
2001 plati zakor. 153/2000 Sb., obsahujici zasady prace s tranggenrganismy, na
ktery navazuji provagti vyhlasky Ministerstva Zivotniho praedi CR &. 372, 373
a 374/2000 Sb. (Doubkova, 2007)

Vyuziti GM plodin umo#iuje nap. péstovani vybranych plodin naupodrg
nevhodnych fidach @i dosazeni optimalnich vynibsPrikladem je transgenni ryze, do
které byly vneseny nicotiamin-aminotransferasovénygepro tvorbu dvou typ
fytosiderofores (latky zajifijici vazani zZeleza) zdmene pgstovaného na alkalickych
padach s nizkou zasobenosti Zelezem. Diky této gédetiipra¢ bylo dosaZeno
ponerné vysokych vynos (Takahashi, 2001).

2.4.1 Kratkodobé a dlouhodobé ekologické vlivy sgennich rostlin
z hlediska moznych rizik

Fi hodnoceni moznych vlivtransgennich rostlin jerdba rozliSovat bezprdsdni
a kratkodobé vlivy na jedné stiaa mozné dlouhodobé vlivy na stéatruhé. Podobh
jako maly polni pokus ned&ghled o tom, k jakym dalSim viim miZze dochazetip
péstovani na malych plochach, ani kratkodoby pokuneformaci o tom, jaké mohou
byt dlouhodobé vlivy daného GMO (Dale, 1999). Pmlogni do prostedi musi
nasledovat soustavné monitorovani transgennichlirroat jejich moznych vliu
(Kjellsson a Strandberg, 2001).
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Jedna se zejména o dlouhodobé vlivy transgennathirokteré vzhledem k tomu, ze
prvni transgenni rostliny byly uvedeny na trh 1894, je& nemohou byt vSechny
znamy. Ve Velké Britanii se asi ha 20 farmach pdinwdmplexni tilety vyzkum, jehoz
cilem je studovat prévdlouhodobé interakce, zahrnujici vlivy transgehmiastlin na
padni mikrofléru, mikrofaunu a sloZeni plevelV mist aplikace a v okoli. Takové
studie budeitba prova& i s dalSimi transgeny. Kazda éda a kazda zegdélska
vyroba ma vliv na firodu, biocendzy a prastdi. Nelze tedy prokazat neexistenci tt)iv
ale je teba srovnavat techniky kultivace transgennich irostitradéni zengdélskou
velkovyrobou. Ztohoto srovnani vychazeji transdemdridy lépe neZz klasické
(Kjellsson a Strandberg, 2001).

Existuji podstatné rozdily mezi riziky, kte&mohou projevit na malé ploSe po dobu
péstovani jednoho roku, &ni, kterd se mohou projevittipmnohaletém gstovani na
velkych plochach. Novy typ transgenni rostliny jéovgkle nejprve pstovan
v uzaveném skleniku. Jestlize nejsou Zjist Zadné znaky, které by mohly podiovat
negativni vlivy na biodiverzitu affpodni prostedi, zdraviclovéka a zviat, je mozno

pozadat o povoleni k uvedeni do predi (Ondej a Rakousky, 1997).

2.4.2 Klady vyuZziti biotechnologii

Jedny z neptSich kladi vyuZiti biotechnologii sp#vaji v mozZnosti zvySené
produkce a dosazeni vySsi kvality potraviétsSvrezistence &i Skadcim, negiznivym
podminkam¢i klimatu. Diky biotechnologiim rizeme dale odstranit alergendii
toxické latky z potravin nebo ziskatét8i mnozstvi alternativnich zdiojenergie
z rostlin jako je biomasa, bionafta a bioethanokevtedélstvi pomahaji biotechnologie
zejména k vyssi efektivitzenedélské vyroby snizujici naroky na zedglskou gstebni
plochu, snizeni chemickych prostki prostednictvim vyuzivani modifikovanych
rostlin produkujicich pesticidy, jakoZz i vyuzivaoiganisni v urtitych primyslovych
oblastech (6.).

