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Zdravotni risk a zisk geneticky modifikované zlaté ryze

Abstrakt

Lidé v rozvojovych zemich velmi ¢asto trpi vyraznym deficitem vitaminu A vlivem
nedostatecné a nevyvazené stravy. Tento vitamin je nezbytny mimo jiné pro tvorbu
zrakového pigmentu rhodopsinu. Podle Svétové zdravotnické organizace kazdy rok kvuli
tomuto deficitu oslepne az pul milionu déti. Jeho nedostatek také oslabuje imunitu a tim
vyrazné zvySuje riziko umrti na rtzna infekéni onemocnéni. Nejlepsim feSenim této
deficience by bylo, kdyby byl vitamin obsazen piimo v ¢asto jediném pokrmu, ke kterému
se tito lidé dostanou — v loupané ryzi. Jiz existuje zvlastni, geneticky modifikovana ryze,
do které byla komplikovanou a rozséhlou Upravou jeji DNA vnesena cela metabolicka
draha, ktera zajistuje produkci f-karotenu v této plodiné. V teoretické ¢asti své prace se
zabyvam projektem zlaté ryze a vzniku této geneticky modifikované plodiny metodou
nepiimé transgenoze, pomoci bakterie rodu Agrobacterium tumefaciens. Plazmidy této
bakterie jsou schopny zac¢lenovat Casti své genetické informace do cilového organismu.
Diky restrik¢énim enzymam, umime do plazmida vkladat nami vybrané geny, které poté
zavedeme do konkrétni rostliny. Jsou ale tyto vytvory bezpecné? Nazory na tyto plodiny
jsou velice rozmanité, ale jedno zajima vSechny: jak bezpe¢né urCit takto genové
manipulovanou rostlinu? V laboratofi si tyto pokusy Ize nejlépe osvojit na modelovem
materialu. Proto se v experimentalni ¢asti své bakalaiské prace zabyvam transgenozi
modelové rostliny Nicotiana tabacum pomoci vybraného kmene Agrobacterium
tumefaciens. Tyto bakterialni kmeny mi byly poskytnuty ze soukromych shirek Ustavu
molekularni biologie rostlin AV CR v Ceskych Budgjovicich. Cilem mé prace v
laboratofi bylo praktické zvladnuti metodiky ptipravy modelové, geneticky modifikované
rostliny a nasledné oveéfeni pritomnosti vnesenych geni ve zkoumanych vzorcich
modelového organismu. Konkrétné genti pro rezistenci viiéi antibiotikiim. K tomuto ucelu
byla pouzita izolace DNA, PCR amplifikace a elektroforetické testy. Byl ovéfen i signalni
gen pouzivany pii agroinfekci. Dale bylo sledovano, kolik kopii transgenu se pfi

agroinfekci do vyzkumného materialu integrovalo.
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Nicotiana tabacum



Health risk and profit of genetically modified golden rice

Abstract

People in developing countries very often suffer from severe vitamin A deficiency
due to an insufficient and unbalanced diet. This vitamin is necessary, among other things,
for the production of the visual pigment rhodopsin. According to the World Health
Organization, up to half a million children go blind each year because of this deficit. Its
deficiency also weakens the immune system and thus significantly increases the risk
of death from various infectious diseases. The best solution to this deficiency would be if
the vitamin was contained directly in the only food that these people get — in husked rice.
There is already a special, genetically modified rice, into which has been introduced
by a complicated and extensive modification of its DNA the entire metabolic pathway,
which ensures the production of g-carotene in this crop. In the theoretical part | deal
with the golden rice project and the origin of this genetically modified crop by the method
of transgenesis, using bacteria of the genus Agrobacterium tumefaciens. Plasmids of this
bacterium are able to incorporate parts of their genetic information into the target
organism. Thanks to restriction enzymes, we can insert genes selected by us into
plasmids, which we then introduce into a specific plant. But are these products safe?
Opinions on these crops are very diverse, but one thing interests everyone: how to safely
identify a genetically engineered plant? In the laboratory, these experiments can best
be mastered on model material. Therefore, in the experimental part of my bachelor thesis
| deal with the transgenesis of the model plant Nicotiana tabacum using a selected strain
of Agrobacterium tumefaciens. These bacterial strains were provided to me from the
private collections of the Institute of Molecular Plant Biology in Ceské Bud&jovice.
The aim of my work in the laboratory was to master the practical methodology
of preparation of genetically modified plant and subsequent verification of the presence
of introduced genes in the examined samples of the model organism. Specifically, genes
for antibiotic resistance. DNA isolation, PCR amplification and electrophoretic assays
were used for this purpose. The signal gene used in agroinfection was verified too. Also,
it was monitored how many copies of the transgene were integrated into the research
material during agroinfection.
Key words

Golden rice; GMO; plant transgenesis; PCR; Agrobacterium tumefaciens;
electrophoresis; Nicotiana tabacum
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Uvod

Deficience vitaminu A je stale aktualni a velky problém v rozvojovych, zejména
asijskych zemich. Zpusobuje Seroslepost az slepotu, snizenou funkci imunity, vVyvojové
vady a mnoho dal$ich zdravotnich problému, které ve své praci popisuji. Nejvice jsou
ji ohrozeny malé déti a t€hotné Zeny. A protoze celd karotenoidni metabolicka draha jiz
byla molekularné popsana a identifikovana, zdalo se profesorovi Potrykusovi jako dobry
napad, zavést biosyntézu provitaminu A do endospermu ryze (Oryza sativa) za pomoci
stale se rozvijejicich metod genetického inZenyrstvi. Loupand ryze je totiz hlavnim
zékladnim jidlem pro stovky miliont lidi. Jedld c¢ast ryze, tzv. endosperm, je
za normélnich okolnosti naplnéna pouze skrobovymi granulemi a bilkovinnou slozkou.
Zlata ryze byla upravena tak, aby vytvarela f-karoten, prekurzor vitaminu A, a hromadila
ho v jiz zminovaném endospermu. Diky vnesenému p-karotenu ziskala zrnka typicky
zlatou barvu. Momentalné probihaji vyzkumy na dobte chranénych polich na Filipinach
a v Bangladési.

Z metod genového inZzenyrstvi se k vyrob¢ téchto modifikovanych potravin vyuziva
metoda zvand transgenoze. Konkrétnéji se jedna o tzv. agroinfekci, pomoci gram-
negativni bakterie rodu Agrobacterium tumefaciens, kterd je schopna pienosu své
genetické informace do cilove rostliny. Diky restrikénim enzymtm umime do plazmidia
vkladat nami vybrané geny, které poté zavedeme do konkrétni rostliny. Jsou ale tyto
vytvory bezpecné? Jako kazdy geneticky modifikovany organismus se musi potykat
s politickymi, ideologickymi i emocionalnimi ptekazkami, které souvisi s GMO
(geneticky modifikovanymi organismy). Regulace vlady, nepiiméteny strach az nenavist,
dogmatické odmitnuti, vétsina z toho je zaloZena na neznalosti faktl, dezinformacich,
zkresleni pravdy a 1zi na strané environmentalistti a dalSich aktivistickych organizaci
i jednotlived. GMO byly vzdy kontroverznim tématem a nazory na tyto plodiny se velmi
lisi. Jedno ale zajima vSechny — jak a jestli viibec lze bezpe¢né urCit takto genoveé
manipulovanou rostlinu? Nejéastéji se pro detekci GM (geneticky modifikovanych)
potravin pouziva analyza DNA s pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce). Metodou
PCR mohou byt amplifikovany promotory, terminatory ¢i vlozené geny, specifické ¢asti
vkladanych DNA konstruktd, sekvence zahrnujici ¢ast genomu rostliny nebo cast

vlozeného DNA konstruktu.



Teoreticka ¢ast

1. Vitamin A a lidské zdravi

Vitamin A patfi do skupiny vitamini rozpustnych v tucich a pfirozené existuje
ve tiech formach: retinol, retinal a kyselina retinova. V téle je ukladan do jater (Solomons,
2012). Ptijimat ho v potravé mizeme bud jako pfedem vytvofeny vitamin A (retinol)
nebo provitamin A (f-karoten a dalsi karotenoidy). Nejlepsim zdrojem piedem
vytvofeného vitaminu A jsou zviteci jatra, dale pak mlé¢né vyrobky a vajicka. Provitamin
najdeme v zelening, zejména listove, dale v mrkvich, rajéatech a v nékterém ovoci, jako
je napiiklad mango (Ross et al., 2014). MnozZstvi tohoto dtlezitého vitaminu je ur¢ovano
v jednotach RAE (Retinol Activity Equivalents), nékdy i v IU (International Unit).
Doporucena denni davka se liSi v zavislosti na v€ku a pohlavi. Napft. u ditéte od 1 roku
do 3 let (bez ohledu na pohlavi) je doporucena davka 300 u RAE, zatimco u dospélé
téhotné Zeny, u které doslo ke spusténi laktace, je doporucen denni piijem 1300 p RAE
(WHO, 2009). Vitamin A je nezbytny pro normalni vidéni, rust a diferenciaci epitelovych
bunék, které lemuji rizné t€lni dutiny, Keratinizaci, imunitni systém, vyvoj pohlavnich
bunék, plodu, placenty a dal$i rizné metabolické funkce (Reddy, 2003).

