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ANOTACE

Geneticky modifikované (GM) nebo transgenni plodidgesc¢asto ozn&vané jako
.Biotech plodiny* jsou komemé péstovany od roku 1996. Zarowveod tohoto roku jsou
komegné péstovany i GM brambory v USA, Mexiku, Kanad pozdji v Jizni Africe,Ciné a
Indii. V roce 2006 byla celkova plocha schvalenyibtech plodin 102 miliod hektafi a
Biotech plodiny byly pstovany ve dvaadvaceti statech, jedenact z niob pyimyslovych a
jedenact rozvojovychCeska republika je jednou ze 3Sesti St&ivropské unie, kde jsou
péstovani Biotech plodin je jejich schopnost zvySopabduktivitu a stabilitu produkce,
uchovavat biodiversitu a jejich schopnost produsbrovitelnych zdrdj zaloZzenych na bio-
palivech,¢imzZ se z Biotech plodin stava technologie, kterémchprostedi.

Tato diplomova prace byla z&mena na vyvinuti rychlé, fpsné a levné metody,
zaloZzené na PCR, pro detekci transgenu v bramberadilzach a listech, umadgjici sledovat
piitomnost GMO v obchodovanych bramborach a vyrobdicptipadnou kontaminaci

prostedi.

Kli¢ova slova: Geneticky modifikované organismysolanum tuberosum, Polymerazova

fetzova reakce, Real-Time PCR

ANNOTATION

Genetically modified (GM) or transgenic crops, nowmore often called
“Biotech crops” they are commercially cultivated since 1996. Afgbaince 1996, the first
year of commercialization of biotech crops, GM po¢s were cultivated in USA, Mexico,
Canada and later in South Africa, China and In@liee global area of approved biotech crops
in 2006 was 102 million hectares and 22 countriesnvgbiotech crops, 11 developing
countries and 11 industrial countries. The CzechuREkc is on of the six EU countries where
biotech crops are cultivated at present. The masipelling case for biotechnology, and more
specifically biotech crops, is their capabilitydontribute to: increasing crop productivity and
stability of productivity and production; consergibiodiversity, as a land-saving technology;

the production of renewable resource based bisfuel



This diploma paper was focused on developing df fascise and cheap method
based on PCR to detect the presence of transgepesatoes — tubers and leaves, allows
monitoring the presence of GM potatoes in mark&tirenment, etc. and to quantify

“contamination” of ware potatoes (tubers) with GhEs.

Keywords: Genetically modified organismsolanum tuberosum, Polymerase chain

reaction, Real-Time PCR
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1. UVOD

V pribéhu 70. a 80. let 20. stoleti byly vyvinuty techrgiky které umoduji
pripravit rekombinantni DNA, tj. molekulu DNA jejizeginotlivé ¢asti pochézeji z DNA
odliSnych organisiina ziskat organismy, ozé@avaneé jako geneticky modifikované (GM@)
transgenni (OVESNA, 2005). Geneticky modifikovangganismus je podle zéakon&
78/2004 Sb. definovan jako takovy organismus (kr@ioveka), jehoz ddicny material byl
zmenén genetickou modifikaci, tj. cilenou Zmou dédicného materialu zisobem, kterého se
nedosahneirozert — nag. kiizenim, roubovanim, somatickou hybridizaci. Tatbniee se
vztahuje na organismy schopné rozmnoZovani netemogu ddicného materialu, tj.
mikroorganismy, rostliny, zivéchy a buréné kultury; nevztahuje se doveka (DRAPAL,
2003).

Transgenni rostliny majireSit otazky spojené s pgebou rychlého zvySovani
zentdélské produkce, ktera Uzce souvisiastem lidské populace. DalSim problémem, s
jehoz feSenim mohou pomoci, jsou kazdorb ztraty urody po napadeni t&lci nebo
chorobami, protoZze mnoZstvi chemikdlii pouzivanyecd ochranu proti nim neni z
ekologického hlediska mozné neustéle zvySovat. milavcilem genetickych modifikaci je
tedy zasahnout do rostlinného genomu tak, aby dostgtvoreni organism rezistentnich k
herbicichm, odolnych wéi Skadcim, bakterialnim, plisovym a virovym infekcim,
extrémnim podminkam, nebo ke zvySeni ruirihodnoty potravin (ZDNKOVA et al.,
2004) .

Moderni biotechnologie vSak vzbuzuji iiadu etickych, environmentalnich,
socialnich i zdravotnich obav.it@odem je pedevSim skutaost, Ze se jedna o zcela nove
technologie, s neznamymisledky jejich pouzivani. Tyka se to zejména twwhni zivych
modifikovanych organisfndo prostedi, kde mohou ovlivnitifrodni biologickou diverzitu.
Nedostatené jsou téZz informace o toxi€ita alergenit potravin vyrobenych z GMO
(ROUDNA, 2004).

Aby mohly byt transgenni organismy a jejich progukivedeny na trh, musi byt
tedy podrobi otestovano, Ze nemaji negativni vliv na zdrédevéka a zviat a musi byt
viditelng oznaeny jako transgenni (ONEEJ, 2002). V Evropské Unii musi byt zeay
potraviny a potravingké gisady obsahujici rekombinantni DNA nebo modifikoy@notein
nad minimalni hodnotu 0,9 %. DalSi z&msi ustanovily své vlastni legislativni 8mice a
prahové hodnoty (LEIMANIS et al., 2006; ZEL et &1005). Nap. v Norsku a Mdarsku je
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detekni limit 2 % GMO, ve Svycarsku 1 % GMO (MEYER, 199% mnoha asijskych
zemich je stanovena hranice 5 %. PoZzadavek ngeah&MO neni v USA, kde jsou GMO
povazovany za ekvivalent konuarich potravin (LEIMANIS et al., 2006).

Potteba monitorovani a kontrolyfijpomnosti a mnozstvi GMO v zeaelskych
plodindch a z nich odvozenych produktech vyiteo pozadavek na analytické metody
schopné detekce, identifikace a kvantifikacd’ bmesené DNA nebo exprimovanych protein
v transgennich rostlinach (BONFINI et al.,2001).
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2. LITERARNI P REHLED

2.1. LEGISLATIVA GMO

Vzhledem k povaze GMO a moznostem teoreticky komlah genetické informace
z odlinych organisii) je nakladani s GMOf#fsns regulovano (OVESNA, 2005). Ceské
republice je nakladani s geneticky modifikovanymgamismy upraveno zakonein738/2004
Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi orgaryisen produkty a ziné nékterych
souvisejicich zakan Datum @innosti tohoto zakona je od 25.2.2004 a nahrazajeonz
153/2000 Sb. Dne 13.#&005 nabyla &innosti novela zakon& 78/2004 Sb., o nakladani s
geneticky modifikovanymi organismy a genetickymiogukty — z&koné. 346/2005 Sb.
(MZE, 2007). Tento zakon v zasa#lopiruje Smirnici EU 2001/18/EC (OVESNA, 2005).
Hlavnim cilem zakona je zajistit bezip@ nakladani s GMO bez rémivych vlivi na zdravi
¢loveka a zviat, Zivotni prosedi a biodiverzitu, aniz by zakon kladl beapému nakladani
s GMO zbyténé pekazky. Zakon poskytuje ¢hnim jistotu, Ze nakladani s GMO a jejich
pouziti je pod odbornou kontrolou. Zajige téz informovani wejnosti v oblasti GMO
(ONDREJ a DROBNIK, 2002).

