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Abstract

Genetically modified plants (GMPs) were developed due to the improved scientific knowledge in
the last century. GMPs have spread from laboratories into the environment and now appear even in the
food chain. GMOs handling is strictly regulatedin EU. GMO identification and quantification is
required by EC regulations beside others. Sampling is considered highly importand step in the whole
process. PCR and real-time PCR based techniques are used for GMO identification and quantification.
The methodological progress tends to DNA arrays development and use. It is necessary to ensure new
methods development, their validation and acceptation. Therefore Community Reference Laboratory
(CRL) was established. CRL coordinate ENGL (European Network of GMO Laboratories) activities,
too. Laboratories dealing with GMO detection operated also in the Czech Republic. An example of
GMO detection is present.
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Souhrn

Pokrok védeckého poznani umoznilo vyvoj geneticky modifikovanych rostlin. Ty se z laboratofi
dostaly do zivotniho prostiedi a potravniho fetézce. Naklddani s GMO je vzemich EU pfisné
regulovano a mezi jinymi vyzaduje pouzivat presné metody identifikace a kvantifikace GMO. Velmi
dilezitym krokem je spravné vzorkovani GMO. Pro identifikaci a kvantifikaci se pouZzivaji metody
zalozené na PCR a real-time PCR. Vyvoj dale sméfuje k vyuzivani DNA ¢Cipa. Je tieba vyvijet stale
nové metody, validovat je a zavadét do praxe. Proto byla ustavena Referencni laboratot evropského
spolecenstvi, ktera koordinuje i ¢innost ENGL (Sit’ evropskych laboratoii pro stanoveni GMO). V CR
také operuji laboratote, které se zabyvaji stanovovanim GMO. Ptiklad stanoveni je uveden v pfispévku.

Uvod

Konec 19. stoleti a celé stoleti 20. pfineslo fadu novych poznatkli mezi nimi napt. objev zékonl
dédicnosti (Mendel) ¢i procesu indukované mutagenese. Tyto objevy byly vyuzivany k cilenému
zlepSovani produkéniho potencidlu rostlin. V prabéhu 70. a 80. let byly vyvinuty technologie, které
umoznuji pripravit rekombinantni DNA, tj. molekulu DNA jejiz jednotlivé ¢asti pochazeji z DNA
odlisnych organizmi. Nové poznatky umoznily ziskat organismy, oznaCované jako geneticky
modifikované (GMO), které¢ by nemohly vznikat evoluci nebo tradi¢nimi Slechtitelskymi postupy. Tyto
organismy nesou cast genetické informace z jiného organismu (jinych organismu), ktera nebyla
pfenesena kiizenim a rekombinaci.

Vzhledem k povaze GMO a moznostem teoreticky kombinovat genetické informace z odlisnych
organismii, je nakladani s GMO piisné regulovano. V CR byl piijat zdkon &. 78/2004 Sb. o nakladani
s geneticky modifikovanymi organismy a produkty, G¢inny od 25.2.2004, ktery nahradil Zakon ¢.
153/2000 Sb.. V zasadé kopiruje Smeérnici EU 2001/18/EC. Podle jeho § 28 je Ministerstvo Zivotniho
prostredi ustifednim spravnim tfadem v posuzovani vlivii GMO a geneticky modifikovanych produkta.
Rozhoduje v$ak spole¢né s Ministerstvem zemédé&lstvi a Ministerstvem zdravotnictvi a ma Ceskou
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komisi pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a produkty jako svlij poradni organ. Dne
23.7.2003 vzeslo Doporuceni Komise evropskych spolecnosti ¢. 003/556/EC o koexistenci zeméd¢lstvi,
vyuzivajiciho GMO s konvencnim a ekologickym zeméd¢€lstvim. Jeho principem je dat stejna prava
ekologickym zeméd¢lcim, kteti podle zakona nesmi pouzivat GMO, zeméd€lcim, kteti péstuji
konvenéni plodiny a zemédélctim, kteii péstuji GMO. CR také pfijala Protokol k Umluvé o biologické
rozmanitosti (CBD). Cartagensky protokol o biologické bezpecnosti (CPB), ktery byl pfijat na prahu
nového tisicileti — v lednu r. 2000 v Montrealu jakozto prvni a dosud jediny protokol k Umluvé o
biologické rozmanitosti a ktery vstoupil v platnost 11. zafi 2003, ptedstavuje také vyznamny zdvazek
v mezinarodni oblasti.