2.4.3 Zapory vyuziti biotechnologii

U velké casti veejnosti zmisobuje pedstava uvokni Zivych modifikovanych

organisnt do Zzivotniho prosedi stale obavy. kFe byt ohroZzena biologicka
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rozmanitost v t@isledku invasniho charakterti zvySené konkuremi schopnosti.
Potencionalni fenos insertovaného genetického materialu na dajahsmy, dopad na
pudni bakterie a ovlivéni kolokthu dusiku, mozné dopady na druhy, jez nebyly
prednétem zajmuci nedostaténé informace tykajici se toxicity a alergenity poin

vyrobenych z GMO vzbuzuiji stale velké obavy (7.).

2.4.4 Potencialni rizika GM plodin

GM plodina niZe zplanit a tim se Zenit do planycki zplaiujicich populaci. DalSi
riziko predstavuje moznosti#&eni GM plodiny s planymi populacemi téhoz druhu,
s plevelnymi biotypy téhoz druhu vyskytujicimi sé&npo v polnich kulturach nebo
kiizeni dané plodiny s dalSimfipuznymi druhy a mozny Gnik populaci jinych diwuh
vyskytujicich se jak v polnich kulturach, tak rageenych stanovistich (Dale, 1999).

2.5 Moznosti §eni transgenu

Transgenni rostliny pouzivané pro vyzkum seyklev pSstuji jen v uzakenych
systémech (laboratokultivaéni mistnost, izokéni sklenik pro transgenni rostliny), ale
zpravidla se neuvdlji do pirody. Sfeni transgennich otli, pipadrg jen jejich
transgen v prirock a v zenddélske krajire se ntize dit iznymi zpisoby:

a) Steni semen tim, Ze semena transgennictidoondou ped sklizni, pi ni nebo po ni
Vv prirod¢ vysypéana a roz&na na mistech, kde mohou vzejit a dat vznik dgséraci.
Tento typ Sieni Ize omezit na minimum vhodnou agrotechnikouisapem transportu
a zmsobem nakladani s materialem, ale nelze jej zdet@nevat.

b) Steni transgenu pylem (Orgj a Rakousky, 1997)

Déale je mozny horizontalnitgnos transgenu, ktery sigustavme jako moZzZnost
piirodniho genosu prosednictvim DNA, pipadré virovych ¢i jinych vektoi mezi
negibuznymi organizmy. Mezitznymi bakterialnimi druhy fi#e dochazet kipnosu
n¢kterych plazmid, které nesou geny pro rezistenci k antibiitik nebo dalsi geny,
které nejsou pro bakterie nezbytné, ale zatyoh podminek jim poskytuji seléki
vyhodu (Lorenz et al., 1996).

Bylo experimentakh prokdzano, Ze &ni transgein neni v nEem odliSné od &eni
ostatnich gelnmezi fiznymi odfidami téhoz druhu (Hokanson et al., 1997), nic#rjén
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sledovano jako novy jev. Omezime-li pojednani @ tptoblematice na transgenni
odrady kulturnich rostlin, situace u jednotlivych rastlych drulii se velice [isi.
Posuzujeme-li situaci R, nskteré druhy, jako bavinik nebo papéja, se u nasstejp.
Jiné se dosud na nasSem uUzemiéstgvaly jako transgenni (sOja, dyrragata). DalSi
druhy se u nasé&stovaly nebo gstuji pokuss, vétSinou na malych plochach (desitky
¢tvergnich metfl) a jen v kkterych gfipadech plocha osetd transgennimi rostlinami
¢ini az rekolik hektah. Nekteré z &chto transgennich kulturnich rostlin se mnoZzi pouze
vegetativie (brambory). U dalSich je i&ni pylem nepravgbodobné, protoze kulturni
rostliny nemaji plané ffbuzné nebo semena nejsou produktemepd cukrovka).
V semengskych podnicich jeiéba dodrZzovat ochranné vzdalenosti, které vyplyvaji
z vyhlasky k zakonut. 92/1996 Sb. o oddach, osivu a sadha které dostalji stejre
jako u klasickych odrd. Mezi kulturni rostliny, u nichz &ni pylem u nasfghazi
v Gvahu, pai kukuiice arepka (Ondej a Rakousky, 1997).

