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1. Soucasny stav reSené problematiky

1.1.1. Kyselina fytova

Myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat (InsP6) je cyklicky alkohol s esteroveé
vazanymi fosfatovymi skupinami. Pro InsP6 je zaveden obecny nazev kyselina fytova,

viz obrazek 1.
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Obrazek 1. Molekula kyseliny fytové

(Ptevzato z: http://web2.mendelu.cz/af_291 projekty2/vseo/print.php?page=1733&typ
=html)

Kyselina fytova je ester myo-inositolu a kyseliny fosfore¢né. Kyselina fytova
je hlavnim zdrojem fosfatu v rostlinnych semenech, zbylou potiebu fosfatu pokryvaji
anorganické fosfaty a fosfaty, které jsou vazany v bunéénych strukturach, jako jsou
napiiklad nukleové kyseliny, fosforylované proteiny, ale také lipidy a sacharidy.
Naptiklad v zrnu jeCmene se piiblizné 65 % fosfatu vyskytuje v podobé soli kyseliny
fytové (Vaculova a kol., 2012). Kyselina fytova se vyskytuje v rostlinach, nejvice je
zastoupena v zrnech obilnin a olejnin. Mezi rostliny, které maji nejveétsi mnozstvi
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kyseliny  fytové patii: psSenice  (0,62-1,35%), hrach (1,20 %), soja
(1-1,4 %), zito (0,97 %), jeCmen (0,97-1,16 %), kukufice (0,89-0,99 %), oves
(0,79-1,01 %), ryze (0,34-0,89 %), fazole (0,55-0,51 %), (Reddy a kol., 1982).
Napiiklad ze zrna kukufice se celosvétové vyprodukuje ptiblizné 4,8 milionu tun
kyseliny fytové ro¢né (Shi a kol., 2007). Celkovy obsah kyseliny fytové kolisa.
Nejvice je ovlivnén odriidou a klimatem, dale mtze byt ovlivnén typem pudy, ale také
umélymi hnojivy. Obsah kyseliny fytové Vvendospermu je maly, naopak
Vv povrchovych vrstvach semene je obsah kyseliny fytové vyssi. Kyselina fytova ma
anti-nutri¢ni G¢inky a inhibuje travici enzymy, jako je trypsin (Dhole a Reddy, 2015).
Mezi dal$i enzymy traviciho traktu, které kyselina fytova inhibuje, patii naptiklad
pepsin a a-amylasy (Deshpande a Cheryan, 1984). Anti-nutricni u¢inky Kyseliny
fytové zpusobuji u nepiezvykavych zvitat neschopnost hydrolyzovat pfi traveni vazbu
mezi fosfatem a myo-inositolem. V dusledku toho dochazi ke snizenému vstiebavani
fosfatu  (Guggenbuhl a kol., 2012). Kyselina fytova také interaguje
s bazickymi aminokyselinami, jako je naptiklad arginin lysin a histidin, a také
S proteiny, které se vyskytuji v semenech rostlin (Shi a kol., 2007). Je znadmo, Ze
kyselina fytova tvofi komplexy s proteiny, vazbu mezi proteinem a kyselinou fytovou
umoznuji dvojmocné kationty nejcast&ji Ca®*, viz obrazek 2. Tyto interakce ovlivituji
strukturu proteint (Kies a kol., 2006). Je-li v krmné davce zvySeny obsah Ca, snizuje
se rozklad kyseliny fytové v dlsledku tvorby nerozpustného fytatu vapenatého.
Naopak pii snizeni obsahu Ca v krmné davce dochazi K lepsi stravitelnosti kyseliny
fytové (Sandberg a kol., 1993). Pro lepsi stravitelnost fosfatd z kyseliny fytové slouzi
vitamin D3, nebot’ tento vitamin je prekurzor hormonu kalcitriolu, ktery reguluje
vstiebavani fosfati v gastrointestinalnim traktu (Edwards a kol., 1993). Kyselina
fytova muze byt dulezitd také pro lidské zdravi, jako antioxidacni a protinadorové
¢inidlo (Ma a kol., 2013). Antioxida¢ni vlastnost kyseliny fytové je dana predevsim
tim, ze kyselina fytova vaze Zelezo a zabranuje, aby se ucastnilo Fentonovy reakce, pfi
které vznikaji hydroxylové radikaly. Hydroxylové radikdly se fadi mezi reaktivni
formy kysliku, které poskozuji vSechny biologicky vyznamné molekuly, jako
naptiklad molekuly DNA. Pfi vazném poskozeni DNA muze dojit Kk zahajeni procest
kancerogeneze, a proto muze kyselina fytova branit vzniku nadoru. Kromé toho, ze
kyselina fytova mize branit biologické molekuly ptfed reaktivnimi formami kysliku,

také muze chranit skladované potraviny pied oxida¢nim stresem (Marounek, 2004).
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Obr. 2 Interakce kyseliny fytové s proteiny
(Pievzato z Marounek, 2004)

Soli kyseliny fytové jsou fytaty (Cheryan, 1980). Fytat je sul, ktera
se sklada z myo-inositolevého prstence (myo-inositol - 1,2,3,4,5,6 hexakis
dihydrogenfosfat) s navdzanymi mineralnimi kationty, ptedev§im hot¢iku a drasliku.
Fytat, ktery se nachazi v semenech rostlin, je primarnim zasobnim zdrojem fosfatu
a inositolu. Z celkové hmotnosti semene tvoii fytaty 3—6 %. Okolo 70 % fosfatl, které
se nachazeji v semenech, se vyskytuje ve formé fytata (Brinch-Pedersen a kol., 2002).
Koncentrace fytatl v semenech miize mit vliv na celkovou velikost semen (Dhole
a Reddy, 2015). Fytaty jsou v semenech ulozeny do globoidt, které jsou soucasti
vakuol lokalizovanych pievazné v aleuronové vrstvé pSenice, jeCmene, ryze
a u kukufice v embryu. Zasobni vakuoly se skladaji z matrixu, krystaloidi a globoidd.
Hlavni ¢asti je matrix, ktery obklopuje krystaloidy a globoidy. Celkové fytaty
predstavuji 40 % obsahu globoidl. Ty maji u jeémene primér 1-2 um. Fytaty patii

S 24

fytasovymi bakteriemi (Jiang a kol., 2001).

Kyselina fytova je velmi silnd 12sytnd kyselina s velkou schopnosti tvofit
komplexy s riznymi kationty. Kationty jako naptiklad vapnik, hot¢ik, draslik, Zelezo,
zinek jsou dualezitymi prvky pro tvorbu fytatovych komplext. Tyto kationty, které se
vyskytuji v potraveé, jsou dilezitymi ukazately jeji nutriéni hodnoty. Nizka nutriéni
hodnota potravy je zplisobena tim, ze zdporn¢ nabity fosfat v kyseliné fytové se silné
vaze na kovové kationty Ca, Fe, K, Mg, Mn a Zn, se kterymi tvoii soli (Bohn a kol.,
2008), (Ma a kol., 2013). Fytait mize mit negativni vliv na zdravi clovéka.
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V rozvojovych zemich dochazi ke snizeni schopnosti vstiebavani zinku z potravy,
tvofené vyhradné obilovinami, az o 80 % z celkového mnozstvi zinku, ktery se
V potravé nachdzi. Silné vazby mezi molekulami zinku a fosfati z kyseliny fytové
v semenech pSenice maji za nasledek snizeni biologické dostupnosti zinku pro lidské
télo. Nedostatek zinku v potravé zpusobuje poskozeni imunitniho systému, coz
zpusobuje niz$i vzrist déti a mineralni podvyzivu (Wang a kol., 2015). Kyselina
fytova se v potravinach vyskytuje bézné. Mezi potraviny, které obsahuji kyselinu
fytovou patii naptiklad: pSeni¢nd mouka celozrnna (1,07 % suSiny), Zitna mouka
celozrnna (0,72 % suSiny), ovesné vlocky (0,83 % suSiny), pohanka neloupana
(1,08 % susiny), jahly (0,28 % suS$iny), chléb celozrnny pSeni¢ny (0,30-0,40 %),
lusténiny (0,50—1,50 %) (Spatio, 1992), (Proskova, 1998).

1.1.2. Fytasa

Pro uvolnéni fosfatu z kyseliny fytové slouzi specificky enzym myo-inositol
hexakisfosfatfosfohydrolasa fosfatasa, ktery je nazyvan fytasa. Fytasa hydrolyzuje
fytat na molekulu myo-inositolu a na $est molekul volného fosfatu (Yao a kol., 2012),
(Dai a kol., 2011). Hydrolyza fosfatovych esterti je povazovana za kriticky proces

v energetickém metabolismu a pii metabolické regulaci rostlinnych bunégk.

Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (International Union of Pure and
Applied Chemistry, zkracené¢ IUPAC) rozdélila fytasy do tfi hlavnich skupin podle
toho, pii kterém uhliku v myo-inositolovém prstenci fytatu dochazi k zahajeni

hydrolyzy pomoci enzymu fytasy.

1) 3-fytasy (myo-inositolhexakisfosfat-3-fosfohydrolasy, EC 3.1.3.8)

2) 6-fytasy (myo-inositolhexakisfosfat-6-fosfohydrolasy, EC 3.1.3.26)

3) 5-fytasy (myo-inositolhexakisfosfat-5-fosfohydrolasy, EC 3.1.3.72)

Fytasy se dale mohou délit na zéklad¢ jejich pH optima do dvou hlavnich
skupin: kyselé fytasy a alkalické fytasy. Mezi kyselé fytasy mizeme zafadit fytasy
Z houbového organismu Aspergillus niger a mezi alkalické fytasy patii naptiklad
fytasy vyskytujici se v Lilium longiflorum (Lilie dlouhokvéta) (Barrientos a kol.,
1994).
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V ptirodé mizeme nalézt tii zakladni zdroje fytasy (Marounek, 2004), mezi

které patfi:

1) Mikrobialni fytasy

2) Fytasy, které se vyskytuji ve sliznici stiev v gastrointestindlnim traktu

nepfezvykavych zvirat

3) Rostlinné fytasy

Mikrobialni fytasy nejéastéji najdeme v houbovych organismech, jako jsou
napiiklad: Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
Myceliophthora thermophila, Escherichia coli (Wyss a kol., 1999). Vyskyt enzymu
fytasy a kyselych fosfatas byl popséan v fadé semen, véetn€ obilovin. Fytasa, kterd se
nachazi v semenech rostlin, je dualezitd pro kliceni. Pfi ném dochdzi k bunécné
proliferaci, kdy rostlina potiebuje velké mnozstvi fosfatu. Fytasy jsou jediné fosfatasy,
které jsou schopné uvolnit fosfatové skupiny z kyseliny fytové (Holme a kol., 2012).
Aktivita fytasy je zavisla na pH prostfedi. Rostlinné fytasy maji pH optimum 5,5
a mikrobidlni fytasy maji pH optimum 3,5. N¢které fytasy mohou mit 1 dvé pH
optima, napfiklad fytasa PhyA z Aspergillus niger vykazuje dvé pH optima 3,5 a 5,5
(Kim a kol., 2006).

