Transgenni iepka olejka (Brassica napus L.) — jeji
monitoring, molekularni detekce a vliv agrotechniky na
eliminaci vydrolu

Genové inzenyrstvi umoziuje vneseni hospodaisky vyznamnych znaki do zdjmovych plodin
zpusobem, ktery nelze realizovat béznym kiizenim. Geneticky modifikované organismy (GMO)
jsou produktem transformace, neboli zavadéni cizorodych genti do cilového organismu. Prvni
geneticky modifikovand (GM) plodina byla uvolnéna pro trh v r. 1994 — jednalo se o rajce s
prodlouzenou Zivotaschopnosti nazvané FlavrSavr. Dalsi, k herbicidiim tolerantni a ke Skiideim
rezistentni GM plodiny, hlavné soja, kukufice, bavinik a fepka se na trhu objevily v roce 1996.

Jednou z mnoha oblasti z4jmu je tvorba herbicid tolerantnich odriid, do jejichz genomu je
vpraven gen, jehoz produkt — enzym, ur€ity herbicid metabolizuje nebo je schopen ho tolerovat.
V soucasné dobé existuje fada herbicid tolerantnich vyssich rostlin, do kterych byl vnesen gen z
bakterii nebo jinych tolerantnich rostlin. Jednim z piikladi je vneseni genu pro enzym
fostinotricin-acetyl transferazu (PAT), ktery zamezuje uCinku herbicidu glufosinat. Tento
herbicid je soucasti piipravku Liberty nebo Basta.

Pro uvolnéni GM odriid do prostfedi a do obéhu plati ptisné regulace z diivodu negativniho
vnimani odolnosti hospodéisky vyznamnych druhii rostlin k herbicidim (zejména evropskou
vefejnosti) a jejich Sirokou aplikaci v zeméd€lstvi. Vyzkum a pouzivani GMO jsou u nds
legislativné velmi dobfe oSetfeny.

Pied uvolnénim GMO do prostiedi a do obéhu se zvazuji mozné interakce s ekosystémy a
zdravim Clovéka. Pozorovani nepfimych uCinkti miize byt Casové opozdéno. Vyznamna je
potencialni moznost hybridizace s planymi ptibuznymi druhy, kterd provazi produkci a Slechténi
kulturnich rostlin. Také je potieba zvazovat rozdilné regionalni podminky.

Repka olejka je jednou z hlavnich plodin, které byly geneticky upraveny a jeji transgenni
odriidy byly v nékterych zemich uvolnény pro komeréni vyuziti. Je Ctvrtou nejpéstovanéjsi
transgenni plodinou na svété (cca 19% plochy). Jako invazivni druh, ¢asto péstovany ve velkych
méfitcich, vytvari velké mnozstvi pylu a semen. V ornici miize pretrvavat po mnoho let a za
ur¢itych podminek se muze S§ifit do okolnich ekosystémi. Cilem cetnych studii je proto
identifikovat mozna rizika a definovat zakladni pravidla pro bezpecné péstovani. Je také nutné,
aby interpretace vystupil takovych studii odrazely mistni specifické geografické a biologické
podminky, lokalni agrotechnické postupy i pozadavky predstavitel daného regionu. Tyto studie
pak mohou slouzit jako zaklad pro definovani pravidel koexistence.



Monitoring ploch

V ramci projektu Ministerstva Zivotniho prostiedi byl provadén monitoring ploch v roce 2005
na lokalitaich v CR, kde probihaly do r. 2001 registra¢ni a piedregistraéni zkousky geneticky
modifikované fepky olejky. Naméatkoveé bylo monitorovano 6 lokalit (z toho dvé opakovan¢)
v rozdilnych vyrobnich podminkdch Cech a Moravy. Jednalo se o fepku olejku ozimou,
hybridni, s toleranci k herbicidu fostinotricinu (glufosindtu amonnému), s geny pro samci
sterilitu a obnoveni plodnosti — insert MS8RF3 a s genem pro sam¢i sterilitu — insert MS8.

Byl monitorovan vyskyt rostlin GM fepky olejky vzeslych z vydrolu z pfedchozich let a
soucasné byl zjistovan vyskyt transgenti u fepce blizce ptibuznych plevelnych druhti celedi
Brassicaceae.