Pro obyvatele bohatych, dobife rozvinutych zapadnich zemi, bude nedostatek
vitaminu A stéZi oznaCovana za soucasné¢ nebezpeci. Tato deficience je ovSem stale
aktualnim a velkym problém v rozvojovych, zejména asijskych a africkych zemich. VAD
(vitamin A deficiency, Cesky deficience vitaminu A) je podle Svétové zdravotnické
organizace problémem celkem ve 122 zemich na sv¢été. Je definovana jako koncentrace
retinolu v séru nizsi nez 0,70 x mol/l (WHO, 2009). K analyze vitaminu A ze séra se
vyuzivd HPLC (vysokouU¢innd kapalinovd chromatografie) nebo hmotnostni
spektrometrie (Ross et al., 2014).

Nezastupitelny vyznam ma tento vitamin pro oc¢i. Ty€inky na sitnici v oku
za normalnich okolnosti obsahuji zrakovy purpur rhodopsin. Ten je ucinkem svétla
rozkladan na opsin a jiz zminovany retinal. Nedostatek vitaminu A vede tedy nejdiive
k Serosleposti neboli hemeralopii (téz nyktalopie), kterou definujeme jako snizenou
schopnost vidéni za Sera (Benes et al., 2015). Dalsim stadiem je vznik abnormalnich zmén
spojivky a pfitomnosti tzv. Bitotovy skvrny ve tvaru trojuhelniku (perletové bila skvrna

na povrchu oka).



Dlouhodoby, takto neléceny stav, vede k xeroftalmii, ktera se vyznacuje suchosti oka
a zménami bun¢k rohovky. To vede ke vzniku viedi a perforaci rohovky, coz ma
za nasledek trvalou slepotu (Solomons, 2012). Takto vznikld slepota je zndma jiz
u starovékych Egyptani — byl nalezen papyrus z roku ptiblizné 1550 pi.n.1., ktery tento
jev popisuje a jako 1écba byla témto pacientim podavana zvifeci jatra, ackoliv divod,
proc tato 1écba funguje, byl zjistén az na zacatku 20. stoleti, kdy byl tento vitamin objeven

(Regis, 2019).

~

Obrazek 1 Zjizveni rohovky u ditéte v disledku VAD © John DC Anderson, 1999. Community
Eye Health Vol 12, No 31.

Pro imunitni systém je dulezita hlavné kyselina retinova, ktera je produkovana
nékolika typy bungk, které exprimuji retinalni dehydrogenazy a pfeménuji tak vitamin A
na jeho hlavni biologicky aktivni metabolit — all-trans-retinovou kyselinu (ATRA) neboli
tretinoin. Ten se vaze na jaderné receptory kyseliny retinové, které jsou exprimovany
v lymfoidnich bunikach a plsobi jako transkripéni faktory pro regulaci migrace
a diferenciaci bun¢k. Navic podporuje odpoveédi efektorovych T-bunék

pii autoimunitnich onemocnénich nebo pti probihajici infekci.
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Déle inhibuje diferenciaci naivnich T bunék na Thl7 buiky. Dilezita je
I U dendritickych bun¢k, kde kyselina zajistuje migraci, diferenciaci a schopnost
prezentovat antigen. Déle je produkce kyseliny pomoci APC (antigen prezentujicich
buné€k) nutné pro diferenciaci naivnich CD4+ T-lymfocytii na indukované regulacni T-
lymfocyty (Raverdeau, Mills, 2014). Jednoduseji feceno, deficience vitaminu A jesté
zhorsuje projevy jinak béznych onemocnéni.

Nedostatek (ale i nadbytek) vitaminu A v téhotenstvi muze vést k vrozenym
vyvojovym vadam. Jak jiz bylo zminéno, vitamin A je dileZzity pro vyvoj organii embrya,
jako jsou plice, ledviny, o¢i, kosti, srdce a cely obéhovy systém, ale i cely dychaci,
urogenitalni a nervovy systém (Ross et al., 2014). Odhaduje se, ze 19 miliond t€hotnych
zen, zejména V subsaharské Africe, jihovychodni Asii a sttedni Americe ma VAD a vice
nez polovina z nich trpi Serosleposti, a to hlavné¢ v pozdéSich stadiich té€hotenstvi
(Sherwin et al., 2012). Je pozoruhodné, kolik vaznych az smrtelnych dopadd muiize
zapfi€init nedostatek jednoho vitaminu. Studie z roku 2010 ukézala, Ze kvili této
deficienci zemie rocn¢ asi 700 000 déti mladSich péti let, tedy témét 2 000 timrti denné,
coZ je vice nez na tuberkulézu nebo malarii. Podle odhadu zalozeného na zpravé UNICEF
by poskytnuti vitaminu A zabranilo umrti 1,9 — 2,7 miliontim déti (Regis, 2019).

Navic byla strava s vysokym obsahem karotenoidui spojena se snizenym rizikem
makularni degenerace, rakoviny kuze, rakoviny prostaty a kardiovaskularnich
onemocnéni (Reddy, 2003).

2. Pro¢ zrovna modifikovana ryze?

Mezi cCasté argumenty odplirci GMO patii nazor, Ze se preci velké mnoZstvi
vitaminu A nachdazi v jatrech, zloutcich a v jinych, jiz zminénych potravinach (Ondfe;j,
Drobnik, 2002). Tyto potraviny jsou ovSem pro chudé obyvatele tretich zemi spiSe
luxusem, nikoliv kazdodenni zaleZitosti. Toto feSeni se povazuje za vcelku neredlné.
Druhym moznym, a ¢asto navrhovanym feSenim, je pfimét obyvatele k vét§imu péstovani
listové zeleniny, naptiklad Spenatu. Mnozi, ktefi trpi VAD, ovSem nemaji k dispozici
vlastni ptidu. A ti, ktefi pfeci jen ano, svoji irodu paradoxné radéji prodaji a zisk vyuziji
na jiné Gcely. Dalsim, teoreticky vhodnym feSenim, by byla suplementace vitaminu A
Vv primyslové vyrabénych tabletach. Ptisun takovych tablet témto lidem ovSem nejsou

vlady tretich zemi schopné zajistit pravidelné, a uz viibec ne celozivotné (Regis, 2019).
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UNICEF a dalsi podobné organizace pracovaly na tzv. dopliikkovych programech,
které mély zajistit suplementaci vitaminu A v tabletach. Bylo ovSem nemozné zajistit
tablety vSem, obzvlasté v nejchudSich venkovskych oblastech. Mezi dal$i problémy
téchto programut patfilo ¢asté vyCerpani zasob tabletek, zpozdéni pii preprave, poruchy
pfi zadavani objedndvek, mald motivace mistnich zdravotnickych pracovniki a tim
padem také $patny dohled nad davkami suplementujicich (Boyle, 2016).

Ryze (Oryza sativa) je zakladni a casto jediné jidlo milioni lidi na planeté.
Je i v chudych zemich k dispozici vSude a levné, proto je pro umélé obohaceni o S-karoten
idedIni (Regis, 2019).