Ceska republika je také povinna dodrzovat fadu nafizeni EU, které se tykaji bezpeénosti
potravinového fetézce. Také musi zabezpecit kontrolu vyskytu GM slozek v potravnim fetézci a jejich
spravné znaceni.

Mezinarodni spoluprace ve stanoveni GMO

Vedoucim pracovistém, které se zabyva metodami stanoveni GMO a z nich odvozenych produkti
je v Evropé¢ Joint Research Center EU (Ispra, Italie), v rdmci kterého operuje referencni laboratot EU
(Community Reference Laboratory). Pii JRC Ispra pracuje i ENGL (European Network of GMO
laboratories). Ukolem je navrhovat, optimalizovat, validovat a do praxe uvadst systém stanoveni GMO,
poskytovat zazemi pro Clenské laboratoie a spolupracovat s laboratofemi zemi mimo EU,
standardizovat uroveinl ¢lenskych laboratofi a v rdmci pravidel udrzovat kontakty se spole¢nostmi, které
na trh uvadéji GMO.

V CR pracuje nékolik laboratoii, které se stanovenim GMO zabyvaji. Nékteré z nich jsou rutinnimi
pracovisti, jina jsou zaméfena i na vyzkum v této oblasti. Laboratofe také fesi aplikacni zalezitosti —
monitoring vyskytu GMO nebo jejich casti v potravnim fetézci nebo interakce GMO s mistnimi
agroekosystémy. Laboratofe CR jsou zapojeny do ENGL a pracuji podle mezinirodné uznavanych
standardi.

Cely detekéni systém zahrnuje fadu krokt. Jednd se zejména o spravny odbér vzorki (tzv.
vzorkovani), spravné laboratorni zpracovani vzorkll a samotné analytické stanoveni obsahu GMO ve
vzorku.

Vzorkovani pro ucely stanoveni GMO

Spravné odebrani vzorkli ze zasilky je povazovano za stéZejni krok pro korektni stanoveni
pfitomnosti GMO a jejich ¢asti. Neni problém kontrolovat zéasilku oznacenou jako GM materidly.
OvSem stanovit miru mozné kontaminace produktl, které nenesou oznaeni GM je velmi slozité.
Vzorky je tfeba odebirat z velkych zasilek s6ji nebo kukufice (zlodi, z nakladnich vlakll) nebo
z obchodnich baleni. Kontaminace nesmi pfesahnout stanovenou mez. Distribuce téchto kontaminaci
mize byt zvlasté ve velkém nakladu nahodné. Pokud neni odbér vzorkid proveden spravné, nasledna
stanoveni mohou velmi oscilovat kolem spravné hodnoty. V pozitivnich vzorcich mize byt zjiStén
vysoky obsah geneticky modifikované pifimési. ENGL organizuje projekt KeLDA, ktery zatim ukazuje,
ze normy vhodné pro stanoveni jinych kontaminaci nejsou ziejmé pro vzorkovani GMO vhodné.

Analytické postupy

Samotné stanoveni pak zahrnuje nékolik krokti a vychazi ze struktury DNA, ktera byla do GMO
vpravena. Do genomu vybrané odriidy/linie je obvykle vnesen konstrukt (rekombinantni DNA), ktery se
sklada ze selek¢niho genu (markéru) a vlastniho genu, ktery podminuje Zadanou vlastnost. Markér i
vlastni gen jsou opatieny fidicimi ¢astmi, tzv. promotorem, ktery zabezpecuje ptepis genu do proteinu a
terminatorem, ktery signalizuje konec piepisu. Proto se bud’ detekuje piislusny protein nebo usek genu.
Metody zaloZzené na detekci proteinu jsou vétSinou méné citlivé a nejsou vyuzitelné u vysoce
zpracovanych materialli (potraviny). SpiSe se vyuzivaji postupy zalozené na zjiStovani pritomnosti Casti
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vlastniho genu - DNA. Fragmenty DNA jsou pfitomny i ve vyrobcich vysoce zpracovanych. Jsou
vypracovany postupy, které umozni ziskat DNA ze zelené listové hmoty, semen, mouky, ale i lupinkd,
rostlinnych mas, cokolddy nebo medu. Obtizné je vSak ziskat DNA z margarinu nebo rafinovanych
olejii. Kvalita DNA je testovana spektrofotometricky a elektroforeticky. Pro stanoveni pfitomnosti
urCitého genu nebo transgenu se vyuziva zejména tzv. PCR (polymerazova tetézova reakce), ktera
umoziuje specificky amplifikovat c¢ast sledovaného genu. Pokud je sledovany gen pfitomen, lze
detekovat ptitomnost jeho amplifika¢nich produktl pomoci gelové elektroforézy.