Ke KiZeni s pibuznymi planymi druhy dochézi nezavisle na tranegecelkem

u dvanacti zefinacti nejvyznamgsich kulturnich rostlin (Ellstrand et al., 1999).

2.6 Metody vyuzité k detekovani

2.6.1 Polymerazovéetzova reakce (PCR)

Polymerazovéaettzova reakce (PCR) je relati&rjednoducha, ale velmi efektivni
metoda detekce malého mnozstvi DNA sekvence. Jajistatou je opakujici se
enzymova syntéza novyctettzci vybranych uUsek dvouettzcove DNA, ke které
dochazi po fipojeni dvou primei vazajicich se na protilehiézce DNA tak, Ze jejich
3' OH-konce smsiuji proti sok& (Jakubowski et al., 2006).

Tato technika umaiije exponenciélni zmnozZeni (amplifikaci) DNAvitro, které je
zaloZeno na unikatnich vlastnostech termostabibg-IDNA-polymerazou (izolované
z termofilni bakterie Thermus aquaticus). Rozpoznani specificky kratkych
oligonukleotich (primeiit) hybridizovanych na jedndetézcové cilové DNA vede
k nasledné polymerizaci DNA a selektivni namnoZgnidiive znamych fragmet
DNA (Heller, 2003).

V PCR se v zavislosti na teploreakni snesi pravidelg stidaji i cykly:

denaturace dvouvldknové DNAgipojeni primeti k oddtlenym vidkram DNA, syntéza
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nové dvouvldknové DNA prasdnictvim DNA-polymerazy (Bezunk, 2007). Tyto
cykly probihaji nasledown

1) denaturace -ip94° C je dvouvlaknova DNA denaturovana na ¢ednoviaknove
templatové molekuly DNA

2) annealing - $ 30-65°C je nasedani oligonukleotidovych sondnfyeri) na obou
stranach cilové DNA

3) elongace - ip 65-75°C dochazi k syntéze novych viaken pomatndstabilni DNA
polymerazy od 5’konce ke 3’konci.

Reakce probihd v #iaeni nazyvaném termocykler, vémZ se teplota i
automaticky v naprogramovany¢hsovych intervalech.iBsné hodnoty teploty a dobu
trvani jednotlivych krok je treba optimalizovat podle délky amplifikovaného Useku
DNA a konkrétni sekvence primietV prabéhu 20-30 cykh dochazi ke zdvojnasobeni
a exponencialnimu néstu pd@tu Useki na DNA ohranienych misty, k nimz se
pripojily primery. Vyslednym produktem reakce PCRydoagmenty DNA definované
délky analogické restrénim fragmenim, jejichz gitomnost v reaéni snesi se
prokazuje nap stanovenim jejich velikosti elektroforézou v paityylamidovém nebo

agar6zovém gelu (Knippers, 1985).
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Obr.¢. 1 Princip PCR (http://scienceblogs.com/insolemgl®/ad/2007/06/PCR.jpQ)

2.6.2 Elektroforéza

Elektroforéza pét v molekularni biologii k nejpouzivésim separénim technikam
pii izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovitrincipem elektroforetické separace
je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlamm nositelem naboje nukleovych
kyselin jsou negativh nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové lkyge
v elektrickém poli pohybuji k oga¢ nabité elektrodl— anod (Smarda, 2005).
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3. Material a metody

3.1 Material

Pro dany vyzkum byly vytw¥eny # pokusné a jedna kontrolni skupina. Pokusné
skupiny byly tvgeeny 100 kusy jednodennich nesexovanych brojlerokgéht ROSS
308. Kuata byla chovana na hluboké podestylce z drcengnysl@8yla krmena
a napajenad libitum a to krmivem do tubusovych krmitek a vodou do kimukovych
napajeéek. Krmné smisi byly pro vSechny skupiny stejného komponentového
i Zivinového sloZeni, liSily se zastoupenim modifiané soji a kuktice a byly
rozdkleny dle fazi vykrmu na sési BR1 (1. — 21. den vykrmu), BR2 (22. — 37. den
vykrmu) a BR3 (38. — 42. den vykrmu). Prvni pokusképina brojlerovych kat byla
krmena modifikovanou extrudovanou Roundup Readgusofiruha pokusna skupina
byla krmena GM kukiici, tieti skupina byla krmena jak Roundup Ready séjouGiak
kukutici a kontrolni skupina byla krmena pouze standasdjou a kukiici.

