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dou (Ze by jeden z dikazi pozvolného
oteplovani klimatu?).

Také druha otazka je pomérné dulezita
a aktudlni: jak dal a co s nutrii? Jako zavle-
ceny, v prirodé nezadouci druh muze byt
za stanovenych podminek usmrcovana a je
tfeba délat vSe, aby se litefe zakona dosta-
lo. Neexistuje totiz jediny seriozni argu-
ment, ktery by pritomnost ¢i dalsi rozsifo-
vani nutrie v nasi prirodé ospravedlnil ¢i
podporil. Zvifena savcu stanovist bifehové-

ho typu je jiz dlouho pod silnym antropic-
kym tlakem — vyhubeni bobra evropského
(Castor fiber) a norka evropského (Muste-
la lutreola), n€kdejsi omezeni a lokalni
vytlaceni vydry fi¢ni (Lutra lutra), vysaze-
ni ondatry pizmové (Ondatra zibethicus)
a v posledni dobé€ Zivelna expanze norka
amerického (M. vison) doprovazena invazi
psika myvalovitého (Nyctereutes procyo-
noides) a pocateCni fazi imigrace myvala
severniho (Procyon lotor) — a fadi se

Zjisténi geneticky modifikované
repky olejky metodou PCR

OTEVRENA
VEDA

Lukas Kaderabek, Kamila Zdenkova
Prdce vznikla v rdamci projektu Oteviend véda

Repka olejka (Brassica napus) je jedno-
leta az 120 cm vysoka rostlina z Cel. bruk-
vovitych (Brassicaceae). Patii mezi zaklad-
jafe v obdobi kvétu (duben, kvéten), kdy
svym zlutym zbarvenim dotvafi raz celé
krajiny. Péstovani fepky olejky je vyznamné
zejména pro produkci kaloricky a nutri¢né
vysoce hodnotnych olejti s Sirokym uplat-
nénim nejen v potravinarském pramyslu,
ale i v dalsich odvétvich (napf. vyroba
mydel, bionafty). Zbytky z vyroby oleju je
mozné zpracovat v zemédélstvi (pokrutiny
se vyuzivaji jako krmivo pro hospodarska
zvifata). Nezanedbatelné je i to, Ze je v ob-
dobi kvétu velice cenéna jako medonosna
rostlina. Pro tyto kvality se hojné péstuje
obzvlasté v mirnych pasech obou polokou-
1i. Ceska republika se jiz nékolik let drzi na
Zebricku péti nejvétsich svétovych produ-
centu fepky a jeji sklizen v r. 2006 prfesihla
hranici 800 tisic tun.

JelikoZ jde o komerc¢né velice zajimavou
plodinu, nikoho nepfrekvapi, ze jiZ na po-
catku 90. let 20. stol. byly ve Spojenych sta-
tech americkych testovany prvni geneticky

www.cas.cz/ziva

modifikované odridy fepky. Slo zejména
o rostliny produkujici velké mnozstvi vys-
Sich mastnych kyselin, hlavné kyseliny lau-
rové a myristové, dale pak kyseliny olejové.
Vzapéti se zacaly testovat i odridy odolné
proti herbicidiim (vétSinou na bazi glyfoza-
tu nebo fosfinotricinu) s vlozenym genem
pro pylovou sterilitu. V dnesni dobé je ofi-
cialné znamo 15 geneticky modifikovanych
odrid fepky olejky, povolenych zejména
v Kanadé a v USA. V Evropé podléha pii-
prava, testovani, distribuce a vyuzivani ge-
neticky modifikovanych odrad rostlin plat-
né legislativé Evropské unie, kterd se ridi
principem predbézné opatrnosti a jejiz
podstatnou a vyznamnou ¢asti je dikladné
hodnoceni pripadného rizika dané odrutdy.
Na zakladé této legislativy vyplyva povin-
nost znacit potraviny a krmiva obsahujici
vice nez 0,9 % geneticky modifikované
slozky. Ceska republika se jako jeden ze
stati Evropské unie fidi témito smérnice-
mi. Nakladani se vSemi geneticky modifiko-
vanymi organismy (GMO) podléha v CR
zakonu ¢. 78/2004 Sb. ve znéni novely
¢. 346/2005 Sb. Z legislativnich pozadavku
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Vievo mapa zaznamenanych vyskytii nutrie na
tizemi CR (bilé body — ndhodny vyskyt zvirat
unikljch ze zajett, cervené body — stily vj:/eyt
v letech 2000-2004) & Vyskyt nutrii v CR
podle nadmoiské vjsky, vpravo; n — celkovy
pocet vyskytii. Orig. M. Andéry

