ZADOST O UDELENi POVOLENi PRO UVADENI DO ZIVOTNiIHO PROSTREDI PRO JINE UCELY
NEZ KLINICKE HODNOCENI LECIVYCH PRIPRAVKU

Dil 2
ZADOST PRO GENETICKY MODIFIKOVANY ORGANISMUS, KTERY JE VYSSi ROSTLINOU

[K§17 odst. 3 pism. a) zakona]

1. Nazev projektu:

Sada GMO linii jarniho jeémene exprimujicich antigeny rybich virti uréené pro vyvoj
oralnich vakcin v akvakulture.

2. Zadatel

USOVSKO a. s.

se sidlem €.p. 33, 789 73 Klopina

ICO: 60793015

5. Charakteristika nakladani s geneticky modifikovanym organismem

5.1. Ugel uvadéni do Zivotniho prostiedi, jako jsou zejména agronomické uUdely, zkousky
hybridizace, zména schopnosti pfeziti nebo Sifeni nebo zjiStovani iéinkd na cilové nebo necilové

organismy

Akvakultura, pfedstavujici nejvétsi udrzitelny zdroj celosvétové produkce ryb (Adams, 2019), Celi
zédvazné vyzvé v podobé Sifeni infekEnich onemocnéni. NejefektivnéjSim preventivnim opatfenim
zplsob podani (Chinabut a Puttinaowarat, 2005). Jeji Sir8i vyuZiti je vS8ak dosud omezené
nedostate¢nou stimulaci lymfoidni tkdné asociované se stfevem (Lee et al, 2021). Nadéjné feSeni
nabizi produkce rekombinantnich vakcin prostfednictvim rostlin, jejichz bunky umoznuji cilené
ukladani antigen( do specifickych organel, ¢imz je zajiSténa jejich bioenkapsulace (Rovalino-
Corddva et al., 2019). Rostlinné bunky navic obsahuji pfirozené slouceniny s adjuvantnim
ucinkem, které mohou zesilovat aktivaci imunitniho systému (Ching et al., 2021).

Vyzkumna skupina rostlinného inzenyrstvi a biotechnologie (CATRIN, Univerzita Palackého v
Olomouci) se zaméfuje na potencial je€mene setého (Hordeum vulgare) jako produkéniho
systému pro oralni podjednotkové vakciny proti virovym infekcim postihujicim hospodafsky
vyznamné druhy ryb z ¢eledi Salmonidae a Cyprinidae. Za timto Uc¢elem byly vytvofeny transgenni
homozygotni linie je€mene nesouci geny kodujici rekombinantni antigeny viru jarni virémie kapr(
a viru infekéni anémie lososl. Cilem projektu je analyzovat Gc¢inek téchto antigen( na aktivaci
imunitniho systému ryb a ovéfit zvySeni odolnosti imunizovanych ryb vici virovym onemocnénim
po oralnim podani zrn transgenniho je€mene. Planovany polni pokus bude zaméfen na mnozeni
tfi homozygotnich linii: AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-S2-1-1 a AsGLOp::HE_GFP-
OM-4A-3.

Rostliny budou péstovany do plné zralosti, pficemz ¢ast zrn bude sklizena jiz ve stadiu mlééné
zralosti a dale zpracovana na jemny lyofilizovany prasek ur¢eny k oralni imunizaci kapr( a pstruhd.



Imunostimulacni Ucinky rekombinantnich antigent z transgenniho jeCmene budou testovany ve
spolupréaci s Parazitologickym Ustavem Biologického centra AV CR v Ceskych Budgjovicich, dale
s Fakultou rybafstvi a ochrany vod Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich a s Jiho&eskym
vyzkumnym centrem akvakultury a biodiverzity hydrocendéz ve Vodnanech. Veskeré experimenty
na rybach budou provedeny v souladu s ¢eskou legislativou (§ 29 zakona €. 246/1992 Sb., na
ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozdéjSich predpisl, zejména novelizovaného zédkonem ¢.
77/2004 Sb.) i na zakladé Opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat MZE-39723/2025-13143, na
zakladé schvaleni Ministerstva $kolstvi, mladeze a t&lovychovy Ceské republiky (&islo schvéleni:
MSMT-24635/2022-4). Zahajeni polnich pokust je planovano na jaro 2026.

6. Doba uvadéni do zivotniho prostredi

6.1. Celkova doba uvadeéni geneticky modifikovaného organismu do zivotniho prostfedi a datum
jeho predpokladaného zahajeni

Celkova doba uvadéni GMO do zivotniho prostfedi— 10 let (tj. od roku 2026 do roku 2035).

