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1 Cile prace
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Vypracovat literarni reSersi na téma bakalafské prace.
Detekovat gen phyA a bar v listech jarnich je€mena.
Detekovat phyA a bar v krvi krmenych brojlerd.
Detekovat phyA a bar v jarech krmenych brojleru.

Oveérit hypotézu prenosu transgenu do krve a organu hospodarskych zvirat.



2 Uvod

Je€men patfi mezi nejstarSi hospodarské plodiny, které nasly uplatnéni v potravinafstvi
a jako krmivo pro hospodarska zvifata. V této praci je vénovana pozornost kyseliné fytové
a jejim solim.

Kyselina fytova (myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat) je syntetizovana rostlinou
predevsim béhem vyvoje semen a dale vyuzivana jako zasobni forma fosforu a mineralnich
latek pro kli¢eni. Fosfor je esencialni pro rust a vyvoj vS§ech bunék a hraje dulezitou roli
nejen v metabolickych drahach. U zZivocichl je nedilnou soucasti kosti a zubu a zajistuje
dalsi vyznamné funkce v téle.

V rostlinach tvofi kyselina fytova soli ve formé fytatl, jenz se daji oznadit
za antinutri¢ni faktor. Zatimco u prezvykavcu jsou fytaty v disledku pfitomnosti bakterialni
mikrofléry nutricné pIné vyuzity, u nepfezvykavych (monogastrickych) zivogicht vsak neni
fosfor s navazanymi mineraly vtéto formé dostupny. Nevyuzity fosfor vylouéeny
v exkrementech tak pfispiva k znecisténi zZivotniho prostredi, protoze umoznuje napfiklad
narust nezadoucich heterotrofnich bakterii ve vodnich zdrojich. Proto jsou ve velkochovech
do rostlinnych krmnych smési pfidavany mikrobialni enzymy — fytasy nebo anorganické
fosfaty. Tyto zpUsoby jsou ale ekonomicky naro¢né a ploSna aplikace anorganického
fosfatu vede k vy€erpani jeho zdroje.

Genetické modifikace umozfuji ziskat takové odrady plodin, které zvySuji
hospodarskou kvalitu rostlin. Biotechnologicky vyzkum se proto v pfipadé zvy3eni
vyuzitelnosti fosforu soustfedi na postupy, které maji za ukol redukovat mnozstvi kyseliny
fytové a zvySeni aktivity fytasy. Jednim z aplikovanych pfistupu je transformace genu
kédujicich enzym, ktery je schopny hydrolyzovat kyselinu fytovou. ZvySeny podil volného
fosforu v obilniné mdze vyznamné pfispét k ochrané zivotniho prostfedi a ekonomicky

pfispét v oblasti krmivarstvi.



3 Soucasny stav resené problematiky

3.1 Jecmen jako vyznamna plodina

Je€men sety (Hordeum vulgare L.) je samosprasna, krytosemenna, jednodélozna
obilnina z €eledi lipnicovitych. Rod je€mene zahrnuje 25 druhl planého jeCmene a jeden
druh kulturni — jeémen sety, p&stovany v ozimé a jarni formé&. Podle Ceského statistického
ustavu jsou osevni plochy jarniho jeCmene témér tfikrat vétsSi nez osevni plochy ozimého
je€mene, viz tabulka 1 — pfiloha A (https://www.czso.cz). JeCmen sety je kulturné vyznamna
plodina, jejiz zrno je ze 70 % celosvétové produkce vyuzivano piedevSim pro své vysoké
nutriéni hodnoty v krmnych smésich. Cast nejkvalitn&jsi produkce (v Ceské republice asi
30 % jarnich je€menu) je vyuzivana ve sladovnictvi. Je€men slouzi dale jako surovina pro
vyrobu lihu, &i kosmetickych a farmaceutickych pfipravkd. Je€men lze vzhledem k jeho
mnohostrannému vyuziti rozdélit na sladovnicky, krmny, primyslovy a potravinarsky
je€Cmen.

JeCmen sety je diploidni, tetraploidni a hexaploidni organismus s velikosti
genomu 5,1 Gb, ktery je vyuzivan jako modelova rostlina pro rostlinny geneticky vyzkum.
Dnes reprezentuje &tvrtou, nejvice se vyskytujici obilninu na svété a druhou v Ceské
republice. Je€men je povazovan za obilninu budoucnosti.

Je€men ma svazlité koreny, které jsou v porovnani s dvoudéloznymi rostlinami
slabsi a netloustnou. Zarodecné kofinky pronikaji az do hloubky 140 cm a podileji
se na zasobeni vlahou hlavné v obdobi dlouhotrvajiciho sucha. Adventivni kofeny jsou
mohutnéjsi, rozprostfené v ornici v hloubce 30 — 50 cm. Stéblo tvofi 4 — 8 internodii
a dosahuje vySky 80 — 130 cm. Listy ma jemen pravotocivé a jsou umistény nad sebou
ve dvou fadach. Listova Cepel je Carkovité pfima, v porovnani s ovsem a pSenici ma svétleji
zelenou barvu. Kvétenstvim je€mene je slozeny nerozvétveny klas (lichoklas), tvofeny
smacknutym vietenem, na stranach obrvenym, které je rozdéleno na jednotlivé €lanky
se tfemi klasky, jejichz plodnost &i sterilita urCuje fadovost je€mene. Plevy jsou vétSinou
uzké, stétinovité. Jednotlivé kvitky jsou chranéné pluchou a pluskou. Obilka je slozena ze tfi
Casti: oballl, endospermu a zarodku. U jeémen( péstovanych v nasi oblasti je obilka svétle
Zluta (Zimolka a kol., 2006).

Na nutriéni hodnoté je€mene se podileji zejména sacharidy a vitaminy skupiny
B a E. Vyzrala obilka je€mene obsahuje 12 — 14 % vody, 60 — 65 % Skrobu (amyléza,
amylopektin), 1 — 2 % sacharézy. Z polysacharidd se v obilce nachazi B-glukany, a to
z 3,3 - 4,9 %, pentosany z 9 % a obsah celuldézy je od 4 do 7 %. Tuky tvofi 3,5 % a fosfaty
(fytin) jsou v obilce v zastoupeni 0,9 % (MacGregor a kol., 1993).

Studium genomu jeCmene a identifikace gent zodpovédnych za dulezité znaky

umozni védclm a Slechtiteldm vylepsit kvalitu a vynos jednotlivych odriid a pomuze bojovat
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proti chorobam. Metodou shotgun sekvenovani byla sestavena fyzicka mapa, ktera
znazorfiuje asi 1,9 Gb genomu jeCmene, kultivaru Morex (viz obr. 1). Charakteristikou
genomu je€mene je hojny vyskyt repetitivni DNA. Bylo zji§téno, ze témér 84 % zkoumané
¢asti genomu sestava z mobilnich elementd a dalSich repetitivnich sekvenci (Mayer
a kol., 2012).

Legend to heat map:

Track b genes per cM min: 0, max: 80 . il
Track d genes per Mb min: 0, max: 20

Track e LTR retroelements (%) min: 0, max: 100

Track f DNA transposons (%) min: 0, max: 20 . i

Track g sequenced BAC clones per Mb 0 i [

Obr. 1 Mapa ¢asti genomu jeémene

Draha a znazornuje sedm chromozému jeCmene. Zelena/ Seda barva zobrazuje zavislost pevného
fingerprintu (FPC) s pfifazenym chromozémovym ramenem zalozenym na specifické shotgun
sekvenci chromozému. Jediné pro chromozém 1H byla cela zkoumana sekvence dostupna.

Draha b — rozlozeni gen(i kolem genetické mapy. Draha c spojuje souvislost pozice genli mezi
genetickou a integrovanou fyzickou mapou znazornénou v draze d. Draha e zobrazuje pozici
a distribuci LTR retroelement( a draha f DNA transpozon(. Draha g znazorfiuje distribuci a pozici
sekvenci BAC.

(Pfevzato z Mayer a kol., 2012).
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3.1.1 Prehled doporucenych odrud jeémene

Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemédélsky v Brné poskytnul v roce 2009 seznam
doporu€enych odrid jeCmene jarniho a ozimého. Vychozim kritériem pro doporuceni
sladovnické odrudy je€mene jarniho byl vynos pfedniho zrna, sladovnicka kvalita, odolnost
proti napadeni padlim travnim, rzi je€nou, hnédymi skvrnitostmi a v neposledni fadé
odolnost proti poléhani. U nesladovnické odrudy je€mene byl sledovan taktéz vynos zrna,
obsah dusikatych latek, obsah Skrobu, odolnost proti poléhani a odolnost proti napadeni
skudcu.

Odridy Aksamit, Blanik, Bojos, Radegast a Tolar jsou doporuené Vyzkumnym
Ustavem pivovarskym a sladafskym pro vyrobu Ceského piva. Nesladovnicka odriida
Tocada je cenéna pro vysoky vynos zrna. Polopozdni nesladovnicka odrida Azit, ktera byla
soucasti experimentalni ¢asti této prace — slouzila jako kontrola, ma taktéz vysoky vynos
zrna, vykazuje stfedni odolnost proti napadeni hnédou skvrnitosti, avSak mensi odolnost
proti napadeni padlim travnim na listu. U jeémene ozimého se pro doporucéeni jednotlivych
odrid sleduji stejna kritéria jako u je€mene jarniho, a navic je$té zimovzdornost.
Sladovnicka jakost se nesleduje, protoze ozimy je€émen se u nas bézné nesladuje (Seznam

doporucenych odrad, 2009).
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3.2 Kyselina fytova

Kyselina fytova (myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat, Ins Ps) je cyklicky alkohol, ester
myo-Inositolu a kyseliny fosfore¢né (viz obr. 2).