Prvnim krokem po izolaci DNA je potvrzeni pfitomnosti DNA ve vzorku (napf. u suSené¢ho
krmiva, konzerv). Vyuzivd se bud amplifikace chloroplastové DNA nebo DNA specificky se
vyskytujici u jednotlivych rostlinnych druhli — napt. gen pro sdjovy lektin, zadsobni protein kukufice,
napin zfepky nebo patatin z bramboru. Pokud je potvrzena piitomnost vlastniho genu, je mozné
pristoupit ke stanoveni vneseného genu (transgenu). Pro identifikaci se obvykle vyuzivaji tseky
promotorii. Casto se vyuzival pfi tvorbé transgennich rostlin 35S CaMV promotor. Proto se ho vyuziva
pro skrining. Pak nésleduje stanoveni vlastniho transgenu. Je tfeba stanovit, zda se jedna jednoznacné o
schvalen¢ GMO.

V piipadé, Ze je potvrzena piitomnost schvaleného GMO v analyzovaném vzorku, stanovuje se
jeho mnozstvi. Pfi analyzach se porovnavd mnozstvi kopii vlastniho genu daného rostlinného druhu
(napf. lektinu u s6ji) a mnozstvi kopii vnesené¢ho genu (napt. genu odolnosti k herbicidu). Kazda burika
obsahuje jednu kopii genu pro lektin. Kazda buiika pochézejici z geneticky modifikované s6ji pak jednu
kopii vneseného genu. Kvantifikace vyzaduje pouZivani zatizeni pro PCR v realném case. Cena tohoto
zafizeni je vysoka a disponuji jim pouze specializovana pracovisté. Komercni metody pro kvantifikaci
GVMR jsou zatim dostupné pro omezeny poet GVMR (Roundup Ready so6ju, Bt kukufici). Dalsi
vyvoj sméiuje k DNA ¢iptim.

SCHEMA STANOVENI GMO:

I II III
I II

1
Identifikace
Amplifikace transgenu

DNA

Kvantifikace
transgenu
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Priklad vysledku stanoveni pfitomnosti s6jové komponenty: amplifikace genu pro lectin (interni
kontrolni gen) Dréha ¢.1 — délkovy standard 100 bp, pak nasleduje na pozici ¢.1 IRMM 0% sdja a na
pozici €. 2, 3,4 a 5 jsou vzorky so6ji 1A, 1B,2A a 2B. Na pozici €.6 je extrak¢ni kontrola a na pozici ¢.7
a ¢.8 jsou dalsi typy kontrol bez templatu .

Piiklad vysledku detekce 35S CaMV promotoru jako casti transgenu, ktery se Casto vyskytuje
v GM odrudéch. Zleva nejdiive délkovy standard 100 bp.V pozici €.1 je pozitivni kontrola, v pozici ¢.2,
3 a4 jsou IMMR standardy 0 %, 0,1% a 1% MON&I10, v pozici €.5 a €.6 je vzorek amplifikované DNA
z matrice kukufiéného skrobu (negativni),v pozici ¢.7 a 8 je vzorek amplifikované DNA z matrice s6ji
(pozitivni),v pozici €.9 je vzorek amplifikované DNA z matrice s6jové mouky (negativni). Na pozici
¢.10 je extrakéni kontrola a na pozici €.11 a ¢.12 jsou dalsi typy kontroly bez templatu.

Kroky ve vyvoji DNA ¢ipu

Na pracovisti ve VURV jsme testovali jsme moznost vyuziti technologie pro tisk, hybridizaci a
¢teni DNA arrays. Amplifikovali jsme za optimalizovanych podminek useky DNA, které¢ odpovidaji
vybranych internam geniim rostliny a transgeniim. Amplifika¢ni produkty byly purifikovany a naneseny
na sklenény nosi¢ pomoci zfizeni fy Genomic Solution. DNA izolovana z rostlinného materialu byla
oznacena fluorescencni znaCkou Cy3/Cy5 a DNA array byl hybridizovan s oznacenou DNA za
stringentnich podminek. K experimentiim byl vyuZit systém firmy Genomic Solution.

Vysledky ukazuji, Ze je tfeba jesté dalsi optimalizace metody, zejména vybér a purifikace sond a ze
tato cesta je v postaté mozna.

Tento pFispévek byl p¥ipraven za podpory projektu MZe CR NAZV 1B44068.
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