Datum zahajeni dle schvaleni zadosti. Linie AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-S2-1-1 a
AsGLOp::HE_GFP-OM-4A-3 budou vysety na jare 2026.

7. Planuje zadatel uvadéni stejného geneticky modifikovaného organismu do zivotniho
prostiedi v nékterém ¢lenském staté Evropské unie nebo mimo jeji izemi?

Ne, nevztahuje se.

8. Podal zadatel zadost pro uvadéni stejného geneticky modifikovaného organismu do
zivotniho prostiedi v jiném ¢lenském staté Evropské unie?

Ne, nevztahuje se.

9. Podal zadatel zadost pro uvadéni stejného geneticky modifikovaného organismu do
zivotniho prostiedi nebo na trh mimo uzemi Evropské unie?

Ne, nevztahuje se.
10. Hodnoceni rizika uvadéni geneticky modifikovaného organismu do zZivotniho prostiedi
10.1. Shrnuti hodnoceni rizika

JeCmen je samosprasnd, v pfirodé neinvazivni rostlina. Sexualni kompatibilita s plevelnym
druhem jeémenem mysim (Hordeum murinum L.), ktery se na naSem uzemi volné vyskytuje, je
obtizna, ke kfizeni nedochazi, nevytvafi se hybridy. V Evropské unii se nenachazeji zadné jiné
sexualné kompatibilni plané rostouci pfibuzné druhy jeémene. Horizontalni pfenos gen u vyssich
organismU se povaZuje za vzacny, ale k jeho zabranéni podnikneme nésledujici kroky - oSetfeni
pole herbicidem pfed vysetim je€mene, minimalné 2,5 m izolaéni pas a minimalné 20 m izolacni
vzdalenost pro zamezeni pfenosu pylu na dalsi rostliny a tim zabranit pfenosu gent. S jecmenem
rostoucim v izolaénim pasu bude nakladano jako s GMO. Pristup lidi, zvére, ptakl a hlodavcl k
transgennimu je€émeni bude zamezen oplocenim, znacenim, omezenym vstupem do arealu a
skladu, plotem, a plasi¢kami. VSichni pracovnici, ktefi pfijdou do kontaktu s GM materiadlem,
budou fadné proskoleni.

Transgenni linie jarniho je¢mene AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-S2-1-1 a
AsGLOp::HE_GFP-OM-4A-3 byly péstovany ve fytotronech a skleniku vyzkumné skupiny
rostlinného inzenyrstvi a biotechnologie, CATRIN (Univerzita Palackého v Olomouci) uréenych pro



uzaviené nakladani s GM rostlinami (na zakladé rozhodnuti z 19. fijna 2010 ¢&j. 91997/ENV/10 a
rozhodnuti 18. ledna 2013 ¢&j. 4498/ENV/13). Béhem manipulace s témito transgennimi liniemi na
pracovisti CATRIN nebyly u téchto rostlin pozorovany zadné selekéni vyhody ani nevyhody. Nebyla
pozorovana zadna interakce s kontrolnimi rostlinami ani s ostatnimi rostlinami ani jinymi cilovymi
organismy.

Nepredpokladame, ze by GM linie jarniho jeCmene AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-
S2-1-1 a AsGLOp::HE_GFP-OM-4A-3 predstavovaly rizika pro Zivotni prostfedi nebo rizika pro
zdravi zvifat, lidi a necilovych organismU (podrobné v pfiloze ,,Hodnoceni rizika“).

Odtvodnéni:

Specificky rozdil transgennich linii jeCmene oproti rodicovskému organismu je v produkci virovych
antigent (fragment glykoproteinu z jarni viremie kaprd a fragment hemaglutinin esterasy z infekéni
anemie lososl), jejichZz ucelem je vyvolat imunitni odpovéd u ryb pfi pouZiti v rdmci oralni
vakcinace.

¢ Antigeny nemaji toxicky charakter

¢ Nejsou znamy zadné nezadouci Ucinky na zdravi ¢lovéka, necilovych Zivocich( ani na Zivotni
prostfedi a nejedna se o latky cizorodé zivotnimu prostredi

e Transgenni linie jeCmene se liSi pouze schopnosti exprimovat a akumulovat rekombinantni
virové antigeny, jinak je jeji chemické slozeni a fyziologie srovnatelna s plvodnim organismem.