Vyznamny zavazek v mezinarodni oblastiegstavuje Cartagensky protokol o
biologické bezp&énosti (CPB), ktery byl pijat v lednu r. 2000 v Montrealu (v platnost
vstoupil 11. z& 2003) jakozto prvni a dosud jediny protokol k Wed o biologické
rozmanitosti. Ceska republika je povinna dodrzovéadu naizeni EU, které se tykaji
bezpénosti potravinovéhdetzce. Také musi zabezje kontrolu vyskytu GM sloZek v
potravnimietszci a jejich spravné zgani. (OVESNA et al., 2005).

2.2. GMO VE SVETE

Prvni maloparcelové polni pokusy &fovanim transgennich rostlin byly provég
v roce 1986 v USA (tabak odolny proti hmyzimad&im) a prvni transgenni oitfa se
objevila na trhu r. 1994 (r&, odfida Flavr Savr s prodlouzenou Zivotnosti @lodDo rostlin
jsou vnasSeny geny pro tyto hlavni znaky: toleratcéderbicidu, rezistence k hmyzim
Skidcam, pylova sterilita pro heterdzni Sleght, rezistence k virovym chorobam,repky
zmeéna spektra mastnych kyselin v oleji semen, detaj prodlouzena konzumni zralost, u
karafiatu prodlouzena zZivotnoggzanych keta. Obvykle kazda odida ma jeden zéthto
novych znakl, v rékterych se kombinuji dva vnesené znaky (JAMES, 2G0DREJ, 2003).
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Od r. 1996 doslo k nebyvalému figtu stebnich ploch GM plodin a to tgsto, Ze
vyuziti transgennich materialv fac® zemi omezovala negativni stanovis&adokonce
moratoria na gstovani a dovoz komodit obsahujicich GM surovirgdIB udaji mezinarodni
organizacelnternational Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications (ISAAA)
celos¥tové plochy transgennich plodin za r. 2006 dosatyijmeéry 102 milionmi hektar.
Nejvice gstovanymi GM plodinami jsou s6j&g&,6 mil. ha) kukwice (25,6 mil. ha) bavinik
(13,4 mil. ha)atepka 4,8 mil. ha) v menSi nie fepa cukrovka, brambor, len, tabakcegj
papajaci karafiaty. Zatimco mezigmi naihst ploch GM plodin v letech 2004 a 200&il 9
miliond ha a tedy navySeni 0 11 %, o rok pgiziiz 12 mil. ha (13 %). Sotasré se zvysil i
pocet zemi, které tyto produkty modernich biotechniblpgstovaly na nygSich 22; mezi
nimi jsou od roku 2005 dtyii ¢lenské staty EU a to Francie, Portugalskeska Republika a
Slovensko (RAKOUSKY a HRASKA, 2007).

Mezi nejwtsi celosétoveé pstitele nalezi tradiné USA, které v r. 2006 vyuzivaly
GM plodiny jiz na 54,6 milionech ha, nasledovan@éatinou (18 mil. ha), Brazilii (11,5 mil.
ha), Kanadou (6,1 mil. ha), Indii (3,8 mil. ha§'aou (3,5 mil. ha) (JAMES, 2006).

2.3. GMO V CESKE REPUBLICE

V CR bylo schvaleno pro uvéndi do Zivotniho progedi 11 GM plodin: brambor se
zménou obsahu cukr brambor se z#ménym sloZzenim Skrobu, brambor se édnym
slozenim Skrobu (odda Amflora), brambor se zvySenou odolnosEhytophtora infestans,
brambor se zvySenym podilem amylopektinu, brambavySenym podilem amyl6zy, hybrid
kukutfice NK603 x MON 810, kuktice linie GA21, kukiice NK603, len sety a slivo
Stanley (MZE, 2008).

V CR pracuje kolik laboratdi, které se stanovenim GMO zabyvajékiera z nich
jsou rutinnimi pracovisti, jina jsou zaiiena i na vyzkum v této oblasti. Labor@@R jsou
zapojeny do ENGLEuropean Network of GMO Laboratorjes pracuji podle mezinaro&n
uznavanych standaid Referegini laboratéi je RL GMO @i VURV Ruzyns. Retzec
laboratdi zaji¥uje kontrolu potravin, krmiv, sadby, osiva i ziviito prostedi (OVESNA,
2005).
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2.4. GENETICKY MODIFIKOVANE BRAMBORY

Brambory Golanum tuberosum) jsou ¢tvrtou nejdilezit¢jSi plodinou na ssté po
pSenici, kukiici a ryzi v ramci plochy gstovani, vynosu a ceny (ALEXANDER et al., 2003).

Regulace vyskytu patogéna Skidci brambor je problémemeégtiteli v mnoha
¢astech sita. Mandelinka bramborova.dptinotarsa decemlineata), virus svinutky bramboru
(PLRV) a Y virus brambor jsou nejvice devastujicfratogeny zfisobujicimi az 90% ztraty
na vynosu u napadenych rostlin (PALUCHA et al.,89%¢tSina geneticky modifikovanych
brambor byla proto vytiena za telem zvySeni jejich rezistence k herbigid Skidcim,
patogerim, pesticidm, a $kodlivym viiaim vrgjsiho prostedi (RRIBYLOVA et al., 2006).

Ziskany byly odidy rezistentni k herbicion hygromycinu, fosfinotricinu,
metotrexatu (BARREL et al., 2002) a bromoxynilu E®B_EIN et al., 1998).

Geneticky modifikované brambory nesouci genylllA z Bacillus thuringiensis
produkuji v listech toxicky protein a nova @da tak ziskava vysSi odolnosi¢v napadeni
mandelinkou bramborovou (NAVRATIL, 2004pale byly transformovany linie brambor
genem pro lektin ze shenky GNA) — insekticidni efeklGNA zaloZzen na zhorSeni vyvoje
hmyzu a sniZeni jejich plodnosti (GATEHOUSE et 2996).

Pro navozeni rezistencePkytophtora infestans byl do brambor vnesen gen pro
temporin A (OSUSKY et al., 2004), chitin vazici o ac2 z Amaranthus caudatus
poskytuje ochranu fed houbovou infekci @BYLOVA et al., 2006). K ochraf proti
patogefim byl také testovan gen glukose oxidasasgergillus niger (WU et al., 1995).
Ochranou proti viru svinutky bramboru (PLRV)ize byt inzerce pl&®vého proteinu PLRV
do genomu rostliny (VAN DER WILK et al., 1991).

Pomoci genetickych modifikaci Ize také upravovdadiu polysacharidv hlizach
brambor. SniZzeni expre&BSS genu pomoci antisense RNA vede ke snizeni obsakildzy
v bramborovém Skrobu. Ten je vhodny zejména prarpagky, textilni pimysl, vyrobu
barev, lepidel aj. Potraviteky vyuzitelny je Skrob se zvySenym obsahem amylaigkany
pomoci antisense RNA gérpro SBE 1 a SBE 2 enzymy. DalSi uptathtohoto Skrobu
je nag. v produkci biodegradovatelnych plasfHEERES et al., 1997).

Kromé biologickych faktoéi jsou rostliny ovliwovany biotickymi podminkami,
predevSim teplotou, dostupnosti vody a zasoleniidyp Proto je jednim z hlavnich
biotechnologickych cilu vytvdt rostliny odolné kdmto stre@m. (PRIBYLOVA et al.,
2006). ZvysSenou odolnost nizkym teplotam poskytujeeseni genu pro AFP protein
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(WALLIS et al., 1997), byly ziskdny i rostliny dmbor vysoce tolerantni k zasoleriidy
(JEONG et al., 2001)

Dale Ize pomoci genetickych modifikaci zlepSit rinti kvalitu brambor, nebo
dokonce zajistit produkci latek vyznamnych pro hamidmedicinu, stefh jako jejich
potencialni aplikace ip tvorbé vakcin. GileZitou skupinou jsou i modifikované brambory
produkujici latky vyuZitelné v potravitgkém a chemickém jpmyslu (RRIBYLOVA et al.,
2006).