Neprezvykava zvirata, jako jsou vepii, dribez, ryby maji v gastrointestinalnim
traktu nizkou aktivitu endogenni fytasy, ktera by jim pomohla s travenim fytatu
(Aureli a kol., 2011). Béhem pfijimani potravy dochazi ke snizeni pH v zaludku. Pti
nizkém pH v Zaludku dochazi k velkému snizeni aktivity fytasy, proto fytasa piijata
potravou u neptezvykavych zvifat nemd téméf Zadnou funkci pfi trdveni fytatu
(Brejnholt a kol., 2011). Nejaktivnéjsi traveni fytatu v gastrointestindlnim traktu
probihd ve sliznici tenkého stfeva na jejim vnitinim povrchu v mukose a jejim
kartaCovém lemu, protoze se zde vyskytuje velké mnoZstvi mikroorganismuli. Nejvetsi
aktivita fytasy byla pozorovana u potkana. U ¢lovéka nemaji stfevni fytasy témeft
zadny vyznam, protoze aktiva fytasy v tenkém stievé u ¢lovéka je az 30krat nizsi, nez
aktivita fytasy v tenkém stievé u potkana (Cooper a Gowing, 1983). Nizka

aktivita endogenni fytasy u neptezvykavych zvitat ma neékolik negativnich dasledkd:
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1) Fostaty, které se neuvolni z kyseliny fytové obsazené v krmivu zvifat, konci
v jejich exkrementech. Naptiklad v exkrementech vepiu je obsazeno kolem 20 %
fosfata, které pochazi z kyseliny fytové, (Duskova a kol., 2011). ZvySené mnozstvi
fosfata, které se nachéazi v exkrementech neptezvykavych zvitrat, miize zptusobit vazné
zneCisténi zivotniho prostiedi (Matsuno a Fujimura, 2014). Laboratorni studie
prokédzaly, ze transgenni vepfi, ktefi maji zvySenou expresi bakteridlni fytasy

v gastrointestinalnim traktu, vyluc¢uji méné fosfatu v kejdé (Shi a kol., 2007).

2) Anorganicky fosfor, ktery se vyskytuje naptiklad ve formé fosfatl, je
neobnovitelny. Dostupné zasoby anorganického fosforu na Zemi mohou byt pfi

soucasné spotiebé vycerpany do konce stoleti (Kim a kol., 2006).

S ohledem na vySe uvedend negativa spojena s fytasou, je potieba najit feSeni,
které by pfineslo lepsi vyuziti fytatového fosfatu. Proto v soucasné dob¢ patii tato
problematika ke svétové vyznamnym vyzkumnym tématim. Jednd se napiiklad
o zvySeni endogenni aktivity fytasy obilnych zrn, a tedy o zlepSeni dostupnosti
minerdlnich zivin v obilovindch. Je potieba najit zplsob, jak zabranit negativnimu
vlivu kyseliny fytové na zivotni prostfedi. Jednim z moznych feSeni je vytvoreni
mutanti se sniZzenou hladinou kyseliny fytové, takzvanych Ipa mutanti (low-phytic-
acid), (Raboy a kol., 2000) nebo také vytvofeni transgennich organismdi, které¢ maji

zvySenou aktivitu enzymu fytasy (Wan a Lemaux, 1994).

Aktivita fytasy u rostlin se velmi liSi mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy.
Nejvyssi aktivita fytasy je uzita 5130 U/kg a pSenice 1193 U/kg. U dalsich
rostlinnych druhti je aktivita nasledujici: je¢men 582 U/kg, hrach 115 U/kg, s¢ja 55
U/kg, oves 42 U/kg, kukutice 15 U/kg.

Zvysena aktivita fytasy by mohla byt feSenim pro zlepSeni vstfebavani fosfatu
nepiezvykavymi zvifaty. Fytasy by mohly pfispét ke sniZzeni mnoZstvi fosfatu, ktery je
odpadnim produktem zemédélskych zvifat a velmi zneciStuje zivotni prostiedi,
napiiklad eutrofizaci vod. Na zakladé toho, ze fytasy uvoliuji fosfaty z kyseliny
fytové, miizeme konstatovat, ze fytasy jsou povazovany za enzymy Setrné k Zivotnimu
prostiedi (Dai a kol., 2011). Laboratorni experimenty a polni pokusy opakované
prokazaly, Ze 500-1000 jednotek fytasy muze nahradit az 1 gram anorganického

fosforu, ktery se pfidava do potravin pro nepiezvykava zvirata, ale také snizit celkové
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vylucovani fosforu do zivotniho prostiedi az o 30-50 % (Yao a kol., 2012). Fytasy
jsou tedy prospésné dvojim zplisobem. Za prvé Setii drahé a neobnovitelné zdroje
anorganického fosforu a snizuji potiebu jeho ptidavani do krmiv pro zvitrata. Za druhé
chrani Zivotni prostfedi pied zneCiSténim, které je zplsobeno nadmémym
vylucovanim fosforu do zivotniho prosttedi. Pro své pozitivni vlastnosti jsou fytasy po
celém svéte stale vice pouzivany jako prostiedek pro doplnéni fosfati do krmiv prasat,

drtibeZe a dalsich nepiezvykavych zvitat (Yao a kol., 2012).

1.2. Transformace rostlin

1.2.1. Definice

Transformace nebo také transgenoze je proces cileného vnaseni klonovanych
genl z jednoho genomu organismu do druhého (Ondfej a Drobnik, 2002). Vneseny
gen mize U rostlin zvysit rezistenci vuci chorobam a herbicidim, také mize zajistit
veétsi toleranci k biotickym a abiotickym streslim, zvySit vynos a zlepSit kvalitu
potravin a krmiv. Vneseny gen mize zvysit tvorbu sekundarnich metaboliti rostlin.
Transgenni rostliny mohou byt rovnéz vyuzity jako bioreaktory, naptiklad pro vyrobu

fytasy (Yao a kol., 2012).

1.2.2. Metody transformace rostlin

Metody, které se pouzivaji pro transformaci, zavisi na biologickém materialu
a ucelu transformace. Mezi nejpouzivangjsi metody transformace rostlin patii
transformace prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens a mikroprojektilového
pienosu DNA (particle bombardment). Dal§imi metodami transformace jsou napiiklad
fuze protoplastl, elektroporace, mikroinjekce nebo transformace pomoci

polyethylenglykolu (Abiri, 2016).

Genetické modifikace mizeme rozdélit na zakladé toho, jaka DNA byla

vnesena do recipientniho organismu. Existuji ¢tyfi typy genetickych modifikaci.

1) Transgenni modifikace, kdy do recipientniho organismu byla vélenéna

DNA pochazejici z fylogeneticky vzdaleného druhu.

16



2) Intragenni modifikace, kdy do recipientniho organismu byla v¢lenéna
DNA pochézejici ze stejného druhu, ale S rozdilnymi regula¢nimi sekvencemi. To

znamena, Ze vneseny gen ma rozdilny promotor a terminator.

3) Cisgenni modifikace, kdy do recipientniho organismu byl vélenén gen
pochézejici ze stejného druhu. Vkladany gen je spojen s piuvodnimi regula¢nimi

useky, s pivodnim promotorem i terminatorem (Holme a kol., 2012).

4) Xenogenni modifikace, kdy do recipientniho organismu byla v¢lenéna

synteticka DNA.

Transformace prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens je nejrozsifené;si
metodou transformace rostlin (Ondfej, 2003). Druhou nejrozsifenéj$i metodou je
transformace pomoci mikroprojektilového pienosu DNA, kterd je také nazyvana jako
metoda biolisticka. Metoda byla vyvinuta v roce 1988, kdy sjeji pomoci byla
transformovana soja (Christou a kol., 1988) a tabak (Klein a kol., 1988).

V roce 1994 byl pomoci této metody transformovan je¢men. Transformovanym
pletivem byla nezrala zygoticka embrya (Wan a Lemaux, 1994). Principem této
metody je vneseni pDNA, kterd je nanesena na kovové castice (zlaté nebo
wolframové) o priméru pfiblizné¢ 1 pm, které jsou nasledné pomoci stlaceného helia
nastieleny do pletiva rostliny a které jsou dale kultivovany na médiu se selekéni
latkou, naptiklad antibiotiky (kanamycin nebo hygromycin), ale také herbicidy.
Transgenni embrya regeneruji Vv rostliny napiiklad tabak (Ondfej a Drobnik, 2002).
Utinnost této metody je okolo 10 %, je tedy niz§i nez u¢innost metody transformace
pomoci Agrobacterium tumefaciens, ktera se pohybuje okolo 30 % (Komari a Kubo,
1999). Hlavni nevyhodou transformace pomoci mikroprojektilového ptfenosu DNA je
mozna integrace mnoha kopii transgenu, coz mize vést k umlceni nebo ke zméné
exprese genu. Dalsi nevyhodou je poSkozeni pletiv a bunék mikroprojektily. Metoda
transformace pomoci mikroprojektilového pfenosu DNA se v praxi vyuZivd pro
transformaci obilovin, jako je ryze, kukufice, psenice, jemen a ¢irok. Historicky byl
transformovat metodou mikroprojektilového pienosu DNA az v roce 2014 (Liu a kol.,
2014).
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1.3. Transgenni jeémen se zvySenou aktivitou fytasy

1.3.1. Uvod

Mezi rostliny, které maji zvySenou aktivity fytasy v semenech, patii pSenice,
jecmen, kukufice, s6ja a fepka. ZvySend aktivita fytasy u téchto rostlin byla umoznéna
pomoci transgennich piistupi, kdy do rostlin byl vnesen gen fytasy izolovany
z mikroorganismu. Studie ukazaly, Ze rostliny, do kterych byl vlozen mikrobialni gen
kodujici fytasu, maji stejné efektivni odbouravani kyseliny fytové, jako mikrobidlni
fytasy, které jsou pridavany do krmiv zvitat (Brinch-Pedersen a kol., 2000, 2003),
Chen a kol., 2008). Napiiklad Holme (Holme a kol., 2012) uvadi, Ze kontrolni odrada
jeCmene méla aktivitu fytasy 1350 FTU/Kg. a u transgenniho je¢mene byla primérna
aktivita fytasy 1841 FTU/kg.

1.3.2. Fytasa phyA

Zemé&d¢lci, ktefi péstuji transgenni rostliny se zvySenou aktivitou fytasy,

nemusi pfidavat mikrobidlni fytasy do krmiv zvitat (Holme akol., 2012).

Jedna z nejznaméjsich fytas, ktera se transformuje do rostlin je¢mene je fytasa
phyA. Fytasa phyA byla izolovana zhoubového organismu Aspergillus niger.
Fragment genu phyA ma velikost 1346 bp. Gen phyA tvofi enzymaticky protein fytasy,

aminokyselinové sloZeni proteinu phyA.

Gen phyA byl transformovan naptiklad do rostlin ryze pomoci
mikroprojektilového prenosu DNA (Chen a kol., 2008) nebo do rostlin pSenice
(Brinch-Pedersen a kol., 2000).

1.4. Zakony a regulace geneticky modifikovanych organismii

Na zéklad¢ principu predbézné opatrnosti jsou v EU geneticky modifikované
organismy (GMO) regulovany. Ve statech EU byl vytvofen jednotny systém
zakonnych piedpisi, od né€hoz byly odvozeny zakony a vyhlasky jednotlivych
Clenskych stati. Nakladat s GMO a genetickymi produkty lze pouze na zakladé

opravnéni podle pravnich predpist.
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Zakladni pravni dokumenty tykajici se problematiky GMO, jako jsou naptiklad
povinnosti pii uvadéni GMO do zivotniho prostedi ¢i do obéhu nebo pfi zpracovani,

oznacovani, sledovani, poptipadé prodeji schvalenych GMO jsou:

o Smérnice Evropského parlamentu a Rady ¢. 2001/18/ES, o zdmérném
uvoliiovani geneticky modifikovanych organismti do Zivotniho
prostiedi,

. Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2009/41/ES, o uzavieném
nakladéni s geneticky modifikovanymi mikroorganismy,

. Natizeni  Evropského parlamentu a Rady ¢.  1829/2003,
o geneticky modifikovanych potravinach a krmivech,

. Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1830/2003,
o sledovatelnosti a oznacovani GMO,

. Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1946/2003,
o preshrani¢nich pohybech GMO.