Smés BR1 byla sypka, sési BR2 a BR3 byly v granulovaném stavu. tiv
experimentalnimu vyuziti obsahovaly vysSi podil,stgz je Zn¢ doporkované, coz
melo za nasledek zvySeni hladiny metabolizované émergyssi hladina energie
nentla negativni vliv nairst a zdravotni stav kat.

Po ukorieni vykrmu brojlerovych kitat ve 42. dni jejich &u bylo z kazdé skupiny
nahodrt vybrano gt kohouti a gt slepic. Z &chto vybranych jedincbyla @i porazce
z kiidelni zily odebrana krev ke stanoveni hematologiclukazatel. Dale byla u kiat
zZjiSténa hmotnost jatsé opracovanéhcila, jat&ni vytéZznost a hmotnost sleziny, jater,
ledvin a srdce. Pro genotypizovani byla pouzitebwdna krev, vzorky jater a ledvin,
odebrané f poradzce od 120 kat (10 kuat z kazdé pokusné i kontrolni skupiny

x 3 opakovani).

3.2 lzolace DNA z ledvin kiat

Genomova DNA byla izolovana z krve pomoci Na8pin Blood (50 prep.) kitu
(Macherey-Nagel). Sa@asré bylo izolovano po #sSinou 20 vzork (tj. 2 pokusné

skupiny). Ri praci s kitem byl dodrZzovan postup dle protokejwobce.
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Postup izolace DNA z krve podle kitu NucleoSpindlo

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

K 200ul krve pridame 25ul proteinazy K.

Fridame 20Qul pufru B3 a vortexujeme.

Inkubujeme fi 70 °C po dobu 10- 15 min.

Fridame 21Qul 96- 100% etanolu a vortexujeme.

Vzorek gendame do kolonky na nové ependorfce.

Sta&ime po dobu 1 min.ip1l4 000 otékach.

Kolonku grendame do nové ependorfky#dame 50Qul pufru BW.
Sta&ime po dobu 1 min.ipl4 000 otékach.

Kolonku grendame do nové ependorfky iaddme 60Qul pufru B5.

10) St@ime po dobu 1 min.ip14 000 otékach.
11) Odstranime roztok z ependorfky &togtaiime za stejnych podminek.

12) Rendame kolonku do nové ependorfkyrad@me 10Qul predeltatého eldniho

(vymyvaciho) pufru BE.

13) Inkubujeme 1 min.ippokojové teplad.
14) St@ime po dobu 1 min.ip14 000 otékach.
15) Owtime vyizolovani DNA elektroforeticky na 1% agarogavgelu pi 80V po

dobu 70 min.

16) UloZime do chladu.

3.3 Kontrola izolace DNA

Prvni kontrola izolace byla provedena standamlektroforézou pro genomovou

DNA na 1,5% agar6ézovém gelu barveném ethidium bdemi Druha kontrola izolace

prokehla pomoci PCR proastovy hormon kiat. Pro tuto reakci byly pouZzity primery
5-ATC CCC AGG CAA ACA TCC TC-3'(forward)GCH1F) a 5-CCT CGA CAT
CCA GCT CAC AT-3'(reverse)3CH1R). Slozeni reatni smesi je uvedeno v tabulce
1. PCR cyklus obsahuje zali na 95 °C po dobu 4 minut, nasleduje 35icgkbZzenych
z 30 vtein pii 94 °C, 120 vtéin pri 60 °C a 90 vtén pii 72 °C (Buckova, 2008).
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pufr 2u
MgCl, 1,2l
dNTP’s 2 ul
GCH1R 1ul
GCH1F 1ul
DNA 1,3ul
Tag- polymeraza 2 pl
H-O 9,5ul
celkem 20l