3. Vznik GM ryZe

Vyzkum geneticky vylepsené ryze zacal jiz v roce 1982 a byl z velké casti
sponzorovan Rockefellerovym biotechnologickym programem. Jeho cilem je odstranéni
deficitu vitaminu A u lidi, ktefi si nemohou dovolit pestrou stravu (Ondfej, Drobnik
2002). Na tomto projektu zpocatku pracoval pouze profesor Ingo Potrykus, pusobici
na vysoke technické skole v Curychu. V roce 1990 Potrykus a jeho tym vytvofili pomoci
Agrobacterium tumefaciens prvni transgenni ryzi na svété, kterd méla zatim pouze
tzv. selekéni marker — byla rezistentni na antibiotikum hygromycin. Kdyz se v roce 1993
potadal v New Yorku pod zastitou Rockefellerovy nadace workshop ,Potencial
pro biosyntézu karotenoidi v endospermu ryze®“, setkal se Ingo Potrykus poprvé
s Peterem Beyerem a dohodli se spolu na spolupréaci. Beyer se tou dobou zabyval narcisy,
jejichz Zluta barva pochazi z f-karotenu, a tedy dobie znal celou biosyntetickou drahu
karotenoida (Potrykus, 2001). Pro Potrykuse a Beyera bylo klicové objeveni plazmidu.
Plazmidy jsou malé kruhové useky DNA, které se voln€ pohybuji v cytoplazmé bakterii
a replikuji se nezavisle na chromozomech. Tyto kruhové struktury se daji oteviit,
do mezery vlozit novy gen a pak kruh znovu uzavtit. Otevieni plazmidu je umoznéno
restrikénimi endonukledzami, zatimco uzavieni je provedeno jinym enzymem, ligazou.
Tuto technologii nakonec pouzili pro zlatou ryzi (Regis, 2019). Spolupréace Potrykuse
a Beyera byla velmi uspésna, a tak v roce 1999 byla na svété prvni GM ryze (kultivar

japonica), ktera vytvaiela 1,6 pg f-karotenu na 1 g endospermu.
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Uspéli tak ve zdanlivé nemozném projektu a umistili do ryze metabolicky fetézec,
ktery je schopny v endospermovém pletivu pfeménit tamni prekursor GGPP
(geranylgeranyl difosfat) v potfebné karoteny. Diky vnesenému S-karotenu ziskala zrnka
typicky zlatou barvu (Potrykus, 2001).

4. Modifikace ryZe

Neékteré ¢asti ryze jsou schopny tvotit GGPP (geranylgeranyl difosfat), prekurzor f-
karotenu, pomoci 4 enzymu - fytoensyntazi, fytoendesaturazi, p-karotendesaturazi
a lykopen-g-cyklazi. Jedna se ale jen o zelené Casti ryze, které se nekonzumuji (Ondfej,
Drobnik, 2002). Tyto 4 enzymy jsou tedy ptiddny do endospermu ryzZe a to pomoci
tzv. genovych expresnich kazet. Gen pro kazdy enzym ovSem nikdy nestaci, musi byt
pritomny také promotor, ktery je zodpovédny za projev genu, dale musi byt pfitomny
terminator, ktery je zodpovédny za pielozeni RNA na protein a dale tranzitni sekvence,
ktera slouzi k nasmérovani proteinu do endospermu. Navic je jako selekéni marker pouzit
gen rezistence na urcita antibiotika. Pro zlatou ryzi byl pouzit gen kddujici rezistenci
na antibiotikum hygromycin s vlastnim promotorem a terminatorem (Ho, 2002).

Prvni prototypy zlaté ryze mély bud’ dva, nebo tii zavedené geny plus transgen
s antibiotickou rezistenci jako selek¢ni marker. Rostliny se dvéma geny navic obsahovaly
fytoensyntetazu (psy) z Narcissus pseudonarcissus a fytoendesaturazu (crtl) z bakterie
Erwinia uredovora (nové pod nazvem Pantoea ananas). Ty byly pfeneseny spole¢né
v genové kazeté. Ty se tfemi geny m¢ly navic lykopen-gB-cyklazovy (Icy) transgen,
pieneseny do dalsi samostatné kazety. Tato ryze dosahovala ovSem jen jiz zminénych
1,6 ug p-karotenu na 1 g zrna, a nebyla tak schopna pokryt denni pfijmy provitaminu A
u cilové populace (Ye et al., 2000). Aby byla ryze skutecné prospé$na, musela by
obsahovat alespon 2 pg B-karotenu na 1 g zrna (Regis, 2019). V roce 2000 navic uzavieli
védci partnerstvi s agrochemickou Svycarskou spolecnosti Syngenta a dostali tak ptistup
k fad€ klicovych technologii. (Potrykus, 2001).

V piipadé GR1 (Golden rice 1) nahradili védci ze Syngenty virovy promotor crtl
transgenu promotorem navrzenym tak, aby mél nejvétSi enzymatickou aktivitu praveé
VvV ryzovém zrnu a pod crtl je nyni karoten desaturaza. Také vyvinuli selekéni systém,
ktery nevyuZzival gen rezistence na hygromycin. Misto toho pouzili tzv. systém pozitivni
selekce na b&zi mandzi (gen Pmi). Hladiny karotenoidl v zrnech této ryZze dosahovaly
6 ng p-karotenu na 1 g zrna (Al-Babili, Beyer, 2005).
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U nejnovéjsi verze, GR2, zavedli védci tii geny v jedné kazeté, znovu umistény
pod kontrolu promotoru specifického pro endosperm. Opét se jednalo o bakterialni gen
crtl a gen psy, ten byl ovSem tentokrat z kukutice (Zea mays). Védci zjistili, Ze pravé ten
dokaze u ryze vyrazné zvysit produkci f-karotenu. Tieti gen byl opét mandzovy selekéni
gen (Pmi). Kazeta GR2 byla zavedena do genomu americké odridy kaybonnet

a dosahovala az 37 pg na gram zrna.

RB Giu tpSSU:Crti nos Glu Psy nos Ubit Pmi nos LB

Obréazek 2 Genovy konstrukt Golden rice 2, Golden Rice Humanitarian Board © 2005-2020.

Popis genoveho konstruktu Golden rice 2 (obr. 2): RB, prava hrani¢ni sekvence; Glu,
gluteinovy endosperm-specificky promotor; tpSSU, ribuléza bisfosfat karboxylaza
z hrachu; Crtl, karoten desaturaza z Erwinia uredovora; nos, terminator genu nopalin
syntaza; Psy, gen fytoen syntdza ze Zea mays; Ubil, ryZzovy polyubiquitin promotor; Pmi,
fosfomano6za izomeraza z E. coli pro pozitivni selekci; LB, leva hrani¢ni sekvence (Paine
et al., 2005).

Wilditype Golden Rice 1 Golden Rice 2

Obrazek 3 Golden rice typu 1 a 2 v porovnani s prirodni ryzi. Prevzato z Paine et al., 2005,
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5. Transgenoze rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens
Transgenoze obecné je metoda genového inzenyrstvi, ktera je zalozena na cileném
vnaseni jednoho nebo vice genti do ciziho genomu. Metody transgenoze mizeme rozdélit
na pirimé (bez prostfednika) a nepiimé (pomoci virt, bakterii). Pro ptipravu zlaté ryze
byla pouzita metoda nepfimé transgenoze. Konkrétné pomoci jiz zminéné bakterie
Agrobacterium tumefaciens, ktera se bézné vyskytuje na kofenovych systémech rostlin
a vyuziva je jako své hostitele (Vondrejs, Storchova, 1997). Tato gramnegativni bakterie
napadd poranénou rostlinu, ktera produkuje fenolickou latku typu acetosyringonu (napf.
katechol, acetovanilon, hydroxyacetofenon apod.). Ten se navdze na proteinové receptory
na membrané bakterii Agrobacterium. To do rostliny vnese ¢ast své DNA, lokalizované
do ¢asti velkého plazmidu Ti, ktery obohati rostlinu o dva typické geny:
* geny k tvorb¢€ opinil, coZ jsou vétSinou estery bazickych aminokyselin s jinymi
skupinami nizkomolekularnich latek, které bakterii dale slouzi jako zdroje dusiku,
uhliku a energie
« geny, které hostitele pfinuti k vyssi biosyntéze dvou typl hormoni: auxint
a cytokinint. Tyto typy hormont vedou k tomu, ze se buiiky piestanou diferenciovat,
coz je pri¢inou vzniku viditelnych nadort na kotfenech napadené rostliny. Toto
onemocnéni, které bylo pozd¢ji pojmenovano jako ,.crown gall“, popsal jako prvni
uz Aristoteles. Pro laboratorni ucely je ovSem bakterie upravena tak, aby tento nador
nevznikal.
Ti (tumor indukujici) plazmid Agrobacteria ma délku 150-200 kb a obsahuje 2
nepostradatelné useky:
« T-DNA (transferred DNA)
Velky 15-45 kb. Nema Zzadné geny pro vlastni integraci, jen vstupuje do rostliny.
Zacletiyje se do rostlinného genomu ndhodné. Nejlépe prostudované typy jsou
oktopinovy (dale rozdélen na T, a Tr) a nopalinovy.
 Virulentni Gsek (vir) — obsahuje geny nutné pro ptenos a integraci T-DNA
do bunky, dlouhy 35 kb (Ondfej, Drobnik, 2002).
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Nami cilena metoda transgenoze vyuziva laboratorné upravené kmeny
Agrobacterium tumefaciens (Navrétil, 2006). Ty postradaji v Ti plazmidu oblast T-DNA,
kterd je nahrazena v podob¢ binarniho vektoru. Binarni vektor pfedstavuje plazmid, jehoz
klonovaci misto je ohrani¢eno hrani¢nimi sekvencemi, mezi nimi se nachazi: transkripéni
promotor — nejéastéji CaMV neboli 35S, gen kodujici pozadovany protein a transkripéni
terminator — nejcastéji nopalinsyntaza (Lee, Gelvin, 2008). Pomoci téchto bakterii se daji
transformovat i nerostlinné bunky, jako jsou naptiklad prokaryotni buniky, kvasinky
a dalsi houby (Lacroix et al., 2006). Zptusob provedeni transgenoze je ¢asové narocny.
Cast rostlinky je vlozena do suspenze bakterii. Nasledné jsou dany na Zivné médium
s fytohormony, které podpofi tvorbu kalusi =z transformovanych bungk.
Netransformované buriky jsou selektovany pomoci selek¢niho markeru v médiu. Jedna

se 0 jiz zmin€na antibiotika, dal§i moznosti jsou herbicidy (Navratil, 2006).