Nakladani s GMO je v Ceské republice upraveno zakonem ¢&. 78/2004 Sb.,

o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni
zakona €. 346/2005, ktery vychazi z evropskych smérnic 2001/18/ES a 2009/41/ES.
Provadécim piedpisem je vyhlaska ¢. 209/2004 Sb., o blizsich podminkéach nakladani
s GMO a genetickymi produkty.

GMO jsou také soucasti Cartagenského protokolu, jenZ se zabyva biologickou
bezpecnosti a ktery byl sjedndn v ramci programu pro zivotni prostfedi (United
Nations Environment Programme UNEP) jako prvni protokol Umluvy
o biologické rozmanitosti. V ramci Cartagenského protokolu byl ziizen Informacni
systém biologické bezpecnosti (Biosafety Clearing-House), ktery je mezinarodnim
zdrojem informaci o nakladdéani s Zivymi modifikovanymi organismy a jehoZ poslanim
je usnadnit vyménu védeckych, technickych, environmentalnich a pravnich informaci

tykajicich se zivych modifikovanych organismut a zkusenosti s nimi.

Cilem regulace naklddani s GMO je zajiSténi vysoké urovné ochrany lidského
zdravi, zdravi zvitat, ochrany zivotniho prostfedi v souvislosti s geneticky

modifikovanymi potravinami a krmivy.

(http://www.mzp.cz/cz/evropska_legislativa_gmo)

19



1.5. Obecna charakteristika jeCmene

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je jednoleta obilnina, péstuje se jarni nebo
ozima forma. Z botanického hlediska jde 0 samostatny rod z celedi lipnicovitych
(Poaceae) patiici do t¥idy jednodé€loznych rostlin, ktera ¢ita v dnesni dobé 32 druhd,
rozdélenych do 45 taxonu (Benes$ a kol., 2011). Je¢men lze podle poétu chromosomu
rozdélit na diploidni, tetraploidni a hexaploidni. Kulturni je¢men je diploidni. Nejvice

péstovanym druhem je¢mene je je¢men sety (Hordeum vulgare), (Zimolka, 2006).

Rod Hordeum byl jednim zprvnich rostlinnych rodd, ktery se zacal
hospodaisky péstovat. Celosvétova produkce jeCmene je 141 miliond tun rocné
(https://www.statista.com/statistics/271973/world-barley-production-since-2008/).

Z celosvétové produkce je¢mene je 70 % vyuzZivano pro vyrobu kvalitniho jadrného
krmiva, piiblizn¢ 27 % produkce je péstovano pro vyrobu sladu a zbytek, asi 3 %, je
vyuzivan jako potravina (Zimolka, 2006). Je¢né zrno obsahuje velké mnozstvi
vitamind, pfevazné vitaminy ze skupiny B, napiiklad vitaminy B1 a B6. Dale obsahuje
kyselinu listovou a pantotenovou. Zrno je¢mene obsahuje mineralni latky v organické
form¢, které jsou vyuzitelné i pro nepiezvykava zvifata. Mezi dilezité mineralni latky,
které se nachdzeji Vv jeCmeni, patii napiiklad fosfor, vapnik, draslik, hoicik, Zelezo,
meéd’ a selen. JeCmen obsahuje pestrou $kalu aminokyselin (Vaculova a kol., 2011).
V dnesni dob¢ se je¢men zacina vyuZivat jako vyzivovy doplnék stravy, hlavné kvili
hypocholesterolemickému ucinku. Dale jeCmen obsahuje antioxidanty, a to
glykosylisovitexin, lutonarin a také flavonoid saponarin, ktery mé& kromé

antioxida¢nich také protinadorové vlastnosti (Dardova, 2015).

1.5.1. Charakteristika jednotlivych genotypu

Jarni je¢men, odrida Golden Promise

Odrtda jarniho je¢mene Golden Promise byla registrovana v roce 1966, kdy
byla u odridy Maythorpe vyvolana mutace pomoci gama zafeni. Byla vySlechténa
kvalitni rana odriida s dobrou kvalitou sladu, snadno kombinovatelnymi vlastnostmi

a vysokou odolnosti vuci soli. Z odridy Golden Promise bylo vyslechténo mnoho
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dalsich odrdd, napiiklad Midas (1970), Goldmarker (1975), Minak (1976) a dalsi
(Foster, 2001).

Jarni je¢men, odrida Azit

Odrida jarniho je¢mene Azit je Ceskd nesladovnicka odriida, kterd byla
registrovana v roce 2008. Tato odrida mé velice kvalitni agronomické znaky, mezi
které patii napiiklad velké zrno, velka odnozivost, stabilni a vysoky vynos, odolnost
vici padli travnimu (Blumeria graminis) a vysoka odolnost vuci poléhani a lamani
stébla. Odrida Azit se vyznacuje velmi dobrym zdravotnim stavem, je upotiebena pro

krmné ucely, ale také pro péstovani ve vsech vyrobnich oblastech.

(www.limagraincentraleurope.com/docs/products/597_pdf1.pdf)

Transgenni linie jarniho je¢mene SCLW-GP-PHYA, generace T8 a T9

Transgenni jarni je¢men SCLW-GP-PHYA byl vytvofen v ramci projekta
INCO-COPERNICUS ERBIC 15 CT 961011 PL 967086 (1997-2000) a v ramci
projektu Vyzkumného centra 1M06030 Genomika a proteomika ve $lechténi rostlin
(2006-2011), diléi cile V002 a V012 byly feseny UEB AV CR, V. V. i., pracovitém
v Olomouci. Ziskany byly linie jarniho je¢mene odriidy Golden Promise oznacené
SCLW-GP-PHYA, které vykazuji zvySenou aktivitu heterologni fytasy v obilce.
Nezrald zygoticka embrya jarniho je¢mene byla transformovéna biolistickou metodou.
Transformace byla provedena dvéma expresnimi vektory oznacenymi pALS51 a
PAMFIT, prvni plasmid pAMFI obsahoval gen phyA z Aspergillus niger, ktery
kodoval enzym fytasy, druhy plasmid pALS1 obsahoval selekéni gen bar pochazejici
Z bakterialniho organismu Streptomyces hygroscopicus, vykazujici rezistenci k
herbicidu BASTA (Pauk, 2011).
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Dihaploidni linie

V ramci bakalaiské prace (Hanakova, 2012), byla provedena hybridizace mezi
krmnou odridou Azit a jednou transgenni linii SCLW-GP-PHYA. Hybridizace byla
provedena za ucelem pienosu transgenu phyA do soucasné vysoce vynosné krmné
odridy jarniho je¢mene. U vybranych rostlin generace F1 byly pomoci androgeneze
ziskany pozitivni homozygotni rostliny, které byly po dvé generace péstovany ve

skleniku v uzavieném prostiedi.
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1)
2)

3)

4)

2. Cile prace

Vypracovani reSerse na téma diplomové prace.

Stanoveni aktivity fytasy u transgennich linii jarniho je¢mene SCLW-GP-
PHYA péstovanych na lokalité¢ Olomouc a Lukavec.

Stanoveni volného fosforu u transgennich linii jarniho je¢mene SCLW-GP-
PHY A péstovanych na lokalit¢ Olomouc a Lukavec.

Statistické hodnoceni vysledki.
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3. Material a metody

3.1. Experimentalni rostlinny material

V ramci diplomové prace byl pouzit tento experimentalni materidl. Jarni
jecmen odridy Golden promise, Azit a transgenni linie SCLW-GP-PHY A, kter¢ byly
vybrany a oznaceny 880-4 a 1015-7. Mezi experimentalni material byly i dihaploidni
linie odvozeni od hybridd 1015-7 x Azit. Tyto linie a odridy jarniho jeCmene byly
pestovany v roce 2015 na dvou lokalitdch: Olomouc (Ol) a Lukavec (Luk).

3.2. Charakteristika lokalit péstovani

3.2.1. Olomouc

Lokalita Olomouc se nachazi v oblasti Hornomoravského tivalu v nadmoiské
vySce 219 m n. m., viz obrazek 3. Klimaticky leZi v teplé oblasti, pfechazejici v oblast
mirné teplou. Lokalita je charakteristickd pfevahou S$térkovych a pis€itych pid
a v mensim zastoupeni se zde nachazi i hnédozemé. Jedna se o pidy stiedné tézkeé.
V roce 2015 byly za sledované obdobi od mésice dubna do mésice zafi uhrnné srazky

234 mm a prumérna teplota 15,54°C.

(http://portal.chmi.cz/historicka-data/pocasi/uzemni-teploty,

http://www.mzp.cz/cz/pudni_mapy)
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Obrazek 3. Fotografie lokality Olomouc

www.limagraincentraleurope.com/docs/products/597_pdfl.pdf
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3.2.2. Lukavec

Lokalita Lukavec se nachazi v nadmotské vySce 567 m n. m. na tzemi kraje
Vysoéina lezicim v oblasti Ceskomoravské vrchoviny, viz obrazek 4. Podnebi je zde
mirn¢ teplé, puda je prevazné hnéda, kysela, stfedné tézka. V roce 2015 byly za
sledovan¢ obdobi od mésice dubna do mésice zafi uhrnné srazky

350 mm a pramérna teplota 15,38 C.

(http://portal.chmi.cz/historicka-data/pocasi/uzemni-teploty),
(http://lgynome.nmnm.cz/gisvysociny/index.php?In=cz&id=5&cat=c&typ=menu)

Obrazek 4. Fotografie lokality Lukavec

3.3.  Polni pokusy

3.3.1. Polni pokusy, lokalita Olomouc 2015

V roce 2015 bylo na dvanacti pokusnych parcelach v obci Olomouc vyseto
sedm transgennich linii (Ctyfi linie 1015-7 a tfi linie 880-4), dihaploidni linie
a kontrolni odridy jarniho je¢mene (Golden Promise, Azit), viz tabulka 1. Planky

pokusného pole, viz ptiloha 2.
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Tabulka 1. Popis vysevu transgennich linii a kontrolnich odrid jarniho je¢mene.

Cislo pole Transgenni linie a kontrolni odridy Linie potomstva

1 Golden Promise -
2 1015-7 Lukavec 2012
3 1015-7 Olomouc 2012
4 1015-7 Lukavec 2013
5 1015-7 Olomouc 2012
6 Golden Promise -
7 880-4 Lukavec 2013
8 880-4 Lukavec 2012
9 880-4 Olomouc 2012
10 DH sm¢s -
11 DH -
12 Azit -

3.3.2. Polni pokusy, lokalita Lukavec 2015

V roce 2015 bylo na deseti parcelach v obci Lukavec vyseto sedm transgennich
linii (¢tyfi linie 1015-7 a tfi linie 880-4) a kontrolni odridy jarniho je¢mene (Golden
Promise, Azit), viz tabulka 2. Planky pokusného pole, viz pfiloha 2.
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Tabulka 2. Popis vysevu transgennich linii a kontrolnich odriad jarniho je¢mene.

