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Biobezpecnost’ transgénnych rastlin - odporiucania pre implementaciu legislativnych
poziadaviek, ako aj k oZiveniu odbornej a laickej diskusie 0 GMO.

Autori: Martin Jop¢ik, Jana Libantova, Jana Moravc¢ikova, Ildiko MatuSikova,
Dominika Durechova

1. Stav rieSenia problematiky v zahrani¢i a na Slovensku

Vyuzitie technik rekombinantnej DNA v oblasti genetickych modifikacii rastlin prispelo
k celkovej dynamizacii vedy o rastlinach. Otvorili sa nové moznosti produkcie geneticky
modifikovanych pol'nohospodarskych plodin, ktoré by inak nemohli vzniknut klasickym
§lachtenim rastlin. Geneticky modifikované rastliny (GM rastliny) nasli komeréné uplatnenie
v mnohych Ccastiach sveta. Treba vSak podotknat, Zze v sGcasnosti, hlavne v EU, je
komercializacia rastlinnych biotechnologickych produktov brzdend obavami spolo¢nosti,
ktoré sa tykaji moznych rizik spojenych sich dopadom na zdravie I'udi, pripadne s ich
zavedenim do Zivotného prostredia. Najviac diskutovanymi su predovSetkym gény rezistencie
k antibiotikam, ktoré sa pouZzivajl pri selekcii transgénnych buniek od netransgénnych pocas
procesu regeneracie transgénnej rastliny v podmienkach in vitro (Miki and McHugh, 2004).
Napriek tejto esencialnej funkcii, sa ich tloha po ziskani transgénnych rastlin kon¢i a stavaji
sa nadbytocnymi. Snaha o zabrdnenie Uniku a Sirenia rezistencii na antibiotika v prirode
vyplyva hlavne z nezastupitelnej tlohy, ktort antibiotikd hraju v boji s patogénnymi
infekciami. NavySe podla prijatej platnej legislativy (§40 Zékona ¢. 77/2005 Z.z), geneticky
modifikované rastliny obsahujuce gény odolnosti voci antibiotikam, ktoré sa vyuzivaju v
humannej alebo veterinarnej medicine po 31.12.2008 moézu byt pouzivané len v uzavretych
priestoroch (laboratérid) a nezavadzaju sa do zivotného prostredia. Prave preto je
opodstatnené¢ hladanie novych postupov, ako eliminovat’ neziadlice transgény z gendmu
transgénnych rastlin po splneni ich funkcie.

2. Ciele vyskumu

Ambiciou tohto projektu je, na zaklade ziskanych experimentdlnych poznatkov,
sformulovanie odporucani pre implementaciu legislativnych poziadaviek tykajucich sa
bezpecnosti GMO a popularizacia témy transgénnych rastlin medzi verejnost'ou (laickou a
odbornou) s cielom poukazat’ na ich prednosti a moznosti ich bezpe¢ného pouzivania v praxi.

Primarnym cielom projektu je otestovat samozostrihovaci Cre/loxP systém na pripravu
geneticky modifikovaného tabaku, pomocou ktorého je odstrdneny gén rezistencie voci
antibiotiku — kanamycinu (Moravcikova et al. 2008). Riadenie celého procesu je zabezpecené
pletivovo-specifickym promotorom, vV nasom pripade prométorom DLL, aktivnym v peli a
embryu (Drea et al. 2006). Po genetickej transformacii rastlin tabaku s konstruktom
obsahujucim Cre/loxP systém je mozné vyhodnotit’ efektivnost’ zostrihu nezelaného génu a
potencialnu vyuzitelnost’ tejto stratégie v praxi pri priprave ,marker-free transgénnych
plodin vyuzite'nych v pol'nohospodarskej praxi.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 2



& &
* * * §\ d:% : -A : - :
= N ~7
g g t AGRO >l ~
2 K ey 3
o : §  BION)
% S TECH ) e #

Eurdépska tnia

4y e < . 9
Eurdpsky fond regionalneho rozvoja /\VA, VEDY. N ~ B ‘,’_ ~

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt spolufinancovany zo zdrojov ES