Fytaty jsou soli kyseliny fytové, které jsou povazovany za pfirozené se vyskytujici

antinutri¢ni faktory, protoze vytvari nerozpustné komplexy s fadou dllezitych latek.
Fytaty — slouzici jako zasobarna fosforu — se vytvareji po opyleni a akumuluji se béhem
zrani zrna v tzv. globoidech — v téliscich v aleuronové vrstvé nebo v téliscich v endospermu
(Zimolka a kol., 2006). Prvni zminky o kyseliné fytové pochazi jiz z roku 1855, kdy
Hartig (1856) nalezl v semenech rostlin granule, jenz pojmenoval ,globoidy“, které
povazoval za zdroj esencialnich zivin pro klic¢eni semen a rust rostlin. Soli kyseliny fytové
(fytat a fytin), vznikaji vazbou kationtd vapniku, Zeleza, drasliku, hof¢iku, manganu
a zinku na kyselinu fytovou v dlsledku jeji chelataéni schopnosti. Fytin je sul kyseliny
fytové s ionty vapniku nebo hof&iku.

Kyselina fytova a jeji derivaty se uplatiuji pfi kliceni rostlin, pfi exportu RNA z jadra,
pfi opravach DNA, rekombinaci DNA (Hanakahi a West, 2002), signalizaci, endocytoze,
vezikularnim transportu (Saiardi a kol., 2002) a dokonce jsou schopny vazat volné ionty
zeleza a tim jsou fazeny mezi antioxidanty (Graf a kol., 1987).

Kyselina fytova je jednou z nejCastéji se vyskytujicich forem fosforu v rostlinnych
organismech. Vletech 1980 az 1990 se objasnilo, ze Ins Ps je vSudypfitomny
v eukaryotnich organismech a je hlavni formou zasobniho fosforu v semenech rostlin
(Sasakawa a kol., 1995, Irvine, 2005).

PFfi chromatografické analyze kyseliny fytové se studie zaméfily na zastoupeni
jednotlivych inositolfosfatt. Ukazaly, ze Ins Ps a jeho derivaty zahrnuji jeSté vysoce polarni
a vysoce fosforylované pyrofosfatové  skupiny jako 5-PP-Ins(1,2,3,4,6)Ps
a 5,6-bis-PP-Ins(1,2,3,4)P4. Ins Pg spolu se signalni molekulou Inosotoltrifosfatem (IPs)
reprezentuje hlavni, metabolicky aktivni Inositol. Pyrofosfat inositol slouzi jako
ligand v pfenosu a regulaci signalu, v transdukci a ATP regeneraci (Safrany a kol., 1999).

Ins Ps pfedstavuje v suchych semenech asi 75 £ 10 % celkového fosforu. Zbytek
tvofi anorganicky fosfat (Pi) a fosfat vazany v bunécénych strukturach napf. v nukleovych
kyselinach, fosforylovanych proteinech, v lipidech a sacharidech. Uvedeno na pfikladu,
typické vyzralé suché semeno obsahuje 4 mg celkového P g, takZe asi 3 mg bude zastavat
pfimo kyselina fytova a méné nez 0,5 mg dalsi Ins fosfaty (ze skupiny slabé fosforylovanych

Ins(1,3,4,5) P4i vysoce fosforylovanych PP Ins fosfatll) (Dorsch a kol., 2003).
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Obr. 2 myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat (pfevzato z Raboy, 2003).

3.2.1 Vyznam kyseliny fytové ve vyzivé zvifat

V kontextu lidské vyzivy a krmeni hospodarskych zvifat je zfejmé, Zze kyselina fytova
je kriticky dulezita. | pfes svUj antioxidacni vliv na zdravi jedince vSak plni ve vyzivé funkci
antinutriéniho faktoru.

Neprezvykavi zivocCichové, kam fadime prasata, dribez a ryby, vykazuji v travicim
traktu nizkou aktivitu enzym( hydrolyzujicich fytaty. NedostateCny potencial fytasy
pro degradaci fytatu vede k nizké absorpci fosforu a vétSina fytatu je neprezvykavym
zvifetem vylou€ena. Dlsledkem je zatizeni zivotniho prostfedi v oblastech intenzivni
zivoCiSné produkce. Nizka dostupnost fosfatu v krmivech obsahujici obilna zrna navic
vyzaduje, ve snaze zasobovat monogastrické zivoCichy dostateénym mnozstvi fosfatu,
velkou miru suplementace anorganickym fosfatem. Tento zplsob ale neni dlouhodobé
udrzitelny, protoze fosfor pochazi z neobnovitelného zdroje. Nadbytek nevyuZitého fosfatu
je i vtomto pfipadé opét vylou€en do Zivotniho prostiedi.

Degradace fytatu béhem traveni je u prezvykavych Zivocichl zpusobena aktivitou
pfirozené mikrobialni flory obsazené v tlustém stfevé. Vzhledem k tomu, Ze monogastricti
zivoCichové postradaji v gastrointestinalnim traktu dostateCnou aktivitu enzyma
hydrolyzujicich fytaty, pfidavaji se uméle do potravy. Tak dochazi k lepSimu traveni potravy
bohaté na fytaty (Konietzny a Greiner, 2002). Fytasa je tedy zodpovédna za zvy3eni
rychlosti degradace fytati a schopnosti vyuzit fosfat (Yanke a kol., 1998). Fytaty také
inhibuji travici enzymy jako je amylasa, pepsin a trypsin a vytvafi tak rezistenci vuci
proteolytickému traveni (Tamminga, 1990).

Potrava, ktera obsahuje adekvatni mnozstvi fytasy, sniZzuje potfebu umélé a drahé
suplementace anorganickymi fosfaty do krmiv monogastrickych zvifat. Proto
se biochemicky vyzkum této oblasti zaméfil pfedevS§im na genetickou modifikaci
hospodaFskych plodin a vnasSeni genud kodujici fytasy do jejich genomu. Vysledkem
je zvyseny pfijem dualezitych latek z krmiv a Zivotni prostfedi neni zatéZovano nadmérnym

mnozstvim vylou¢eného fosforu.
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3.3 Fytasa

Fytasa nebo také myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat fosfohydrolasa je enzym, ktery
je schopen rozkladat kyselinu fytovou a jeji soli na volny fosfat a dal§i myo-inositolové
produkty (niz§i InsP nebo koncovy myo-Inositol).

Obecné jsou fytasy monomerni jednotky s molekulovou hmotnosti mezi
40 az 50 kDa. Byly identifikovany dva hlavni typy enzymu hydrolyzujicich fytat. Enzymy
s pH optimem 5 — kyselé pH a enzymy s optimem pH 8 — zasadité pH. VétSina dnes
popsanych enzymu jsou aktivni v kyselém prostiedi (Konietzny a Greiner, 2002).

Vzhledem ktomu, Ze je fytasa schopna hydrolyzovat fytaty, je pouZivana jako
doplnék stravy pro monogastricka zvifata. Duvodem je lepSi vyuziti fosforu vazanym
na fytat, ktery predstavuje hlavni zasobni formu fosforu v rostlinnych semenech.
V poslednich 25 letech pfitahla tato tfida enzymua znacnou pozornost védcl i podnikatell
v oblasti vyroby surovin pro lidskou vyzivu. Divodem je degradace fytatd v potravé,
a tak stoupajici dosaZzitelnost mineralnich latek (zinek, Zelezo, vapnik, hof¢ik) na né
vazanych. Schopnosti fytasy jsou znamé predevsim z in vitro analyz (Igbasan a kol, 2000,
Pallauf a kol., 1997, Knuckles a kol., 1985) a informace o jejich in vivo funkcich jsou spise
omezené.

Fytasy byly identifikovany v rostlinach, houbach, mikroorganismech a nékterych
zivoCiSnych tkanich — poprvé byla identifikovana v jatrech a krvi telat (McCollum
a Hart, 1908). Pfi dalSim vyzkumu byla vSak fytasa detekovana pouze v krvi nizSich
obratlovcl, jako jsou ptaci, plazi a ryby a v krvi savcl byla jeji pfitomnost minimalni
(Rapoport a kol., 1941). Vzhledem k tomu, Ze kyselina fytova silné ovliviiuje mineralni
rovnovahu (Pointillart a kol., 1987), byla zkoumana pfitomnost a aktivita fytat degradujicich
enzymU v gastrointestinalnim traktu u fady zvifat. Fytat degradujici aktivita byla
detekovana v sliznici tenkého stfeva u krys, kralikl, kurat, telat i Clovéka (Bitar
a Reinhold, 1972; Cooper a Gowing, 1983; Igbal a kol, 1994).

U monogastrickych zvifat podporuje traveni fytatu prFedevSim mikrobidlni fléra
v tlustém stfevé, ktera produkuje fytat degradujici enzymy. Traveni monogastrickych
zivoCichtl mlze byt tak podpofeno umeélou suplementaci téchto enzymu (Cromwell a kol.,

1995). Prvni komeréné vyrabéna fytasa byla uvedena na trh jiz v roce 1991.
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3.3.1 Rostlinné fytasy

Fytat degradujici enzymy se nachazi hlavné v zrnu, semenech a pylu vysSich rostlin.
(Hara a kol., 1985, Raboy, 2001). Byly objeveny v pSenici (Nagai a kol., 1962; Lim
a kol., 1971; Nakano a kol., 1999), zitu (Greiner a Konietzny, 1998), jeémeni (Greiner
a Konietzny, 2000), hrachu (Guardiola a kol., 1971), fazolich (Maiti a kol., 1974), sdji
(Hamada a kol., 1996), kukufici (Hubel & Beck, 1996; Maugenest a kol., 1999), ryzi
(Hayakawa a kol., 1989), rajCatech (Li a kol., 1997) a dalSich. Fytasy se uplatriuji b&éhem
kli¢eni — uvoliuji fosfat, mineraly a myo-Inositol potfebny pro rist a vyvoj rostlin (Reddy
a kol., 1989). V kofenech byla naméfena nizka aktivita fytasy. Obecné nejvysSsi aktivitu fytas
vykazuji obilniny (ryze, pSenice, je€men) v aleuronové vrstvé (Gabard a kol., 1986).
V lusténinach byla nejvétsi fytasova aktivita zjiSténa v déloznich listcich (Hegeman a kol.,
2001).