Cislo pole Transgenni linie a kontrolni odriidy  Linie potomstva

1 Golden Promise -

2 1015-7 Lukavec 2013
3 1015-7 Olomouc 2013
4 1015-7 Lukavec 2013
5 1015-7 Olomouc 2012
6 Golden Promise -

7 880-4 Lukavec 2013
8 880-4 Lukavec 2012
9 880-4 Olomouc 2012
10 Azit -

3.4. Metodika polnich pokusi pro rok 2015

3.4.1. Metodika polniho pokusu pro Olomouc

Uvedeni geneticky modifikovaného je¢mene SCLW-GP-PHYA se zvySenou
aktivitou fytasy v zru do zivotniho prostiedi, povoleni 35905/ENV/12.

. Obec: Olomouc-Holice

o Pozemek: Holice u Olomouce 641227, parcela ¢. 1721/13

o Druh pozemku: orné piida, celkova vyméra byla 1966 m?.

. Priprava pozemku pred zaloZzenim pokusu: pokusné plochy byly
piipraveny podle soucasnych agrotechnickych postupli péstovani jarniho je¢mene
v dané oblasti.

o Zalozeni pokusu: v roce 2015 byla plocha pro pokusné uvedeni do
Zivotniho prostredi 770,64 m? véetnd obsevu, z toho GMO rostliny byly p&stovany na
plose 453,6 m%. GMO rostliny byly vysety na 12 parcelach o rozmérech
1,2 m x 21 m. Celkovy pocet vysetych GMO rostlin byl 60 480 (200 na m?) na plose
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302,4 m% Osivo bylo na pozemek pieneseno v dvojité nadobg, kterd je schopna
zabranit Uniku ptfepravovaného geneticky modifikovaného materialu, nadoby byly
oznaceny napisem: ,,Obsahuje geneticky modifikovany materidl (jarni je¢men
SCLW-GP-PHYA). Neni urc¢eno ke konzumaci, krmeni! Zakaz predavani
neopravnénym osobam!“ Semena GMO rostlin byla seta pomoci seciho stroje
proskolenymi pracovniky PfF UP pod dohledem odborného poradce. Celkem bylo
vyseto 12 parcel (ozna¢enych 1-12), z toho 9 transgennich linii SCLW-GP-PHYA,
kazda parcela predstavovala potomstvo jednotlivé linie generace T9 a byla vyseta
pouze v jednom opakovani. Na tfech parcelach byly vysety kontrolni,
netransformované odrudy, viz tabulka 2. Vyseté parcely byly oznaceny jmenovkami
s kédovym oznacenim potomstev rostlin a jejich oznaceni bylo zakresleno v planku
pokusu, viz piiloha 2. Pfistupové a izola¢ni uli¢ky byly oSetfovany stejné jako
pokusné parcely. Okamzité¢ po vysevu pokusnych parcel bylo provedeno oploceni
pokusného pozemku a obsev ochrannym porostem jarniho je¢mene v §ifi 3,4 m.
Kolem celého pokusu byly rozmistény vystrazné cedule s napisem ,,POZOR — GMO
— NEVSTUPOVAT — NEZKRMOVAT — CHEMICKY OSETRENO Neni uréeno
ke konzumaci, krmeni! Zakaz predavani neopravnénym osobam!". Evidence polniho
pokusu byla samostatné vedena v polnim deniku. VSechny zasahy provedené na
pokusné plose a vSechny udaje 0 provedenych sledovanich a hodnoceni, véetné udaji
tykajicich se seti, byly protokolarné zaznamenany a byly soucasti polniho deniku.

o OSetfovani porostu béhem vegetace: Vv pribéhu vyvojové faze
pocatek odnoZovani (BBCH 21-23) byla vSechna transgenni potomstva oSetfena
herbicidem Basta 15 v koncentraci 0,3 % s cilem selekce transgennich rostlin
a likvidace plevelnych rostlin.

o Odbéry vzorka: po 21 dnech po provedené selekci pifipravkem
Basta 15 byl proveden odbér vzorku listli z vybranych rostlin. U kazdé rostliny bylo
z nejmladSiho listu odebrano piiblizné¢ 100 mg rostlinné hmoty. Odebrand hmota
byla vloZena do plastovych zkumavek, oznacena kddovym oznaCenim a neprodlené
zamrazena Vv tekutém dusiku. Odebrané vzorky byly pouzity k molekularnim

analyzam.
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. Provedena sledovani:

vvvvvv

Fenologické sledovani: byl sledovan a zaznamendvan nastup nejdulezitéjSich

vyvojovych fazi jednotlivych potomstev (doba vzchdzeni, pocatek odnozovani,

metani).

Sledovani $tépnych poméru v potomstvech: pied provedenim selekce piipravkem

Basta 15 byl zaznamenan pocet a zdravotni stav vzeslych rostlin a po 14 az 21 dnech

po provedené selekci ptipravkem Basta 15 byl proveden odpocet prezivsich rostlin.

. Sklizen zrna: sklizen byla provedena proskolenymi pracovniky PiF
UP Olomouc pod dozorem odborného poradce za pouziti maloparcelkového
kombajnu. Sklizené zrno bylo ukladano do oznafenych platénych pytld po
jednotlivych liniich potomstev. Ze sklizeného zrna byla méfena Vv laboratoii GMO
PfF UP Olomouc aktivita fytasy a dostupného fosforu (molybdenan/vanadi¢nanovou
metodou).

o Poskliziiové oSetieni pozemku: po ukonceni pokusu byla vSechna
zbyvajici rostlinna hmota, vcetné obsevu konvencniho jarniho je¢mene, zni¢ena

rozdrcenim a zapravenim do ptidy orbou.

3.4.2. Metodika polniho pokusu pro Lukavec

Uvedeni geneticky modifikovaného je¢mene SCLW-GP-PHYA se zvySenou
aktivitou fytasy v zrnu do zivotniho prostiedi, povoleni 42029/ENV/11.

J Obec: Lukavec u Pacova

o Pozemek: Lukavec u Pacova 688 771 parcela ¢. 2779

o Druh pozemku: orné piida, celkova vyméra byla 4446 m?.

o Piiprava pozemku pred zaloZenim pokusu: pokusné plochy byly
piipraveny podle soucasnych agrotechnickych postupli péstovani jarniho je¢mene
v dané oblasti.

ZaloZeni pokusu: plocha pro pokusné uvedeni do zivotniho prostiedi byla
v roce 2015 300 m?, z toho GMO rostliny byly p&stovany na plose 150 m?. GMO
materidl byl na stanoviSté pfivezen v den seti a nebyl v misté pokusné lokality
skladovan. Semena GMO rostlin byla seta pomoci ru¢niho jednotfadkového seciho

stroje proskolenymi pracovniky pokusné stanice pod dohledem odborného pracovnika
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spole¢nosti AGRA GROUP, a.s. Kazda parcela predstavuje potomstvo jediné linie
generace T9 (oznacené 1-16). Vyseté parcely byly oznaceny jmenovkami
s koédovym oznafenim potomstev rostlin, viz tabulka 3. Pivodni netransgenni
srovnavaci kontrolni odrtida Golden Promise byla vyseta ve Ctyfech opakovanich.
Vyseté parcely a jejich oznaceni byly zakresleny v planku pokusu, viz piiloha 2.
Ptistupové a izolacni ulicky byly oSetfovany stejné jako pokusné parcely. Okamzité po
vysevu pokusnych parcel bylo provedeno oploceni pokusného pozemku a obsev
ochrannym porostem jarniho je¢mene v §ifi 2 m kolem celého pokusu. Dale byly
rozmistény vystrazné cedule s napisem ,POZOR — GMO — NEVSTUPOVAT -
NEZKRMOVAT- CHEMICKY OSETRENO Neni uréeno ke konzumaci, krmeni!
Zakaz preddvani neopravnénym osobam!“ VSechny udaje tykajici se seti byly

zaznamenany do protokoll a jsou soucasti polniho deniku.

o OSetfovani porostu béhem vegetace: v pribéhu vyvojové faze
pocatku odnozovani (BBCH 21-23) byla vSechna transgenni potomstva oSetfena
herbicidem Basta 15 v koncentraci 0,3 % s cilem selekce transgennich rostlin
a likvidace plevelnych rostlin.

o Odbéry vzorki: po 21 dnech po provedené selekci piipravkem Basta
15 byl proveden odbér vzorku listd z vybranych rostlin. U kazdé rostliny bylo
z nejmladSiho listu odebrano piiblizné¢ 100 mg rostlinné hmoty. Odebrand hmota
byla vloZena do plastovych zkumavek, oznaena kddovym oznafenim a neprodlené
zamrazena V suchém ledu. Odebrané vzorky byly pouZity k molekularnim analyzam.

. Provedena sledovani:

vvvvvv

Fenologické sledovani: byl sledovan a zaznamenavan nastup nejdilezitéjSich

vyvojovych fazi jednotlivych potomstev (doba vzchazeni, pocatek odnozovani,

metani).

Sledovani §tépnych pomért v potomstvech: pied provedenim selekce piipravkem

Basta 15 byl zaznamenan pocet a zdravotni stav vzeSlych rostlin a po 14 az 21 dnech

po provedené selekci ptipravkem Basta 15 byl proveden odpocet ptezivsich rostlin.

o Sklizeni zrna: sklizenn byla provedena proskolenymi pracovniky PS
Olomouc pod dozorem odborné zptsobilych a proskolenych pracovniki AGRA
GROUP, a.s., a odborného poradce. Sklizen byla provedena pomoci
maloparcelkového kombajnu. Sklizené zrno bylo ukldddno do oznacenych

papirovych sackta po jednotlivych potomstvech kazdé z linii. Ze sklizeného zrna
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bylo v laboratoiti GMO PiF UP Olomouc stanovena aktivita fytasy a dostupného

fosforu (molybdenan/vanadi¢nanovou metodou).

o Poskliziiové oSetieni pozemku: na konci pokusu byla vSechna
zbyvajici rostlinnd hmota, vcetné obsevu konvencniho jarniho je¢mene, zni¢ena

rozdrcenim a zapravenim do pudy orbou.

3.5. Pouzité pristroje

Synergy 2 Multi-Mode Reader spektrofotometr
Retsch MM 301 homogenizétor

Eppendorf 5418 Microcentrifuge stolni centrifuga
Yellow Line OS 5 Basic orbitalni tiepacka

UV Transiluminator Syngene G-Box

PTC-200 cycler

3.6. Seznam pouzitych chemikalii
CeHsO; — kyselina askorbova
(NH4)sM07024°4H,0 — molybdenan amonny
H,SO,4 — kyselina sirova
K;HPO, — hydrogenfosfore¢nan draselny
HCI — kyselina chlorovodikova
H,0 — destilovana voda
NHjs - amoniak
HNO; — kyselina dusi¢na
KH,PQO, — dihydrogenfosfore¢nan draselny
CsHgsNaj2024P-H,0 — fytat sodny

(NH4)sM0704-4H,0 — heptamolybdenan amonny

32



CH3COONa-3H;0) — octan sodny

NH;VOj3; — vanadi¢nan amonny

polyoxyethylensorbitanmonolaurat - Tween

se Vv biologickém materialu) S Chenovym c¢inidlem, které je na bazi molybdenanu
amonného, kyseliny sirové a Kyseliny askorbové (Chen a kol., 1956). Pii reakci vznika
kyselina fosfomolybdenova, ktera se redukuje na molybdenovou modi. Nasledné je
spektrofotometricky stanovena absorbance a na zakladé¢ kalibracni kiivky je

kvantifikovan obsah fosfatu. Vysledné hodnoty jsou primérem ze dvou na sobé

3.7. Stanoveni volného P;

Metoda pro stanoveni obsahu P; je zaloZzena na reakci P;j (nachazejiciho

nezavislych méfenti.