Nutnost monitoringu danych lokalit vyplynula z potencionalniho predpokladu moznosti
hybridizace tepky (Brassica napus L. var. napus) i s blizce pfibuznymi plevelnymi druhy
(Brassica rapa L., Raphanus raphanistrum L., Sinapis arvensis L.). Pro monitoring byly
experimentalné zamérné vybrany jesté nékteré dalsi piibuzné druhy — (Arabidopsis thaliana,
Barbarea vulgaris, Thlaspi arvense, Capsella bursa-pastoris). Monitoring byl provadén nejen na
lokalité¢ samotné, ale 1 v jejim bezprostiednim okoli (do 50 m od okraje pozemku péstované GM

fepky).

Metodika stanoveni transgenu

Vychozim materidlem pro izolaci DNA byly semenacky/mladé listy fepek a piibuznych
druhii nalezenych na pozemku a v jeho bezprosttedni blizkosti (< 50 m).

Pro potieby PCR reakce byla nejprve extrahovana DNA z listii dle CTAB metody podle
Williamse a kol. (1992). Protokol PCR byl dle potieb optimalizovan, byl pouZit piesny teplotni
rezim, délka jednotlivych kroki a pfesné mnozstvi a koncentrace potfebnych chemikalii.

Pro detekci transgenu bar (PAT) byly pouzity primery BarHygl (5'-CGG TCT GCA TCG
TCA AC-3"), HygPat4 (5'-ACC CAG GTC ATG CCA GTT CC-3"). Amplifikovany fragment
genu bar mél velikost 428 bp.

Soucasn¢ s amplifikaci (namnozenim) transgenu bar byla amplifikovana také interni kontrola
pro potvrzeni, ze v dané reakéni smési PCR reakce probéhla.

Fragment genu mél velikost 212 bp. V piipadé, Ze v piislusném elektroforegramu dany
fragment vnitini kontroly chybél, byla PCR reakce provedena znovu, ¢i byla ze zasobni tkané
provedena novéa izolace DNA. PCR produkty byly elektroforeticky separovany v 1,5%
agarozovém gelu v TBE pufru pii napéti 80 V po dobu cca 2 hod.

PCR analyzy byly zajistény na pracovisti Biotechnologického centra JU v Ceskych
Budg¢jovicich.



Obr. 1 Priklad detekce transgenu bar v fepce

Vzorky: */V/potadové ¢islo/A 99/00
PK — pozitivni kontrola
NK — negativni kontrola
M - 100 bp ladder (velikostni standard)
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Spodni fragment o velikosti 212 bp odpovida genu UDP-glucose: sinapat glukosyltransferaze,
ktery se vyskytuje u brukvovitych rostlin. Pomaha urcit, zda PCR reakce prob¢hla spravné. U
vzorkl, kde nebyl pfitomen (*/V/36/A 99/00), byla analyza zopakovana. Horni fragment o
velikosti 428 bp odpovida transgenu bar, jehoz ptitomnost indikuje pozitivni vzorky.

Vysledky

Z vysledkti PCR analyz vyplyva, Ze pozitivni rostliny fepky olejky nesouci sledovany
transgen bar byly nalezeny na 3 lokalitich. Z celkového poctu 221 rostlin fepky olejky neslo
transgen 58 rostlin, coz odpovida 26,2 % . Tento vysledek koresponduje s vysledkem
monitoringu z r. 2004 (Bfiza et al.), kdy z celkového poctu 281 testovanych fepek, byl transgen
detekovan u 74 rostlin, coz znamena, Zze 27% rostlin fepek neslo transgen bar. Lze tedy
konstatovat, ze perzistence semen transgennich fepek v plidni zdsobé trva jiz Ctyii roky (u
nékterych lokalit 5 let) po skonceni pokust s GM fepkou.



Tab. 1. Pocty rostlin s transgenem bar z celkového poctu rostlin odebranych na jednotlivych
lokalitach dle jednotlivych rostlinnych druhti

Lokalita Datum Rostl. druh Pocet Pocet Pocet
odbéru rostlin rostlin rostlin Bar

2005 celkem Bar + -

1 25 5 fepka olejka 3 1 2
h hoi¢ice rolni 14 0 14

husenicek rolni 1 0 1

kokoska pastusi

2 27.5. tobolka 7 0 7
barborka obecna 11 0 11

fepka olejka 70 28 42

3 27.5. penizek rolni 4 0 4
hot¢ice rolni 3 0 3

3* 7.6. hoi¢ice rolni 3 0 3
fepka oleka 15 4 11

4 27.5. hoi¢ice rolni 2 0 2
penizek rolni 11 0 11
4% 7.6. fepka olejka 85 25 60
5 20.5. fepka olejka 48 0 48
6 3.6. - 0 0 0

Pozn: * - znamena 2. odbér (po 14 dnech)

Tab.2. Vyskyt transgenu bar z celkového poctu rostlin konkrétnich rostlinnych druht