2.4.1. Charakteristka GM brambor schvalenych pro wédéni do Zivotniho
prostiedi vCR

Brambor se z#nou obsahu cukr

Jedné se o soubor rostlin, do nichZ byl vnesen UisBINA exprimujici v hlizach
bramboru (v dsledku pouziti hlizoy specifického promotoru B33 z genu pro tvorbu
patatinu) gen v i{wvodni nebo upravené podob(PFKIIl), kodujici bakterialni enzym
fosfofruktokinazu. Tento enzym ma odlisné fyzikatiemické vlastnosti, které zajigi jeho
aktivitu v hlizach skladovanychtipnizkych teplotach. V ikledku této aktivity maji hlizy
snizeny obsah rozpustnych ciukbatum vzniku oprawni: 03.05.2006 (MZP, 2008).

Brambor se zénénym sloZzenim Skrobu

Modifikaci zpasobujici zndnu ve sloZeni Skrobu. VloZeni fragmentu genu sgaiet
(gbss) Skrobu vazané na Skrobové zrno (v antisense tadenzhledem k fragmentgbss
promotoru bramboru) vede k redukci podilu amyloégySkrobu bramborové hlizy. To ma za
nasledek ndist mnozstvi amylopektinu v bramborach. Gghss je vlastni gen bramboru
(Solanum tuberosum). Datum vzniku oprawni: 23.06.2005, resp. 18.05.2007 u tabyr
Amflora (MZP, 2008).

Brambor se zvySenou odolnostiPkytophtora infestans

Modifikace ma vést k vySSi odolnostiadr plisni bramborové Rhytophthora
infestans). R geny (pochazeji z genomu brambdBalanum bulbocastanum) specificky
rozliSuji cilovy patogen a vyvolaji obrannou odpdiw rostling, a tak ji gred infekci chrani.
Datum vzniku opravni: 17.05.2007 (MZP, 2008).
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Brambor se zvySenym podilem amylopektinu

Geneticky modifikované klony brambor, vykazujicispa ve sloZzeni Skrobu v
hlizach smirem k vySSimu obsahu amylopektinu auslédku toho snizeni obsahu amylozy,
byly ziskany po transformacich adiy P800 pouzitim vektorového konstruktu s vliozenym
fragmentem genu syntetazy Skrolghss) vazané na Skrobové zrno (v ,antisense” orientaci)
Datum vzniku opravéni: 22.05.2006 (MZP, 2008).

Brambor se zvySenym podilem amylézy

Geneticky modifikované klony brambor, vykazujicispa ve sloZzeni Skrobu v
hlizach smirem k vySSimu obsahu amylézy a fistedku toho snizeni obsahu amylopektinu,
byly ziskany po transformacich d@dr P800 a P763 pouzitim dvou tylizce gibuznych
vektorovych konstrukt zavedenim fragmeit genu bel a be2 jako duplikovaného
invertovaného opakovani enzymwmtiho bramborovy Skrob napojeného na fragment
promotorugbss, spoléné s genem kddujicim protein BGH1), ktery zesiluje biosyntézu
Skrobu, aniz by se tim snizilo mnozstvi Skrobu vzddh. Datum vzniku opréaeni:
22.05.2006 (MZP, 2008).

2.5. PRINCIP DETEKCE GMO

SteZejnim krokem pro korektni stanoveni GMO je &da piprava vzorku. Proces
vzorkovani ukuje reprezentativnost vysleflk zatimco kvalita a kvantita analyzovaného
vzorku se niZe nmenit v zavislosti na fipraw vzorku (ANKLAM et al., 2002 ).

Detekce pitomnosti GMO obvykle zahrnujé kroky:

1. Detekce (screening GMO): Eelem detekce je zji&hi, zda vzorek obsahuje
GMO. Analyticka metoda pro detekci musi byt citliaapolehliva, $tSinou jsou to metody
zaloZzené na PCR. Vysledkem screeningu je pozitivnégativni vyhodnoceni (ANKLAM et
al., 2002).

Pro (ely rutinniho screeningu se pouzivaji séfgkmarkery 35S promotor viru
mozaiky kwtaku (CaMV), Thos terminator genu pro nopalin syntazuAgrobacterium
tumefaciens a neomycin fosfotransferazaptll). Tyto genetické kontrolni elementy jsou
piitomny v mnoha GMO vyskytujicich setdw na trhu (MACCORMICK et al., 1998;
LEIMANIS et al., 2006; MEYER, 1999).
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2. ldentifikace: Pokud je detekce GMO pozitivni, nasleduje tgigani, o jaké
GMO se jedna a zda jsou schvaleny v ramci EU (ijielyoh zemich, kterych se tyka regulace
GMO). Jediné analytické metody, které urmgz jednoznan¢ identifikovat kazdy druh GMO
jsou metody zaloZené na PCR (ANKLAM et al., 2002).

Identifikace GMO zaloZzena na PCR zavisi na detahdlosti kddujici sekvence
transgenni DNA a molekularni struktu GMO, aby mohl byt vybran figslusny
oligonukleotidovy primer (OVESNA et al., 2002). Pptesnou identifikaci musi byt vb
primeru zaloZeny na sekvencich, které jsou charigktké pro jednotlivétransgenni
organismy, naifklad hranéni oblasti mezi mistem integrace a transformovaegéetické
slozky specifické GMO - tzv. okrajové fragmenty (BBINI et al., 2001).

3. Kvantifikace: DalSim krokem je determinace mnoZstvi jednokio vice
schvalenych GMO v produktu a zhodnoceni shody sla&gi hranici (0,9% v EU).
Kvantifikace je provaéha pomoci metod kvantitativni PCR nebo Real-tim&HFANKLAM
et al., 2002).

2.6. METODY STANOVENI GMO

Byla vyvinuta fada analytickych metod, kvalitativnich i kvantitatich, pro
spolehlivou detekci fitomnosti nebo mnozstvi GMO v zédélskych komoditach. Krom
klasickych’ metod pro analyzu DNA a protéinjako nap. polymerazovéetzova reakce
(PCR) a ELISA mohou byt gkteré typy GMO detekovany také dakbvymi metodami
chemické analyzy, jako je chromatografieinfracervena spektroskopie (ANKLAM, 2002).
Bézreé pouzivané metody detekce GMO jsou uvedeny v tablld/Sechny uvedené metody
maji ukitA omezeni, @& jiz specifitu, citlivost, mozZnost ovlivimi ostatnimi slozkami
potraviny, vhodnost metody pro dany vzorglasovou efektivhost nebo cenu stanoveni
(ZDENKOVA et al., 2004).
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PCR a jeji variace (multiplex PCR, nested PCR)
Kvantitativni kompetitivhi PCR (QC-PCR)
Detekce | pCR s fluorescami detekci v redlnérase (QRT PCR

Molekul4rm & - DNA Southern blot
biologické metody DNA ¢ipy
PCR-ELISA
Detekce Reversni transkripce — PCR (RT-PCR)
RNA Northern blot
RPA (ribonuclease protein assay)
Imunochemicke Detekce | ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
metody proteinu | Western blot (Imunoblot)
Urceni aktivity produktu transgenu
Ostatni techniky Chromatografie

Infracervenda spektroskopie

Tab. 1 : Metody pouZivané pro detekci GMO (ZBEOVA et al., 2004)

2.6.1. Metody zaloZené na detekci DNA
2.6.1.1. Polymerazov&etézova reakce (PCR)

Specifickd amplifikace DNA pouzitim polymerazoie@gzove reakce byla poprvé
popsana roku 1985 Dr. Kary Banks Mullisem, kteryobgev PCR ziskal Nobelovu cenu (MA
et al., 2006) . Od té doby et aplikaci této metody exponenci&verista. PCR a jejitzné
modifikace nachazi Siroké uplétri i pii detekci a analyze GMO. Technika je velmi citlaéa
umoziuje amplifikaci vybrané sekvence DNA z velmi malémmozstvi templatové DNA
(ANKLAM et al., 2002).