3.7.1. Chemikalie pouzité pri stanoveni volného P;

Seznam chemikalii pouzitych pro stanoveni volného Pj, viz tabulka 3.

Tabulka 3. Chemikalie pouZité pro stanoveni volného P;.

Chemikalie

Koncentrace

CsHgO, — kyselina askorbova

(NH4)sM070,4°-4H,0 — molybdenan amonny

H,SO,— kyselina sirova

K;HPO, — hydrogenfosfore¢nan draselny

HCI — kyselina chlorovodikova

H,0O destilovana

10% roztok
2,5% roztok
16% roztok
0,4 mol-1-1

Ptiprava Chenova ¢inidla:

1)
2)
3)
4)
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Ptiprava fosfatového standardu:

hydrogenfosfore¢nan draselny 1,74 g/l.

3.7.2. Pracovni postup stanoveni obsahu P; v biologickém materialu

1) Homogenizace 12 obilek v kulovém mlynku (Retsch MM 301) pfi frekvenci 27/s
po dobu 3 min.

2) K navézce 75 mg homogenizovanych obilek byl pfidan 1 ml 0,4 mol-1* kyseliny

chlorovodikové.

3) Extrakce ptes noc pii 4°C.

4) Extrakce vzorku. Protfepani a centrifugace 5 min pii 10 000 rpm.

5) Priprava standardnich vzorka dle tabulky 4 pro stanoveni kalibra¢ni kiivky.
6) Naneseno pipetovanim 90 pl destilované vody do 96jamkové desky.

7) Piidano 10 pl extraktu vzorku, kazdy vzorek v duplikatu a ptidano 100 pl Chenova

¢inidla do vSech jamek.
9) UloZeni reakéni smési do temné komory s naslednou inkubaci 2 hod.
10) Spektrofotometricky stanovena hodnota absorbance pii vinové délce 822 nm.

11) Vyhodnoceni dat v programu MS Excel. Na zékladé¢ hodnot absorbanci
standardnich vzorkid byla sestrojena kalibra¢ni kiivka a vypoctena rovnice linearni

regrese.
12) Na zaklad¢ rovnice linearni regrese byl vypocten obsah fosfatu ve vzorku.

Tabulka 4: Piiprava standardnich vzorki pro stanoveni kalibra¢ni kiivky.

Standard ¢islo Ko;HPO, Extrakéniho roztok H->O P;

[p1] [p1] [p1] [mg/g]
1 0 10 90 0
2 5 10 85 4,81
3 15 10 75 14,43
4 30 10 60 28,86
5 45 10 45 43,29
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3.8. Stanoveni aktivity fytasy

Pro stanoveni aktivity fytasy se pouzivad metoda, kterd je zalozena na tvorbé
komplexu mezi fosfatem uvolnénym uéinkem fytasy z molekuly kyseliny fytové,
a molybdenan-vanadi¢nanovym ¢inidlem. Spektrofotometricky je méfena absorbance
vznikajictho komplexu pii vlnové délce 415 nm, na zadklad¢ kalibraéni kiivky je
kvantifikovana aktivita fytasy, kdy je vypocitino mnozstvi P; reagujiciho
s molybdenem-vanadi¢nanovym ¢inidlem. Celkovy obsah fosfatu, ktery je uvolnén
z kyseliny fytové ptisobenim fytasy, je vypoéitan ode¢tenim pocate¢niho obsahu P; od
obsahu po 30 minutové inkubaci, kdy vypoCteme obsah fosfatu, jez se uvolni
z kyseliny fytové plisobenim fytasy. Mnozstvi enzymu, které uvolni 1 umol-1*
anorganického P; z fytatu sodného za 1 min pii pH 5,5 a teploté 37 °C, je stanoveno
jednotkou FTU, ktera vyjadiuje aktivitu enzymu. Vysledné hodnoty jsou primérem ze
tii na sob¢ nezavislych méteni.

3.8.1. Chemikalie a roztoky pro méreni aktivity fytasy

1) NH;3;—amoniak 25% roztok

2) HCI — kyselina chlorovodikova 25% roztok

3) HNO; — kyselina dusi¢na 22% roztok

4) KH,PO,— dihydrogenfosfore¢nan draselny

5) CgHsNa120,4Ps-H,0 — fytat sodny Sigma (Kat. ¢. 68388)
6) (NH4)sM0;024-4H,0 — heptamolybdenan amonnytra

7) (CH3COONa-3H,0) — octan sodny

8) Tween 20 10% roztok

9) NH4VOj3; - vanadi¢nan amonny

10) H,O destilovana

35



3.8.2. Priprava roztokii pro méreni aktivity fytasy

1) Acetatovy pufr 1
octan sodny 34 g/l s upravou pH na 5,5.
2) Acetatovy pufr 2

octan sodny 34 g/l sapravou pH na 5,5 a pfidanim 100 pl Tweenu 20

(polyoxyethylensorbitanmonolaurat).

3) Extrakéni pufr

roztok 0,01% Tweenu.

4) Fytatovy roztok

fytat sodny 8 g/l s tpravou pH na 5,5.
5) Molybdenanové ¢inidlo

heptamolybdenan amonny 100g/I s ptidanim 250 ul roztoku amoniaku.

6) Vanadi¢nanové ¢inidlo
piiprava vanadi¢nanu amonného 2,3 g/l pfi teplot¢ 50-60°C s ptidanim 440 pl
kyseliny dusic¢né.
7)  STOP ¢inidlo
1 dil vanadi¢nanového ¢inidla smichat s 1 dilem molybdenanového Cinidla a s
pfidanim 2 dilt 22% kyseliny dusicné.
8) Standardni fosfatovy roztok

2,7 % dihydrogenfosfore¢nan draselného rozpustit v acetatovém pufru 2.

3.8.3. Pracovni postup stanoveni aktivity fytasy v biologickém materialu

A) Postup pripravy a méreni vzorku

1) Drceni 12 =zrn transgenniho je¢mene linie SCLW-GP-PHYA
v ptistroji (kulovy mlynek Retsch MM 301) po dobu 3 min pfi frekvenci 27/s.

2) 100 mg homogenizovanych zrn bylo rozpusténo v 1 ml extrakéniho

pufru. Vznikla suspenze byla tfepana po dobu 40 min na horizontalni tfepacce pii
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frekvenci 560/s a nasledna separace extraktu od matrice pomoci centrifugace po dobu

3 min pii 9 500 rpm.

3) 100 ul extraktu bylo odebrano do téi mikrozkumavek o objemu 2 ml.
Dvé mikrozkumavky byly uréeny pro paralelni méfeni a jedna mikrozkumavka pro
srovnavaci vzorek (blank). Nasledné bylo pfidano 300 pl acetatového pufru 2

a smés byla protiepana inkubovana po dobu 3 min.

4) Do mikrozkumavky, ve které se nachazely srovnavaci vzorky, bylo
piidano 800 ul STOP c¢inidla a 800 pl fytatového substratu. Smés byla promichéna
a ponechana pod dobu 10 minut pii laboratorni teploté. Nasledna centrifugace

probihala po dobu 3 minut pii 9 500 rpm.

5) Pro paralelni méfeni bylo do vzorkid v mikrozkumavkach ptidano
800 ul fytatového roztoku a smés byla promichana a inkubovana po dobu 30 minut pii
37 °C. Nasledn¢ bylo pfidano 800 ul STOP ¢inidla. VSechny vzorky byly promichany
a vyvijeny po dobu 10 minut pfti laboratorni teploté. Centrifugace probé&hla po dobu
5 minut pii 9 500 rpm.

6) Absorbance vsech vzorka byla stanovena pii vinové délce 415 nm.

B) Postup piipravy a méieni standardu

1) Pro kazdou koncentraci byly pfipraveny 2 paralelni vzorky pro méteni
a |l blank.
2) Roztok standardniho zasobniho fosfatu byl nafedén acetatovym pufrem

2 na koncentrace 0,24 — 7 umol-ml™.

3) Do 2 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 360 ul acetatového pufru 2
a 40 pl standardu o znamé koncentraci. Do blanku bylo pfidano jen 400 pl acetatového

pufru 2.

4) Ke vSem standardiim i blanku bylo piidano 800 ul fytatového roztoku
a 800 pl STOP ¢inidla. Smés byla promichana a inkubovana po dobu 10 minut pfi

laboratorni teploté. Nasledna centrifugace probihala po dobu 3 minut pii 9 500 rpm.

5) Byla méfena absorbance pii vinové délce 415 nm a z namétenych

hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka pomoci programu MS Excel.
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6) Z kalibrac¢ni kiivky byla sestavena rovnice linearni regrese, ze které byl

vypocitan obsah uvolnéného fosfatu.

7) Z mnozstvi uvolnéného fosfatu byla vypocitana aktivita fytasy.

3.8.4. Detekce genu phyA pomoci PCR u jarnich je¢meni linie SCLW-GP-
PHYA

Piitomnost heterologniho genu phyA byla detekovana u jarnich je¢ment linie
SCLW-GP-PHYA. Z mladych rostlin jarniho je¢mene na olomoucké lokalité byly
odebrany plodové listky do 2 ml mikrozkumavek eppendorf a nasledné uskladnény
Vv tekutém dusiku. Ze vzorki mladych listkd jarniho jeémene byla izolovana DNA dle
pracovniho postupu (Edwards a kol., 1991). Néslednou PCR analyzou byla ovéfena
ptitomnost genu phyA. Byl pouzit par specifickych primerd PhyF 21 mer 5°-GGC
AGT CCC CGC CTC GAG AAA-3‘ a PhyR 21 mer 5‘- AAA CAC TCC GCC CAA
TCA CCC-3°. Po PCR analyze byl amplifikovany fragment elektroforeticky separovan
a nasledné detekovan pomoci UV transiluminatoru. Podminky, ve kterych probihaly

PCR analyzy, jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5. Podminky PCR pii detekci genu phyA.

Cyklus Teplota  Cas
Pocate¢ni denaturace 93°C 60 s
Denaturace opakovani 40x 91°C 15s
Annealing opakovan 40x 55°C 30s
Elongace opakovana 40x 72°C 60s
Zavérecna elongace 72°C 4 min+
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni obsahu P; Vv obilkach jeémene

4.1.1. Lokalita Lukavec 2015

Dne 14. srpna 2015 bylo na lokalit¢ Lukavec sklizeno osivo jarniho jeCmene
ze sedmi transgennich linii SCLW-GP-PHYA a z kontrolnich odrid jarniho jeémene
(Azit, Golden Promise). Obsah P; vzrnu byl méfen tifi mésice po sklizni.
u méfenych vzorkt 0,62 mg/g. Rozdil mezi transgennimi liniemi a kontrolnimi
odridami byl 0,37 mg/g. Nejniz8i obsah P; méla z transgennich linii linie 1015-7
(osivo Lukavec 2013) 4,31 mg/g (+ 0,30). Nejvyssi obsah P; méla z transgennich linii
linie 880-4 (osivo Lukavec 2013) 4,93 mg/g (£ 0,06), viz tabulka 6.