k nejvice postizenym slozkam nasi soucas-
né krajiny (a to pomijime ekologicky Sok
zpusobeny zregulovanim prirozené meand-
rujicich recist). Je proto zadouci situaci
spise zklidnit, a ne pridavat dalsiho exota.
Problematika nutrii je o to zivaznéjsi, ze
prochizime obdobim zdarného zotavovani
bobfich populaci, a zatim nevime nic
o tom, jak by oba druhy na sebe v nasich
podminkich reagovaly. Vyuziti nutrie pro
kozeSinu ¢i maso necht zastane zaleZitosti
chov, ale z jejiho vyskytu ve volné prirodé
se snazme udélat jen kratkou epizodu pro
pamétniky.

tak vyplyva potreba zavedeni spolehlivého,
ucelného a rychlého kontrolniho systému
pro detekci — zjisténi GMO v potravinach
a potravinarskych surovinach.

V ramci ro¢ni staze se prvni z autoru
vénoval moznosti pouziti metody polyme-
razové retézové reakce (Polymerase Chain
Reaction, PCR) pro stanoveni pfitomnosti
geneticky modifikované fepky olejky. Jako
vzorky pouzival drcena semena standardni,
komercné dostupné geneticky nemodifiko-
vané fepky, pro pozitivni test pfitomnosti
geneticky modifikované fepky pouzil vzo-
rek semen odridy Roundup Ready (fepka
olejka s toleranci k herbicidu glyfozatu).

Pro potreby PCR izoloval DNA ze semen
metodou zaloZenou na naruseni a rozpusté-
ni (lyze) rostlinnych bun€k pomoci po-
vrchové aktivni latky cetyltrimetylammo-
nium bromid (CTAB). Metoda byla upravena
v laboratofi Vysoké skoly chemicko-techno-
logické v Praze pro izolaci DNA z rostlin-
ného materialu. V kratkém case dochazi
k navazani detergentu na membranu, coz
zpusobi pozadovanou lyzi bunky (viz obr.).
DNA se uvolni do roztoku a zbytky bunck se
odstrani postupnym odstfedénim. Dalsi ¢ast
izola¢niho postupu je zamérena na vycisténi
— purifikaci DNA a odstranéni balastnich
latek ¢i pripadnych inhibitord. Pomoci
organickych rozpoustédel (chloroformu,
pripadné smési isoamylalkoholu a chloro-
formu) dochazi k odstranéni hydrofobnich
latek (lipidy a polyfenoly) a precipitaci bil-
kovin. Poslednim krokem izolace byva sra-
Zeni, precisténi a rozpusténi ziskané DNA
ve vhodném roztoku (nejcastéji voda zbave-
na nukleaz ¢i TE pufr).

Samotna PCR je enzymova metoda umoz-
flujici mnohondsobné namnozeni defino-
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B4 odrldové specifické PCR
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Genomova DNA

Je extrahovana DNA
schopna amplifikace
PCR?

Je pfitomna
transgenni DNA?
Ktery gen byl viozen?

Ktera transkripéni
jednotka byla vlozena?