¢ Nahodna konzumace zrna s obsahem antigenu volné Zijicimi zivoCichy a ptaky nepredstavuje
specifickeé riziko (dietarni protein; ocekava se traveni na peptidy).

¢ Pravdépodobnost horizontalniho pfenosu z rostliny na mikroorganismy je zanedbatelng;
integracni/expresni elementy neudéluji selekéni vyhodu mikrobidlnim populacim bez
souvisejicich promotord kompatibilnich s prokaryoty (exprese dvou zékladnich ¢asti transgenu je
fizena vyhradné promotory funk&nimi jenom v rostlinnych bunkach).

e antigeny fGP a fHE jsou v transgennich liniich je€mene ulozeny v endoplazmatickém retikulu a v
membranou obalenych proteinovych téliskach rostlinnych bunék, nejsou vylu¢ovany do dalSich
¢asti bunky Ci rostliny, ¢i ven z rostliny. U vSech transgennich linii se antigeny fGP a fHE vyskytuji
pouze v zrnech.

Nepredpokladame, Ze by krmny substrat, pfipraveny z lyofilizovanych zrn modifikovaného
je€mene, predstavoval toxikologické nebo patogenni riziko pro ryby ani pro Zivotni prostiedi.
Ocekavané biologické ucinky vyplyvaji vyhradné ze zadmérné imunostimulacni aktivity
exprimovanych antigen(, coz je cilem experimentu. V pfipadg, Ze by se objevily jakékoli nezadouci
ucinky na zdravi ryb, budou tyto skute¢nosti peclivé zaznamenany a dalsi vyuziti transgenniho
je€mene pro tento ucel bude prehodnoceno.

Pfi realizaci polniho pokusu budou dodrzena vSechna zakonna opatfeni o nakladani s geneticky
modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, které jsou stanoveny Zakonem €. 78/2004 Sb.
v aktualnim znéni.

Diky opatfenim, ktera budou aplikovana pfi pokusném uvadéni modifikovanych rostlin jeCmene
do prostredi (ochranné obsevy, vzdalenost od péstovanych konvenc¢nich odrid je¢mene, kontrola
pozemku dva roky po ukonéeni pokusu), bude prakticky vyloucen jakykoliv potencidlni pfenos
genu pylem nebo semenem. Rovnéz bude zajiSténo bezpecné nakladani s osivem a rostlinnym



materialem (sklizen, uskladnéni, pfeprava a odstranéni odpadu) tak, aby zadné environmentalni
riziko nevzniklo.

11. Udaje o pfijemci, pfipadné, kde je to aplikovatelné, rodi¢ovském organismu

11.1. Ceské a latinské rodové a druhové jméno organismu, s pfesnym uréenim kultivaru (odrady,

linie, hybridu)
NAZEV CELEDI: POACEAE (GRAMINEAE)

ROD: HORDEUM
DRUH: H. VULGARE L.
PODDRUH: H. VULGARE L., JARNi FORMA

KULTIVAR: GOLDEN PROMISE (F) OBECNY NAZEV: JARNi JECMEN

12. Udaje o genetické modifikaci a geneticky modifikované vyssi rostliné

12.1. Ceské a latinské rodové a druhové jméno geneticky modifikované vy&si rostliny, s pfesnym
uréenim kultivaru (odrtdy, linie, hybridu)

Obiloviny, je€men sety, (Hordeum vulgare L.), jarni forma, kultivar Golden Promise.

12.2. Popis a charakteristika dédi¢nych vlastnosti, které byly vloZzeny nebo zménény, véetné
signédlnich a selek&nich gent a pfedchozich modifikaci, a popis jejich fenotypovych projevi

Do genomu je€mene byl vlozen gen kodujici cilovy antigen: glykoprotein (fGP) nebo hemaglutinin
esterasu (fHE), mimo jiné fuzovany se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP) nebo s
adjuvantnym proteinem (LTB). Exprese transgenu je fizena globulinovym promotorem, coz
zajistuje tkanové specifickou expresivendospermu semen béhem zrani. Jedna se o tyto transgeny
a useky nukleovych kyselin:

¢ AsGLOp::fGP_GFP
* AsGLOp::fGP_LTB
* AsGLOp::fHE_GFP

Dale byl do jeCmene vnesen selekéni marker hpt (,hygromycin phosphotransferase”), ktery
umoznuje rezistenci k antibiotiku hygromycinu B (gen HygR), coz vede k identifikaci uspésné
transformovanych rostlin béhem regenerace in vitro. VSechny modifikované rostliny je€mene tedy
také obsahuji kazetu CaMV35S::htp:NOSt.