Komponentami kazdé PCR reakce jsotesg definované primery (syntetické
oligonukleotidy s typickou délkou 25-30 bp), adekid mnoZstvi deoxynukleotid
termostabilni DNA polymeraza (Taq polymeraza izalod z bakteri@hermus aquaticus) a
pufr s hgecnatymi ionty (PUSTERLA et al., 2006).

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymovatéam novych fetzci
vybranych Usek dvouettzcové DNA ve sriéru 5° — 3' prostednictvim DNA polymerazy
(MA et al., 2006). Cilova sekvence je ohraamia zpravidla dsma primery. Kazdy primer je
komplementarni k jednomu ze dvéettzci cilové dvouvlaknové DNA. Potjani DNA-

polymerazy a nukleotidpak probiha syntéza novych vlaken na obou matywoyetizcich
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protismerné (ANKLAM et al., 2002).Princip konvetini PCR obvykle zahrnujéitbody (MA
et al., 2006):

1. denaturace DNA dvouettzcova DNA je tepeldd denaturovana (94°C),

dochazi k rozbiti vodikovych Wstki spojujicich obaettzce a vznikaji d¥
molekuly jednéetézcové DNA

2. pripojeni primed k oddlenymiettzcim DNA (annealing)teplota je snizena,
na 35°C — 70°C (zavislé na zastoupeni CG), coZ ldoavazani primer na
jejich komplementarni sekvence

3. syntéza novychrettzci DNA (elongace) teplota je poté zvySena na 72°C,

optimalni teplotu prd@aq polymeréazu, ktera prodlouzi primery na 3‘ konci

Cilova sekvence je v kazdém réakn cyklu duplikovana a mnozZstvi cilové
sekvence exponencid@nvzristad v naslednych cyklech podle ¢po cykli (MUWONGE,
2005). Produktem PCR je teoreticky Ropii vybraného Useku DNA, kde n je &ed
probéhlych cykli (MA et al., 2006).Skut&na &innost reakce se odhaduje na 60 — 85 %
(SAIKI et al., 1985). Proces je obvykle zastaven po 35 - 40ecik(p@et cykli zavisi na
mnozstvi DNA a délce amplikonu) a produkt je vizmadn pomoci gelové elektroforézy
(PUSTERLA et al., 2006).
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Velmi dulezita je standardizace metody, protoZeéman v parametrech, jako je
mnoZstvi vzorku, metoda izolace DNA, kvalita DNAyinper a DNA-polymeraza,
termocykler a teplotni profil, get PCR cykl ¢i verifikace amplikor, to vSe ovliviuje
citlivost metody (MEYER, 1999).

Metoda PCR je vysoce specificka, citliva a rychlfmoziuje najit teoreticky
jedinou odliSnou molekulu DNA ve vzorku materialéhbm rEkolika hodin, ¢ehoz je
vyuzivano pro rychlé analyzy velkého g vzorki. Detekni limity PCR metod u GM
rostlin se pohybuji v rozmezi 0,0001 az 1 % GMOmBoi PCR je vSak prokazana pouze
piitomnost sekvenci komplementéarnich ke zvolenym @iim. Vysledky nenazrialji, zda je
DNA sekvence integrovana do genomu rostliny arii kejncentraci (ZDRKOVA et al.,
2004).

Obmenou tradéni polymeradzovéiettzové reakce je metodanultiplex PCR
zaloZzena na fdani nasobného mnozstvi paprimeri do reakni sn€si, coZz umo#uje

analyzovat vice paramétrv pribéhu jednoho reainiho procesu. #omnost vice pdr
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primeri maze zmisobovat problémy (diskriminace delSich fragndentznik nespecifickych
produkti apod.), pesto je multiplex PCR pouzivanaad aplikaci, mimo jiné i fi detekci
GMO (ZDENKOVA et al., 2004). Tento Zsob amplifikace se upkatje napiklad i
kvantitativni detekci transgenni DNA,fipkteré je jeden par primérkomplementarni
k internimu genu a druhy par prindek transgenu (MANNERLOF a TENNING, 1997).
Porovnanim mnozstvi PCR prodakvzniklych namnoZenim obou cilovych Gsekyva
kvantifikovana transgenni DNA v analyzovaném vzofRDENKOVA et al., 2004).

Ke zvySeni citlivosti a f@snosti nize byt pouzita tzwested PCR ktera je sloZzena
ze dvou po sabnasledujicich amplifikanich reakci s 25 — 40 reakmi cykly a vyuZiva dva
druhy primefi (vnittni a vrgjSi). Protipdlem zvySené citlivosti je vSak wugtajici riziko
kontaminace (ZDNKOVA et al., 2004).

Kvantifikace GMO pomoci PCR

Byly vyvinuty dalSi metody zaloZzené na PCR, jakokjantitativni kompetitivni
PCR (QC-PCR) a real-time PCR, ktée&i problémy se stanovenim vztahu mezi koncentraci
cilové DNA a mnozstvim PCR produktu vzniklého gamplifikaci (ANKLAM et al., 2002).

Tyto analytické metody |ze roziit do dvou skupin (ANKLAM et al., 2002):

1) spoléna amplifikace cilové sekvence a wniho standardu pomoci kvantitativni
kompetitivni PCR (QC-PCR) a dvojité QC-PCR (prodwithodnocen az po
ukonteni PCR)

2) mefeni PCR produktu v gatetnich fazich reakce, kdy jecianost amplifikace (E)
stale jest konstantni a proto jsou koncentrace produktu \elaai s pdateinim
mnoZstvim cilové DNA sekvence. Tohoto principu viya metody PCR s
fluorescekini detekci v realnérdase (QRT PCR) a PCR-ELISA
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2.6.1.2. Kvantitativni kompetitivni polymerazovaretézova reakce
(QC-PCR)

QC-PCR je zaloZzena na sptté amplifikaci cilové sekvence vzorku a dien
konstruovaného vrttiho standardu o znamé koncentraci. ¥hitstandard, znamy jako
kompetitor, je pro konmeé kvantitativni hodnoceni kKbbvou slozkou. M4 stejnd vazebna
mista pro stejny par primerale 1isi se ve své velikosti (PRIGLOVA a KONIG@2). Tento
maly velikostni rozdil (<40 bp) umadje rozliSeni mezi abma reaknimi produkty. B
QC-PCR je vzdy zaptgbi analyzovat sérii PCR reakci jedné koncentraddA D
analyzovaného vzorku gigavky tiznych koncentraci DNA vrittiho standardu. Pokud je na
zacatku reakce vyrazny nadbytek jedné cilové DNA, nedpkt amplifikace tohoto Useku ve
znanem gebytku (ANKLAM et al., 2002). Okamzik, ve kterénojsintenzity PCR-produft
odvozenych z cilové DNA a kompetitivni DNA ekvivatai (pruh o stejné intenzitna
agarosovém gelu), je potom pouzit ke stanoveni stabzilové sekvence wigodnim
vzorku (BONFINI et al., 2001).

Vyhodou tohoto postupu je krankvantifikace téz odhalenitipadné inhibice PCR
a tim i faleSné negativity, nevyhodoudasova a materialova né&rwst a semikvantitativni
odhad koncentrace cilové sekvence ve vzorku (PRNAA@ KONIG, 2002). V sotasné
doke pouziti QC-PCR P detekci GMO nebyva pouzivansasto, je upednosbovana
kvantifikace pomoci Real-time PCR (ZDEOVA et al., 2004).