Laboure a kol. (1993) purifikoval a charakterizoval fytasu z 5 — 7 dni kliicich semen
kukufice. Nativni protein byl vysoce hydrofobni, s pH optimem 4,8 a reakéni teplotou 55 °C
pro degradaci fytatu. Protein byl sloZzen ze dvou podjednotek, o celkové molekulové
hmotnosti 76 kDa. Analyza imunoblotem vyhodnotila nejvy$Si fytasovou aktivitu pravé
béhem prvnich 7 dna kli¢eni semene. Tento enzym vykazoval vysokou afinitu vii¢i mnoha
fosforylovanym substratim, predevsim viéi pentafosfatovym a trifosfatovym esterim
myo-Inositolu.

Dionisio (2011) demonstroval, ze pSenice, jeCmen, kukufice a ryze obsahuji purple
acid phospatase (PAP) geny, které koduji piné funkéni fytasy (PAPhys). Charakterizoval i
geny koédujici jeémennou fytasu: HYPAPhy_a, HYPAPhy b1, and HYPAPhy b2. Jeémenné
fytasy byly z 86 % — 99 % identické.

3.3.2 Mikrobialni fytasy

Fytasova aktivita byla detekovana ufady mikroorganismd. Zdroje mikrobialnich gen
kodujici fytasu pochazi predevSim z Aspergillus niger (Hamada a kol., 1994),
ale také z dalSich mikroorganismu jako je Bacillus subtilis, Aspergillus fumigatus,
Escherichia coli, Schwanniomyces occidentalis a Selenomonas ruminantium.

VétSina mikroorganismU produkuje pouze intracelularni fytasy. Extracelularni
fytasova aktivita byla zaznamenana vyhradné ve vlaknitych houbach, prostfednictvim
¢ehoz byl Aspergillus niger identifikovan jako jeji nejvétsi producent (Gargova a kol., 1997).
Mikroorganismy ucastnici se fermentace (S. cerevisiae, S. castellii) byly zkoumany pro svou
schopnost degradovat fytaty v prubéhu fermentaéniho procesu. Také tyto kvasinky
produkuji jak intracelularni, tak i extracelularni fytat degradujici enzymy (Nakamura a kol.,
2000, Lambrechts a kol., 1992).
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Obecné jsou fytasy mikrobialniho puvodu vice pH stabilni a vice termo stabilni nez rostlinné
fytasy. Stabilita vétSiny rostlinnych enzym( se dramaticky snizuje pod hodnotami pH 4
nebo hodnotami vys8imi nez 7,5. Zatimco vétSina pfisluSnych mikrobialnich enzymu
je stabilni dokonce pfi pH niz§im nez 3 a pfesahujicim 8 (Simon a Igbasan, 2002). Rostlinné
fytasy byly inaktivovany jiz b&éhem par minut pfi teplotach presahujicich 70 °C, zatimco
mikrobialni fytasy si zachovaly zna¢nou aktivitu i pfi delSim pdsobeni vysokych teplot

(Konietzny a Greiner, 2002).

3.3.3 Rozdéleni fytas podle mechanismu katalyzy

Pocet enzymu popisovanych jako fytasy se v poslednim desetileti zvysil. Ale ne vSechny
tyto enzymy jsou strukturné podobné ani vSechny nestépi fosfatové skupiny stejnym
mechanismem. Rozmanita katalyticka €innost téchto enzymi odrazi rozdilné zplsoby,
kterymi organismy defosforyluji fytaty. Vyzkum aktivniho mista a mechanismu syntézy nam
umoznuje rozdélit fytasy na specifické tfidy enzymu.

Podle pocCateéni pozice hydrolyzy fytatu je délime na 3 — fytasy (EC 3.1.3.8), 5 —
fytasy (EC 3.1.3.72) a 6 — fytasy (3.1.3.26). Cislo 3, 5 nebo 6 pfed nazvem oznaduje,
na které pozici dochazi k hydrolyze esterové vazby mezi myo-Inositolem a fosfatovou
skupinou (Cosgrove, 1970).

Fytasa vykazuje fytat degradujici aktivitu v zavislosti na optimalnim pH. Na zakladé
toho délime obecné fytasy mezi kyselé, neutralni nebo zasadité.

Dle katalytického mechanismu fytasy délime na c¢tyfi strukturné odliSné tfidy
enzymuU: HAP (histidine acid phosphatase), BPP (3 — propeller phosphatase), PAP (purple
acid phosphatase) a cysteinové fosfatasy (Greiner a Konietzny, 2006; Mullaney a Ullah,
2003).

HAP, (EC 3.1.3.8) je velka skupina enzymd, jejichz aktivita je zaznamenana ve zvifatech,
rostlinach a mikroorganismech (Wodzinski a Ullah, 1996; Mullaney a kol., 2000;
Konietzny a Greiner, 2002). Spole€na charakteristika enzym( této tfidy je katalyticky
mechanismus. Aminokyseliny, které tvofi aktivni misto, obsahuji na N konci motiv
RHGXRXP a na C konci motiv HD. Ale pouze spravné sloZeni téchto sekvenci poskytuje
aktivni katalytické misto, které iniciuje hydrolyzu fosfomonoesteru, jenz probiha ve dvou
krocich. (Ullah a kol., 1991). Zbytek N konce slouzi jako nukleofil. Asparagova kyselina
na zbytku C konce funguje jako donor protonu atomu Kkysliku, nachazejici
se ve fosfoesterové vazbé. Tyto enzymy sice maji spole€né katalytické misto, ale nesdili
stejnou schopnost degradace myo-Inositolu hexakisfosfatu. Ne vSechny HAP jsou

katalyticky aktivni jako fytasy. Mezi HAP ezymy fadime phyA, phyB a AppA.

16



PhyA byla izolovana z vlaknitych hub, bakterii, kvasinek a rostlin (Mullaney a kol., 2000).
Pfi objeveni trojrozmérné sktruktury molekuly phyA, bylo zji§t€no, Ze se nachazi 3Sest
rliznych aminokyselin v substratové specifickém misté (SSS — substrate specificity site) —
K91, K94, E228, D262, K300, a K301, které obklopuji dutinu aktivniho mista HAP enzymu.
Fytasa phyA z A. niger NRRL 3135 je vysoce specificky aktivni. Tento charakter phyA je
zpUsoben tim, Ze aktivni misto je schopno nejlépe vazat pravé negativné nabité molekuly
kyseliny fytové. Tento model také nabizi vysvétleni, pro€ se ostatni, méné nabité molekuly,
nevazi tak efektivné (Mullaney a Ullah, 2003). PhyA ma optimum pH 2,5 -5 (Ullah a
Gibson, 1987). Vzhledem k ovéfené ucinnosti je vyuzivana jako aditivum do krmiv
hospodarskych zvifat. Komeréné je prodavana pod znackami Natuphos a RoNozyme.

Vedle phyA patfi do HAP tfidy enzym( jesté dalSi, pfibuzna molekula phyB,
izolovana taktéz z A. niger NRRL 3135 (Ullah a Cummins, 1987). Kostrewa a kol. (1999)
zjistili, ze phyB ma pH optimum 2,5 na rozdil od phyA, ktera ma optimum 2,5 — 5.
Substratové specificka mista obou enzymu jsou odlisna. Aktivni misto phyB je slozeno
pouze ze dvou aminokyselin D75 a E272. To znamena, Ze tato molekula je vice
elektrostaticky neutralni. DalSi rozdil mezi témito HAP enzymy je v tom, ze aktivni forma
phyA je monomer, zatimco aktivni forma phyB tetramer (Wyss a kol., 1998). Tato struktura
poskytuje na jedné strané termostabilitu, ale na strané druhé neschopnost renaturace.
PhyA schopnost renaturace naopak ma. Mezi HAP fytasy patfi dale appA, ktera byla
izolovana z E. coli. (Mullaney a Ullah, 2003).

BPP, (EC 3.1.3.8) je skupina enzymu plvodem z bakterie rodu Bacillus. Nazev této skupiny
pochazi z molekulové struktury, ktera ma podobu 3 otacejiciho se listu. Studie prokazaly,
ze BPP vykazuji schopnost vazat substrat (fytin) az po vazbé Ca?* iont do aktivniho mista.
Optimum fytasové aktivity je neutralni (Oh a kol., 2001). BPP ma dvé aktivni mista, pro néz
je dulezité obsazeni fosfatovych skupin obou dvou mist. Tento enzym ma schopnost
hydrolyzovat kazdy druhy fosfat. Kone€nym produktem hydrolyzy je myo-Inositol trifosfat.
Jejich termostabilita, stejné jako u HAP enzymd, nese vyhodu pfi technickém zpracovani
krmiva, pfi kterém se pouziva vysoka teplota. BPP nejsou zatim komeréné dostupné. Do
budoucna v8ak mohou byt pouzivany také jako aditivum do krmiv, nebo nabidnou nové

zpusoby pro vylepSeni zemédélské produktivity.

PAP, (EC 3.1.3.2) jsou metalohydrolasy vazajici v aktivnim centru dva kovové ionty,
potfebné pro naslednou hydrolyzu substratu. Jeden z iontl je obvykle trojmocné Zelezo,
druhym muze byt v rostlinnych PAP zinek, mangan nebo dvojmocné Zelezo. lonty jsou
zodpovédné za barvu enzymu (Vogel a kol., 2001). Prvni PAPhy gen byl popsan GmPhy,
izolovany z kotyledonu Kli€ici soji (Hegeman a Grabau, 2001). Velikost enzymu
se pohybuje v rozmezi 70 — 72 kDa. GmPhy ma pét motivi aktivniho mista
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(DxG/ GDx2Y/ GNH (E, D)/ Vx2H/ GHxH). Jestlize ji porovhame s phyA z A. niger,
zjistime, Ze fytasova aktivita GmPhy bude podstatné nizsi, vzhledem k minimalni
schopnosti vazat fytat (Mullaney a Ullah, 2003; Mullaney a kol., 2000).