6. Risk v podobé GMO

Mnoho lidi na svété se boji potencidlnich negativnich duasledkli péstovani
a konzumace zlaté ryze (McLean, 2005). Problémy s aktivisty zacaly hned na samém
zacatku jiz v roce 2001, kdy zlata ryze ,,prekrocila“ hranice Filipin kvuli testovani. Lidé
z organizace Greenpeace okamzité zacali technologii oznaCovat za nebezpecnou
a riskantni, aniz by méli potiebné informace (Regis, 2019). Prvni prototypy GR
obsahovaly selekéni gen, diky kterému byly vysledné rostliny rezistentni na antibiotikum
hygromycin (Potrykus, 2011). Nektefi kritici GMO tvrdili, Ze konzumace stravy
obsahujici geny rezistence na antibiotika by mohla vést k nechténému vytvofeni
rezistence na antibiotika u ¢loveka, tedy Ze by tento gen mohl vést k rezistenci mezi
bakteriemi ve stievnim traktu spotiebitele. Tato uméla rezistence, jak uvedli tito kritici,
by se mohla §itit na samotné bakterie zptsobujici onemocnéni procesem zndmym jako
horizontalni pienos gend, kvili kterému budou S$kodlivé bakterie imunni vuci
antibiotikiim, které pouzivame k I1é¢eni, a to by mohlo mit fatalni nasledky (Regis, 2019).
To ovSem védci povazuji za nepravdépodobné. Gen rezistence na antibiotika by musel
uniknout rostlinné buiice, ptezit ve slindch a zalude¢nich kyselinach. Kromé toho by se
gen musel usadit na sprdvném misté v genomu bakterie zpiisobujici onemocnéni
(Stratilova, Jedlickova, 2016). Je to ale vitbec mozné? Bez ohledu na to selekéni systémy
rezistence na antibiotika pfedstavuji pro mnoho lidi nebezpedi a je rozumne je zcela
odstranit a nahradit. Proto byl také pozdéji vyvinut mandézovy selekéni systém, ani ten ale

laickou vefejnost 0 nic vic neptesvédcil o bezpeénosti GMO (Regis, 2019).
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Nejen, Ze se vefejnost boji antibiotické rezistence, kritici obvitiuji GM potraviny take
z potencialniho vzniku alergii, vzniku Gplné novych nemoci, nebo ze ndm hrozi jina,
doposud nezndma rizika. A stejné tak existuje moznost, Ze budou ovlivnéna i zvifata,
kterd snédi geneticky modifikované plodiny. Mezi dal§i obavy patii, ze geneticky
modifikované potraviny zacnou rist z vysadby GM plodin v blizkosti geneticky
nemodifikovanych plodin, a to bez védomi péstitele i spotiebitele (McLean, 2005).
Ostatné, tyto obavy jsou na misté, protoze uz se tak stalo v letech 1998-2000, kdy se
geneticky modifikovana kukufice ,,StarLink* smisila s konvenéni kukufici. Toho se
ovSem védci U GR neboji. Zlata ryze, jak uz ndzev napovida, ma opravdu zjevné zluta
zrna. DalSim faktem je, ze laboratofe s GM ryzi jsou umistény schvalné vzdalené
civilizaci, velmi dobife hlidané a co nejvice oplocené. VétSinou jesté obsahuji rizné
dekontamina¢ni chodby, aby nedoslo k nechténému vyneseni GMO (Regis, 2019).

Dale napiiklad ¢lenové extrémné levicové organizace KMP (Kilusang Magbubukid
ng Pilipinas) vefi konspiraéni teorii, Ze zlatd ryze se péstuje proto, aby doslo
k nadnarodnimu pievzeti trhu s filipinskou ryzi. Ve skutecnosti ryzi vyrabi organizace
vefejného sektoru a byla by rozdavana zdarma zemédélcim, ktefi by byli dale
podporovani v seti. Tato skupina spolu se skupinou MASIPAG (organizace zemédélct,
snazici se o zlepSeni kvality zivota drobnych zemédé€lct) znicila v srpnu 2013 celou urodu
na Filipinach. Jednalo se tak o jeden z mnoha nezakonnych ttoka (Revkin, 2013).

Mezi nejznaméjsi anti-GMO organizace patii stale Greenpeace, ktefi se nyni boji
hlavné nekontrolovaného S$ifeni genetickych modifikaci v zivotnim prostiedi (Hrabek,
2018). Ke GMO jsou velice skeptiCti i predstavitelé katolické cirkve, ktefi berou
genetické inzenyrstvi jako ,zasah do pfirozeného fadu véci®. Nicméné v poslednich
letech Vatikéan vyjadtil podporu v boji proti hladovéni a chudobé pravé pomoci geneticky
modifikovanych potravin (Drobnik, 2010). Dezinformovanost vefejnosti nahrava nejen
nevladnim organizacim, ale také politickym institucim nékterych ¢lenskych stati. V EU
napiiklad stale vzrista negativni atmosféra vii¢i GMO (Stratilova, Jedlickova, 2016).

Ale hlavnim divodem, pro¢ zlata ryze jesté neni mezi potfebnymi, je mezinarodni
dohoda znama jako ,.Cartagensky protokol o biologické bezpecnosti“. Cilem tohoto
dokumentu, ktery plati od roku 2003, je zajistit bezpe¢né zachazeni, pfevoz a pouzivani
modifikovanych plodin. Tento protokol, mimo jiné, obsahuje vysoce kontroverzni
Klauzuli, zndmou jako ,,zasada ptedbézné opatrnosti. Ta uvadi, ze pokud produkt

moderni biotechnologie ptedstavuje jakékoliv mozné riziko pro lidské zdravi nebo Zivotni
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prostfedi, méla by byt pfijata opatieni k jeho omezeni ¢i zabranéni jeho zavedeni. Kvuli
tomuto opatfeni dochazi ke zpozdéni vyzkumt a schvalovacich procesti o celé roky
(Dubock, 2014).

4. Podpora

V ¢ervnu roku 2016 podepsalo 107 laureatt Nobelovy ceny dopis, v némz naléhavé
vyzyva Greenpeace a jeho piiznivce, aby ukonéili kampan proti GMO, zejména proti
zlaté ryzi. | nadace Billa a Melindy Gates podporuje pouziti geneticky modifikovanych
organismi v zemédélském rozvoji a podporuje IRRI (Mezinarodni vyzkumny Gstav
ryze). Ve stejném roce zvetejnila Narodni akademie véd USA vysledky rozsahlé studie
geneticky modifikovanych plodin. Védci provadé&jici studii procetli literarni reserse vice
nez 800 publikovanych ptispévkill, vyslechli 80 fe¢nikli na tfech vetejnych setkanich
a patnacti webinatich a piecetli vice nez 700 komentait z fad Siroké vefejnosti. Studijni
komise nezjistila zddny podstatny dikaz o rozdilu v rizicich pro lidské zdravi mezi

geneticky modifikovanymi plodinami a konven¢né péstovanymi (Regis, 2019).

18



Cile préace

1. Cile prace

V pribéhu této prace je cilem vypracovat odbornou resersi o zlaté ryzi — ndhradnim
potravinovém zdroji vitaminu A, o risku a zisku této geneticky upravené rostliny
a 0 prib¢hu piipravy transgennich rostlin.

Déle bude mym cilem praktické zvladnuti metodiky ptipravy modelového GMO
a oveéfeni pfitomnosti vnesenych geni ve zkoumanych vzorcich na modelovém

organismu.

2. Vyzkumné otazky
e Lze dokazat vlozeny gen bez PCR a elektroforézy nebo pouze po elektroforéze
PCR produktt?

e Kolik kopii transgenu se pii agroinfekci do vyzkumného materidlu integrovalo?
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Metodika

Metodicka ¢ast mé bakalaiské prace byla provedena v laboratoti Ustavu molekularni

biologie rostlin AV CR v Ceskych Budg&jovicich.