Tabulka 1: Slozeni reaki snesi

3.4 Detekce fragmettDNA

K detekci fragmeritDNA slouZily komeéni kity GMOIldent Roundup Ready Soy
(Eurofins- Gene Scan) a GMOIdent Mon84@Corn (Eurofins — Gene Scan). Ke kitu je
dodavan vzdy premastermix pro specificky transgepreanasterix pro kontrolni gen.
V ptipact Roundup Ready séji se jedna o premastermix, caxa@amy RRS, u Bt
kukutice o premastermix YG-IR. Jako kontrolni geny byilforany v gipact soji gen
pro lekti a v pipact kukurice HMG gen. Jako detéki metoda byla zvolena multiplex-
PCR se d¥mi pary primeii. Prvnim parem byly primery obsazené v premastarmin
sledovany gen. Jako druhy par byly pouzity prinyany ristovy hormon kiat (GCHL1).
Tento par slouzil pro vrihi kontrolu spravného fibchu PCR reakce. Pokusy byly
provadgny vzdy v maximalnim mnozstvi 5 vzdrls 1 pozitivni a negativni kontrolou.
Pozitivni a negativni kontrola byla vyuzZivana pronttolu spravnosti @mbéhu PCR
reakce. Pro pozitivni kontrolu byla misto DNA wyiaeané z krve ktat pouZita
genomova DNA, kterd byla dodana jako &mt kometniho kitu. Jako negativni
kontrola byla vyuzita reaki smés, do které byla misto DNAfijana ve stejném
mnozstvi HO.

PCR produkty byly nasledranalyzovany elektroforézou na 2,5% agar6zovém gelu

barveném ethidium bromidem.
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3.4.1 PCR pro detekci kontrolnich gen

Nejprve byla provedena PCR pro kontrolni geBlpZeni reaéni snesi vychazelo
Z Udaji vyrobce kitu a je uvedeno v tabulce 2.

Prvnim krokem bylo zahti reakni snesi na 94 °C po dobu 2 minut, po kterém
nasledoval cyklus 50 opakovanti ®4 °C a 25 sekundéach, dalgi 2 °C a 30
sekundach, ip 60 °C a 45 sekundach, po kterych nasledovaly Butgipi 72 °C. Po
cyklech prolhla analyza elektroforézou na 2,5% agar6zovém @eltyeném ethidium
bromidem, sout?r¢ s elektroforézou byla provedena pozitivni a negatkontrola.

Premastermix 19,9l
dNTP's 2ul
GCH1R 1l
GCH1F 1l
DNA 2ul
Tag- polymeraza 2ul
H.O 17,3l
celkem 45, 2ul

Tabulka 2: SloZeni re&ki snesi pro PCR s kotrolnimi geny

3.4.2 PCR pro detekci transgen

Jako druhy krok byla provedena PCR pro detigkoisgen. SloZeni reakni snesi je
uvedeno v tabulce 3. PCR cyklus byl stejny jakobgtal u PCR pro kontrolni geny
(viz. kapitola 3.4.1. PCR pro detekci kontrolniceng). PCR produkty se analyzuji
2,5% agardzovém gelu barveném ethidium bromidemaogoralektroforézy. Pokusy

provadime vzdy v maximalnim mnozstvi 5 vzipk1 pozitivni a 1 negativni kontrolou.
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Premastermix 19,94l
dNTP's 2ul
GCH1R 1pl
GCH1F 1pl
DNA 2ul
Tag- polymeraza 2u
H-O 17,3l
celkem 45, 2ul

Tabulka 3: SloZeni re&ki snesi pro detekci transgenu
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4. Vysledky

4.1 |zolace DNA

U vSech dvaceti vzoikk na kterych byla provedena standardni izolace DiNgkes
pouziti kiti NucleoSPin Tissue, ktery je primérmuréen pro izolaci z tkani saug
nebyly zjiSény zadné vyrazné problémy sizolaci z tkaniakuani zadné rozdily
v izolaci DNA mezi pokusnymi skupinami. Anfigkontrole na 1,5% agar6zovém gelu,
obarveném ethidium bromidem nebyly zjis¢ Zadné rozdily mezi pokusnymi

skupinami.