Cysteinové fosfatazy jsou specifickou skupinou monomernich enzymu o velikosti 46 kDa,
s pH optimem 4,5 — 5 a optimalni reak¢ni teplotou 50 — 55 °C. Byly ziskany z anaerobni
bakterie Selenomonas ruminantium. PFi studiu této nové objevené skupiny enzym jejich
krystalova struktura prozradila, ze nejde ani o HAP ani BPP enzymy. Aktivni misto ma motiv
HCXXGXXR(T/S) a je inhibovano kationy Zeleza a dalSimi kovy. Struktura jejich SSS vaze
dobfe plIné fysforylovanou myo-Inositolovou skupinu, jejiz hydrolyza konc&i produktem myo-
Inositol 2-monofosfat (Chu a kol., 2004; Lei a kol., 2007).

18



3.4 Emise fosforu a dusiku do Zivotniho prostredi

Znecisténi muze byt definovano jako nezadouci zména fyzickych, chemickych nebo
biologickych vlastnosti vzduchu, vody nebo pldy, Skodici lidem a dal§im ZivociSnym
druhiim (Thyagarajan a Sakthivadivu, 2013). Zd&mérem environmentalnich véd je redukovat
toto znecisténi.

Ziviny, na které je v poslednich letech upirdna nejvétsi pozornost jsou dusik
a fosfor. Prestoze jsou oba prvky vyzadovany pfi rlstu rostlin, je na né zaroven nahlizeno
jako na potencionalni Skodliviny vstupujici do Zivotniho prostfedi prostfednictvim
Zivo€iSného hnojiva. Dusik je potencionalnim polutantem podzemnich i povrchovych vod.
Na rozdil od dusiku je fosfor relativné nerozpustny v pidé a obvykle se nedostava
do podzemnich vod. Prebytek fosforu a dusiku v pudé je pfeveden do forem ve vodé
nerozpustnych, které se spojuji s ¢asticemi pldy a mazou tak biologicky narusit jezera,
potoky a feky. Vymilanim Castic zeminy, obsahujici slou¢eniny fosforu a dusiku, se totiz
stimuluje v povrchovych vodach rast fas a jinych vodnich rostlin. Vysledné pfemnozeni
a nasledny rozklad téchto rostlin sniZzuje pfitomnost kysliku ve vodé a vytvafi tak toxické
prostredi, které je nevhodné pro vétSinu Ci celou rybi populaci i dalSi organismy v potravnim
fetézci (Carter a Kim, 2013, Schindler, 1977).

Rostouci potfeba redukovat antropogenni Zziviny prostupujici do vodnich
ekosystému je uCelem pro ochranu pitné vody. Redukovani eutrofizace zamezuje rust
vodniho kvétu a tzv. ,mrtvych zon“ v pfimofskych ekosystémech (Kardinaal a kol., 2005,
Diaz a kol, 2008).

Fosfor je uveden jako polutant v drabezim hnoji, ktery obsahuje okolo 4 %
celkového dusiku a 2 % celkového fosforu. Kyseliné fytové je tak pfisuzovana vysoka
exkrece fosforu monogastrickymi zvifaty, ktera vede k environmentalnimu znecistovani
(Xin a kol., 2011).

Ma a kol., (2017) vyvinuli a optimalizovali metodu pro stanoveni celkového
fosforu v pfirodnich vodach. S pouzitim levného pfenosného vafie a vysoce rozpustného
persiranu sodného namisto Siroce pouzivaného persiranu draselného, ktery
ma rozpustnost slabsi, jsou slouceniny fosforu pfevedeny na orthofosfat. Ten je nasledné

mozné spektrofotometricky kvantifikovat.

19



3.5 Vyznam dribeziho masa

Konzumace drubeziho masa dosahla v poslednich letech enormniho nartstu v mnoha
mistech na svété. Chov drlibeze hraje vyznamnou roli v zasobovani lidské populace
kvalitnim proteinem prostfednictvim produkce masa a vajicek (Speedy, 2003). Rostouci
produkce dribeziho masa vyznamné pfispiva ke zmirnéni chudoby a podvyzivy v fadé
rozvojovych zemi (Bloem a kol.,, 2001). Na celosvétové urovni zaujima brojlefi maso
asi 85 % veskeré produkce drubeziho masa (Huyghebaert a kol., 2009). Vyznamnym

davodem tak velké produkce je také to, Zze Zadné nabozenstvi nebrani jeho konzumaci.
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3.6 Genetické modifikace

Jiz po staleti lidé zlepSovali rostliny a zivocichy selektivnim kfizenim. Vybirali odrudy
s vyhodnéjsimi znaky a kfizili je mezi sebou za vzniku odrid novych. Bézné Slechtitelské
postupy, které jsou vyuzivany dodnes, vytvafi odliSné formy znakld. Organismy s témito
znaky jsou kfizeny s vybranymi organismy nebo odridami a tim jsou stabilizovany
pozadované vlastnosti. Slechténi je v8ak pomérné Sasové naroéna metoda. Na rozdil
od bézného Slechténi, genetické modifikace umoznuji zlepsit vlastnosti vybraného
organismu za krat$i dobu pro dosazeni pozadovanych znakl. Genetické modifikace jsou
moderni metodou Slechténi, pfi které dochazi k prekonani tzv. pfirozené reprodukcni
bariéry. Vysledkem je ziskani organismu se zcela novymi vlastnostmi, nebo naopak
organismu s potlaenymi, nezadoucimi vlastnostmi. Geneticka modifikace je podle zakona
C. €. 78/2004 Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, § 2 definovana jako: cilena zména dédi¢ného materialu spocivajici ve vneseni
cizorodého dédiéného materidlu do dédicného materidlu organismu nebo vynéti €asti
dédi¢ného materialu organismu zpusobem, kterého se nedosahne pfirozenou rekombinaci.

Prvni geneticky modifikovany organismus byl vytvofen v roce 1973 vlozenim genu
podmirfiujiciho rezistenci vici tetracyklinu do plasmidu bakterie E. coli (Cohen a kol., 1973).
Vlozeny gen je oznacovan jako exogenni, tedy ma puvod v jiném organismu. O rok pozdéji
vytvofil Rudolf Jaenisch (1974) prvniho transgenniho zivodicha na svéte vlozenim opici
virové DNA (SV40) do mySiho embrya.

Péstovani obilnin odolnych proti hmyzim Skddclm, virm nebo proti herbicidim,
naslo také komercni uplatnéni. V roce 1987 byl vytvofen prvni tabak, transformovany
genem bar, rezistentni vi&i herbicidm s obsahem glufosinatu (De Block a kol., 1987).
S omezenim pouziti hnojiv a pesticidd se daji snizit Skody, zpusobené chemickym
znedisténim. NejrozSifenéjsi transgenni hospodarskou plodinou je Bt kukufice s vioZzenym
genem z pUdni bakterie Bacillus thuringiensis, ktery kukufici propuj¢uje odolnost proti
Skodlivému zavije€i kukuficnému (Ostrinia nubilalis) nebo bazlivci kukuficnému (Diabrotica
virgifera). V Ceské republice se Bt kukufice p&stuje od roku 2005.

Genetické inZenyrstvi je vyuZivano nejen v biotechnologiich, ale i Iékarstvi.
Transgenni bakterie produkuji napfiklad lidsky inzulin (Goeddel a kol., 1979) — puvodni
zpusob jeho ziskavani z veprovych a hovézich slinivek by vzristajici svétové spotfebé
nestacil. Dale je pomoci geneticky modifikovanych organismd produkovan lidsky ristovy
hormon — STH (Martial a kol., 1979), fada vakcin a také antibiotik.

,» The international scientific and development community* uvedla, Ze zdvojnasobeni
nebo ztrojnasobeni svétové produkce jidla a krmiva do roku 2050, kterou bude nutné zvysit
pro potfeby 11 miliard celosvétové populace, nemlize byt dosazeno bez vyuziti
biotechnologii (James a kol., 1986 —1995).
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Po genetické manipulaci nese vysledny organismus oznaceni ,,geneticky modifikovany
organismus®, znamy pod zkratkou GMO. Cisgenni organismy jsou vytvaieny pfenosem
gend, jez jsou vlastni danému rostlinnému nebo zivo¢iSnému druhu nebo pochazeji z blizce
pfibuzného druhu. Za cisgenni jsou povazovany rostliny, do jejichZz dédi¢né informace byly
pfeneseny uplné geny — tedy geny obsahujici vSechny introny s pfipojenymi regulaénimi
a terminac¢nimi sekvencemi. Do transgenni rostliny byl pfenesen jeden &i nékolik genu
z organismd, z nichZ by se tyto geny nemohly pfenést tradi¢nim k¥izenim. Casto jde o geny

Ci jejich Casti pfevzaté z dédicné informace zastupcu jinych fisi (Schouten a kol., 2006).

3.7 Metody transformace genu u rostlin

Biotechnologie jsou mezioborové védni discipliny, vyuZivajici zivé organismy a jejich
produkty (enzymy, sekundarni metabolity). Expanduji do oblasti jako je hospodarstvi,
potravinarstvi, medicina a kosmetika.

Mezi hlavni biotechnologické cile hospodarskych plodin patfi vylepSeni
agronomickych charakteristik (odolnost vuci biotickym a abiotickym faktoriim) a zkvalitnéni
vlastnosti vyrobku (zvySeni vynosu a zlep$eni nutriéni kvality potravin a krmiv). Rostliny
patfi v souCasné dobé k nejCasté&jSim objektim genové manipulace. Modifikaci jejich
vlastnosti Ize alespon z€asti zabranit hladomorim v rozvojovych zemich svéta. V sou¢asné
dobé probiha mnoho védeckych innosti optimalizujici pouzivané metody a vyvijejici nové

mutantni a transgenni linie.

Transformace je proces cilené integrace klonovanych genl z donorového genomu
organismu do recipientniho organismu. Pro integraci cizorodych klonovanych genu
do genomu v eukaryontnich burikach se pouziva presnéjsi pojem transgenoze. Pojmem
transgen Ize oznacit klonovany gen, jenz byl vnesen do genomu a doslo k jeho integraci
do chromozému. Transformace probiha pfirozené v mnoha bakterialnich burikach. Jako
prvni byla transformace objevena v bakterii Streptococcus pneumoniae Frederickem
Griffithem vroce 1928. Od slavného objevu je intenzivné studovana vin vitro
experimentech. Obecné se vyuzZivaji pro transformaci pfirozené kompetentni bakterie,
protoze maji rychly Zivotni cyklus a jsou tedy schopné rychlého klonovani zajmovych gent
v laboratornich podminkach.