1. P#iprava médii
Jako prvni byla v laboratofi ptipravena kultivaéni média, ktera slouzi pro péstovani
a kultivaci rostlin a bakterii. Konkrétné to byla agarova MS (Murashige and Skoog, 1962)
média, MS.R. (Murashige, Skoog, 1962) regenera¢ni média a LK (Langley, Kado, 1972)

média.

1.1. MS médium
Toto agarové kultivaéni médium bylo pouzito ke kultivaci rostlinnych ¢asti.
Je vhodné pro kultivaci tabaku (Murashige, Skoog, 1962).
Vybaveni: laminarni box, magnetické michadlo, analytické vahy (zn. Kern), autoklav,
laboratorni sklo
Chemikéalie: MS medium s pfidanymi vitaminy (Gamborg B5 Vitamins), sachar0za, plant

agar, destilovana voda

Postup pripravy:

1. Na analytickych vahach bylo navazeno 4,4 g MS média s pfidanymi vitaminy,
30,0 g sacharozy, 5,0 g plant agaru. Smés byla rozmichana v 1 000 ml destilované
vody.

2. Bylo zapottebi upravit pH smési ptesné na 5,8. To bylo provedeno postupnym
ptidavanim KOH (1 M) po kapkéach za stalého michani na magnetickém
michadle.

3. Smés se dale autoklavovala 30 minut (teplota 121 °C, pietlak 1,2 kg/cm?).

4. Poté se smés nechala vychladnout na teplotu 60 °C a vse bylo rozlito do sterilnich
Petriho misek ve sterilnim boxu s laminarnim proudénim vzduchu. Do kazdé

misky bylo nalito piiblizné 20 ml tohoto média.
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1.2 Kultivacni agarové MS.R. médium
Kultiva¢ni agarové médium oznacené jako MS.R., tedy regeneracni, bude slouzit
k regeneraci tabakovych transformantd. Slozeni bylo sestaveno na zakladé dostupné
literatury a zkuSenosti laboratofe. Pudy obsahovaly mimo jiné hormony pro podporu
tvorby kalusu.
Chemikéalie: MS médium s ptidanymi vitaminy (Gamborg B5 Vitamins), sachar6za, BAP

(zasobni roztok), NAA (zésobni roztok), plant agar, timentin, kanamycin

Priprava zasobnich roztokii:
BAP (6-benzylaminopurin)
1. 0,1 g BAPu bylo rozpusténo v KOH (1 M). Déle bylo smichano s 25 ml
destilované vody.
2. Smés se nechala povatit, pritbézn¢ bylo kontrolovano rozpusténi BAPu.
3. Smés se dale po rozpusténi BAPu nechala vychladnout a poté byla doplnéna

destilovanou vodou na 100 ml.

NAA (kyselina a-naftyloctova)
1. 10 mg NAA bylo rozpusténo v KOH (1 M).
2. Po rozpusténi NAA se doplnila smés destilovanou vodou na 100 ml. Tato smés

se skladovala v lednici.

Postup pripravy MS.R. média:

1. Bylo smichano 4,4 g MS media s ptidanymi vitaminy, 30 g sacharozy, 6,0 g plant
agaru, 1,0 ml z piipraveného zasobniho roztoku BAP a 1,0 ml NAA.

2. Na magnetické michacce bylo upraveno pH na 5,8 postupnym ptidavanim KOH
(1 M),
Smés byla poté sterilizovana v autoklavu.

4. Po autoklavovéani byla navic do vychladlé smési ptidana antibiotika, konkrétné
250 mg timentinu a 100 mg kanamycinu. Tato antibiotika budou slouzit jako
selek¢ni agens.

5. Média byla rozlita do pfedem piipravenych sterilnich Petriho misek.
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1.3 LK médium
LK médium (Langley, Kado, 1972) je uréeno na kultivaci bakterii, pouzivanych pro
transgenozi.
Chemikalie: sachar6za, kasein hydrolyzat, kvasni¢ni extrakt, KH2PO4, MgSQOa, plant agar
Postup pripravy LK média:

1. Na analytickych vahdch bylo navazeno 10,0 g sachar6zy, 8,0 g kasein
hydrolyzatu, 4,0 g kvasniéniho extraktu, 2,0 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného, 0,3 g siranu hofe¢natého a 15 g plant agaru.

Smés byla rozpusténa v 1 000 ml destilované vody.
V tomto ptipadé bylo pH upraveno pomoci NaOH (1 M) piesné na 6,5.
Autoklavovani probihalo 30 minut na 120 °C.

a &~ N

Médium se nechalo vychladnout, dale byl skladovano v Erlenmeyerové bance

v chladu.
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2. Bakterie rodu Agrobacterium tumefaciens
Ustavem molekularni biologie rostlin AV v Ceskych Budg&jovicich mi byly
poskytnuty bakterie rodu Agrobacterium tumefaciens. Jednalo se o kmen LBA4404
oznaceny pro laboratot déale jako ,,4551%. Tento kmen bakterii je standartné uchovavan

Vv mrazicim boxu pti -80 °C.

RB

Obrazek 4 Schéma plazmidového vektoru bakterii 4551. Zdroj: vlastni.

Tento konkrétni plazmid, ktery mi byl poskytnut, nesl u levé hrani¢ni sekvence
selekéni gen pro neomycin phosphotransferazu 11 neboli nptll, ktery byl vyizolovan
z E.coli a nese vlastnost odolnosti vié¢i antibiotiku kanamycinu a neomycinu. Déle
je v konstruktu bakterii zabudovany signalni gen pro GFP (green fluorescent protein),
ktery byl vyizolovan z medizy Aequorea victoria. Ma schopnost preménovat ultrafialové
nebo modré svétlo na zelené (Hraska et al., 2006). Mezi nimi je umistény promotor pro
nopalin syntazu (pNOS), ktery urcuje projev nptll. Projev GFP uréuje promotor viru
tabdkové mozaiky (CaMV) 35S. A nakonec gen HIGI2 z H. influenzae je fizen
promotorem pro chalkonsyntdzu Pchs_H1 u pravé hrani¢ni sekvence.

Tento kmen bakterii byl napéstovan na pevnem LK médiu, obohacené o kanamycin
(50 mg/l) a dale naockovan do tekutého média sterilni klickou. Poté byly bakterie
kultivovany na tfepaéce 16 hodin, pfi teplot¢ 28 ©°C. Narostlé médium bylo
centrifugovano 20 minut pii 4 500 otaCkach za minutu a teploté 20 °C. Ziskana peleta
byla déle resuspendovana v MgSOs (0,01 M), jelikoz hot¢ik stimuluje proces pienosu
DNA.

Do kultury 20 ml bakterii bylo dale ptidano 200 pl acetosyringonu (20 mM). Poté

byla ddna na n€kolik minut na tfepacku.
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3. Transformace listovych segmentii
Pomiicky: sterilni klicky, vortex mixer, korkovrt, mikropipeta, Spicky, centrifuga,
trepacka

Jako modelovy organismus byl pouzit tabak virgnsky neboli Nicotiana tabacum.
Nejen, Ze se snadno transformuje, navic se jeho ¢asti velmi dobfe a rychle regeneruji
na zivnych ptidach. Ustavem molekularni biologie rostlin AV CR mi byla poskytnuta
mlada tabakova rostlina (viz. pfiloha ¢. 1), péstovana ve sklenikovych podminkach. Z ni
byl odtrhnut zcela nahodny list, ze kterého byly pfipraveny kruhové segmenty
korkovrtem o praméru 1 cm. Tyto segmenty byly sterilizovany v desinfekénim roztoku
obsahujici chlornan sodny (5 %) s malou kapkou detergentu (pfipravek Jar). Tento
desinfek¢ni roztok byl odebran za zcela sterilnich podminek pipetou do Petriho misek
a segmenty do nich byly ponofeny na 15 minut. Poté byly segmenty oplachovany sterilni
vodou. Oplachovéani bylo opakovano celkem 3 X, a to vzdy po deseti minutach.

Po poslednim odsati vody byla k segmentu pfidana tekutd kultura ptisluSného
bakterialniho kmene Agrobacterium tumefaciens (4551) na 20 minut. Tato ko-kultivace
probihala za mirného tiepani na tiepacce, bakterie by se mély dostat do rostliny feznymi
ranami. Poté byly tyto bakterie odsaty sterilni $picku a segmenty nasazeny na 3 Petriho
misky s MS.R médiem po deseti segmentech na 1 misku. Toto meédium neobsahovalo
z4dna antibiotika. Segmenty byly do Petriho misek umistény priduchy orientovanymi

navrch. Pti pokojové teploté byly kultivovany po 24 hodin.
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Obrazek 5 Transformace listovych segmentii diskovou metodou, vlevo: zbytek listu po
Vyriznuti segmentu korkovrtem, vpravo: segmenty na tiech Petriho miskach s médiem.
Zdroj: vlastni.