4.2 Detekce

Fitomnost fragmentu Keciho hormonu dlouhého 780 bp byla detekovana pbomoc
elektroforézy v 1,5% agar6zovem gelu. Ani zde nelgjisttny zadné rozdily mezi
pokusnymi skupinami. Dale pomoci dvou multiplexniaakci, kde bylo k vnibi
kontrole pouzito péru primérpro gen GCH1, byla provéda celkova detekce.
S danym genem byly sledovany transgeny a kontgeniy pro lektin (u séji) a HMG
gen (u kukiice), které slouzily jako fedkEzny screening na ffiomnost DNA
z rostlinnych drub v téle testovanych kat. Prvni multiplex obsahoval primery pro
GHCHZ1 a primery pro kontrolni geny. Druhy multipleksahoval primery pro GCH1 a
primery pro transgeny Roundup Ready séji a Bt kigkeu Diky 780 bp amplikonu genu
GHCH1 na agar6zovém gelu byla potvrzena bezchybmdliftkacni reakce, i kdyby
chybkil fragment pro hledany transgénkontrolni gen. Vyskyt fragmentu prastovy
hormon GHCH1 a fragmentu pro kontrolni gen kitit@i o0 délce 120 bp nebo fragmentu
pro kontrolni gen séji o délce 118 bp znamenal yiyskstlinné DNA ve sledované
tkani. Vyskyt fragmeri 92 bp a 128 bp u danych vzéark kombinaci s pozitivni
kontrolou GCH1 potvrzuje ipnos transgdén z Bt kukuice ¢i Roundup Ready sdji.
Priklad elektroforetické detekce pozitivhiho vzorkpazitivni a negativni kontroly jsou
uvedeny na obrazku 3 nélkladk detekce Roundup Ready soji v krviiit
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— GCH1

+— transgen
— nespecificled
Zen

pomitivni pozbivid  poXitivid negativod
kontrola wvzorek srmorels kontrola

Obrazeke. 3 Vysledek elektroforézy detekce fragmentu Ropnidaady soji v krvi
kurat

) Pocet
i Pocet analyzovanych o
Detekovany fragment ] pozitivnich
zvirat
detekci
Kontrolni gen Roundup Ready
L : 20 0
s6ja (lektin)
Transgen Roundup Ready soéja 20 0
(RRS)
Kontrolni gen Bt kukiice
20 0
(HMG)
Transgen Bt kukiice
20 0
(YGR)

Tab. 4 Celkové mnozstvi pozitivnich zaadhytledvinach kiat.

Tabulka 4 znazauje vysledky detekce pro jednotlivé kontrolni gemytransgeny

u nami vybranych vzoik z ledvin brojlerovych kiat. Rozdleni tabulky je weno

podle krmné swsi do 4 skupin. Prvni 2 skupiny ttfokontrolni gen a transgen

k Roundup Ready séje a dalSi 2 skupiny jsou kamitrgen a transgen k Bt kuici.

U kazdé detekce bylo sledovano 20 vioekjak je z tabulky izjmé, v Zadném nami

sledovaném vzorku nedoSlo k pozitivnimu zachytu.dbeazku 4 je zachycerripad

negativniho vysledku detekce transgenu Bt Kigdeu v ledvinach ktat. Vyskyt

fragmentu proistovy hormon GCH1, ale postradani fragmentu prarrkém gen Bt

kukutice o délce 120 bp znamena negativni kontrolu rekytyrostlinné DNA ve

sledované tkani.
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Obrazek:. 4 Vysledek elektroforézy detekce fragmentu Btukide v ledvinach kiat
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5. Diskuze

Travici trakt obsahuje velké mnoZstvi Zaktrdeh kyselin a mikrobialni aktivity,
kterd napomaha k rychlé degradaci nukleovych kys@iNA). Musime bréat v Gvahu,
Ze vSechny fragmenty, které se dostanou devsiho epitelu, nemusi byt netn
hostitelskym zvietem absorbovany. To ma za nasledek, z&tenych gipadech jsou
v tkanich sledovaného jedince fragmenty nalézany r&kterych gipadech jsou
vysledky negativni.