Vybudovanie vyskumného centra ,,AgroBioTech*

Ked'ze charakter (Specificita a sila) promoétora, ktory aktivuje proces zostrihu |oxP
ohranicujucich sekvencii podmienuje efektivitu tejto stratégie, d’alSim cielom vyskumu je
testovanie vhodnych promoétorov s vysokou Specifickou aktivitou v reprodukénych Stadiach
vyvinu rastliny. Pocet a dostupnost’ takychto promdtorov je v stiCasnosti limitovany, na druhe;j
strane vSak znacne ziadany v biotechnologickych postupoch (Luo et al. 2007; Bai et al. 2008;
Kopertekh et al. 2010).

Sekundarnym cielom projektu je hl'adanie a charakterizacia génov z netradi¢nych rastlinnych
zdrojov ako napr. z mésozravej rastliny rosi¢ky okrahlolistej, vyuzitelnych v rastlinnej
transgenéze s cielom zvySenia pol'nohospodarskych plodin ku biotickému stresu.

Za dolezity aspekt projektu pokladdme aj vytvorenie integrovanej platformy zakladného a
aplikovaného vyskumu so slachtitel'mi, ktora je v sucasnosti na Slovensku poddimenzovana.
Cielom tejto aktivity bude priebezne monitorovat’ poziadavky (Sl'achtitel'skej) praxe tykajuce
sa kvalitativnych a kvantitativnych ukazovatel'ov novych odrod a prepojit’ ich s riesitel'skym
potencidlom zakladného a aplikovaného vyskumu.

2. Objekty experimentdlneho Studia

Tabak virginsky (Nicotiana tabacum L.) modelova rastlina pre genetickii transformaciu
pomocou Agrobactrium tumefaciens .

3. PouZita laboratorna technika

Zakladné pristrojové vybavenie potrebné na pripravu  DNA vektorovych konStrukcii
vyuzivanych pri transformécii rastlin, pristroje a zariadenia vyuZivané pri genetickej
transformécii rastlin a zariadenia nevyhnutné pre molekularno-biochemické analyzy
transgénnych rastlin. Pracovisko disponuje laboratdriami, kultivaénymi miestnostami
a miestnostou pre udrziavanie rastlin in vivo, ktoré maji povolenie pre pracu s geneticky
modifikovanymi organizmami.

Zoznam pouzitych pristrojov zahriiuje nasledovnu sadu pristrojov: (vysokootackova chladena
centrifiga - Universal 32R 2ks (Hettich); vysokootackova nechladenad centrifiga — M24
(Boeco), vodny kupel’ — EN 025 (Nuve), biologicky termostat BT 120, termocyklér Primus
25/96 (MWG AG BIOTECH), UV transiluminator (UVP), hybridiza¢nad piecka 6/12V
(UniEquip), fotodokumentacny syst¢ém QUANTUM ST4 (Vilber Lourmat), fototlaciaren -
OP895CE (Sony), laboratorne trepacky — Unitwist 300 (UniEquip); OS-10 (BOECO) 0S-20
(BOECO), UNIHOOD 550 (UniEquip), hlbokomraziaci box (-80°C) (Heraus), chladnigky,
mraznicky -20°C, vertikalne elektroforézy Mighty Small Il SE 250, Compact Mini V10-CDC
(GeneQ), horizontalne elektorforézy - HU 10 (SciPlast), HE 33 (Hoefer), HE 99X (Hoefer),
elektroforetické zdroje - PS 606T (Apellex); PS608 (Apellex), HN (Hoelm-Nielson),
spektrofotometer Ultrospec 1000 — Pharmacia, fluorimeter- FluoroScan II (Titertek), autoklav
— STURDY SA-260 MA, analytické vahy (Sartorius), Prevazovacky — Unitwist (UniEquip),
vyrobnik Tadu Lec, drvi¢ ladu (Santos), pHmeter — Consort (Scientific Instruments),
laminarny box s HEPA filtrom pre pracu s GMO, UNiFlow UVU700.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 3



ey g % L ; i+
S PACRO Sy il
car 5 s BIOY)  mmms
S 1 -r ~
furdpria iz o, WL TEC o

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt spolufinancovany zo zdrojov ES