2.6.1.3. Polymerazov&etézova reakce v realnéntase (Real-time PCR)

Polymerazovaiettzova reakce v realnéntase, nazyvana také Kkvantitativni
polymerazovéaiettzova reakce v realnériase (QRT-PCR) nebo kineticka polymerazova
fettzova reakce (kPCR), je technikou vyuZivajici &gmmou kvantifikaci a amplifikaci
molekuly DNA (MA et al., 2006).

Tuto techniku vyvinuli v roce HIGUCHI et al. (1992). Vyuzili fitom vlastnosti
interkalaniho barviva ethidiumbromidu (Et-Br), ktery po ¢éedi UV fluoreskuje (fluorofor).
Principem metody je rychlé agsné zaznamenavani mnoZzstvi prodUk€CR bezprogedre
po jejich vzniku, v kazdém jednotlivém cyklu reak¢@AITILINGOM et al., 1999).

V sowasnosti existuji pro kvantitativni detekci produktpribéhu PCR i obecné metody,

zaloZené na pouziti (MA et al., 2006):
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- interkal&niho barviva vazajiciho se na DNA (SYBR Geen)

- fluorescekiné znaenych sond vazajicich se n&esinicast amplifikovaného
produktu (TagMan, FRET, molekularni majaky, Bi-fdnk molekuly
Scorpions)

- fluorescekiné znaienych primei (AmpliFluor, LUX)

Za predpokladu, Ze se vytyioadekvatni mnozstvi produktu a hladina fluoresegac
dostateénd, [¥istroj (specialt upraveny termocycler) signal zachyti. \aipthu dalSich cykl
se bude mira fluorescence zvySovat. Extrapolacikikiivky zpét k nule Ize wit pocet
cykli nutnych pro vytvéeni detekovatelného mnozstvi produktu. Tato hodraxagovana
jako G, zavisi na prvotnim mnoZzstvi templatu — nutno stidji aby mnozstvi vstupniho
materialu bylo vzdy stejné (BONFINI et al.,2001).

ARn
2,000,000 — Flatean
—
sample
1,000,000 —
Exponentisl phase
Threshold
__________________ .
- Baseline Mo template
] I
0 0 40
PCR cycle numhber

Obr 3: Typicka Kivka Real-time PCR (gvzato z http://www.rt-pcr.com/) : Osa X
znazofiuje paet reaknich cykh, osa y poet kopii cilové sekvenc&arkovana linie znd
prahovou Urovig, cozZ je libovolna hodnota (obvykle kolem 0,1) viuana k uéeni Ct. Je-li
piitomen vzorek, vyt se esovita lvka s exponencialni a plato fazi. Zpkost kiivky je
zpisobeno mensim mnozstvim prirheproti templatu.

Ackoliv je vysoké cena fstroja a specifickych reagenciitgkdZzkou pro mnoho
laboratdi, Real-time PCR iite byt v sotiasné dob povazovana za ndgsrEjSi a
nejvyhodrjsi kvantitativni metodu (ZDRKOVA et al., 2004).
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2.6.1.4. DNAgipy

Tato technika vyuziva pevné inertni podlozky obgahimobilizované Uuseky DNA
komplementarni k hledanym sekvencim (LEMIEUX et 2898). Na velmi malé ploSeégpu
jsou umistny stovky fiznych kratkych DNA sond. iP vlastnim stanoveni jsou n&p
aplikovany zn&ené molekuly DNA nebo RNA vzorku, které hybridizejkomplementarnimi
sekvencemi jednovlaknové DNA sondy. Detekce zaamjae cilovych Usek je provadna
pomoci fluorescamé znaené protilatky. V mistech, kde doslo k hybridizgeifluorescence
emitovana laserovym paprskem a detekovéna fatahu(ZDENKOVA et al., 2004).

Hlavni vyhodou je miniaturizace, vysoka citlivost moznost detekovat velké
mnozstvi iznych DNA sekvenci v jednom pokusu. Technolagpe je vSak velmi nakladna
(LEIMANIS et al., 2006).

2.6.2. Metody zaloZené na detekci RNA

V mnoha pipadech jsou analyzy exprese transgeaneieny na proteiny nebo jiné
findlni produkty, jejichz akumulace ma byt fenotygm projevem exprese. Ne vzdy je
mozné provést analyzu protéinPozadovanych vysledlze také dosahnout analyzou RNA
transkripfi. Dokonce v pipadech, kdy jsou znamy vysledky analyzy prateiposkytla
analyza RNA uzitené informace o akumulaci transkriptu a jeho st&hilPomaha i p
objasiovani nepedpokladanych fenotypovych projewro neéreni mnozstvi RNA mohou byt
pouzity takové techniky jako reverzni transkripcePER (RT-PCR), Northern blot a
ribonuclease protein assay (RPA) (ZMEOVA et al., 2004).

2.6.2.1. Zgtna PCR (RT-PCR)

RNA nemize slouzit jako templat pro PCR, a proto se progikbii pouze tehdy,
jestlize je izolovana RNA nejive prevedena do cDNA reversni transkriptazou a nasledn
amplifikovana PCR se @éma specifickymi primery standardnim postupem (RB®VA et
al., 2004).

Vyhody RT-PCR, v porovnani s Northern blotem a RR#Qu mala mnoZzstvi
potrebného materialu, vysoka citlivost a snadnégirpvy vzorku (REGISTER, 1997).
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2.6.3. Metody zaloZené na detekci proteinu

Specifickd detekce nového proteinu syntetizovangboem vnesenym pomoci
transformace i@dstavuje alternativni gpob identifikace geneticky modifikovanych rostlin.
Nicmérg, genetické modifikace nemusi vzdy vést k prodykoteinu¢i hladina proteinove
exprese nemusi byt postgici pro detekci. Nkteré proteiny mohou byt také exprimovany
pouze v Wwitych ¢astech rostliny (BONFINI et al., 2001). LONGSTAFFat (1995) udava
hodnotu exprese transgenniho produktu v rozmez2 @s—celkového rozpustného proteinu za
pouZziti silného promotoru, nicmé&ne Wtsine piipadi je exprese nizsi nez 2 % (BONFINI et
al., 2001).

Hlavni nevyhodou metod zaloZenych na detekci pmatge mala dostupnost
protilatek specifickych proti proteim produkovanym expresi viozeného genu (RB®VA
et al., 2004). Jelikoz jsou metody detekce prdtemtSinou zalozené na imunologickém
stanoveni, je nutnd neporusSena tercialni a kvartsgmktura proteif, a proto jsou tyto

metody omezeny pouze tearstvy material (BONFINI et al., 2001).