Kontrolni odrida Azit méla obsah P; 4,11 mg/g (= 0,30) a obsah P;
u kontrolnich odrtid Golden Promise byl 4,10 mg/g (= 0,30), viz obrazek 5.

Tabulka 6. Obsah volného P; Vzrnu u netransgennich Kkontrolnich odrad

a transgennich linii péstovanych na lokalité Lukavec v roce 2015.

Kontrolni netransgenni odriady

Odridy Obsah P; (mg/g)
Azit 411+0,35
Golden Promise 410+ 0,14

Transgenni linie SCLW-GP-PHYA

Linie Potomstvo sklizné: lokalita, rok Obsah P; (mg/g)
Lukavec 2013 4,31+0,30

1015.7 Olomouc 2013 4,57 + 0,07
Lukavec 2013 4,50+0,01,
Olomouc 2012 4,74 + 0,07
Lukavec 2013 4,93 £0,06

880-4 Lukavec 2012 4,77 £ 0,02
Olomouc 2012 4,50+ 0,01
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Hodnoty jsou primérem ze dvou nezdvislych meéfeni s vyjadienim smeérodatné

odchylky.
P, Lukavec 2015
6
G 5
24
a 3
<
52
o
O 1 4
O ]
Azit 1015 7 1015- 7 1015- 7 1015- 7 880- 4 880- 4 880-4
.Kontrolm odridy

M Transgenni linie

Obrazek 5. Grafické porovnani obsahu volného P; Vzrnu u netransgennich
kontrolnich odrid a transgennich linii péstovanych na lokalité Lukavec v roce

2015 s vyznacenou smérodatnou odchylkou GP - Golden Promise

4.1.2. Lokalita Olomouc 2015

Dne 6. srpna 2015 bylo na lokalit¢ Olomouc sklizeno osivo jarniho je¢mene
ze sedmi transgennich linii SCLW-GP-PHYA, ze ¢tyi dihaploidnich linii (DH)
a z kontrolnich odrid jarniho je¢mene (Azit, Golden Promise). Obsah P; v zrnu byl
méfen tfi mésice po sklizni, viz obrazek 6. Rozdil mezi nejvetsi
a nejniz§i hodnotou obsahu volného P; byl u méfenych vzorkl transgennich linii

141 mg/g. Rozdil mezi transgennimi liniemi a kontrolnimi odriidami byl 0,26 mg/g.

obsah P; z transgennich linii méla linie DH 4 4,97 (+ 0,46), viz tabulka 7.

Kontrolni odriida Azit méla obsah P; 4,18 mg/g (£ 0,30) a obsah P; u kontrolni odrady
Golden Promise byl 4,04 mg/g (+ 0,30), viz obrazek 6.
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Tabulka 7. Obsah volného P; ve vzorcich z lokality Olomouc.

Kontrolni netransgenni odridy

Odridy Obsah P; (mg/g)
Azit 4,18 £ 0,30
Golden Promise 4,04 + 0,04

Transgenni linie SCLW-GP-PHYA

Linie Potomstvo sklizné: lokalita, rok Obsah P; (mg/g)

Lukavec 2012 4,20 +£ 0,46
1015.7 Olomouc 2013 4,26 + 0,28
Lukavec 2013 4,21+0,29
Olomouc 2012 4,58 + 0,32
Lukavec 2013 4,36 £ 0,23
880-4  Lukavec 2013 4,10+ 0,08
Olomouc 2012 4,38 £ 0,20
Dihaploidni linie Obsah P; (mg/g)
DH sm¢s 4,21+0,34
DH 4 4,72 +0,10
DH vice linii 4,97 £ 0,46
DH 26 3,70+ 0,18
DH 51 3,56+ 0,01

Hodnoty jsou primérem ze dvou nezavislych méfeni s vyjadienim smérodatné

odchylky.
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Pi Olomouc 2015

Obsah Pi (mg/g)

Ry
B Kontrolni odriidy QQ”
B Transgenni linie

Obrazek 6. Grafické porovnani mnozZstvi volného P; ze vzorku z lokality Olomouc

s vyzna¢enou smérodatnou odchylkou GP- Golden Promise. DH- Dihaploidni linie

4.1.3. Rozdil obsahu volného P; na lokalitach Olomouc a Lukavec v roce 2015

Primérny obsah volného P; ve vzorku obilek jarniho je¢mene na lokalité
Olomouc byl u transgennich linii 4,38 mg/g (+ 0,23), viz obrazek 7. Na lokalité
Lukavec byl primérny obsah volného P; ve vzorku obilek u transgennich linii
4,51 mg/g (£ 0,18). Rozdil primérného obsahu Pj u transgennich linii mezi lokalitami
byl pouze 0,13 mg/g. Na lokalit¢ Lukavec byl primérny obsah P; u transgennich linii
1015-7 4,33 mg/g (£ 0,11). Na lokalit¢ Olomouc byl primérny obsah P;u transgennich
linii 1015-7 4,53 mg/g (= 0,35), viz obrazek 8. U transgennich linii 880-4 byl
prumérny obsah Pi na lokalit¢ Lukavec stanoven na 4,74 mg/g (£ 0,03).
U transgennich linii 880-4 byl priimérny obsah P;j na lokalit¢ Olomouc stanoven na

4,28 mg/g (+ 0,17), viz tabulka 8.

U kontrolnich odrid byl pramérny obsah P; na lokalit¢ Lukavec 4,14 mg/g
(= 0,24) a na lokalit¢ Olomouc byl primérny obsah P; 4,11 mg/g ( 0,14).
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Obrazek 7. Grafické porovnani mnoZstvi volného P; ve vzorcich z lokality
Olomouc a z lokality Lukavec s vyzna¢enou smérodatnou odchylkou GP— Golden

Promise
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Tabulka 8. Obsah volného P; ve vzorcich z lokality Olomouc a Lukavec.

Kontrolni netransgenni odridy

Obsah P; (mg/g) Obsah P; (mg/g)

Odruady Lukavec Olomouc
Azit 4,11+0,35 4,18 +0,30
Golden Promise 4,10+ 0,14 4,04 £ 0,04

Transgenni linie SCLW-GP-PHYA

Potomstvo sklizné: Obsah P; (mg/g) Obsah P; (mg/g)

Linie lokalita rok Lukavec Olomouc
Lukavec 2013 4,31+0,30 4,20 £ 0,46

1015.7 Olomouc 2013 4, 57+ 0,07 4,26 +0,28
Lukavec 2013 4,50 £ 0,01, 421+0,29
Olomouc 2012 4,74 £ 0,07 4,58 £ 0,32
Lukavec 2013 4,93 + 0,06 4,36 +0,23

880-4 Lukavec 2012 4,77 £ 0,02 4,10+ 0,08
Olomouc 2012 4,50 £ 0,01 4,38 £0,20

Hodnoty jsou primérem ze dvou nezavislych méfeni s vyjadienim smérodatné

odchylky.
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Obrazek 8. Grafické porovnani primérnych hodnot volného P; na lokalitach

Lukavec a Olomouc 2015

4.2. Stanoveni aktivity fytasy v obilkach je¢mene

4.2.1. Lokalita Lukavec 2015

Dne 14. srpna 2015 bylo na lokalité Lukavec sklizeno osivo jarniho je¢mene ze
sedmi transgennich linii SCLW-GP-PHYA a z kontrolnich odriid jarniho je¢mene
(Azit, Golden Promise) s cilem méfeni aktivity fytasy v zrnu, viz tabulka 9. Nejvyssi
aktivita fytasy u transgenni linie byla u linie 1015-7 (osivo Olomouc 2013)
0,624 FTU/g (£ 0,16). Nejnizsi aktivita fytasy, ktera byla naméfena u transgenni linie,
byla u linie 880-4 (osivo Olomouc 2012) 0,477 FTU/g (£ 0,07), viz obrazek 9.

Kontrolni odriida Azit méla aktivitu fytasy 0,504 FTU/g (= 0,07) a aktivita
fytasy u kontrolni odriidy Golden Promise byla 0,463 FTU/g (+ 0,05).
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Tabulka 9. Aktivita fytasy vzrnu u netransgennich kontrolnich odrid

a transgennich linii péstovanych na lokalité Lukavec v roce 2015.

Kontrolni netransgenni odridy

Odridy FTU/g
Azit 0,504 % 0,07
Golden Promise 0,463+ 0,05

Transgenni linie SCLW-GP-PHYA

Linie Potomstvo sklizné: lokalita rok FTU/g
Lukavec 2013 0,528 £ 0,13

1015.7 Olomouc 2013 0,624 £ 0,16
Lukavec 2013 0,615+0,17
Olomouc 2012 0,582 £ 0,08
Lukavec 2013 0,537 +£0,05

880-4 Lukavec 2012 0,555 £ 0,07
Olomouc 2012 0,477 £0,07

Hodnoty jsou primérem ze tifi nezavislych méfeni s vyjadienou smérodatnou

odchylkou.
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Obrazek 9. Grafické porovnani aktivity fytasy ve vzorcich z lokality Lukavec

s vyzna¢enou smérodatnou odchylkou GP— Golden Promise

4.2.2. Lokalita Olomouc 2015

Dne 6. srpna 2015 bylo na lokalit¢ Olomouc sklizeno osivo jarniho je¢mene ze
sedmi transgennich linii SCLW-GP-PHYA, ze ¢tyf dihaploidnich linii (DH)
a z kontrolnich odrid jarniho je¢mene (Azit, Golden Promise) s cilem méteni aktivity
fytasy v zrnu, viz obrazek 10. Nejvyssi aktivita u transgennich linii byla naméfena u
vzorku DH smési 0,79 FTU/g (+ 0,09). Z transgennich linii byla nejmensi aktivita
fytasy méfena u linie 1015-7 (osivo Olomouc 2013) 0,579 FTU/g (+ 0,131) a linie
880-4 (osivo Lukavec 2013) 0,576 FTU/g (+ 0,01), viz tabulka 10.

Kontrolni odriida Azit méla aktivitu fytasy 0,497 FTU/g (£ 0,08) a aktivita
fytasy u kontrolni odriidy Golden Promise byla 0,633 FTU/g (+ 0,08).
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Tabulka 10. Aktivita fytasy ve vzorcich z lokality Olomouc.

Kontrolni netransgenni odridy

Odridy FTU/g
Azit 0,497 £ 0,08
Golden Promise 0,633 + 0,08

Transgenni linie SCLW-GP-PHYA

Linie Potomstvo sklizné: lokalita rok FTU/g

Lukavec 2012 0,632 +0,13
1015.7 Olomouc 2013 0,579 £ 0,13
Lukavec 2013 0,668 +£0,10
Olomouc 2012 0,618+ 0,12
Lukavec 2013 0,576 £ 0,01
880-4 Lukavec 2013 0,731 £0,07
Olomouc 2012 0,611 + 0,03
Dihaploidni linie FTU/g
DH smés 0,681 £0,14
DH 0,721 £ 0,03
DH vice linii 0,790 + 0,09
DH 26 0,586 +0,11
DH 51 0,651 £0,15
DH 1015-7 0,726 £ 0,14

Hodnoty jsou primérem ze tfi nezavislych méfeni s vyjadienou smérodatnou

odchylkou.
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Aktivita fytasy Olomouc 2015
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Obrazek 10. Grafické porovnani aktivity fytasy ve vzorcich z lokality Olomouc
s vyznafenou smérodatnou odchylkou. GP — Golden Promise. DH — Dihaploidni

linie.