Rostlinny druh Celkem | Celkem GMO % vyskyt
odebrano rostlin transgenu bar

fepka olejka (Brassica napus L.) 221 58 26,2
hoi¢ice rolni (Sinapis arvensis L.) 22 0 0
penizek rolni (Thlaspi arvense L.) 15 0 0
kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa- 7 0 0
pastoris L.)

barborka obecna (Barbarea vulgaris R.Br.) 11 0 0
husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.) 1 0 0




Zavérem

Rostliny fepky olejky (Brassica napus var. napus) se vyskytovaly jen na téch lokalitach, kde
nebyla provedena aplikace pfisluSnym postemergentnim herbicidem. Tyto rostliny pochéazely
zpudni zdsoby nebo zvydrolu. Ojedinéle se vyskytovaly také rostliny fepky na okrajich
monitorovanych lokalit (meze, polni cesty) cca do vzdalenosti 50 m od sledovan¢ho pozemku.
Plané ptibuzné druhy se vyskytovaly jak na lokalitich samotnych, tak v jejich bezprosttednim
okoli (do 50 m) v riizné Cetnosti v zavislosti na konkrétni lokalité a agrotechnice.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkii z molekularnich analyz omezenych soubort planych
ptibuznych druhi s fepkou olejkou (hoicice rolni, penizek rolni, kokoSka pastusi tobolka,
barborka obecnd, husenicek rolni) rostoucich ptimo na lokalitach nebo v jejich té&sné blizkosti,
nebyly nalezeny zadné rostliny nesouci sledovany transgen. Lze tedy konstatovat, ze na zakladé¢
ziskanych vysledki nedoslo k cizospraseni GM fepky olejky s témito planymi druhy z ¢eledi
Brassicaceae. V nasi studii, provadéné na omezeném poctu vzorki, tedy nebyl potvrzen pienos
genu bar do planych piibuznych druhi. K hybridizaci planych druha s fepkou olejkou muize
pfimo v porostu dochazet jen minimalng, hlavné z diivodu piekryvani dob kveteni fepky a ji
ptibuznych druhd.

Napt. KUCERA (2005) uvadi, e nezaznamenal vyskyt spontannich hybridi fepky s planymi
plevelnymi druhy, které by mohly umoznit vyhodnoceni horizontalniho pfenosu genti. Avsak
skutecnost, ze nebyly zaznamenany ptipady hybridl, nelze chapat jako absolutni potvrzeni
nemoznosti horizontalniho pfenosu geni z B. napus do ptibuznych planych druht.

Nami zjisténé vysledky dokazuji, Ze na pokusnych lokalitich mohou byt jesté po 5 letech od
ukonceni pokust pfitomny rostliny GM fepky pochazejici z vydrolu semen po sklizni.
Vhodnymi agrotechnickymi opatienimi lze vSak tento vyskyt regulovat tak, aby se nejen snizila
rizika cizospraseni konvencni produkce fepky, ale zaroven aby se minimalizoval mozny pfenos
transgenu do piibuznych druht rostlin. Ve shodé¢ se zahrani¢nimi studiemi nebyla oproti bézné
fepce prokazana zvysend schopnost GM fepky prezivat (jak rostlin, tak semen) ¢i konkurovat
jinym rostlinnym druhtim. Potvrdilo se, Ze uzitim vhodné agrotechniky lze, z hlediska rizik
prenosu geni a koexistence riiznych zptisobi zemédélské vyroby, jiz v prvnich letech G¢inné
snizit mnozstvi rostlin fepky z vydrolu na bezpe¢nou uroven. Ponechdni semen po sklizni na
povrchu pudy a oddéleni dalSich agrotechnickych zasahli (podmitka, oSetfeni herbicidy) je
jednim z nejucinnéjSich krokd, vedoucich ke snizeni poctu rostlin z vydrolu. Také péstovani
kompetitivnich ¢i uzkotadkovych plodin (napf. picniny, obiloviny) v nasledujicich letech,
napomaha k dal§imu snizovéani vyskytu fepky.

Zavérem lze fici, Ze vhodné zvolenymi agrotechnickymi postupy (osevni postup, zpracovani
pudy, chemickd ochrana proti plevelim) Ize nezadouci vyskyt rostlin vzeSlych predevsim
z vydrolu geneticky modifikované fepky olejky v maximalni mife eliminovat. Potvrdilo se, Ze
cilend, precizni agrotechnika je schopna postupné v pribéhu let snizit nezddouci vyskyt semen
z vydrolu v ptdni zasob&é na minimum.
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