Imunochemické metody

Zakladem imunochemickych metod je specificka irkeeaantigenu s protilatkou.
V piipact detekce GMO je antigenem rogyntetizovany protein (BONFINI et al., 2001).
Tyto metody jsou &nr¢ pouzivany pro studium akumulace proteir transgennich
rostlinach. K detekci GMO se restji pouzivaji:
- Western blot (imunoblotting)
- ELISA

2.6.3.1. Western blot

Western blot se pouZziva pro identifikaci polypeptigrostednictvim protilatek
(sond) a nasleduje obvykle po jejich rélmhi PAGE elektroforézou agnosu na membranu.
Jednotlivé proteiny jsou identifikovany podle tohak se vazi s fiislusSnymi znaenymi
protilatkami.
Vyhoda Western ignosu oproti ELISA metad je schopnost stanovit

viN s

vysledky jsou wovany s mensifiesnosti (ZDEKOVA et al., 2004).
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2.6.3.2. ELISA

Metodu ELISA vyvinuli Peter PerlmanrEaa Engvall na Stockholmské Univetsite
Svédsku a prvnilanek o této metaduvedli v roce 1972Techniku ELISA Ize pouZit ve dvou
variantach, sendsova technika (ma nekompetitivni ELISA) a kompetitivni technika
(MONROE, 1984). Pro detekci GMO se ¢t8g€ji pouziva "sendwiovy" forméat (obr. 4).
Vyuziva WtSinou dvou protilatek, z nichz prvni je imobilizma na povrch nas a
specificky interaguje s antigenem. Druha protilatkea’ena enzymem (n&gstji peroxidasa,
alkalicka fosfatasap-galaktosidasa a glukosa oxidasa) reaguje s jinyeterchinantnimi
skupinami na odliSn&asti molekuly antigenu. Potigani chromogenniho substratu je
vysledna enzymova reakce vyhodnocena spektrofotamke{ZDENKOVA et al., 2004).

HRP-Linked Antibody

‘ Capture Antibody

Sandwich Elisa

Obr. 4: Prima nekompetitivni ELISA
(pevzato z www.newenglandbiolabs)de

Pro detekci GMO byla vyvinutarada ELISA systéfn se specifitou
k markerovym geiim, Siroce pouzivanych k rostlinnym genetickym migdiéim, jako je
nag. neomycin fosfotransferaza lingtll), enzym 5-enolpyruvatSikimat-3-fosfosyntaza
(EPSPS), insekticidni proteiny z bakterRacillus thuringiensis CryAlb a protein fosfinotricin
acetyltransferazeP@T) (ROGAN et al., 1992).

Pro polni pouziti byla vyvinuta varianta metody BRI - Lateral Flow Strip
(STAVE, 1999). Krong ¢asové nenatmosti (vysledky Bhem 5 - 10 minut) jsou vyhodami

nizka cena a jednoduchost provedeni. Lateral flmip se pouzivaji pouze pro informativni
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stanoveni, pozitivni vysledky testu museji byt ppény jinou metodou (ZDEKOVA et al.,
2004).

2.6.4. Ostatni metody

2.6.4.1. Chromatografie

Pokud se vyznamnliSi slozeni GMO od nemodifikovaného organismuptna
zastoupeni mastnych kyselin nebo triglyc&ridnohou byt tyto rozdily detekovany pomoci
tradicnich chemickych metod zaloZzenych na chromatogréfickprincipu. Toto je mozné
vyuzit nap. pii detekci oleje ziskaného z GNepky pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie (HPLC) spojené s hmotnostni iotnzaspektrometrii (HPLC-MS). Tyto
metody jsou vhodné spiSe pro kvalitativni analfZNKLAM et al., 2002).

2.6.4.2. Infratervena spektroskopie

Urcité zasahy do genomu organismu mohouwraimi strukturu pletiv v rostlinach,
piestoZze nejsou detekovatelné zadné vyznamné rozelifjoZzeni proteiin nebo olej (nag.
Roundup Ready soja). Zmy ve struktiie mohou byt zaznamenany pomoci iddraene
spektroskopie (HURBURGH et al., 2000). Nicraé&thopnost rozliSit malé mnozstvi GMO
v nemodifikovanych produktech je v tomtéigad® znané¢ obtizné, stejé jako @i pouziti
chromatografickych metod (ANKLAM et al., 2002).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Rostlinny material

Pro tuto diplomovou praci byl pouZit geneticky nfddivany genotyp Desireé a
kontrolni odiida Desireé. Transgenni material byl dodan z getmarky VUB Havlgkav
Brod v podoB in vitro kultury mikrohlizek a odebranych list

Ty

a) kontrolni linie b) transgenni GNA linie
Obr. 5: Experimentalni rostliny oddy Desireé n vitro kultury v laboratornich podminkéach
(VUB Havli¢kiv Brod).

3.2. Izolace templatové DNA z hliz a lisit
Izolace DNA byla provedena pomoci CTAB dle modifikaého protokolu podle
Wiliamse a Rogerse (NOVAKOVA et al, 2008). Modiike spoivala v gidani PVP
(40-360000) k extrainimu CTAB pufru.
Protokol izolace DNA pomoci CTAB (modifikovany podé Williamse a Rogerse)
Do 1,5 ml mikrozkumavek seignese 100 mg rostlinného materidlu, zmrazi se

v tekutém dusiku a rozdrti na praSek. Poté #Hdap500 pl 2x PVP-CTAB + 1 %
merkaptoethanoluipdelfatého na 65°C, sts je inkubovanaip65°C 45 minut.
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Po centrifugaci 12000 rpm 10 min séeyede supernatant do novych 1,5 ml
mikrozkumavek a fida se 500 pl chloroformu s IAA. Sisise 10 min promichava a naslédn
centrifuguje pi 12000 rpm 5 min.

Vodna faze je fenesena do novych 1,5 ml mikrozkumavekia@p se 1/5 5 %
CTAB a sngs se promicha, ép se gida 500 pl chloroformu s IAA a st se 10 min
promichava. Nasleduje centrifugac p2000 rpm 5 min a vodna faze jéepesena do
novych 1,5 ml mikrozkumavek.

Pridaji se 2/3 ledoveého izopropanolu,&nse 2x — 3x promicha a ulozi na 30 min do
-20°C. Nasleduje centrifugacé £2000 rpm a 4°C 10 min. Odstrani se supernatafitia se
300 pl 1XTE, pelet se nech& rozpustit 30 — 60pKiB7°C.

Pridaji se dva objemy 100 % ledoveho ethanolwssee 2x — 3x lehce promicha a
ulozi se na 20 min do -20°C. Nasleduje centrifugac&2000 rpm a 4°C 10 min. Odstrani se
supernatant, fidd se 1000 pl 70 — 80 % ethanolu aésnse lehce promicha. Nasleduje
centrifugace p 12000 rpm a 4 °C 2 min, odstrani se supernatgrelet se da susit (max. 3
hodiny). Rida se 50 — 150 pl sterilni,B (podle velikosti peletu) a necha se rozpustitrd®
pii 37°C. Roztok DNA se uchovaviéip20°C.

3.3. PCR analyza — detekce transgenu

Metodika detekce transgenu v geneticky modifikovadé&dé Desireé za vyuziti
multiplexové PCR — jeden primerovy par (GNA) bylrizen pro amplifikaci 140 bp v rdmci
transgenu a druhy primerovy par (UGP) byl navrzao, interni standard pro amplifikaci
88 bp Uuseku gendGP (BOROVKOV et al., 1996)

Sekvence primér

UGP - bramborovy standard (BOROVKOQV et al., 1996)
UGP-af7: 55GGACATGTGAAGAGACGGAGC3'
UGP-ar8: 55CCTACCTCTACCCCTCCGC3'

GNA - marker pro lektin (TANG et al., 1999)
GNA-1: 5’ATGGCTAAGGCAGTCTCCTC3
GNA-2: 5TCATTACTTTGCCGTCACAAGS
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Slozeni PCR reakce:

Tris-HCI (pH 8,8) 75mM
(NH4),SO 20mM
Tween 20 0,01%

MgCl, 2,5mM
dATP 20uM
dDTP 20QM
dGTP 20QM
dTTP 200uMm

Taq purple DNA polymeraza 2,5U
Primer 10pM
Templatova DNA 25ng

PCR reakce probihala v objemu 25

Teplotni profil PCR reakce:

Pocateini denaturace 3min 94°C
Denaturace 50s 94°C
Annealing 50s 62°C

Elongace 50s 72°C

Zawrecna elongace 7min 72°C

Prokehlo 30 cykhi.
Reakce prokhla na TC-XP Cycleru (BIOER TECHNOLOGY).