4. PiendSeni tabdakovych listii
Segmenty byly postupné pienaseny na média, obsahujici ur¢ité mnozstvi antibiotik.
Konkrétn¢ kanamycin o koncentraci 100 mg/l — toto antibiotikum by mélo zajistit,
7e budou na médiich s ptidanymi antibiotiky regenerovat pouze rostliny nesouci plazmid,
ktery obsahuje gen pro antibiotickou rezistenci. Dale je do pudy ptidan timentin
0 koncentraci 250 mg/l, pro postupnou eliminaci piezivajicich bakterii. Pidy obsahovaly

také hormony (BAP = 1,0 mg/l, NAA = 0,1 mg/l) pro podporu tvorby kalus.
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5. lzolace DNA metodou mp (miniprep)

Déle byla provedena izolace bakterialni DNA metodou miniprep.
Cilem této izolace bylo vyizolovat plazmid z kultury bakterii Agrobacterium tumefaciens
a E. coli (ta standartné slouzi k uchovavani vzorku plazmidu v laboratofi a bude slouzit
jako kontrola).
Pomiicky a chemikalie: mikrozkumavky typu Eppendorf, centrifuga, vortex mixer,
bunécina, octan amonny (7,5 M), isopropanol, ethanol (70 %), roztok A a B
Slozeni roztoku Ana 1 1:

25 ml TRIS (1 M, pH 8)

20 ml EDTA (0,5 M)

45 ml glukozy (20 %)
Slozeni roztoku B na 100 ml:

200 ml SDS (dodecylsiran sodny, 2 %)

0,798 g NaOH (0,2 M)

Postup:

1. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 1,5 ml bakterii, které byly v tekutém LK
médiu.

2. Bakterie byly sto¢eny v centrifuze pifi 15 000 otackach za minutu na 2 minuty.

3. Vzorek byl vyndan z centrifugy, se shora byla odsata nadbyte¢na tekutina.

4. Do mikrozkumavky bylo pfidano dalSich 1,5 ml bakterii a vzorek byl znovu dan
do centrifugy na 2 minuty p#i 15 000 otackach.

5. Sediment byl smichan s 200 pl roztoku A a mikrozkumavka byla dana na par
sekund na vortex mixer.

6. Daéle bylo ptidano 400 pl roztoku B a cela smés se 6 x rychle promichala
prevracenim. Poté jsem smés nechala stat pfi pokojové teploté¢ 10 minut, kdy
probihala lyze bun€k, odd¢€leni proteini od DNA a denaturace.

7. Bylo pfidano 250 pl octanu amonného, cela smés byla dikladné promichana
pievracenim 1 minutu.

8. Smés byla dana na 30 minut do mrazaku pfi teploté -20 °C. Po celém objemu se
vytvofila husté bila sraZenina.

9. Nasledovala 2 x centrifugace pti 15 000 otackach na 2 minuty.
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10. Poté byl dikladné odsat supernatant a piidan isopropanol 0,6 ml.

11. Smés byla nechana hodinu stéat. Poté byla mikrozkumavka pienesena do chlazené
centrifugy. Centrifugace probihala pti 14 000 otackach za minutu po 30 minut.

12. Byl ptidan vychlazeny ethanol (70 %), nésledovala posledni centrifugace na 2
minuty pfi 15 000 otackach za minutu.

13. Nasledné byl ethanol vylit opatrnym pievracenim a vzorek byl nechan susit po
dobu 30 minut.

14. Nakonec bylo do mikrozkumavky ptidano 30 pl sterilni vody.

6. Elektroforeticka separace
Pomiicky: elektroforéza se zdrojem (viz pfiloha ¢. 2), vanicka, hiebinek, agar6za (1 %),
pufr 50XTAE (Tris-Acetate-EDTA), nanaseci pufr, ladder (1 kB)

Priprava 1 | zasobniho roztoku 50xTAE:
Bylo navazeno 242 g TRIS base (pH 8), dopIlnéno vodou do 800 ml, ptilito 100 ml
EDTA (0,5 M, pH 8). Byla zapnuta michacka na 50 °C a pomalu pfilévano 57,1 ml ledové

kyseliny octové. Nakonec byla smés doplnéna vodou do 1000 ml.

1. Agar6za byla smichana s pufrem v Erlenmeyerov¢ barce.

2. Smés agardzy a pufru byla dana do mikrovinné trouby a ponechana v ni, dokud
nebyl gel aplné rozpustény. Smés byla nechana vychladnout pii pokojové
teploté.

3. Dale byl do smési ptfidan ethidium bromid.

4. Smés byla dale vylita do vani¢ky, byl vloZen hiebinek a gel se nechal ztuhnout.
Po ztuhnuti byl hiebinek vyndan.

5. Dale byla vanicka usazena do elektroforetické vany, piidano TAE.

6. Nakonec byl pipetou do jamek nanesen ladder a vzorky s pufrem a byl zapnut

zdroj pro separaci molekul.
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7.

Izolace rostlinné DNA

Byla provedena izolace rostlinné DNA za ucelem PCR amplifikace. Jako vzorky

slouzily mnou vypéstované transgenni rostliny Nicotiana tabacum, které piezily selekci

na kultiva¢nich médiich.

Pomiicky a chemikalie: zkumavka typu eppendorf, ty¢inka, centrifuga, extrakéni
pufr (slozeni: 200mM Tris HCI, pH 8; 250mM NacCl; 25mM EDTA, 0,5 % SDS), ethanol
(70 %), isopropanol, TE pufr (10mM Tris HCI, ImM EDTA pH 8)

Postup:

1.

© © N o

Vzorky rostlin byly zhomogenizovany ve zkumavce typu eppendorf pomoci
tyCinky, bez ptitomnosti pufru.

Ke vzorku bylo do zkumavky ptidano 400 pl extrakéniho pufru, nasledovalo
vortexovani na 5 sekund.

Déle byl vzorek dan do centrifugy na 3 minuty pii 14 000 otackach za minutu.
Bylo odebrano 300 pl supernatantu. Byl pfemistén do nové sterilni zkumavky
typu eppendorf.

Dale bylo ke vzorku pfidano 300 pl isopropanolu, smés byla promichana
a vzorek byl nechan stat pii pokojové teploté 3 minuty.

Nasledovala centrifugace po dobu 5 minut pii 14 000 otackéach za minutu.

Bylo piidano 800 pl ethanolu, smés byla promichana a nechana vysusit se.
Supernatant byl odsat, pelet byl nechan vysusit.

Nakonec bylo ptidano 75 pl TE pufru, pelet byl rozpustén velmi jemnym

prevracenim.

8. PCR

Déle byla provedena amplifikace specifického Useku vneseného genu pomoci PCR.

Pomiicky a materidl: DNA templaty, SNTPS (deoxynukleosidtrifosfaty), specifické

primery (forward, reverse), polymeraza, pufr (obsahujici Mg?*)

Pouzité primery pro PCR amplifikaci nptll, které se specificky navazi na ¢ast sekvence,

pievzato z Biiza et al. (2008):

NPT1 5°-ACG CAG GTT CTC CGG CCG CTT G-3¢
NPT2 5°-GAA GCG GTC AGC CCATTC GCC G-3¢
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Pro amplifikaci genu nptll byl pouzit termocykler (pfiloha ¢&. 3) prednastaveny
dle schématu, viz tabulka ¢. 1.

Tabulka 1 Nastaveni termocykleru pro PCR amplifikaci

Cyklus Teplota Cas Opakovani
1. 95° 2 minuty 1x
2. 940 30 sekund
3. 55° 45 sekund 34 x
4. 72° 1 minuta 20 sekund
5. 72° 3 minuty 1x

Déle byla opét provedena elektoforeticka separace PCR produktd. Cilem této

elektroforézy bude znazornéni ptitomnosti genu nptll v modelové rostlin¢ po PCR.

9. Pritkaz signalniho genu GFP
V rostliné pfitomny plazmid 4551 mél zabudovany signalni gen GFP z meduzy
Aequorea victoria s prislusnym promotorem 35S. Tento signalni gen mohl byt jednoduse
ovéfen bez pouziti PCR a elektroforézy. K ovéfeni stacilo pouzit tzv. agroinfiltraci.
Injekéné byla vpravena bakterialni suspenze nesouci binarni vektor do listu narostlého

tabaku. Produkované proteiny bylo mozné detekovat jiz nékolik dni po agroinfiltraci.