> Lokalizace transgenu

Repka olejka (Brassica napus), prevzato z knihy
E E. Kohlera Medicinal-Plants (nakladatelstvi
Gera Untermbaus, 1887)

vanych usektt DNA v podminkach in vitro.
K tomu je zapotiebi dvou specificky navr-
zenych oligonukleotidovych primert, kom-
plementirnich k 3" a 5’ koncovym sekven-
cim cilového useku. Pro uspésnou detekci
pomoci PCR je dulezité zvolit vhodné
sekvence a koncentrace primert. Jejich
umisténi ovliviiuje informacni hodnotu zis-
kanych vysledktl (viz obr.). Zakladnimi
parametry urcujicimi spolehlivy prub¢h
jednotlivych fazi PCR je teplota a trvani jed-
notlivych reak¢nich kroku. Dulezita je také
kvalita a kvantita cilové DNA (slouzici jako
predloha — templat pro reakci) a komple-
mentarnich oligonukleotidovych primer,
pouziti dostate¢né termostabilni DNA poly-
merazy (stilé i pfi teploté vyssi nez 94 °C)
a dostatecné mnozstvi vsech Ctyf deoxyri-
bonukleotidi (adenosintrifosfat, guanosin-
trifosfat, thymidintrifosfat a cytidintrifos-
fat). Reakce probiha v pufru obsahujicim
horecnaté ionty nezbytné pro aktivitu DNA
polymerazy.

V prvni fazi dochizi pfi teploté 94-96 °C
k tepelnému oddéleni (denaturaci) fetézcu
dvousroubovice templatové DNA. Druhym
krokem je pripojeni primert ke kom-
plementarnim dsekim na fetézcich cilové
DNA, které obvykle probiha pii teploté
50-65 °C. Posledni fazi je prodlouzeni
(elongace) primert pomoci DNA polymera-
zy (nejcastéji pri teploté 72 °C). Nasledné
se cely cyklus opakuje. Tim dochazi k syn-
téze useku ohrani¢eného primery, ktery
tvofi hlavni produkt reakce. Pocet cykla
(zpravidla 35 az 50) zavisi na koncentrac-
nich pomérech v reakéni smési, pozado-
vaném vytézku a zivotnosti enzymu. Jelikoz
pocet kopirovanych useki nartista geome-
trickou rfadou, umoznuje nam tato metoda
mnohonasobné pomnoZeni cilového useku
DNA béhem nékolika hodin.

Pro spravny prubéh reakce je nezbytné
dodrzeni presnych teplotnich rezimu
v prubéhu cykli. Proto se pro tyto ucely
pouzivaji zvlastni pfistroje — progra-
movatelné termocykléry (schopné presné
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Vpravo nahote lyze busiky pomoci povrchové
aktivni ldtky (detergentu) CTAB. Upraveno
podle stranek Vzdéldvaciho centra genetiky pri
Univerzité v Utahu

udrzovat naprogramované teplotni rezimy
v danych casovych rozmezich). Nasledu-
je identifikace, separace a purifikace (oddé¢-
leni a vycisténi) stejné dlouhych namnoze-
nych usekd DNA ziskanych pomoci PCR
(tzv. amplikontt), nejcastéji elektroforézou
v agarozovém nebo polyakrylamidovém
gelu. Vyhodnoceni PCR je velmi dilezité,
pfi pouziti nevhodnych primera nebo
reak¢nich podminek miize totiz dojit k am-
plifikaci jiného useku DNA o podobné veli-
kosti jako usek pozadovany. Pri elektroforé-
ze se kvantita a kvalita produktu odhaduje
porovnanim rozdélenych namnozenych udse-
ki DNA se standardem znamych molekulo-
vych hmotnosti, prfipadné se provede re-
strik¢ni Stépeni vzniklych PCR produkti.