Elektroforéza

PCR produkty byly vizualizovany barvenim ethidiunotnidem po elektroforéze na
1,5 % agar6zovém gelu v 1x TBE pufru.

Jako standard pro ¢eni velikosti fragmerit byl pouzit 100bp hmotnostni marker
(New Englands Biolabs). Vlastni elektroforéza phaita asi 45min i 90V.
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3.4. qRT-PCR

Pro potebu kvantifikace GMO byla optimalizovana metodik@aRTime PCR

s deteknim systémem SYBR Green |.

Sekvence primér

UGP - bramborovy standard (BOROVKOQOV et al., 1996)
UGP-af7: 5 GGACATGTGAAGAGACGGAGC3'
UGP-ar8: 55CCTACCTCTACCCCTCCGC3!

GNA - marker pro lektin (TANG et al., 1999)
GNA-1: 5’ ATGGCTAAGGCAGTCTCCTC3
GNA-2: 5TCATTACTTTGCCGTCACAAG3'

Slozeni PCR reakce:

Master mix DyNAmo Flash SYBR Green gPCR Kit 1x
Primery 0,5uM
ROX 1x
Templatova DNA 10ng

Teplotni profil PCR reakce:

PacateEni inkubace 2min 50°C
Potateini denaturace 3min 95°C
Denaturace 50s 95°C
Annealing 50s 60°C
Elongace 50s 72°C

Prokehlo 45 cykh.
Melting kiivka byla detekovana v rozmezi 55°C — 90°C.
Reakce probihala n&iptroji MiniOpticon (BIORAD).
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4. VYSLEDKY

4.1. PCR analyza — detekce transgenu

Navrzeny metodicky postup umafe specifickou detekci ffomnosti transgenu
v hlizach a listech brambor. U GMO brambor jsourpgtiplexové PCR ziskany 2 produkty —
fragment odpovidajici detekovanému transgenu arfeay genUJDP signalizujici ,spravny*
pribéh PCR reakce. U kontroly pak byl ziskan pouze fragingenuUDP. Detekini limit
reakce je 5 % kontaminace transgenu (0,125 ng DBiAsgenniho organismu).

R R e R e | T -2 30 4 Ak
| —— ————
A : B C

Obr. 6: A-amplifikace lectinového genu (primery GNA), B-plifikace bramborového genu
UDP-glucose pyrophosphorylase (primery UGP), C-mudtipprimeti GNA a UGP, 1A-C
DNA izolovana z transgenni hlizy, 2A-C DNA izolo\éan listu transgenni rostliny, 3A-C
DNA izolované z kontrolni hlizy, 4A-C DNA izolovarélistu kontrolni rostliny.
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Obr. 7: Multiplex PCR s primery GNA a UGP u vzdrks tiznou koncentraci transgenu:
1-0,1%,2-05%,3-1%,4-15%,5—-26%,3%,7—-4%,8-5%.

4.2. qRT-PCR

Byla optimalizovana standardnfikka pro kvantifikaci transgenu (obr.8) a posléze

byl kvantifikovan neznamy vzorek (obr.9).
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Obr. 8: Standardni #vka, procento transgenu (A1) 100 %, (B2) 10 %,)(R3 %, (E2) 2 %,
(F2) 1 %.
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Obr. 9: Kvantifikace nezndmého vzorku, procento transg@®, D4) 4%,
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Description |

(F2, F4) 1%, (C2, C4) neznamy vzorek.

(E2,

E4) 2%,

Pristroj MiniOpticon nabizi funkci vyhodnoceni kvdikace neznamého vzorku

(Obr.10) tato hruba data byla déale statisticky epvana a vysledky jsou zaznamenany

v tabulce 2.
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Obr. 10: Kvantifikace nezndmého vzorku, vyhodnoceni MiniOm (BIORAD).

vzorek log ct %GMO

4 0,602059991 9,26 4,006851251
2 0,301029996 10,61 1,993115019
1 0 11,94 1,001738592
N 8,81 5,057006434

Tab. 2: Kvantifikace neznameého vzorku (N), statistické aghoceni.
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Metodika gRT-PCR s detékim systémem SYBR Green I. se ukdzala jako vhodn&
pro kvantifikaci kontaminace GMO neznameého vzorkde analyzovany vzorek &h
obsah GMO 5 % a stejnych zair bylo dosaZeno i provedenou analyzou. Limity reakce
detekni limit = 0,01 % a kvantifikéni limit = 0,05 %.

36



5. DISKUSE

Cilem této diplomové prace byla optimalizace a poé&mi metod zaloZenych na
PCR, gedevsim duplex PCR a Real-Time PCR, pro detekeaatifikaci GM brambor

V souwasné dob existujefada principiala rozdilnych metod, jeZ mohou byt pouzity
pro kvantifikaci a charakterizaci transgenni DNAjemtuel® vysledného produktu jeji
exprese. B vybéru vhodnych detatich metod pro konkrétni material je vzdggem nutné
zvazit vypowdni hodnotu, citlivost, spec#inost a dalSi vyhody i nevyhody kazdého
metodického postupu. Ngjstji je detekce a kvantifikace GMO provith metodou PCR
(ZDENKOVA et al., 2004). Tuto metodu pouzili ve svychapich nafiklad OVESNA et al.
(2002) pro detekci Roundup Ready soji, VILJOEN let{(2006) pro detekci GM kukice a
GM soji ¢i WATANABE et al. (2004) k detekci GM bramborRIBYLOVA et al (2005)
studovala pouziti metod zaloZzenych na PCR u braméoeticky modifikovanych geneat?2
z Amaranthus caudatus a detekci sledovaného genu testovala na DNA zesémaranthus
caudatus. Metoda PCR je vysoce specificka, rychla a citljgétekni limity PCR metod u
GM rostlin se pohybuji v rozmezi 0,0001 az 1 % GMOJYhodna pro detekci jiz znamého
transgenu (ZDNKOVA et al., 2004). Nevyhodou metody PCR pro pmiaicreening GMO
je nutnost prova#t jednu reakci na jeden hledany gen. Proto je wdopiipads velkym
piinosem pro detekci GMO pouziti DNAipd, pomoci nichZz je mozné detekovat velké
mnozstvi iznych DNA sekvenci v jednom pokusu. Tuto metodaelderal GMO nagiklad
LEIMANIS et al. (2006).