10. Vysev seminek

Semena Nicotiana tabacum ze tii nami vypéstovanych rostlin byla pted vysevem
na média v eppendorfce vysterilizovana roztokem (2 ml Sava + 18 ml vody). Byla pfidana
kapka pripravku Jar, aby nedochazelo ke ptilisnému shlukovani seminek. Seminka byla
dale 3 x promyta sterilni destilovanou vodou. Dale byl do mikrozkumavky pfidan roztok
0,1 % agardzy a vody. Seminka tabaku byla vysévana pomoci mikropipety na pfipravena
media, a to za pomoci upravenych $pi¢ek. Tém bylo pted rozsifeno usti vysterilizovanymi
nuzkami. Médium obsahovalo 100 mg/l kanamycinu. Prace se seminky probihala
po celou dobu v laminarnim boxu. Dale bylo sledovano, jaky pocet kanamycin
rezistentnich a kanamycin senzitivnich rostlin vyroste na médiu. Vyhodnoceni probihalo

na zédkladé velikosti rostlin, zejména kotinkda.
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Vysledky

1. Elektroforetickd separace bakterialni DNA

4551 4543
(A.t) (E. coli)

5 kbp
4 kbp
3 kbp

2 kbp

1 kbp

Obrazek 6 Elektroforeticka separace bakterialni DNA

Z leva: DNA ladder (1 kb), plazmid Agrobacterium tumefaciens, plazmid E. coli
Ze spodu nahoru: RNA, CCC a OC forma. Vyhodnoceno jako 13 kbp.
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2. Hlavni pritkaz genu z rostlin

4551

KK 4 2 34

s
1000 -

500 .

O% ».

100 TN

Obrazek 7 Elektroforeticka separace z rostlinné DNA

Po PCR byly vzorky vyhodnoceny pomoci gelove elektroforézy. Jako vzorky byly
pouzity rostliny, které prezily selekci na médiich s antibiotiky.

Z leva: DNA ladder (100 bp)

K" - negativni kontrola — pouzit priikazné netransformovany tabak

K" - pozitivni kontrola — plazmid bakterie Agrobacterium tumefaciens 4551

1 — vzorek listu z vypéstované transformované rostliny ¢. 1

2 — vzorek listu z vypéstované transformované rostliny ¢. 2

3 — vzorek stonku z vypéstované transformované rostliny ¢. 3

4 —vzorek stonku z vypéstované transformované rostliny ¢. 4

Vyhodnoceno: 700 bp
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3. Priikaz signalniho genu GFP

Obrazek 8 Priikaz GFP z transformovaného tabaku
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Obrazek 9 Pritkaz GFP z transformovaného tabdku

Jelikoz mél tento plazmid zabudovany signalni gen GFP z medlzy, i ten mohl byt
ovéfen Vv tmavé mistnosti s UV zativkou. K ovéfeni stacilo znat transientni expresi,
konkrétné techniku zvanou agroinfiltrace. Injek¢né byla vsttiknuta bakterialni suspenze
do mezibun&nych prostor lista transformovaného tabaku. Produkované proteiny bylo
mozné detekovat jiz nékolik dni po agroinfiltraci. V listu se docasné¢ dosahne velmi
vysoké exprese genu, takze lze snaze zobrazit, co potiebujeme — VvV tomto piipadé
svétélkovani (Chen et al., 2014).
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4. Stépné poméry seminek

Nakonec byla vyseta seminka ze tii nami vypéstovanych rostlin Nicotiana tabacum
na novad media. Pocet transgennich (kanamycin rezistentnich) a netransgennich
(kanamycin senzitivnich) rostlin uvadim v tabulce ¢. 2.

Pocet lokusti, do kterych se zaclenila T-DNA, se ur€uje z pomerd mezi rezistentnimi
a senzitivnimi rostlinami ve druhé generaci rostlin. Pfi integraci transgenti do jednoho
lokusu se vyskytuje $tépny pomér 3:1, do dvou lokust 15:1 a do tii lokusti pomér 63:1
(Ondfej, Drobnik, 2002). Proto bude vypocitan chi kvadrat test.

Tabulka 2 Seminka druhé generace (T2)

Seminka z rostlin Rostou, transgenni Male, netransgenni
1. 90 7
2. 94 8
3. 86 5

Vzorec pro vypodet x*:

, _ (sledovany pocet transgennich rostlin — o¢ekavany pocet trans. rostlin)?

X 17 PR p ;
oCekavany pocet transgennich rostlin

(sledovany pocet netransgennich rostlin — o¢ekdvany pocet netransgennich rostlin)?

ocekavany pocet netransgennich rostlin

Tabulka 3 Vysledek chi kvadrat testu p7i predpokiddaném pomeéru 3:1

Seminka z rostliny X2

3,995
4,046
4,197

Tabulka 4 Vysledek chi kvadrat testu p7i predpoklidaném poméru 63:1

Seminka z rostliny X2

4,437
5,175
3,026
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Tabulka 5 Vysledek chi kvadrét test pii predpokiadaném pomeru 15:1

Seminka z rostliny

X2

0,489

0,700

0,943
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Diskuze

Na samém zacatku mé laboratorni prace byla piipravena média, ktera slouzila
k uchovavani bakterii a média, slouzici jako selek¢ni marker pro péstované modelové
rostliny. Listy modelového organismu byly ko-kultivovany s upravenymi bakteriemi
Agrobacterium tumefaciens. Déle jsme sledovali, které rostliny na mnou pfipravenych
selekénich médiich uhynou a které budou regenerovat a dale rtst. Diky fytohormonim
a vlastnosti zvané totipotence zacaly opravdu nékteré rostliny regenerovat. Ty jsme dale
ptesazovali do Cerstvych regenera¢nich médii. Do médii byla ptidana v ur¢itém mnozstvi
antibiotika kanamycin a timentin. Kanamycin nam mél zajistit, Ze na médiich s pfidanymi
antibiotiky regenerovaly pouze rostliny nesouci plazmid, ktery obsahuje gen
pro antibiotickou rezistenci. Timentin nam slouzil pro postupnou eliminaci piezivajicich
bakterii. Pudy obsahovaly také hormony (BAP = 1,0 mg/l, NAA = 0,1 mg/l) pro podporu
tvorby kalust. Nékteré z rostlin byly tzv. chimérické. To znamena, Ze nemély ve vSech
bunkach identickou genetickou informaci. V pritbéhu ptesazovani byly ovsem chimérické
rostliny eliminovany.

Nejdiive jsem si otestovala predlozené upravené bakterie. 1zolace bakterialni DNA
byla provedena metodou miniprep. Tato metoda je vhodnd i pro malé¢ mnozstvi DNA
materialu, navic je pomérné rychla. Provedena byla izolace DNA nejen z bakterii rodu
Agrobacterium tumefaciens, ale také z bakterie rodu E. coli. Divod byl ten, Ze E. coli
standartné slouzi k uchovavani vzorku plazmidu v laboratoii molekularni biologie rostlin
a slouzila nam tak jako kontrola. Vyizolovana DNA byla znazornéna pomoci gelové
elektroforézy, jak uvadim na obrazku ¢. 6. Zde mizeme vidét, ze velikost odpovida
ptiblizné 13 kbp. Pro presnéjsi vysledek by se musel udélat tidsi gel (0,7 % agardza)
a elektroforéza by musela bézet pii hodné pomalé rychlosti (napt. 25 V) pies noc. Nam
ovSem stacil fakt, Ze jsme vibec plazmid vyizolovali a velikost odpovida alespon
ptiblizné.

Po nékolika tydnech uz jsme méli narostlé modelové rostliny. To, ze modelovy
organismus Nicotiana tabacum vyrostl na pfipraveném selekénim médiu, do kterého byl
pfidan kanamycin, neni ovSem dostate¢nym diikazem, Ze se v rostliné opravdu nachézi
konkrétni plazmid s antibiotickou rezistenci. Z toho divodu byla provedena detekce

selekéniho markeru nptll.
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Byla vyizolovana rostlinna DNA, pouzita PCR amplifikace, ktera je znAmé pro svou
vysokou senzitivitu a specifitu (Holst-Jensen et al., 2003). Vysledek byl znazornén
pomoci gelove elektroforézy, jak uvadim na obrazku ¢. 7. Nevznikaly zadné nespecifické
produkty. Velikost amplifikovaného fragmentu jsem vyhodnotila jako 700 bp. Tento
fragment ma& mit velikost piesné 699 bp (Bfiza et al., 2008), mé vysledky tak povazuji
za spravné. Potvrdilo se tak, ze tato modifikovana rostlina obsahovala dle piedpoklada
konkrétni plazmid, tedy i selek¢éni gen pro rezistenci vii¢i kanamycinu a neomycinu nptll.
Miru exprese by bylo dale mozné ur¢it pomoci analyzy qPCR (Heid et al., 1996).