Vybudovanie vyskumného centra ,,AgroBioTech*

4. Pracovné postupy
Priprava konStruktu/ov

A: pre testovanie pletivovo-specifickych promotorov (APRS, MXL, ESL a DLL) pre rastlinné
biotechnologie

R L gt SN P 4
P ANECAT S ——
LA e A L

RB hyg dCaMV PS-P gus 1}

B: so samozostrihujicou sa kazetou

c - I i “‘\“‘\“éw—_ transgenne rastiiny
RB acaMyv  GUS fox  DLL/CRE™ pos/NPTIL lox LB
P T * P
mstvo transgénnych rastlin
— ) . L2505t VO transgennych rast
aACaMv’ GUS foxP

Transformacia rastlin

Rastlinné listové explantdty tabaku sa vyuzili ako vychodiskovy materidl na genetick
transformaciu  pomocou A. tumefaciens LBA4404 (Horsch et al. 1985) s rastlinnym
vektorovym konStruktom pre testovanie expresného profilu pletivovo-$pecifickych
promotorov v transgénnom organizme (A) resp. konstruktom so samozostrihujucou Cre/loxP
kazetou (B). Transgénne rastliny sa vygenerovali na médiach s rastovymi regulatormi a
prisluSnym selekénym antibiotikom.

Analyzy transgénnych rastlin

U jednotlivych transgénnych rastlin sa vyhodnotila pritomnost’ transgénov metédou PCR.
Pocet integrovanych T-DNA koépii sa urc€ila Southern blot analyzou. Enzymatickd aktivita
GUS proteinu v transformantoch bola detekovana histochemicky, a kvantifikovana
fluorimetricky (Jefferson et al. 1987). V pripade rastlin transformovanych vektorovym
kon$truktom so samozostrihujucou kazetou PCR analyzou pomocou vhodne navrhnutych
primerov bol vyhodneteny pripadny pred¢asny zostrih l0XP ohranicenej kazety uz pocas
regeneracie. Vyselektované rastliny s jednou intaktnou T-DNA koépiou a so silnou GUS
aktivitou bolie prenesené do rastovej miestnosti, aby sme po samoopeleni boli ziskané
semena. V potomstve transgénnych rastlin bola vyhodnotena efektivnost’ zostrihu selekéného
markerového génu Cre/loxP systémom. Na zaklade spracovania ziskanych vysledkov bola
vyhodnotena ucinnostpripravy ,,marker-free” potomstva transgénnych rastlin a pripadna
aplikovatel'nost’ navrhnutej Cre/loxP stratégie pre iné pol'nohospodarsky vyznamné plodiny.

5. Vysledky a ocakdvané prinosy

Cielom genetickych modifikacii rastlin je zabezpeCovat kontrolovani expresiu urcitého
Specifického transgénu, nasledkom coho dochadza k zlepSeniu nejakej z vlastnosti povodného
netransformovaného genotypu. Za kontrolovani transgénnu expresiu su zodpovedné
promotory, ktoré rozhoduju kedy, kde a v akej miere sa transgén prejavi. Pri odhade
predpokladané¢ho expresného profilu v transgénnom organizme sa vychddza z jeho
expresného profilu v povodnom organizme, priCom zmena profilu oproti povodnému
organizmu sa oznacuje ako ektopickd aktivita promotora.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 4



$ % *‘
= |+ b ~{
4 ~r
o n 3 ¢ AGRO \ o111
8 $ Blo§\/ el
Eurépska unia U, o TECH ) o W
Eurdpsky fond regionalneho razvoja A, vEDY. o

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/Projekt spolufinancovany zo zdrojov ES