12.3. Typ genetické modifikace

12.3.1. Vneseni cizorodého dédicného materialu

Vneseni cizorodého dédi¢ného materialu do genomu jeémene setého (Hordeum vulgare) jarniho
kultivaru Golden Promise bylo provedeno pomoci bakterialni kultury Agrobacterium tumefaciens
kmen AGL1.

12.3.2. Vynéti ¢4asti dédicného materialu

Neni relevantni



12.3.3. Kombinace vynéti a vneseni dédi¢ného materialu
Neni relevantni

12.3.4. Bunécna fuze

Neni relevantni

12.3.5. Jiné (jednoznacné identifikujte)

Neni relevantni

12.5. Udaje o kazdé &asti Useku DNA, ktery byl vnesen do organismu pfijemce (pokud geneticka
modifikace zahrnuje vneseni dédicného materialu)

12.5.1. Plvod (Ceské a latinské rodové a druhové jméno darcovského organismu pfesnym
uréenim kultivaru — odrGdy, rasy, plemene, linie, formy, hybridu, kmene, patovaru)

Do jaderného genomu jeCmene (Hordeum vulgare L., kultivar Golden Promise) byla integrovana
T-DNA binarniho vektoru pBRACT209.

12.5.2. Funkéni charakteristika

Binarni vektor Velikost Funkce
pBRACT209 genu (v bp)
Transgen

AsGLOp::fGP_LTB

RB T-DNA 25 Oblast pravé hrani¢ni sekvence T-DNA v Ti plasmidu

AsGLO promotor 959 Endospermové specificky promotor pldvodem z ovsa setého (Avena sativa
L.)

KOZAK sekvence 12 Iniciani sekvence pro nasedani ribosomu

Signalni peptid 51 N-terminalni signdalni peptid kukuriéné cytokinin oxidasy/dehydrogenasy 1

zodpovidajici za translokaci proteinu skrz endoplasmatické retikulum

Dvojity 6xHist 36 Dvojita sekvence Sesti histidin umozniujici interakci proteinu s kovem pfi
afinitni purifikaci nebo také slouzi na imunodetekci proteinu

2xGGGGGS 30 flexibilni peptidovy linker pro spojovani dvou proteinovych domén nebo
epitopd
fragment GP 285 GP je obalovy glykoprotein viru, ktery zprostfedkovava vazbu na

hostitelské buriky a vstup viru a je hlavni imunogenni antigen (vyvolava
tvorbu neutralizaénich protilatek a chrani ryby pfed infekei).

LTB 309 Netoxicka vazebna podjednotka enterotoxinu E. coli, vyuzivana v
imunologii pro cileni antigend na slizniéni imunitni systém i jako mukdzni
adjuvant.

Myct 30 Peptidovy epitopovy tag pro detekci a purifikaci rekombinantnich protein(




KDEL 12 C-terminalni signalni sekvence fungujici jako retenéni signal pro proteiny
endoplasmatického retikula

NOS terminator 253 Transkripény terminator genu pro nopalinsyntazu (NOS) bakterie
Agrobacterium tumefaciens.

hpt gen 1264 Gen koédujici hygromycin fosfotransferasu, ktera zabezpecuje rezistenci
transgennich rostlin proti hygromycinu B

LB T-DNA 23 Oblast levé hrani¢ni sekvence T-DNA v Ti plasmidu

Binarni vektor Velikost Funkce

pBRACT209 genu (v bp)

Transgen

AsGLOp::fGP_GFP

RB T-DNA 25 Oblast pravé hrani¢ni sekvence T-DNA v Ti plasmidu

AsGLO promotor 959 Endospermové specificky promotor plvodem z ovsa setého (Avena
sativa L.)

KOZAK sekvence 12 Iniciaéni sekvence pro nasedani ribosoml

Signalni peptid 51 N-terminalni signalni peptid kukuriéné cytokinin
oxidasy/dehydrogenasy 1 zodpovidajici za translokaci proteinu skrz
endoplasmatické retikulum

Dvojity 6xHist 36 Dvojita sekvence $esti histidin( umoznujici interakci proteinu s kovem
pfi afinitni purifikaci nebo také slouzi na imunodetekci proteinu

2xGGGGGS 30 flexibilni peptidovy linker pro spojovani dvou proteinovych domén
nebo epitopl

fragment GP 285 GP je obalovy glykoprotein viru, ktery zprostfedkovava vazbu na
hostitelské buriky a vstup viru a je hlavni imunogenni antigen (vyvolava
tvorbu neutraliza¢nich protilatek a chrani ryby pred infekci).