Piitomny signélni gen pro green fluorescent protein, izolovany z tichomotské
medlzy Aequorea victoria, nemusel byt potvrzen PCR a elektroforetickymi testy, byl
potvrzen vizualng, a to pomoci transientni exprese. Stacilo pouzit tzv. agroinfiltraci, kdy
jsem pomoci injek¢éni stfikaky vpravila bakteridlni suspenzi do listu GM tabaku.
Rostlinku jsem dala do tmavé mistnosti a posvitila na ni UV lampickou, viz obrazek ¢. 8
a 9. Produkované proteiny bylo mozné detekovat jiz 2 dny po agroinfiltraci, Do¢asné
jsme dosahli velmi vysoké exprese GFP, ale tak po tydnu zacala znovu vyhasinat, az
vyhasla upIné. Naproti tomu u stabilni exprese miize byt exprese GFP natolik specificka,
ze zobrazeni vyzaduje kvalitnéjsi ptistroje, napt. fluorescentni mikroskop (Chen et al.,
2014).

Za ucelem zjisténi, kolik kopii transgent (T-DNA) se do rostlin dalsi generace
integrovalo, jsem provedla rustovy test na selekénim médiu obsahujicim kanamycin
0 koncentraci 100 mg/l, kde se méla dale moznost projevit pfitomnost vneseného genu
nptll. Vysela jsem seminka ze tii transgennich tabak a po tiech tydnech kultivace
na selek¢nim médiu jsem si zaznamenala pocet transgennich (kanamycin rezistentnich)
a netransgennich (kanamycin senzitivnich) rostlin, jak uvadim v tabulce ¢. 2.
Piedpokladala jsem moznosti inzerce jednoho, dvou, tii anebo i vice transgeni. Tyto
jednotlivé moznosti jsem otestovala pro vSechny pfedpokladané poméry, viz tabulka ¢. 3.,
4., a 5. Pro tyto testované $tépné pomery s jednim stupném volnosti plati na 5 % hladiné
vyznamnosti kriticka hodnota 3.84. Mezi napozorovanymi poméry mezi rezistentnimi
a senzitivnimi rostlinami ve druhé generaci a teoretickym $tépnym pomeérem 3:1 a 63:1
se mi na 5 % hladiné vyznamnosti pomoci chi-kvadrat testu podafilo prokazat rozdil,
a tedy mij piedpoklad mendelistického $t€pného poméru 3:1 (a 63:1), ktery odpovida
integraci transgenti do jednoho (a do tii) lokust, byl vyvracen u seminek ze vsech tii

rostlin. Pro testovany pomér 15:1 se mi naopak pro jeden stupen volnosti a Kritickou
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hodnotu 3.84 nepodatilo rozdil prokazat, proto predpokladam, ze se pii transgenozi
integrovaly dva transgeny. Pocet kopii konstruktu v transgenni rostling¢ je velmi
individualni, zalezi na technice transformace, na zpusobu péstovani bakterii, vlastnim
uspotadani komponent u T-DNA, ale nejpodstatnéjsi roli hraje uspofadani tzv. vir genti
na pomocném plazmidu a celkové pouzity kmen Agrobacterium tumefaciens. Nami
pouzity kmen LBA4404 je povazovan za pramérné virulentni, ale existuji i jiné, jako
napiiklad EHA105 ¢i GV3101, které byvaji virulentnéjsi, takze miizeme predpokladat,

7e by $tépné poméry ukazovaly na jesté vice inzertd (Morris, Bryce, 2000).
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Zaveér

Cilem mé prace bylo praktické zvladnuti a osvojeni si molekularné genetickych
metod vyuzivanych pii vytvaieni i detekci GMO a vypracovani reserSni Casti tykajici se
geneticky modifikované zlaté ryze, se zaméfenim na vyhody jejiho vyuzivani, ale také
na ptipadna rizika a obavy, ktera panuji (nejen) kolem GM ryze.

Zlata ryze je dle mého nazoru skvélym piikladem toho, jak velky muze mit
genetické inzenyrstvi pfinos pro spotiebitele, v tomto pifipadé pro ty chudé
a znevyhodnéné, kterym jde nejen o zrak, ale i o Zivot. Tento produkt genoveho
inZzenyrstvi se ale stale setkdva s mnozstvim problém, hlavné kviili procesu jeho vyroby
a schvalovani. Naptiklad aktivisté z Greenpeace oznacuji zlatou ryzi za nebezpeénou,
riskantni a nepotiebnou. Je pravdou, ze prvni prototypy GR nebyly schopné pokryt denni
davku f-karotenu, to se ovsem vyiesilo vnesenim genu psy z kukufice (Opatrny, 2017).
Mnoho lidi se boji hlavné vzniku antibiotické rezistence. Znepokojeni vetejnosti
z ptitomnosti antibiotickych selekénich genti u zlaté ryze vedl K tomu, Ze vyzkumnici byli
nuceni geny pro hygromycinovou rezistenci nahradit jinymi selekénimi markery. Ani to
ale vefejnost o bezpec¢nosti neptesvédcilo, a i nadale Celi zlata ryze ekoteroristické agresi
(Regis, 2019). Tento vytvor Potrykuse, Beyera a jeho tymu, je hlavné kvuli
Cartagenskému protokolu o biologické bezpecnosti zapleten do sit¢ pravidel, pokyn,
pozadavkl, omezeni a zakazl. Snaha védcu tak zatim nema moc pozitivni vysledky,
i kdyz od zrodu této modifikované plodiny uplynula jiz fada let. Zlata ryze totiz nebyla
v rozvojovych zemich pro volny prodej stale povolena (Dubock, 2014). Pokud je ovSem
znamo, tak zadna geneticky modifikovana potravina po celé ¢tvrtstoleti od prvniho GMO
zdravotné neposkodila zadnou osobu a podle FDA (Food and Drug Administration), je
zlata ryze k jidlu naprosto bezpeéna (Regis, 2019). I kdyZ zatim jsme neméli moznost
studovat dlouhodoby t¢inek na lidské zdravi, i tak mnoho vé€dcli a humanisti véfi, ze
zlata ryZze mize byt skvélym feSenim VAD ve svété a zachrani tak mnoho Zivotd.

Ve své laboratorni praci se mi uspésné podaiilo vypéstovat modelovou geneticky
modifikovanou rostlinu. Byla pouzita velmi efektivni metoda nepiimé transgenoze
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Tedy stejna metoda genového inzenyrstvi,
jakou vznikla zlata ryze (Ondfej, Drobnik, 2002). Pomoci vhodné zvolenych metod,
izolace DNA, PCR amplifikace a gelové elektroforézy, se potvrdilo, Ze tato GM rostlina
obsahovala dle predpokladt selekéni gen pro rezistenci vii¢i kanamycinu a neomycinu

nptll a také signalni gen pro GFP izolovany z medlzy Aequorea victoria.
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Ten se nam podatilo prokazat i bez PCR a elektroforézy. Byla sledovana i dalsi
generace transgennich rostlin, zde jsem se pokusila zjistit, kolik kopii konstruktu se
integrovalo.

Pti své praci v laboratofi jsem si nejen osvojila molekularné genetické metody,
ale dokazala jsem, ze jsem schopna prokazat ve sledovaném materialu pomoci vhodnych
metod jakékoliv uméle vlozené geny. U zlaté ryZe se lidé také boji kontaminace bézného
typu ryze, 1 kdyz védci tvrdi, Ze je to témét vylouceno (Regis, 2019). K detekci ptimo
zlaté ryze bych dle doporuceni Evropské komise pouzila qPCR podle Jacchia et al.
(2015). Pro nas je dilezité, ze takto geneticky modifikované rostliny lze bezpeéné urcit.
Pochopeni vzniku GM produktii je dulezité pro ptipadnou spravnou detekci téchto
modifikovanych plodin. Vyroba i detekce jakychkoliv geneticky modifikovanych
organizmi je a nadale i1 bude dillezitym tématem naseho svéta a znalost jejiho zvladnuti

povazuji za velmi dulezité.
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Ptiloha ¢. 1 — mlada tabakova rostlina ve skleniku, jejiz listy byly pouzity k diskové
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Piiloha ¢. 2 — pouzita gelova elektroforéza se zdrojem
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Ptiloha ¢. 3 — termocykler pro PCR amplifikaci
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