4.2.3. Rozdil aktivity fytasy na lokalitaich Olomouc a Lukavec 2015

Primérna aktivita fytasy u transgennich linii jarniho je¢mene na lokalité
Olomouc byla 0,659 FTU/g (£ 0,09). Na lokalit¢ Lukavec byla primérna aktivita
fytasy u transgennich linii 0,559 FTU/g (% 0,12), viz obrazek 12. Z transgennich linii
méla nejvetsi aktivitu transgenni linie 880-4 (osivo Lukavec 2012) 0,731 FTU/g
(£ 0,07) a nejmensi aktivitu méla linie 880-4 (osivo Olomouc 2012) 0,477 FTU/g
(£ 0,07). Na lokalit¢ Olomouc byla aktivita fytasy u kontrolni odrudy Azit 0,497
FTU/g (£ 0,08) a na lokalit¢ Lukavec byla aktivita fytasy u kontrolni odridy Azit
0,504 FTU/g (£ 0,07), viz tabulka 11. Kontrolni odrida Golden Promise z lokality
Olomouc méla nejvétsi aktivitu fytasy 0,633 FTU/g ze vSech péstovanych kontrolnich

odrud, viz obrazek 11.
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Obrazek 11. Grafické porovnani aktivity fytasy ve vzorcich z lokality Olomouc

a z lokality Lukavec s vyznacenou smérodatnou odchylkou. GP — Golden Promise.

Tabulka 11. Aktivita fytasy ze vzorki z lokality Olomouc a Lukavec.

Kontrolni netransgenni odridy

FTU/g FTU/g
Odrudy Lukavec Olomouc
Azit 0,504 +£0,07 0,497 £ 0,08
Golden Promise 0,463+ 0,05 0,633 +0,08
Transgenni linie SCLW-GP-PHYA
FTU/g FTU/g
Linie  Potomstvo sklizné: lokalita rok Lukavec Olomouc
Lukavec 2013 0,528 £0,13 0,632+0,13
Olomouc 2013 0,624 +0,16 0,579 +0,13
1015-7 Lukavec 2013 0,615+0,17 0,668 +0,1
Olomouc 2012 0,582 +0,08 0,618+0,12
Lukavec 2013 0,537+0,15 0,576 £0,01
880-4  Lukavec 2012 0,555+0,13 0,731 +0,07
Olomouc 2012 0,477 +0,07 0,611=+0,03
Priamér 0,556 = 0,12 0,623 + 0,09

Hodnoty jsou primérem ze tfi nezavislych méfeni s vyjadienou smérodatnou

odchylkou.
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Obrazek 12: Grafické porovnani aktivity fytasy na lokalitich Lukavec

a Olomouc.

4.2.4. Korelace mezi aktivitou fytasy a obsahem P;

U méfenych vzorki z obilek jarniho jeémene péstovaného na lokalit¢ Olomouc
a Lukavec nebyla nalezena korelace (korelace 0,0015 pti 27 vzorcich je¢mene jarniho)

mezi mnozstvim P;j a aktivitou fytasy, viz obrazek 13.
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Obrazek 13: Korela¢ni diagram popisujici vztah mezi aktivitou fytasy

a mnoZzstvi Py méienych ve vzorcich z lokality Olomouc a Lukavec v roce 2015.
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4.3. Detekce genu phyA u jarnich je¢émeni linie SCLW-GP-PHYA

4.3.1. Detekce genu phyA u transgennich linii jarniho je¢mene

U vsech transgennich linii péstovanych na lokalit¢ Olomouc byla provadéna
PCR analyza na detekci genu phyA, viz obrazek 14. U transgennich linii 1015 — 7
(potomstvo OL 2013), 1015 — 7 (potomstvo LUK 2013) a 880 — 4 (potomstvo LUK
2013) byl detekovan gen phyA u vsSech analyzovanych rostlin, viz tabulka 12.

€k € Hmo P M

<=3 PhyA 1346 bp

Obrazek 14. Elektroforetogram PCR produkta. Vzorky 1-5 pozitivni linie DH
1015 - 7. Vzorky 6-10 negativni linie DH 4. C+ - pozitivni kontrola, C- negativni

kontrola P - plazmid, M - marker molekulové hmotnosti.

Tabulka 12. Detekce genu phyA u transgennich linii jarniho je¢mene.

Linie potomstva Pocet rostlin ~ Pocet pozitivnich rostlin
1015 -7 (LUK 2012) 10 6

1015 -7 (OL 2013) 10 10

1015-7 (LUK 2013) 10 10

1015 -7 (OL 2012) 10 9

880 — 4 (LUK 2013) 10 10

880 — 4 (LUK 2012) 10 9

DH smés 10 1

DH 10 9

LUK - Lukavec, OL - Olomouc
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4.3.2. Detekce genu phyA u DH linii jarniho je¢mene

U vSech DH linii z lokality Olomouc byla provadéna PCR analyza na detekci
genu phyA. U DH linii 12/5, 15/1, 5/1 byl gen phyA detekovan u vSech analyzovanych
rostlin. U ostatnich linii byl gen phyA detekovan jen u nékolika rostlin nebo u Zadné

rostliny, viz tabulka 13.

Tabulka 13. Detekce genu phyA u DH linii jarniho je¢mene.

DH linie  Pocet rostlin  Pocet pozitivnich rostlin

12/5 2 2
15/1 2 2
3/3 2 1
1015-7 5 5
4 5 0
6/4 2 0
5/1 2 2
5/2/10 2 1
4/4 2 1
18/5 2 1
5/1 2 1
9/3 2 1
2/4 2 1
9/1 2 0
16/2 2 1
9/4 2 1
5/2/10 2 1
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5. Diskuse

Pii feSeni problematiky kyseliny fytové u nepiezvykavych zvifat existuji dva
pfistupy pro lepsi vyuzitelnost minerdli a kationtli obsazené v obilkach jarniho
jeCmene. Prvni pfistup Se zaméfuje na vytvofeni mutanti se snizenou hladinou
kyseliny fytové, takzvanych Ipa mutanti, které jsou charakteristické snizenym
obsahem kyseliny fytové, a zaroven zvySenym obsahem anorganického P; v semenech
rostlin (Larson a kol., 1998). Larson a kol. (1998) vytvofil Ipa mutanty je¢mene, jenz
méli zvySeny obsah Pj pii snizené hladiné kyseliny fytové a v roce 2000 vytvofil Ipa
mutanty u kukufice (Raboy a kol., 2000). V praci Vaculové (2012) se potvrdila
hypotéza, Ze Ipa mutanti maji pfi zvySeném obsahu P; v semenech jarniho je¢mene

snizenou hladinu kyseliny fytové.

Druhym piistupem je vytvaieni transgennich rostlin, do nichz je vnasen gen pro
fytasu, tvorbu heterologniho enzymu fytasy. Pauk (2011) ve své praci mé&fil aktivitu
fytasy jak u transgennich linii jarniho je¢mene SCLW-GP-PHYA v generaci T3 a T4,
tak i u kontrolnich odrud jarniho je¢mene. Vysledky ukazaly, ze transgenni jemen ma
zvySenou produkci enzymu fytasy v zrnu, aktivita fytasy u vzorki odebranych
z kontrolnich rostlin byla naméfena v priméru 0,98 FTU/g a u transgennich rostlin

byla aktivita fytasy namétena v priméru 1,82 FTU/g.

Ministerstvo Zivotniho prostfedi CR udélilo dne 3. kvétna 2012 Univerzité
Palackého v Olomouci povoleni k uvadéni geneticky modifikovaného jarniho je¢mene

SCLW-GP-PHYA se zvysenou produkci enzymu fytasy do zivotniho prostiedi.

Cilem diplomové prace bylo stanovit aktivitu fytasy a obsah volné¢ho P;
u transgenni linie jarniho jeémene SCLW-GP-PHYA generace T8 a T9, které byly
vroce 2015 péstovany na lokalitaich Olomouc a Lukavec a srovnat tyto hodnoty
s odrudou Golden Promise a Atribut. Rozdil primérného obsahu P; mezi lokalitami byl
u transgennich linii pouze 0,13 mg/g. Transgenni linie jarniho jeémene SCLW-GP-
PHYA péstované na lokalit¢ Olomouc mély Vpruméru mensiobsah P;v zrnu
4,38 mg/g ve srovnani s primérnymi transgennimi liniemi, které byly péstovany na
lokalité Lukavec, kde byl primérny obsah P;v zrnu 4,51 mg/g. Z vysledkti nemtizeme
jednoznac¢né urcit, na které lokalité je vEtSi obsah Py, protoze ve vyslednych hodnotach

je velky rozptyl méfeni. Na olomoucké lokalit¢ byla priméma odchylka méfeni
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+ 0,28 mg/g, a rozdil mezi lokalitami byl pouze 0,13 mg/g. Vysledky méfeni primérné
aktivity fytasy u transgennich linii v zrnu ukézaly, Ze aktivita fytasy byla vétsi na
lokalit¢ Olomouc 0,659 FTU/g nez na lokalit¢ Lukavec, kde byla aktivita fytasy
0,559 FTU/g. Ani u aktivity fytasy nemizeme jednozna¢né urcit, na které lokalité byla
veétsi U transgennich linii, protoze ve vyslednych hodnotach je velky rozptyl méfeni.
Na lokalit¢ Lukavec byla priméma odchylka méfeni + 0,12 FTU/qg,
a rozdil mezi lokalitami byl pouze 0,08 FTU/g. Odchylky méfeni mohly byt

zpusobeny nepfesnym meétfenim.

Také VIcko (2015) ve své diplomové praci stanovoval aktivitu fytasy a obsah
volného P;  Vvtransgennich liniich  jarntho  je¢mene  SCLW-GP-PHYA
u generace T7 a T8 na lokalitach Olomouc a Lukavec v roce 2014. Vysledky uvedené
v jeho praci ukazaly, ze vétSi obsah volného P; 4,5 mg/g byl naméfen na lokalité
Olomouc. Na lokalité¢ Lukavec byl obsah volného P; naméten pouze 2,9 mg/g. Rovnéz
ve své praci uvedl, ze vétsi aktiva fytasy 0,73 FTU/g byla naméfena na lokalité
Lukavec nez na lokalit¢ Olomouc, kde byla namétena aktivita fytasy 0,58 FTU/g.
Porovnanim méfené aktivity fytasy ze vzorkd jednotlivych lokalit (Olomouc,
Lukavec) byla zjisténa vétsi aktivita fytasy ve vzorcich z lokality Lukavec. Ale
zaroven byl vroce 2014 na olomoucké lokalit¢ naméfen  véEtsi
obsah volnych fosfati. Tyto vysledky jsou v rozporu s hypotézou, ktera uvadi, ze vetsi
aktivita fytasy v zrné€ obilovin ma za nasledek i vétsi obsah volného P; v obilovinach
(Yao a kol., 2012, Verwoerd a kol., 1995). Vysledky z jednotlivych studii nam dale
ukazuji snizenou aktivitu fytasy, kdy v roce 2011 Pauk (2011) naméftil ve vzorku
1015-7 aktivitu fytasy 1,85 FTU/g. V roce 2015 byla primérna aktivita na olomoucké
lokalité u transgenni linie 1015-7 0,62 FTU/g. Muzeme pozorovat postupné meziro¢ni
snizovani primérné aktivity fytasy ve vzorcich transgenni linie 1015-7 (1015)

péstované na lokalit¢ Olomouc.