V ramci svého projektu prvni z autort
v literature vyhledal jiz ovéfené primery
vhodné pro dikaz transgenu pfitomného
v geneticky modifikované fepce. Pro zajis-
téni presného teplotniho rezimu PCR si
naprogramoval cely priub¢h reakce na ter-
mocykléru Biometra T-Gradient. K vyhod-
noceni vysledkt reakce pouzil metodu
horizontalni agar6zové elektroforézy. Pro
odhaleni mozného znecisténi ¢i pripadné
kontaminace, ktera by mohla zkreslit ziska-
né vysledky, mezi vzorky zafadil i pozitivni
a negativni kontrolu. Jako pozitivni kontro-
lu pouzil semena téze odriady fepky s oveé-
fenou pritomnosti hledaného transgenu,
jako negativni kontrola postacila voda zba-
vena nukleaz.

Popisovana metoda PCR se bézné pouzi-
va pro rychlé analyzy mnoha vzorkt. Ne-
vyhodou jejtho pouziti pro detekci GMO
je, ze touto metodou muze byt prokazana
pouze pritomnost sekvenci komplemen-
tarnich ke zvolenym primertum. Timto po-
stupem neni mozné stanovit koncentraci
transgenni DNA ani prokazat jeji integraci
do genomu rostliny.

Ve své dalsi praci by autofi radi navrhli
vlastni primery a fluorescencné znacené
sondy pro PCR s fluorescenc¢ni detekci
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Vpravo dole predem pripravend rostlinnd
transkripéni jednotka (konstrukt) obsahujici
promotor (P), kédujici sekvence (A, B) a ter-
mindtor (T). Ddle jsou zndzornény rozdilné
pozice komplementdrnich primeri a informa-
ce, které je mozno ziskat z vysledkii polymerd-
z0vé retézové reakce (PCR). Pokud jsou v dané
reakci pougity primery komplementdrni ke ge-
nomové DNA, ze ziskanych vysledkii miiZeme
uréit, je-li izolovand deoxyribonukleovd kyse-
lina schopna namnozeni procesem PCR (viz
schéma — droverr Al, drubové specifické
PCR). V pFipadé pouziti primerii komplemen-
tdrnich k regulacnim sekvencim mohou ziska-
né vysledky potvrdit pritomnost transgenni
DNA v testovaném vzorku potraviny nebo
potravindi'ské suroviny (irover B1, monitoro-
vaci PCR). Prostiednictvim primerit nasedaji-
cich uvniti transgenni DNA byvd uréen vioze-
ny gen (droveri B2, amplifikace transgenu).
Primery komplementdrni k regulacni sekvenci
a genu uréuji vloZenou transkripént jednothu
(tirovers B3, konstrukt specifické PCR) a pri-
mery amplifikujici dsek mezi regulacni se-
kvenci a genomovou DNA urcuji drub trans-

enniho organismu (iiroveri B4, odritdové
specifické PCR). Upraveno podle K. Zderikové
a kol. (2002)

v realném case (Real on Time PCR, qRT PCR)
pomoci programu Primer express® v.2.0.
Dile by prvni autor ovéfil vhodnost jejich
praktického vyuziti pro detekci geneticky
modifikované repky. Hlavni vyhodou qRT
PCR oproti klasické PCR je moznost sledo-
vani celého prubéhu amplifikacni reakce,
k detekci vznikajictho produktu jsou po-
uzity rizné systémy zalozené na stanoveni
zmény intenzity fluorescencniho zareni
béhem amplifikace. Dalsimi vyhodami qRT
PCR jsou moznosti kvantifikace obsahu
geneticky modifikované slozky a sledovani
vlivu inhibitort na pribéh reakce.

Proni autor je studentem Gymndzia Litoméric-
Rd v Praze 9. V laboratori Ustavu biochemie
a mikrobiologie pri Vysoké skole chemicko-tech-
nologické v Praze pracoval na tématu detekce
geneticky modifikované repky pod odbornym
vedenim K. Zdeiikové a K. Demnerové.
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