NejrozSifenéjsi metodou je transgenoze genu pomoci Agrobacterium tumefaciens
a pomoci mikroprojektilového prenosu DNA (particle bombardment). DalSi metody
transformace jsou fuze protoplasu, elektroporace nebo mikroinjekce.

Travella a kol., (2005) porovnaval dvé metody, kterymi byla vytvofena transgenni
linie je€mene. Transformace pomoci Agrobacteria dosahla dvakrat vétSi efektivity nez

transformace mikroprojektilovym pfenosem. 100 % linii transformovanych pomoci
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Agrobacteria neslo jednu az tfi kopie transgenu, 60 % linii transformovanych

mikroprojektilovym pfenosem obsahovalo vice nez osm kopii transgenu.

3.7.1 Transformace mikroprojektilovym pfenosem

Pfimou a velmi rozSifenou metodou je transformace pletiva pomoci mikroprojektilového
prenosu DNA. PFi vyuZiti této metody Ize uspédné transformovat velké mnoZstvi
jednodéloznych a dvoudéloznych rostlinnych druhl. Prvni zafizeni pro pfenos castic
do pletiv vyvinul Sanford a kol., (1987). NosiCem DNA jdou mikroprojektily, zlaté nebo
wolframové kuli¢ky o velikosti 0,3 — 6 pym, které jsou spolu s navazanou plazmidovou DNA
vstielovany pomoci pfistrojového zafizeni do zajmovych bunék. Zlaté Castice jsou
povazovany za vhodnéjsi, protoze neplsobi na DNA toxicky a v dusledku své vétsi hustoty
pronikaji hloubéji do pletiva. Transformovana pletiva se nasledné pfenesou na médium
vhodné pro tvorbu kalust, pozdéji pak na médium pro selekci transgennich pletiv
(Ondfej a Drobnik, 2002).

3.7.2 Transgenoze pomoci Agrobacterium tumefaciens

Transgenoze Agrobacteriem je nepfimd metoda transformace, zaloZzena na vyuZiti
prenasecU, ktefi jsou schopni na zakladé své infekéni strategie integrovat Cast své
genetické informace do hostitelské buriky. Obecné pouzivanym pienaseem jsou
gram-negativni padni bakterie rodu Agrobacterium z Celedi Rhizobiaceae, zahrnujici Ctyfi
druhy: A. tumefaciens, A. rhizogenes A. vitis a A. rubi. Infekce Agrobacteriem zpUsobuje
tvorbu nadord na kofenové soustavé dvoudéloznych rostlin. Pfi€inou je pranik malého
segmentu DNA, T; plasmidu, do rostlinné buriky a jeho nasledné zaclenéni do genomu
rostliny. Tento pfirozeny genovy mechanismus je vyuzivan v genovém inzenyrstvi pro
pfenos a integraci fragmentd cizi DNA do chromozému rostliny (Hamilton a kol., 1996).
Bakterialni kmeny, které neobsahuji plazmid T; nejsou virulentni, tj. neindukuji nadory.
Ti plazmid obsahuje dvé dualezité oblasti, oznaceny jako oblast T-DNA a oblast vir, jenz jsou
nezbytné pro indukci nadoru. Oblast T-DNA je vymezena dvémi nedokonalymi repeticemi
o velikosti 25 bp, oznagenymi jako levy a pravy okraj (Gelvin, 2003). Oblast vir T; plazmidu
neni pfenasena do hostitelské buriky. Obsahuje sedm lokusu (virA, virB, virC, virD, VirE,
virF a virG), které koduji vétSinu virulentnich proteinl (proteiny Vir) potfebnych pro transport
T-DNA a integraci do genomu hostitele (Zupan a Zambryski 1995).

23



3.7.3 Transgenoze genu kodujiciho fytasu

Transgenni rostliny s produkci heterologni fytasy v obilkach maji vy$si nutriéni hodnotu.
Tabulka 1 uvadi priklady transformace genl pro zvySeni aktivity fytasy u vyznamnych

obilovin a lusténin.

Tab. 1 - Transformace genu pro zvySeni aktivity fytasy (obilniny a lusténiny)

Rostlina Pavod genu Rok Autor
Aspergillus niger 1997 (Li 1997)
Sdja lustinata (Glycine max (L.)
Aspergillus ficuum 2009 (Li et al. 2009)
Je¢men (Hordeum vulgare L.) Aspergillus niger 1998 (Larson a kol., 1998)
Kukufice (Zea mays L.) Aspergillus niger 2000 (Raboy a kol., 2000)
PSenice (Triticum aestivum L.) Aspergillus niger 2000 (Brinch-Pedersen a kol., 2000)
Schwanniomyces 2004 (Hamada a kol., 2004)
Ryze (Oryza sativa L.) occidentalis
Pichia pastoris 2011 (Dionisio a kol., 2011)

3.8 Detekce transformovanych geniit metodou PCR

Metoda polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR), amplifikujici
DNA, je efektni a citliva technika s rozsahlym vyuzitim na poli molekularni biologie,
biotechnologii, genetiky, biochemie, mediciny a forenzni analyzy.

Metoda PCR je pro detekci transgennich rostlin nej¢astéji vyuzivana metoda. Aby
bylo mozné detekovat dany gen, je nutné provést pfed samotnou polymerazovou reakci
izolaci DNA o dostatecné distoté i koncentraci. Edwards a kol. (1991) popisuje snadnou
a rychlou metodu izolace i z velmi malého mnozstvi rostlinné DNA pro PCR analyzu. Tuto
metodu je mozné aplikovat na celou Skalu rostlinnych druh a ma tu vyhodu, Ze nevyzaduje
extrakci fenolem nebo chloroformem. Je tedy mozné provést extrakci rostlinné DNA béhem

15 minut a to bez pouziti zdravi Skodlivych rozpoustédel.

Bé&hem samotné PCR dochazi k exponencialni amplifikaci iseku DNA in vitro. Tyto jsou
oznaceny na 3' koncich tzv. primery (specifické oligonukleotidy o délce 18 — 25 bp). Déle
je nutna pritomnost smési volnych deoxyribonukleosidtrifosfati a vysoce termostabilni DNA
polymerazy nej¢astéji z bakterie Thermus aquaticus (Taq polymeraza) (Tindall a kol., 1988).
PCR probiha v termocykleru, ktery je schopny ménit teplotu b&éhem nékolika sekund

a pfi kazdém cyklu, za idealnich podminek, zdvojnasobi mnozstvi zajmové DNA. Na konci
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procesu vznika obrovské mnozstvi kopii plvodni sekvence DNA, podle vzorce 2", kde
n predstavuje pocet cykld.

Postup je rozdélen na po sobé jdouci, opakujici se useky (Mullis, 1987). Béhem
denaturace dochazi pusobenim vysoké teploty k rozruSeni vodikovych mustkd v molekule
DNA a separaci jednovlaknovych molekul DNA. Na vzniklé ssDNA mohou nasedat
primery na zakladé jejich komplementarity s vedoucim fetézcem. Této casti fikame
annealing, pfi které teplota poklesne v zavislosti na teploté tani produktli a primera.
Pfi optimalni teploté Taq polymerazy dochazi k samotné syntéze (elongaci) DNA ve sméru
od 5° k 3‘ konci. Po tomto kroku je cely proces opakovan. Po poslednim cyklu je zafazena
tzv. extencni faze, kdy je reakce dokoncena a DNA renaturuje (Mullis a Falloona, 1987,
Watson, 2012).

Metodu PCR vyvinul v roce 1983 Kary Mullis a za jeji objev obdrzel v roce 1993

Nobelovu cenu za chemii.

25



4 Material a metodika

4.1 Rostlinny material

V ramci projektu Vyzkumného centra 1M06030 Genomika a proteomika ve Slechténi
rostlin (2006-2011), V002 a V012 byly na fesitelském pracovisti UEB AV CR v.v.i
v Olomouci ziskany transgenni linie jarniho jeémene odridy Golden Promise
které vykazuji zvySenou aktivitu heterologni fytasy v obilce. Linie byly oznaceny
SCLW-GP-PHYA.

4.2 Specifikace geneticky modifikovaného organismu

Jarni jeCmen, odridda Golden Promise, byl geneticky modifikovan vlioZzenim genu phyA,
ktery byl izolovan z houby Aspergillus niger pro produkci heterologniho enzymu fytasy,
umoznujici rozklad fytatd a tim G¢inné&jsi vyuziti fosforu, zvyseni pfijmu kationti Ca?*, Fe®*,
Zn?* a také aminokyselin z krmiva.

Od roku 2008 byly vybrany transgenni linie péstované v uzavieném prostiedi
ve fytotronu a ve skleniku Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci,
v rezimu uzavieného nakladani. Funkéni vzorek SCLW-GP-PHYA byl registrovan v roce
2013. Na zakladé molekularnich analyz byly pro polni pokusy v roce 2015 vybrany rostliny,

které vykazuji vysoky stuperi homozygotnosti a zvySenou aktivitu fytasy.

Pro polni experimenty v roce 2015, které byly soucasti navazujiciho vyzkumného programu
PfF UP Olomouc, Centra regionu Hana pro biotechnologicky a zemé&délsky vyzkum, byly
vybrany tyto linie jarniho je€mene SCLW-GP-PHYA se zvySenou aktivitou fytasy:
1.) transgenni linie 1015 — 7, 880 — 4, které pochazely z polnich pokusu.
2.) DH linie generace T7, ktera byla péstovana ve skleniku PFfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého a vramci polniho pokusu vroce 2015 v Olomouci,
Holicich.
Osivo vyseté v Olomouci v roce 2015 pochazelo ze dvou lokalit, Olomouce a Lukavce.
Pro uvedeni geneticky modifikovaného je€mene do Zivotniho prostfedi bylo udéleno
Univerzité Palackého v Olomouci Ministerstvem Zivotniho prostfedi CR dne 3. kvétna 2012
povoleni  35905/ENV/12 kuvadéni geneticky modifikovaného jarniho jeEmene

SCLW-GP-PHYA se zvy3$enou produkci enzymu fytasy do Zivotniho prostiedi.