Vybudovanie vyskumného centra ,,AgroBioTech*

V naSich experimentoch bol testovany expresny profil Styroch pletivovo-Specifickych
promotorov MXL, ESL, APRS a DLL izolovanych z arabkovky Thalovej v transgénnych
rastlinach tabaku, priCom bola o¢akavana aktivita tychto promoétorov v peli a/alebo v embryu.
Zistili sme, ze u troch zo Styroch promotorov (MXL, ESL, APRS) bol expresny profil v
transgénnych rastlindich pozmeneny v pripade, ze jeho vzdialenost od CaMV35S
promotora/enhancera, (ktory riadil expresiu selekéného markérového génu) bola mensia ako 3
kb. Najvicsia ektopicka aktivita bola zaznamenand u promdtora MXL, nasledovana
prométormi ESL a APRS. Klonované medzerniky medzi tieto testované promotory
a CaMV35S promotor znizovali ektopickll expresiu transgénu v jednotlivych pletivach. Pri
hodnoteni nachylnosti jednotlivych pletiv, najcitlivejSie sa na ektopicka aktivitu javila stonka
nasledovanad kalusom, listom a korefiom. Promotor DLL sa javil ako imunny od vplyvu
promotora/enhancera CaMV35S. Pri hodnoteni Specifickej aktivity prométorov bolo zistené,
ze promotory MXL, APRS, ak boli mimo dosahu CaMV35S promoétora/enhancera a prométor
DLL, sa vyznacovali Specifickou aktivitou po€as vyvinu pelu, ¢o im dava vyuZitelnost’ pri
priprave transgénnych rastlin s netransgénnym pelom. Promoétor DLL, ktory sa vyznacoval
Specifickou aktivitou v embryu a peli bol v nedavnych experimentoch Gspesne pouzity na
pripravu potomstva transgénnych rastlin, v ktorych selekény markérovy gén bol odstraneny
pocas vyvinu embrya za pomoci Cre/loxP systému s uc¢innost'ou dosahujiicou 96%.

Dalgia ¢ast nasej experimentilnej prace je zamerana na izolacii génov z netradi¢nych
rastlinnych zdrojov, ktoré by mohli zohrdvat vyznamna ulohu pri obrane rastlin voci
patogénnej infekcii. Gény pre glukanazu a chitinazu s v modelovom organizme pre
transgenézu — tabaku - postupne charakterizované na molekularnej trovni a proteiny
izolované z transgénnych rastlin su testované na schopnost’ inhibovat’ rast fytopatogénnych
hub v in vitro podmienkach vo zvysenej miere.

Ocakavanym prinosom tohto vyskumu v ramci zvySovania biobezpecnosti transgénnych
rastlin je preverenie faktorov, ktoré ovplyviluji sprdvanie sa promotorov v transgénnom
organizme. Nasledne pri cielenej transgenéze, je mozné presne kontrolovat’ expresiu
vybraného transgénu v hostiteI'skom organizme, ¢o je nevyhnutnym predpokladom pripravy
bezpecnych geneticky modifikovanych rastlin.

Druhym prinosom je vyuzitie jedného z testovanych promotorov (DLL) v Cre/loxP stratégii
pripravy transgénnych rastlin bez selekéného markera kodujuceho gén rezistencie ku
antibiotikam v potomstve. Selekény gén, ktory tlohu v transgénnom organizme uZ splnil a
viac uz nebol pre vyselekovani transgénnu rastlinu potrebny bol Cre rekombinazou
zZ rastlinného gendmu zostrihnuty. Gén pre cre rekombinazu riadil promodtor DLL, ktory
s mimoriadne vysokou ucinnostou zabezpeCoval cely proces zostrihu v peli a embryu.
Charakterizaciou promotora DLL v Cre/loxP stratégii zostrihu neziaducich sekvencii, vyskum
svojimi zavermi prispel k portfoliu generovania transgénnych plodin, ktoré spinaju prisne
kritérid bio-bezpecnosti.

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 5
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Odporucania pre implementdciu legislativnych poZiadaviek, tykajucich sa bezpecénosti GM

rastlin, ako aj k oZiveniu odbornej a laickej diskusie 0 GMO.

1)

2)

3)

Odporucanie pre implementdciu legislativnych poziadavie: Uvadzanie
geneticky modifikovanych rastlin do Zivotného prostredia iba s génmi zaujmu.
VyuZivanie technologickych postupov pri priprave geneticky modifikovanych
rastlin zahriiujacich zostrih DNA sekvencii (napr. selekénych markérovych
génov), ktoré uz splnili svoju ulohu pri priprave primarnych transformantov
napr. pomocou Cre/loxP stratégie (Poléniova et al. 2015).