Pro kvantifikaci GMO je neépsgji pouzivana metoda Real-Time PCR.
V piedkladané praci byl pouzit detek systém SYBR Green Ifipkterém se fluoresceéni
barvivo SYBR Green | vaze na DNA a seistgjicim mnozstvim PCR-produktu vusta i
fluorescewni signdl. LIN et al. (2006) a@NING et al. (2003) pouZili pro kvantifikaci GM
kukufice Real-Time PCR s detekci produktu pomoci sondgMan. Sonda TagMan je
opatena fluorescami zna&kou na 5'-konci a zhagem na 3'-konci. Po vytueni
homoduplexu dojde k ukéeni zhaSeni a emisi fluorescence. Vyhodou deibk systému
SYBR Green v porovnani s TagMan je niZsi cenaagédché pouziti. Nevyhodou je nutnost
optimalizace z @ivodu vyskytu nespecifického produktu (MA et al., 08D V predkladané
praci byl stanoven detéki limit Real-Time PCR 0,01% a kvantifikai limit 0,05%.
RANNING et al. (2003) uvadi det&hki limit 10 paateinich kopii templatu a kvantifikai
limit 40 kopii templatu wistého vzorku GM kukiice, respektive 100 kopii u vzorku potravin
obsahujicich GM kukici.
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Pomoci PCR rive byt detekovan dktery z vnesenych genetickych elemient
promotor, strukturni gen, stop sign&l markerovy gen. Pro rutinni screening GMO se
obvykle pouZzivaji 35S promotor viru mozaiky&aku (CaMV), Tnos terminator genu pro
nopalin syntazu Agrobacterium tumefaciens a neomycin fosfotransferazap(ll) — selekni
marker podmiujici rezistenci k antibiotiku kanamycinCasto detekovanym genem u
transgennich brambor jeylllA gen zBacillus thuringiensis, jenZ je obsazen tadkt GM
odrad — nap. NewLeaf, NewLeaf Plus a NewLeaf Y, které jsouimyty firmou Monsanto a
komekné vyuzivany (WATANABE et al., 2004). Geneticky ma#dvana odiida bramboru
NewlLeaf byla pipravena vnesenim gemruyll|A do odiidy bramboru Russet Burbank. Nova
odrida tak ziskala vyssi odolnosiév napadeni mandelinkou bramborovou (povoleni zigkan
v roce 1995). Od r. 1998 se v USAsjuje odiida NewLeaf Plus, ktera obsahuje keogenu
crylllA také dva geny z PLRV (ORF1 a ORF2) a NewLeaf ¥rsegn viru PVY pro pla®vy
protein a genemcrylllA. New Leaf Plus byl dale upraven odstiaim genu nptll,
pouzivaného pro selekci geneticky modifikovanycétlno antibiotikem kanamycinem, a jeho
nahrazenim genenEPSPS z baktérie Agrobacterium tumefaciens, ktery modifikovanym
rostlinam umotuje odolavat psobeni herbicitl glyphosatového typu (NAVRATIL, 2004).

Metodu pro detekci syntetického geaylllA v transgennich bramborech pouzitim
PCR vyvinuli DONNA et al. (2004). MUWONGE (2005) yfil ve sveé praci pro detekci GM
brambor metodu PCR, pomoci niz detekovidlopmnost 35S promotoru, Nos terminatoru,
genu pro neomycin fosfotransferazopt{l) a synteticky gercrylllA (LEIMANIS et al.,
2006). Detekci samotného 35S promotoru pomoci PGEipVILJOEN et al. (2006) i
stanoveni GMO v potravinovych produktech jizniikyr V pripad detekce GMO pomoci
P-35S je nutné provést kontrolu, zda se nejednalesr pozitivni vysledek zfisobeny
kontaminaci CaMV (LEIMANIS et al., 2006).

Pro (Eely mé pracéyla pouzita transgenni agfa Desire€, do které byl vnesen gen
pro lektin ze s&enky @Galanthus nivalis aglutinin, GNA). Transformované rostliny
obsahujiciGNA se vyznauji zvySenou odolnosti k hmyzim &kcam a proto je tento gen
potencial® vyuzitelny v ochraé rostlin. Zatim vSak neni kome&® produkovana zadna
odrmida brambor ani jinych plodin obsahujici g&NA, tyto transgenni rostliny vznikaji
v souwasnosti pouze pro experimentalgely (PUSZTAI 1991; LUO et al., 2005). Z dalSich
plodin, jez byli tranformovany genef@NA, Ize jmenovat najklad pSenici (STOGER et al.,
1999)¢i kukutici (ZHAO-YU WANG et al., 2005).

Pro detekci a kvantifikaci GMO byl jako druhbgpecificky gen — endogen pouzit
gen UDP-glucose pyrophosphorylase, ktery jakozto kontpmévrzuje spravny fibéh PCR
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reakce. MUWONGE (2005) pro tentael pouzil gen pro patatin, hlavni zasobni protein
bramborovych hliz. V praci WATANABE et al. (2004ylp pouzity primery proUGPase
gen, RIBYLOVA et al. (2006) detekovala gen pro trehalsyathasu.

V této praci byl pro dany modelovytipad stanoven det&ki limit analyzy
multiplex PCR 5 % kontaminace transgenu, metoddRege PCR byla mnohem citl§jSi —
detekni limit 0,01 %. JelikoZ je v EU limit pro zteni potravin obsahujicich GMO 0,9 %,
byla by pro tento &el vhodna pouze metoda Real-Time PCR. MATSUOKA.g2801) vSak
uvadi dete&ni limit metody multiplex PCR 0,5 % u GM kukce. DalSi velmi citlivou
metodou je detekce pomoci minmi, kde LEIMANIS et al. (2006) uil detekeni limit ve
vSech testech nizsi nez 0,3%,aSiny test dokonce 0,1 %. Pomoci imunologickych technik,
jako je ELISA nebo western blot, Izeciirptritomnost modifikovaného proteinu v rozmezi
0,3 -1 % (AHMED, 2002).
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace byla optimalizace a ppoé&mi metod zaloZenych na
PCR pro detekci a kvantifikaci geneticky modifikoyah brambor. U geneticky
modifikované odiidy Desireé a kontrolni odldy Desireé byla stanovenditomnost, resp.
nepitomnost transgenGNA pomoci metody duplex PCR a néslédvantifikace tohoto
transgenu ve vzorku metodou Real-Time PCR (gRT-PCR)

Pro metodu duplex PCR byl stanoven deéméklimit reakce 5 % kontaminace
transgenu (0,125 ng DNA transgenniho organismu).

U metody gRT-PCR s det&hkim systémem SYBR Green |. byl stanoven datek
limit 0,01 % a kvantifikani limit 0,05 %. JelikoZ je v EU limit pro ztani potravin 0,9 %
obsahu GMO, ukazala se tato metoda jako vhodnakpamtifikaci kontaminace GMO

neznamého vzorku.
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8. POUZITE ZKRATKY

bp - par bazi

Camv - Zilkova mozaika kitaku (cauliflower mosaic virus)

cDNA - komplementarni DNA

CPB - Cartagensky protokol o biologické e€npsti

CTAB - cetyltrimetylamoniumbromid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ENGL - European Network of GMO Laboratories

EPSPS - 5-enolpyruvylSikimét-3-fosfatsyntaza

Et-Br - ethidiumbromid

FRET - genos energie fluoresa@r rezonanci

GBSS - granule-bound starch synthase

GMO - geneticky modifikované organismy

GNA - lektin ze sizenky Galanthus nivalis agglutinin)

HPLC - vysokotlaka kapalinova chromatografie

HPLC-MS - vysokotlaka kapalinova chromatografie spojenénstnostni
ionizatni spektrometrii

IAA - kyselina indolyl-3-octova

ISAAA - International Service for the Acquisition of Ag@diotech
Applications

nptll - neomycin phosphotransferase Il

ORF - oteweny¢teci ramec

P-35S - 35S promotoru z CaMV

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

PCR - polymerazov&ettzova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PLRV - virus svinutky bramboru (potato leaf roll virus)

QC-PCR - kvantitativni kompetitivni PCR

gRT PCR - PCR s fluorescemi detekci v redlnértase

RL - referergni laboratd

RNA - ribonukleova kyselina

RPA - ribonuclease protein assay

rpm - otaky za minutu
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RT-PCR - reversni transkripce — PCR

SBE - starch branching enzymes
Taq -Thermus aquaticus
TBE - 0,089 M Tris Base

0,089 M kyselina borita
0,002 M NgEDT A

TE pufr - Tris — EDTA pufr
T-nos - terminator genu pro nopalin syntazégrobacterium tumefaciens
UDP - glucose pyrophosphorylase

VUB Havlickav Brod - Vyzkumny Ustav bramboigky Havlgkav Brod

VURV Ruzyrg - Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby Ruzyn
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