4.3 Cile polnich pokust

Cilem programu polnich pokust bylo ovéfeni agronomickych charakteristik, potvrzeni
stability a bezpec€nosti pfenosu transgenu phyA u potomstva jarniho jecmene

SCLW-GP-PHYA.
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4.4 OsSetrovani porostu béhem vegetace

Agrotechnika, ktera byla pouzita pro polni pokusy s jarnim jeEmenem SCLW-GP-PHYA, je
totozna s technikami bézné pouzivanymi pro geneticky nemodifikovany jarni jeCmen.

V prabéhu vyvojové faze odnozovani byla vSechna transgenni potomstva oSetfena
herbicidem Basta 15 v koncentraci 0,3 % s cilem selekce transgennich rostlin a likvidace
plevele. Vzhledem ktomu, ze transgenni jeCmen SCLW-GP-PHYA obsahuje gen
bar, ktery vykazuje rezistenci vUC€i aktivni latce, glufosinatu amonnému,

nebyl z experimentalniho pohledu b&éhem vegetace aplikovan jiny herbicid.

4.5 Kontrola a odbéry vzorku

Po 14 dnech po provedené selekci pfipravkem Basta 15 byl proveden odpocet pfezivsich
rostlin (viz tab. 2).

Po 14 dnech po provedené selekci pfipravkem Basta 15 byl proveden odbér vzorku
listd z vybranych  rostlin.  Z kazdé rostliny bylo odebrano znejmladSiho listu
pfiblizné 100 mg rostlinné hmoty. Odebrana hmota, uréena k molekularnim analyzam, byla
vlozena do plastovych mikrozkumavek, oznaéenych pfislusnym kdédem a neprodlené

zamrazena v tekutém dusiku.

Tab. 2 - Pocty rostlin vysetych na parcelach v Olomouci, Holicich

Parcela Pocet rostlin (m?) Celkovy pocet uhynulych rostlin (fadek)
1. Kontrola 0309 180 -
2. 1015 -7 LUK 2012 102 70
3. 1015-7 OL 2013 230 85
4. 1015 -7 LUK 2013 100 85
5. 1015 -7 OL 2012 170 55
6. Kontrola GPUK 99 170 -
7. 880 -4 LUK 2013 125 25
8. 880 -4 LUK 2012 150 90
9. 880 —4 OL 2012 170 40
10. DHsmés 124 50
11. DH - -
12. Kontrola — AZIT 100 -

Zkratka Ol oznacuje lokalitu Olomouc a Luk oznaduje lokalitu Lukavec.

Béhem kontroly vysetych rostlin nebyla zjiSténa pfitomnost albint ani chimér.
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4.6 Charakteristika oblasti Olomouc

Pozemek, na kterém byl vroce 2015 uveden geneticky modifikovany jarni jeémen
SCLW-GP-PHYA, je ve vlastnictvi Univerzity Palackého v Olomouci.

Nachazi se v méstské ¢asti Olomouc — Holice na adrese Slechtitelt 11, Olomouc.

Nazev katastralniho Uzemi a parcelni Cislo: Holice u Olomouce 641227, parcela ¢. 1721/13.
Soufadnice polohy transgenniho pole: 49.5743350N, 17.2841278E.

Druhem pozemku je orna ptda. Podle ptidni mapy Ceské Republiky jde o fluvizem, jenz je
charakterizovana vrstevnatosti a nepravidelnosti rozloZeni organickych latek
s obsahem > 0,3 % do hloubky 0,60 m (Némecek, 2008). Fluvizemé se nachazeji ve

vétSich plochach, zejména nizinach. Obsah humusu je stfedni.

Velikost pokusné plochy véetné osevu byla 1180 m?, ztoho 464 m? zaujimalo GMO.
Ochrannym obsevem byl konvenéni jarni jeémen, odridy Bojos, ktery byl likvidovan dva
dny pred sklizni. VeSkery rostlinny material byl rozdrcen mul€ovaéem a zapraven do pldy
stfedni orbou. Bylo aplikovano N hnojivo DAM390 na podporu rozkladnych procesu.
Sklizen probéhla 6. 8. 2015. Byl pouzit maloparcelkovy kombaijn (viz pfiloha C).

Pokusna parcela byla rozdélena na 12 ¢asti, na kterych byly vysety potomstva transgennich

linii generace T7, oznacené 1 — 9, viz pfiloha B.
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4.7

Izolace DNA z listi jeémene pro PCR

DNA byla izolovana z mladych listd (Edwards et al. 1991) odebranych v posledni fazi

sloupkovani. Nasledné byly vzorky pouzity pro molekularné biologickou detekci metodou

PCR.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7
8)

9)

Priblizné 100 mg mladych listu jarniho je€mene bylo homogenizovano za pouziti
tekutého dusiku v 1,5 ml mikrozkumavkach.

K rozdrcenému materialu bylo pfidano 400 ul extrakéniho pufru (EB), smés
byla 5 vtefin vortexovana.

Extrakce DNA ze smési probihala 30 — 60 min pfi laboratorni teploté a poté byl
extrakt centrifugovan pfi 13000 rpm 2 min.

300 ul supernatantu bylo prepipetovano do nové 1,5 ml mikrozkumavky a bylo
pfidano stejné mnozstvi (300ul) vychlazeného isopropanolu. Smés byla opatrné
promichana.

Nasledovala centrifugace pfi 13000 rpm 5 min.

Supernatant byl odstranén a k sedimentu bylo pfidano 300 ul 75% ethanolu a vzorek
byl centrifugovan 5 min pfi 5000 rpm.

Supernatant byl odstranén a pelet vysuden v laminarnim boxu.

DNA se rozpustila v zavislosti na mnozZstvi peletu v30 — 50 pl sterilni vody
DNA/RNA free a vzorky byly uloZeny v lednici.

Daldi den byly vzorky s DNA kratce vortexovany, centrifugovany 30 vtefin pfi

5 000 rpm a sterilni voda obsahujici DNA byla odebrana do nové mikrozkumavky.

10) Koncentrace DNA byla spektrofotometricky stanovena a hodnota zapsana.

4.8

Izolace DNA z krve brojlert

DNA byla izolovana z krve brojlerd podle postupu Bailes a kol., (2007). Nasledné byly

vzorky pouzity pro molekularné biologickou detekci metodou PCR.

1)
2)

3)
4)

5)
6)
7

Byla odebrana krev z brojlerd do mikrozkumavek s EDTA a zamrazena v -20 °C.
Na ledu bylo vychlazeno 500 yl STM v 1, 5 ml mikrozkumavce a pfidano do ni
10-30 pl vzorku krve. Vzorky byly zamichany a centrifugovany 5 min pfi 1000 g.
Supernatant byl dekantovan.
Pelet byl rozesuspendovan v 100 ul (pfip. 200 pl) Pronasy a inkubovan 2 hodiny
pfi 37 °C na tfepacce pfi 160 rpm.
Proteasa K byla inaktivovana ve vodni lazni pfi 65 °C po dobu 30 min.
Byl pfidan stejny objem isopropanolu a vzorky uloZzeny 8 minut na ledu.
Probéhla centrifugace 10 min pfi 14000 g.
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8) Supernatant byl dekantovan a bylo pfidano 300 pl 75% etanolu.

9) Centrifugace probéhla 5 min pfi 5000 g, nasledné byl dekantovan etanol a vzorky
byly vysudeny ve flowboxu.

10) Pelet byl rozpustén v 50 ul RNA/DNA free H»O.

4.9 Molekularné biologicka detekce genu kodujicich phyA a bar

4.9.1 Podminky polymerazové reakce

Podminky metody PCR byly optimalizovany pro detekci genu phyA a selekéniho genu bar.
Jako reakéni smés byl pouzit REDTaq® ReadyMix™ PCR  Reaction Mix
(Sigma-Aldrich Co. R2523) a primery PhyF 21-mer 5 — GGC AGT CCC CGC CTC GAG
AAA 3 (Tm 67 °C), a PhyR 21-mer 5° — AAA CAC TCC GCC CAA TCA CCC - &
(Tm 63 °C). Dale primery BAF1 5" — GGT CTG CAC CAT CGT CAACC -3 aBAF25" -
GTC ATG CCA GTT CCC GTG CT — 3" pro transgen bar. Dle tabulky 3 byla pfipravena
reakéni smeés. MnozZstvi pro jednu reakci bylo upraveno vynasobenim poétem
vzorku. Do kazdé mikrozkumavky bylo za sterilnich podminek ve flowboxu pipetovano 8 ul
reakéni smési a 2 pl templatové DNA. Objem byl kompatibilni pro zvoleny typ cycleru —

BioRad T100 thermocycler. Podminky PCR byly stanoveny podle tabulek 4 a 5.

Tab. 3 - Slozeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem reakéni smési pro jednu reakci Vzorek
ddH»0 2,5 pl
ReadyMix 5ul

8 ul

Primer phyF / BAF1 0,25 ul

primer phyR / BAF2 0,25 ul

Templatova DNA 2 ul
Celkovy objem 10
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Tab. 4 - Podminky PCR analyzy pro gen phyA

Cyklus Teplota Cas
Pocatecni denaturace 93°C 60 s
Denaturace béhem cyklu opakovana 40x 91 °C 15s
Annealing opakovan 40x 55 °C 30s
Elongace opakovana 40x 72°C 60 s
Konecna elongace 72 °C 4 min
ZavéreCna faze 4°C 4 min +

Tab. 5 - Podminky PCR analyzy pro gen bar

Cyklus Teplota Cas
Pocateéni denaturace 94 °C 60 s
Denaturace opakovana 24x 94 °C 30s
Annealing opakovan 24x 70 °C 90s
Elongace opakovana 24x 72°C 150 s
Konecna elongace 72 °C 8 min
ZavéreCna faze 4°C 4 min +

Amplifikovany fragment byl elektroforeticky separovan na 1% agar6zovém gelu,
pfipraveném smichanim 0,8 g agarézy, 80 ml TAE pufru a pfidanim 1 pl ethidium bromidu
pro vizualizaci fragmentu. Po ukonCeni elektroforézy byl gel detekovan na UV
transiluminatoru SYNGENE G-BOX a vysledky archivovany.
Velikost produktu phyA byla 1347 bp a produktu bar 421 bp.