Odporucanie pre implementdciu legislativnych poziadaviek: VyuZivanie
promdtorovych regulatnych sekvencii zabezpecujucich expresiu transgénu iba
cielenych pletivach alebo pocas Specifickych $tadii vyvinu rastliny v geneticky
modifikovanych rastlindch uvadzanych do Zivotného prostredia (Jopcik et al.
2014a; Jopcik et al. 2014b)

Odporucanie pre implementdciu legislativnych poZiadaviek: Premyslena
stratégia vzdelavania populacie pri implementacii geneticky modifikovanych
plodin na trh vyuZivajica argumenty odbornej verejnosti, kedZe v sticasnosti u
konzumentov GMO prevlada neistota a obavy, ktoré nie su vysledkom odborne
vedenej diskusie.

Zoznam aktivit zameranych na odbornu a laicku diskusiu o GMO:

a) Dr. Jana Libantova pracuje ako Clenka zboru expertov pre Biologicki
bezpecnost’ GMO pri MZP SR.

b) Pozvana prednaska
Meno a priezvisko rieSitel’a: J. Moravcikova

Aktivita v ramci ktorej bola prednesend pozvand predndska: 3.1 Aplikovany vyskum
v rastlinnych biotechnoldgiach

Nazov predndsky: Bio-bezpecné transgénne rastliny ako nové genetické zdroje pre
pol'nohospodarstvo. (Jana Moravc¢ikova)

Nazov podujatia: 7. medzinarodna vedeckd konferencia ,,Hodnotenie genetickych
zdrojov rastlin pre vyzivu a pol'nohospodarstvo*

Termin konania: 28. 05. 2013
Miesto konania: Piestany

¢) Populiarno-vedecky ¢lanok v denniku SME, 26.6.2013

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 6
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Meno a priezvisko rieSitel’a: J. Libantova

Aktivita v ramci ktorej vysiel prispevok v denniku SME: 3.1 Aplikovany vyskum v
rastlinnych biotechnologidch

Citacia publikdcie:

,,Potrebujeme nakimit’ 'udi, aj vd’aka GMO* (Jana Libantova)
http://tech.sme.sklc/6820854/potrebujeme-nakrmit-ludi-aj-vdaka-gmo.html
Termin kedy bola publikdcia vydand: 26.6.2013

d) Pozvana prednaska
Meno a priezvisko rieSitel’a: J. Moravcikova

Aktivita v ramci ktorej bola pozvand prednasSka: 3.1 Aplikovany vyskum v
rastlinnych biotechnologiach

Nazov predndasky: Geneticky modifikované rastliny, ich vyhody a nevyhody. (Jana
Moravcikova)

Nazov podujatia: Predzberova prehliadka MONSANTO INNOVATION CENTRA
Borovce

Termin konania: 10. 10. 2013
Miesto konania: Borovce

Meratel’né ukazovatele vysledkov

JOPCIK, Martin - LIBANTOVA, Jana. The CaMV35S promoter modulates the specificity of
Arabidopsis thaliana pollen - and/or embryo-specific promoters in transgenic plants. In Plant
transformation technologies Ill: Vienna International Science Conferences and Events
Association, 12-14 February 2014. Vienna, 2014, p. 40.Typ: AFG

DURECHOVA, Dominika - MATUSIKOVA, Tldiké - MORAVCIKOVA, Jana - JOPCIK,
Martin - LIBANTOVA, Jana. In silico analysis of chitinase promoter isolated from Drosera
rotundifolia L. In Journal of Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, 2014, vol.3,
special iss.2, p.71-73. ISSN 1338-5178.Typ: ADFB

DURECHOVA, Dominika - MATUSIKOVA, Tldik6 - MORAVCIKOVA, JOPCIK, Martin -
LIBANTOVA, Jana. Sequence analysis of sundew chitinase gene. In Journal of
Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, doi: 10.15414/jmbfs.2015.4.special2.4-6
Typ: ADFB

Aktivita 3.1 projektu 26220220180 7
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