EK 15 Proteaza, ktera specificky stépi po sekvenci DDDDK a pouziva se k
odstrafiovani purifikanich tagli a fuznich proteinli z rekombinantnich
proteind.

GFP 714 Fluorescenéni markerovy protein, ktery slouzi k vizualizaci a sledovani
genové exprese a proteinl v zivych burikach

Myct 30 Peptidovy epitopovy tag pro detekci a purifikaci rekombinantnich
proteind

KDEL 12 C-terminalni signalni sekvence fungujici jako retencni signal pro

proteiny endoplasmatického retikula




NOS terminator 253 Transkripény terminator genu pro nopalinsyntazu (NOS) bakterie
Agrobacterium tumefaciens.

hpt gen 1264 Gen kodujici hygromycin fosfotransferasu, ktera zabezpecuje
rezistenci transgennich rostlin proti hygromycinu B

LB T-DNA 23 Oblast levé hrani¢ni sekvence T-DNA v Ti plasmidu

12.6. Pokud se jedna o vynéti ¢asti dédiéného materidlu (deleci), velikost a funkce vynatého useku

Nevztahuje se

12.7. Popis metody pouzité pro genetickou modifikaci

Nezrala zrna jarniho jeCmene (Hordeum vulgare L., odrida Golden Promise) byla odebrana dva
tydny po opyleni a sterilizovana. Z nich byla nasledné sterilné izolovana nezrala zygoticka embrya
o velikosti pfiblizné 1,5 mm. Po odstranéni embryonalni osy byla embrya transformovana pomoci
kultury Agrobacterium tumefaciens, kmmene AGL1. Pro zvySeni UcCinnosti transformace byl do
bakterialni kultury pfidan acetosyringon a béhem inkubace embryi s bakterialni kulturou bylo po
dobu jedné minuty aplikovano vakuum.

Po tfidenni kokultivaci byla embrya pfenesena na médium indukujici tvorbu kalusu. Z
embryogennich kalusu, selektovanych na médiu s antibiotikem Hygromycin B, byly nasledné
regenerovany transgenni rostliny. Pfi pfesazovani z in vitro kultury do zeminy byla jejich transgenni
povaha ovéfena pomoci PCR. Analyzy potvrdily pfitomnost gent kédujicich antigeny (fGP a fHE)
fuzované s proteiny GFP nebo LTB, stejné jako pfitomnost selekéniho markeru hpt.

U vybranych transgennich linii generace TO0, identifikovanych jako pozitivni na zdkladé PCR
analyzy, byl dale stanoven pocet kopii transgenu metodou Southern blot. Tyto rostliny byly
nasledné dopéstovany ve skleniku za kontrolovanych podminek.

12.15. Jednoznac¢né udaje o tom, v €em se geneticky modifikovana vyssi rostlina liSi od pfijemce
nebo rodi¢ovského organismu:

12.15.1. zplsob a rychlost rozmnoZovani

Neni ovlivnéno zplsob a rychlost rozmnoZovani.
12.15.2. Sifeni v prostiedi

Neni ovlivnéno Sifeni v prostredi.

12.15.3. schopnost preziti

Neni negativné ovlivnéna schopnost preziti.

12.15.4. uginky na zdravi lidi, zvifat a Zivotni prostredi

Specificky rozdil transgennich linii je€mene oproti rodi¢ovskému organismu je v produkci virovych
antigent (fragment glykoproteinu z jarniviremie kaprl a fragment hemaglutinin esterasy z infekéni
anemie lososl), jejichz ucelem je vyvolat imunitni odpovéd u ryb pfi pouziti v rdmci oralni
vakcinace.

¢ Antigeny nemaji toxicky charakter.



¢ Nejsou znamy 7zadné nezadouci Ucinky na zdravi ¢lovéka, necilovych zZivocich( ani na Zivotni
prostredi.

¢ Transgenni linie jeCmene se LliSi pouze schopnosti exprimovat a akumulovat rekombinantni
virové antigeny, jinak je jeji chemické slozeni a fyziologie srovnatelna s plivodnim organismem.