Seznam pristroju:

Tecan Infinite® 200 PRO spektrofotometr

Retsch MM 301 homogenizator

Eppendorf 5418 Microcentrifuge stolni centrifuga

MJ Research PTC-200 cycler

BioRad T100™ Thermal Cycler

BioRad Power Pac™* Basic Power Supply elektroforeticky zdroj

UV transiluminator Syngene G-Box
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5 Vysledky

5.1 Molekularni detekce phyA a bar v linii SCLW-GP-PHYA generace T7

Na zacatku sloupkovani bylo odebrano 197 vzork( a nasledné analyzovano.
V generaci T6 byla potvrzena pfitomnost heterologniho genu phyA u vSech analyzovanych
transgennich linii (VICko a kol., 2013).

V generaci T7 byla zjisténa snizena stabilita transgenu phyA a bar u vétSiny
analyzovanych transgennich linii. Z kazdé linie bylo analyzovano 8 — 10 nahodné vybranych
zdravych rostlin. Tabulky 6 a 7 shrnuji pozitivni i negativni analyzované rostliny jednotlivych

linii. VSechny pozitivni rostliny s pfitomnymi geny phyA a bar jsou vypsany v tabulce 6 a 7.

NejvétSi procento pozitivnich rostlin (100 %) vykazuji Ctyfi linie: 1015 — 7 OL 2013,
1015 -7 LUK 2013, 880 — 4 LUK 2013 a 880 — 4 OL 2012.

NejmenSi obsah transgenu phyA vykazuji linie 1015 — 7 OL 2012 (50 %)
a 880 —4 LUK 2012 (25 %).

DH smés vykazuje pouze 10 % pfitomnost transgenu phyA, stabilita vneseného genu je

generaci T7 velmi nizka.

2 T7 bar > C' GPUK 99 > C* C HO0 P Ll

421 bp
300 bp

Obr. 3 — Elektroforetogram PCR produktu genu bar transgenni linie 1015 — 7 (nahofe) a
880 — 4 (dole).

C* — pozitivni kontrola, C — negativni kontrola, P — plazmid, L1l — marker molekulové hmotnosti
HyperLadder 1l (50 bp — 2000 bp). Pouzity par primerd barF, barR.

Fragment ma velikost 421 bp.
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1347 bp
1000 bp

Obr. 4 — Elektroforetogram PCR produktt phyA transgenni linie 1015 — 7 OL 2012.

C* — pozitivni kontrola, C" — negativni kontrola, P — plazmid, LIl — marker molekulové hmotnosti
HyperLadder Il (50 bp — 2000 bp). Pouzity par primer( phyF, phyR.

Fragment ma velikost 1347 bp.
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Tab. 6 - Detekce zajmového genu phyA a selekéniho genu bar v nahodné vybranych

rostlinach rdznych linii jarniho jeémene SCLW-GP-PHYA péstovanych v Olomouci v roce

2015

Linie SCLW-GP-PHYA

Potomstvo €. | Oznacgeni | Rostlina phyA+ bar+

1 + + 1 + +
2 + + 2 + +
3 - - 3 + +
1015-7 4 + + 4 + +
C.1 LUK 5 + + C.5 8?_%;"’ 5 + +
2012 6 - + 2013 6 + +
7 + + 7 + +
8 + - 8 + +
9 - + 9 + -
10 + + 10 + +
1 + + 1 / /
2 + + 2 - -
3 + - 3 + +
.2 4 T 880 - 4 4 * *
10157 2 N N c.6 LUK 2 _

OL 2013 2012
7 + + 7 / /
8 + - 8 - +
9 + + 9 - +
10 + + 10 - +
1 + - 1 + +
2 + + 2 + +
3 + + 3 + +
~ 4 + + 4 + +
c.3 1015 -7 5 + + C.7 3?025142 5 + +
LUK 6 + + 6 + +
2013 7 + + 7 + +
8 + + 8 / /
9 + + 9 + +
10 + + 10 + +
1 + + 1 - +
2 + + 2 + +
3 + + 3 - +
4 - + 4 - +
C.4 1015-7 5 + - C.8 DH smés 5 - +
OL 2012 6 - + 6 - +
7 + + 7 - -
8 - + 8 - +
9 - + 9 - +
10 - + 10 - +
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Tab. 7 - Pfitomnost genl phyA a bar u vybranych transgennich linii SCLW-GP-PHYA

péstovanych v Olomouci v roce 2015

Pocet Pozitivni Pozitivni
Oznagceni linie analyzovanych PhyA + rostliny Poz:Neg Bar + rostliny Poz:Neg
rostlin (%) (%)
1 1015-7 LUK 2012 10 7 70 7:3 8 80 8:2
2 1015-7OL 2013 10 10 100 10:0 8 80 8:2
3 1015-7 LUK 2013 10 10 100 10:0 9 90 9:1
4 1015-7 0L 2012 10 5 50 5:5 8 80 8:2
5 880-4LUK 2013 10 10 100 10:0 9 90 9:1
6 880-4LUK 2012 25 2:6 5 62,5 5:3
7 880-40L 2012 100 9:0 9 100 9:0
8 DHsmés 10 10 1:9 9 90 9:1
9 DH 120 77 64 77:43 106 95 106:14
Celkem linie 1015 -7 40 32 80 32:8 33 82,5 33:7
Celkem linie 880 — 4 27 21 77,7 21:6 24 88 24:3
Celkem DH 130 78 60 78:52 115 88 115:15
Celkovy pocet
197 131 66,5 131:66 172 87 172:25

analyzovanych rostlin

Zkratka Ol a Luk oznacuje lokalitu Olomouc a Lukavec.

2012 a 2013 oznacuji rok vysadby linii transgennich je¢ment v lokalitach Olomouc a Lukavec.
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5.2 Molekularni detekce phyA a bar v organech krmenych brojlert

K analyze bylo pouzito 20 vzorkl jater brojlerd a 9 vzorku krve brojleru, ktefi byli krmeni
transgennim je€émenem SCLW-GP-PHYA.

Brojlefi Ross 308 byly chovani na specialnim pracovisti Mendelovy univerzity v Brné.
Od osmi dnu byla kufata po osmi umisténa do chovnych kleci o velikosti 850 x 1000 mm.
Brojlefi byli po dobu 23 dnl krmeni specialni smési, ktera obsahovala 40 % transgenniho
jariho je€mene s vysokym obsahem fytasy. Z usmrcenych 10 kufat, ktera byla krmena
transgennim jeCmenem (F skupina) a z 10 kontrolnich kufat, ktera byla krmena
netransgennim jeCmenem (C skupina) byla vypreparovana jatra a odebrana krev. Vzorek
krve byl oSetfen protisraZlivym C&inidlem heparinem. Jatra byla rozdélena jednotlivé do
sackt, 10 jater bylo oznaceno Stitky C a 10 jater Stitky F. Jatra byla uchovavana

v mraznié¢éce v -20 °C.

U v8ech vzorkl DNA izolované z krve a jater brojlerd krmenych transgennim je€menem
linie SCLW-GP-PHYA nebyla zjisténa pfitomnost zadného ze zajmovych gend. Vysledky
PCR dokazaly, ze k pfenosu transgent do krve nedochazi. Amplikony genu phyA a bar

v analyzovanych vzorcich nejsou pfitomny (viz obr. 6, 7, 8).

c 1 C vzorky S H,O C c* P

Obr. 6 — Elektroforetogram PCR produktd bar z jater brojlert vzork( C.
C* — pozitivni kontrola, C" — negativni kontrola, P — plazmid, L1l — marker molekulové hmotnosti
HyperLadder 1l (50 bp — 2000 bp). Pouzity par primeru barF, barR.
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c : F vzorky s HO C Cc P

Obr. 7 — Elektroforetogram PCR produktu bar z jater brojlert vzorkl F.
C* — pozitivni kontrola, C" — negativni kontrola, P — plazmid, LIl — marker molekulové hmotnosti
HyperLadder 1l (50 bp — 2000 bp). Pouzity par primertd barF, barR.

F vzorky
D E—

1347 bp
2 1000 bp
2 C vzorky > HO C
<—— 1347 bp
<—— 1000 bp

Obr. 8 — Elektroforetogram PCR produktd phyA z jater brojlerd — vzorky F (nahote),
vzorky C (dole).
C* — pozitivni kontrola, C” — negativni kontrola, P — plazmid, L1l — marker molekulové hmotnosti

HyperLadder Il (50 bp — 2000 bp). Pouzity par primer phyF, phyR.

37



6 Diskuse

V ramci bakalarské prace byla studovana pfitomnost transgent phyA a bar u linii jarnich
je€menu SCLW-GP-PHYA a v organech brojlerd, ktefi byli krmeni timto transgennim
je€menem. U linii jeCmenl byl ovéfovan pocet pozitivnich rostlin v generaci T7. Analyza
organu brojlerl méla za ukol ovéfit hypotézu pfenosu transgenu do organt hospodarskych
zvifat, krmenych transgennim krmivem.

Stabilita (stalost) vnesenych transgent mize byt ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou
napfiklad rozdilné péstebni podminky plodin jednotlivych generaci, nebo pusobenim
biotickych a abiotickych Ciniteld v neunosné mife. V ramci bakalafské prace byla zjiSténa
100% stabilita pfenosu transgenl phyA a bar u transgenniho jeémene po dobu Sesti
generaci (T6). U potomstva sedmé generace (T7) se vyskytuje nizSi procento transgena.
Duvod nahlého poklesu pfitomnosti genli phyA a bar u linie 1015 — 7 OL 2012, linie
880 — 4 LUK 2012 a DH smési muze byt zplsoben zménou ve struktufe trasgenu, ktera
muze byt vyvolana mutaci. Chovanim transgenu napfi¢ dvémi generacemi se zabyva Vain
a kol., (2002). Podle Vaina a jeho kolektivu pravé nestabilita transgenu na strukturalni
urovni (tzn. nedochazi k pfenosu transgenu do néjaké nebo vSech generaci) je z hlediska
dédi¢nosti vyznamnéjSi nez nestabilita na uUrovni exprese genu (snizena exprese,
silencing). Z doposud ziskanych vysledku je pravdépodobné, ze v T8 generaci by stabilita
opét poklesla.