V této préaci byla sledovana moznogemmosu fragmeiitrostlinné DNA a fragmeiit
transgen z krmiv do ledvin kiat. Soukzn¢ byly provadny dalsi d¢ prace zar&ené
na obdobné téma. V prvni praci byla studovana n&tzmtenosu fragmeiit DNA
z krmiv do krve a ve druhé praci do jatefddu V obou pracich byly, na rozdil od této
prace, zachyceny fragmenty DNA daného druhu tramserostliny i fragmentu
transgenu ve sledovanych tkanich (Buckova, 200&pb&eva, 2008). Tyto vysledky
jsou ve shodl s vysledky Flachowského a Aulricha z roku 200&iknasli fragmenty
rostlinné DNA v fiznych tk&nich kiete, napiklad ve svalech. Pokusy usk&éténé na
trech skupinéach brojlér které byly krmenyiemi ruznymi dietami a kde byly odebrany
vzorky z masa, e a dvanactniku, naopak vysly jako negativni (Khindpetch et al.,
2001).

Davodi mozného penosu fragmeitDNA z krmiv do ledvin kiiat mize byt rkolik.
Prechod fragmetit DNA a tedy roviZ transgenuifes stevni stnu si lze vysutlit jako
fyziologicky pochod, kdy nejsou vsechny fragmentAD absorbovany, jak uz bylo
zmiréno na zaatku diskuze.

Dalsi divody moznych pozitivnich nalézze spatovat v rekterém z nasledujicich
fakton.

Kokcidioza - onemocami zpisobené parazitickymi prvoky (kokcidiemi rodu
Eimeria). Jejich vyskyt nize byt potvrzen na vSech mistech, kde dochéazi «ucho
draibeze (malochovy, velkochovy). Kokcididézu |ze powadtoza celosétoveé negastjsi
onemocgni dribeZe. Tento fakt zatim nijak vyrazmezlepSuje zriy pokrok ve
VyZivé, genetice, chemoterapii ani v samotném managenwrauu. Onemocaini se
projevuje zadtem stevni sliznice izného stup® ktery zmisobuje pokles uzitkovosti
az uhyn postizenych et (Bedrnik, 2005). Toto onemagan zpisobuje zaét strevni

sliznice, tim dochazi k vyvolani imunologické reekdkdy bilé krvinky pohlcuji
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cizorodé latky, ke kterym fiZe patit i transgenni DNA, coZ ma za nésledek, ¥e p
vyizolovani transgenni DNA se nami testovany vzopegjevi jako pozitivni. Nejen
kokcidioza, ale kazdé inféki onemocani organismu z jakéhokoliastodu vyvolava
imunitni reakci, ktera ma za nasledek tvorbu bilkohnek.

Aflatoxiny (latky s extrém& vysokou toxicitou) vytvB plisre rodu Aspergillus
(A.flavus a A. parasiticus). Maji karcinogenni &inky a silré poSkuzuji jatra, stegnjako
u kokcidiézy vyvolavaji imunitni reakci. AflatoxiB obsazen ve sképkovych plodech
(pistacie, liskoveé i@chy, para fechy, mandle), v kukici, araSidech a Keni (pep,
chilli, muskéatovy #iSek, paprika) téZz vyvolava imunitni reakci (Milland Trenholm,
1997).

Pozitivni nalez ve vzorku iwe zpisobit prosta neopatrnosti ppdebirani ledviny,

kdy si nezajistime dostaie sterilni a bezprasné preéssi.
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6. Zaver

Cilem naSi prace bylo zjistit moznyepos transgennich fragménte stevniho
traktu do jinych orgéi v organismu, v naSemiipad do ledvin kutat. Tato prace
vychazela z fedpokladu moznéhoignosu pomoci krve. Pro detekci bylo vyuZzito
komegnich kiti a metody multiplex PCR. Jak lze ¥idv tabulce 4, nebyl nalezen
Zzadny pozitivni zachyt z 20 izolovanych vzorkiento vysledek rize byt zagicinén

degradaci DNA fragmeath¢hem transportu zefstvniho traktu do ledvin.
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