Rozdilnost ve vySe uvedenych vysledcich aktivity fytasy, u niZ dochazi
k poklesu mezi jednotlivymi roky a lokalitami, mize byt zplGsobena nestejnymi
ptirodnimi podminkami, které byly v daném roce na jednotlivych lokalitach
zaznamenany V obdobi vegetacni doby jarniho jeCmene (duben—srpen). V roce 2010
byly primérné teploty vzduchu: lokalita Lukavec 14,34 °C, lokalita Olomouc 14,72
°C a uhrnné mnozstvi srazek: lokalita Lukavec 104,6 mm, lokalita Olomouc 119,2

mm. V roce 2014 byly prumérné teploty vzduchu: lokalita Lukavec 13,42 °C, lokalita
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Olomouc 13,78 °C a Ghrmné mnozstvi srazek: lokalita  Lukavec
378 mm, lokalita Olomouc 376 mm. V roce 2015 za stejné¢ obdobi jako v roce 2010
a 2014 byly pramérné teploty vzduchu: lokalita Lukavec 15,38 °C, lokalita Olomouc

15,54 °C a thrnné srazky: lokalita Lukavec 350 mm, lokalita Olomouc 234 mm.

Je mozné, ze piirodni podminky maji daleko vétsi vliv na aktivitu fytasy
a mnozstvi volného P; v zrnech obilovin nez zména genetické informace rostlin, jak
uvadi Kim (Kim a kol, 2002). Podobné jako pfirodni podminky a lokalita péstovani
mize mit dal$i vliv na aktivitu fytasy a mnozZstvi obsahu P; i druh
a mnozstvi pouzitého hnojiva na jednotlivych lokalitach. Mezi dalsi divody snizovani
aktivity fytasy miazeme zafadit postupné umlcovani vlozené¢ho heterologniho genu

phyA v transgenni linii jarniho jeémene SCLW-GP-PHYA.

Pfi analyze PCR transgennich linii jarniho jeémene SCLW-GP-PHYA byla
provadéna detekce piitomnosti genu phyA v biologickém materialu jarniho je¢mene,
ktery byl péstovan na lokalit¢ Olomouc. PCR detekce transgenu phyA v osmé generaci
potvrdila pfitomnost zajmového genu phyA. Vysledky ukazuji, Ze u transgennich linii
1015 -7a 880 - 4 byl detekovan gen phyA. Do budoucna by bylo pfinosné analyzovat
heterologni gen phyA na urovni mRNA a proteinu a stanovit hladinu exprese.
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6.Zaveér

Vnasenim genu phyA z Aspergillus niger do odridy jarniho je¢mene Golden
Promise byla vytvofena transgenni linie SCLW-GP-PHYA, kterd ma zvySenou

aktivitu fytasy.

Pfitomnost heterologniho genu phyA u jarnich jeément byla sledovana na
polich v lokalitach Olomouc a Lukavec. Na zakladé méfeni nebylo jednoznaéné
prokédzano, ze veEtsi aktivita fytasy v zrné obilovin mé vzdy za nasledek vétsi obsah
volného P; v obilovindch. Rozdilné pifirodni podminky sledovanych lokalit maji vliv
na aktivitu fytasy phyA v transgennich liniich jarniho je¢mene SCLW-GP-PHYA. Je
potieba vyslechtit takovou rostlinnou linii, u niz bude aktivita fytasy vice rezistentni
vici zmeéndm piirodnich podminek pii péstovani.

Rozdilnost a snizovani aktivity fytasy u transgennich linii jarniho jeCmene
muze byt v asovém prib&hu zpusobena zvySenou schopnosti rostliny regulovat
expresi vlozeného heterologniho genu phyA. Pro zvySeni aktivity fytasy rostlin je
potieba omezit schopnost regulace exprese vlozeného heterologniho genu phyA, tim

dojde k lepsi vyuzitelnosti volného P;.
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7.Seznam zkratek

DH- dihaploidni

FTU — fixed treatment unit

GP — Golden Promise

InsP6 - myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat
Ipa _ low phytic acid

LUK — Lukavec

OL - Olomouc

PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
PDNA — plazmidova DNA

PhyA — fytasa izolovana z Aspergillus niger
P; — fosfat, fosfore¢nan H2P04 N

PS — Pokusna stanice
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9. P¥ilohy

Ptiloha 1: Vysledky statistickych testt

Ptiloha 2: Planky polnich pokusti

9.1. VysledKky statistickych testu

Dvou-vybérovy t-test pro vyhodnoceni v obsahu P; u vzorkli je¢mene jarniho

z lokality Olomouc a Lukavec.
Ho: pl - p2 = 0 (Obsah P; mezi vzorky ze dvou lokalit se nelisi)

Equal-Variance T-Test
ul - u2: (Cé6=Lukavec) - (C6=0Olomouc)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at a = 0,050
pl-p2#0 -0,0234088 0,1131828 -0,2068 25 0,83782 No

Dvou-vybérovy t-test pro vyhodnoceni rozdilu v aktivit¢ fytasy u vzorkd jarniho
je¢mene z lokality Olomouc a Lukavec.

Ho: nl - u2 = 0 (Obsah P; mezi vzorky ze dvou lokalit se nelisi)

Equal-Variance T-Test
ul - u2: (C6=Lukavec) - (C6=0lomouc)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at o= 0,050
pl-pu2#0  -0,06638899 0,03733673 -1,7781 25 0,08755 No

Korelace mezi aktivitou fytasy a obsahem P;

Linear Regression Report

Dataset Untitled
Y=C4 X=C5
Regression Estimation Section

Intercept Slope
Parameter B(0) B(1)
Regression Coefficients 4,0358 0,0042
Lower 95,0% Confidence Limit 3,3233 -1,1733
Upper 95,0% Confidence Limit 4,7482 1,1817
Standard Error 0,3459 0,5717
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Standardized Coefficient

T Value

Prob Level (T Test)

Reject HO (Alpha = 0,0500)
Power (Alpha = 0,0500)

Regression of Y on X
Inverse Regression from X on Y
Orthogonal Regression of Y and X

Notes:

0,0000

11,6667
0,0000
Yes
1,0000

4,0358
-1163,7839
-1020,8735

0,0015

0,0073
0,9942

No
0,0500

0,0042
1954,7017
1715,4981

The above report shows the least-squares estimates of the intercept and slope followed
by the corresponding standard errors, confidence intervals, and hypothesis tests. Note
that these results are based on several assumptions that should be validated before

they are used.

Estimated Model

(4.03578653102051) + ( 0.00418052789041212) * (C5)

Analysis of Variance Section

Sum of
Source DF Squares
Intercept 1 440,309
Slope 1 4,319951E-06
Error 25 2,019888
Adj. Total 26 2,019892
Total 27 442,3289

s = Square Root (0,08079551) = 0,2842455

Notes:

Mean

Square
440,309
4,319951E-06
0,08079551
0,07768816

F-Ratio

0,0001

Prob
Level

0,9942

The above report shows the F-Ratio for testing whether the slope is zero, the degrees of freedom,
and the mean square error. The mean square error, which estimates the variance of the residuals,
is used extensively in the calculation of hypothesis tests and confidence intervals.

16.6.2016 13:54:56

Linear Regression Report
Dataset Untitled
Y=C4 X=C5

Tests of Assumptions Section

Test
Assumption/Test Value
Residuals follow Normal Distribution?
Shapiro Wilk 0,8751
Anderson Darling 0,7977
D'Agostino Skewness 2,9848
D'Agostino Kurtosis 3,1163
D'Agostino Omnibus 18,6203
Constant Residual VVariance?
Modified Levene Test 0,6923
Relationship is a Straight Line?
Lack of Linear Fit F(0, 0) Test 0,0000

No Serial Correlation?

4

Prob
Level

0,003771
0,038824
0,002838
0,001831
0,000091

0,413257

0,000000

Is the Assumption
Reasonable at the 0,2000
Level of Significance?

No
No
No
No
No

Yes

No

Evaluate the Serial-Correlation report and the Durbin-Watson test if you have
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equal-spaced, time series data.

Notes:

A 'Yes' means there is not enough evidence to make this assumption seem unreasonable.
This lack of evidence may be because the sample size is too small, the assumptions

of the test itself are not met, or the assumption is valid.

A 'No' means the that the assumption is not reasonable. However, since these tests

are related to sample size, you should assess the role of sample size in the tests

by also evaluating the appropriate plots and graphs. A large dataset (say N > 500) will
often fail at least one of the normality tests because it is hard to find a large dataset that
is perfectly normal.

Normality and Constant Residual Variance:

Possible remedies for the failure of these assumptions include using a transformation of Y
such as the log or square root, correcting data-recording errors found by looking into outliers,
adding additional independent variables, using robust regression, or using bootstrap methods.
Straight-Line:

Possible remedies for the failure of this assumption include using nonlinear regression orpolynomial
regression.

9.2. Planky polnich pokusi

9.2.1. Planek polniho pokusu v Olomouci

Planek pokusu pro rok 2014

K 2808t 0 Uveden| geneticky joemane SCL 86 2vybenou produkcl enzymu fytasy v zmu do 2ivotniho prostredi
v bezprostiedni blizkosti okolo pokusné plochy zalozen porost svazenky

[kryci plodina - svazenxa P

vystrazné cedule

.40
? _7/ Ochranny obsev - registrovana konvenén liniova odrida jetmene :
iz 1 3 m (manipulatni ulitka mezi ochrannym obsevem a pokusnou plochou) ochranné oploceni pokusu

o §
308

3

i

21m -~

b o o M “ - ~ & o e 338 m g

g |t | |2 t |x (¥ |2 i | §
s |e o .

IR RN R R 1
E_ g |8 |8 HENE g [ |8 |28 %
il 224 m M -

Ochranny obsev - registrovana konvenéni liniova odrida jeémene j
281 m I
349 m
{keyei plodina - svazenka I
o !
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9.2.2. Planek polniho pokusu v Lukavci

Plinek pokusu pro rok 2015
K 23dosti 0 uvedeni gensticky modiSkovaného jamiho jeimens SCLW-GP-PHYA s2 nvydenou produked enzymu §itasy v 2mu &0 Zivotniho prostiedi (pitilety program).

- v bezprostiedni blizkosti okolo pokusné plochy zaloZen porost svazenky +
porost svazenky |
—
& ochranny obsev pokusu porostem jarniho je¢mene
2m _ |- = = | . al=l s === -] - |:|
§(8(F|q|q(a(qa|8|9[g(q|9[F(a|9|¢9[4|%|49]|2
AHEHHEHEEHEEHHE R
25; iigiiiigiiiiiiiiizii 'é
S plocha 150 m” pro vysev potomste jednotliv¥ch rostlin jarniho jeémene SCLW-GP-PHYA linie 121 & g
= , . 2= . . =
AAHAaRaHa0aasn0aaaaac
525,5’_252',5,255
HE HE sg“ éé‘i'e
HHHHHBHEHEHHHHRHEHHE 5
HHHHHEHEE HHHHHEHHBEHEEE F
=
|:| 21.5m 2
g
-
2
h Y obsev pokusu po jarniho je¢ S'
ochranné pfenosné oploceni pokusu vystrazné cedule
| lesni porost |

Priloha 7

* srovnavaci materidl: netransgenni pivodni odrida Golden Promise
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