Z experimentalniho hlediska by bylo zajimavé v navazujici praci urcit pocet
pozitivnich rostlin generace T8 (popfipadé dalSich generaci) a sledovat rozdil poklesu
pozitivnich rostlin jednotlivych linii v porovnani s generacemi pfedchozimi. Avdak pro
maximalizovani vynosU pozitivnich rostlin by bylo vyhodnéjsi vysit transgenni jeCmen opét
od prvni generace. Dal8i moznost, jak udrZzet vysoky vynos je pokradovat v péstovani
nasledujicich generaci, avsak jen linii se 100% pfenosem transgenu (1015 — 7 OL 2013,
1015 -7 LUK 2013, 880 — 4 LUK 2013 a 880 — 4 OL 2012). V kazdé generaci by bylo opét
vhodné detekovat transgeny a sledovat pfipadné zmény v pfenosu na dal8i generaci.
Huang a kol. (2014) a Notomi a kol., (2000) vyvinuli metodu k detekci fytasového
genu — rychlou, citlivou, vysoce specifickou loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
metodu, jejiz amplifikace je viditelna bez gelové elektroforézy. Z hlediska ovefeni vysledk
by metoda LAMP mohla byt porovnana s metodou PCR a naslednym ELFO v dalSim
experimentu pfi detekci transgend u GMO.

Dale byla v Sesté generaci SCLW-GP-PHYA méfena aktivita fytasy, ktera
vykazovala niz8i aktivitu nez v T5 generaci (VICko a kol., 2013). Lze tedy pfedpokladat,
Ze aktivita fytasy v generaci T7 bude opét nizSi nez v generaci T6.

Je znamé pozitivni plsobeni mikrobialni fytasy Natuphos, ktera je pfidavana do

krmnych smési dribeze i prasat. Vysledky prokazaly, Ze suplementace mikrobialni fytasy
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do krmnych smési brojlert zlepSila vstfebani P, Ca, Mg a Zn. Dale vzrostla hmotnost
holenni kosti a relativni hmotnost jater u kufat brojlert (Qian a kol., 1996, Viveros a kol.,
2002). Proto by bylo vhodné zjistit, jestli je v T7 generaci SCLW-GP-PHYA dostacujici
aktivita fytasy, jaké mnozstvi transgenni fytasy by ovlivnilo kvalitu kosti a zub(, a zda by
bylo prokazano pulsobeni fytasy v dalSich fyziologickych funkcich v télech Zivocichl

krmenych transgennim jeémenem SCLW-GP-PHYA.

Analyza krve a organu brojler(i byla provadéna z diivodu ovéfeni hypotézy pfenosu cilovych
genu z transgenniho krmiva. Krev je hlavni tkan zapojena do absorpce kratkych fragmentu
DNA. Vzhledem k tomu, ze DNA molekuly jsou transportovany organismem pies krevni
obéh, krev je pro detekci trasgend velmi vhodna. Analyza jater byla taktéz vyznamna,
protoze jatra jsou centralni organ latkové vymény. Diky vysokému prokrveni slouzi jako
centrum zpracovani potravy, proto je v této praci zahrnuta i jejich analyza.

Vysledky neprokazaly pfitomnost transgenu ani v jednom ztéchto organu.
Duvodem, pro€ nedoslo k pfenosu a vstiebani transgenu, je citlivost DNA na travici enzymy
a zaludecni stavy. VétSina DNA, at’ uz transgenni nebo ne, je v travicim traktu rozlozena
na malé jednotky. Stejny dlivod podal i Ma a kol. (2013), v jejichz publikaci byly transgenni
phyA2 gen a protein rychle v zazivacim traktu rozlozeny a nebyly detekovany v krvi, srdci,
jatrech, slezingé, ledvinach, prsu ani vejcich nosnic krmenych krmivem obsahujicim
transgenni fytasu. Naopak Mazza a kol., (2005) souhlasi s vétSinou literatury, ktera uvadi
pFitomnost DNA z krmiva ve zvifecich tkanich a podporuje hypotézu, Ze DNA fragmentovna
béhem traviciho procesu muze pretrvavat ve stievé a byt vstfebana stfevnim epitelem.
Mazza a kol. prokazali, ze v zivoCiSnych tkanich mohou byt detekovany malé fragmenty
DNA, které pochazi z krmiva. V tomto pfipadé jde vSak o detekci fragmentu, ne celych
transgend. Tato bakalafska prace se vénovala detekci celych transgend, u kterych muze
dojit k expresi.

Transgen by se teoreticky mohl pfenést do krve a dalSich organ( pouze v pfipadé
jeho odolnosti viéi travicim enzym(m.

V dnednich diskuzich vyvstava otazka, zda GM rostliny v zivo&iSnych krmivech
pfedstavuji vy$Si riziko nez tradi¢ni postupy krmeni. Beever a Kemp (2000) uvedl, ze
na zakladé bezpecnostnich analyz poZadovanych pro kazdou plodinu by méla byt
konzumace mléka, masa a vajec vyrobenych ze zvifat krmenych geneticky modifikovanymi

plodinami povaZzovana za stejné bezpecénou jako tradi¢ni postupy.
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7 Zavér

PCR detekce transgenu phyA a bar u modifikovaného jeémene SCLW-GP-PHYA
v generaci T7, ktery byl péstovan v polnich podminkach na lokalité v Olomouci ukazala, ze
u vétsiny linii, v rizném poméru dochazi ke snizovani podilu jak genu phyA tak i genu bar.
Pouze u linie 880-4, ktera byla péstovana vroce 2012, vSechny analyzované rostliny
vykazovaly pfitomnost obou transgentl. Prezence genu phyA byla také zjiSsténa u vSech
analyzovanych rostlin ze dvou parcel linie 1015-7.

Pfritomnost transgenu phyA a bar byla také analyzovana v jatrech a krvi kufecich
brojler(, ktefi byli po dobu 24 dnd krmeni smési obsahujici transgenni je€men
SCLW-GP-PHYA. Nebylo prokazano, ze dochazi k pfenosu transgent phyA a bar do krve

brojleri. Pfitomnost transgen( nebyla detekovana ani v jaterni tkani.
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9 Prilohy

A) Struktura ploch osevi v roce 2014 a 2015 v Ceské republice

Plodina 2014 2015 Rozdil Index (%) Struktura
2015 (%)
+-

Osevni plocha celkem 2468 700 | 2457 465 | -11235 99.5 100.0
Zrniny celkem 1431484 | 1436570 5086 100.4 58.5
Obiloviny celkem 1411314 | 1403430 -7 884 99.4 57.1
PSenice celkem 835 941 829 820 -6 122 99.3 33.8
PSenice ozima 790 690 778 200 -12 491 98.4 317
PSenice jarni 45 251 51620 6 369 114.1 2.1
Zito ozimé a jarni 25137 21 980 -3 157 87.4 0.9
Jec¢men celkem 350 518 365 946 15 428 104.4 14.9
Je€men ozimy 102 927 104 540 1612 101.6 4.3
Jecmen jarni 247 590 261 406 13 816 105.6 10.6
Oves 42 289 42 395 106 100.3 1.7
Tritikale 48 497 42 891 -5 606 88.4 1.7
Kukufice na zrno 100 453 93575 -6 879 93.2 3.8
Ostatni obiloviny 8 478 6 824 -1 653 80.5 0.3
z toho: smésky ozimé 939 308 -631 32.8 0.0
smésky jarni 3291 2513 -778 76.4 0.1
Luskoviny na zrno celkem 20170 33139 12 969 164.3 13
Hrach sety na zrno 14 449 23 876 9427 165.2 1.0
Lupina na zrno 2106 2 550 444 121.1 0.1
Ostatni luskoviny 3615 6714 3098 185.7 0.3
Okopaniny celkem 87 317 80 860 -6 458 92.6 3.3
Brambory celkem 23992 22 681 -1312 94.5 0.9
Brambory rané 1582 1214 -368 76.7 0.0
Brambory ostatni 19 162 18 643 -519 97.3 0.8
Brambory sadbové 3248 2823 -425 86.9 0.1
Cukrovka technicka 62 959 57 612 -5 346 91.5 2.3
Krmna fepa 332 500 168 150.4 0.0
Ostatni okopaniny 34 67 33 199.0 0.0

Prevzato z https://www.czso.cz/csu/czso/soupis-ploch-osevu-2015.
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B) Planek pokusu 2015

Transgenni jarni je€men SCLW-GP-PHYA se zvySenou aktivitou enzymu fytasy v zrnu do

zivotniho prostfedi, povoleni 35905/ENV/12.
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C) Fotografie
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Obr. 14 — Transgenni linie SCLW-GP-PHYA pfed sklizni v Olomouci, srpen 2015.
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Obr. 15 — Sklizer transgenniho jeémene maloparcelkovym kombajnem v Olomouci,
srpen 2015.
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Obr. 16 — Brojlefi Ross 308, specialni pracovisté Mendelovy univerzity v Brné, chovné

klece byly umistény v klimatizované mistnosti.

Foto: Ohnoutkova

Obr. 17 — Kurata byla v chovnych klecich (850 x 1000 mm) umisténa po osmi.
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Foto: Ohnoutkova

Obr. 18 — Usmrceni kurat ze dne 12. 2. 2015, Olomouc.

Foto: Blahougek

Obr.19 — Vzorky jater z brojlert pro izolaci DNA, v pozadi Kit na izolaci DNA z Zivoc¢iSné

tkane.
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Obr. 20 — Vzorky brojlefich jater, uchovavanych jednotlivé v saccich v mrazaku pfi
teploté -20 °C.
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