12.16. Fenotypova stabilita geneticky modifikované vysSsi rostliny

Na zakladé péstovani transgenniho jeCmene s antigenmi fGP a fHE v uzavieném prostiedi ve
fytotronu a ve skleniku ur¢eného pro péstovani GM rostlin nebyly zjiStény zmény ve fenotypu
transgennich rostlin.

12.17. Jakakoliv zména schopnosti geneticky modifikované vysSi rostliny prenaset geneticky
material na jiné organismy v disledku genetické modifikace

NedoSlo ke zmeéné schopnosti modifikované rostliny prfenasSet geneticky material na jiné
organismy v dlsledku genetické modifikace. Pfenos vlozeného dédicného materialu jarniho
je€mene s antigeny fGP a fHE na jiné organismy neni v pfirodé mozny. Prfesto vSak budou
uplatnéna opatreni, ktera vylouci jakykoli pfenos genetické informace pfi pokusném uvadéni do
Zivotniho prostredi. Aby bylo zabranéno transferu vnasenych gent do Zivotniho prostredi, bude
transgennijarni jeCmen od veSkerého nepokusného jarniho jeémene potencionalné péstovaného
v blizkosti pokusného ,,GMO pole“ oddélovat izola¢ni vzdalenost minimalné 20 m. Misto vyseti
transgennich rostlin bude navic chranéno izolacnim obsevem konvencniho jarniho jeCmene
obdobné ranosti Sirokym minimalné 2,5 m. Porost bude ohrani¢en pfenosnym oplocenim
branicim vstupu zvére a oznacen viditelnymi cedulemi s napisem "POZOR - GMO - NEVSTUPOVAT
- NEZKRMOVAT, Neni ur¢eno ke konzumaci, krmeni! Zakaz pfedavani neopravnénym osobam!".
Na konci pokusu bude vSechna zbyvajici rostlinna hmota, véetné obsevu konvenéniho jarniho
jeCmene, zni¢ena rozdrcenim a zapravenim do pudy orbou. Vyskyt rostlin vze$lych z vydrolu bude
kontrolovan kazdy mésic béhem nasledujicich dvou let po ukon&eni pokusu.

12.18. Informace o kazdém mozném Skodlivém uUcinku geneticky modifikované vyssi rostliny na
zdravi lidi zpGsobeném genetickou modifikaci

Takovy Uc¢inek neni pfedpokladan. Navic rostliny z polnich pokusl nebudou pouzity k produkci
potravin ani nebudou béznou soucasti krmiv.

12.19. Udaje o bezpeénosti geneticky modifikované vy$si rostliny pro zdravi zvifat, zejména s
ohledem na jakékoliv Skodlivé uéinky zplsobené genetickou modifikaci, pokud ma byt geneticky
modifikované vyssi rostliny pouzito jako krmivo

JeEmen patfi mezi obilniny, které se v rybnikafstvi a akvakultufe pfilezitostné pouzivaji jako
doplrikova slozka krmnych smeési pro kapra obecného (Cyprinus carpio), obvykle spole¢né s
pSenici a kukufici. Neni podavan jako hlavni zdroj zivin, ale jako souc¢dst smési. Oproti jinym
obilnindm obsahuje vys$si podil vlakniny, zejména B-glukan( a polysacharid, na druhou stranu je
vSak je¢men pro kapra hlfe stravitelny (Burton a Fincher, 2012; Degani et al., 2008). Pfesto je
povazovan za bezpe€nou krmnou surovinu, pokud netvofi pfilis velky podil krmné davky. Dosud
nebyly popsany zadné toxické ucinky jeEmene na zdravi ryb; limitujicim faktorem je pouze nizsi
vyuzitelnost zivin a energie (Degani et al., 2008), ktera se v praxi mlzZe projevit nizsi rlstovou
ucinnosti, nikoli vS§ak ohrozenim zdravi.

Cilem studie je vyuziti nezralych zrn transgenniho jeémene ve formé lyofilizovaného prasku, ktery
bude podavan rybam bud ve formé kaSe, nebo zapracovany do pelet jako souc¢dst krmiva. Toto



krmivo bude slouzit pro experimentalni Ucely se zamérenim na sledovani aktivace imunitniho
systému ryb (veSkeré experimenty na rybach budou vykonany na Parazitologickém ustavu
Biologického centra AV CR v Ceskych Budé&jovicich, na Fakulté rybafstvi a ochrany vod Jiho¢eské
univerzity v Ceskych Budgjovicich a dale na Jihogeskym vyzkumnym centru akvakultury a
biodiverzity hydrocendz ve Vodnanech).

Transgenni jeCmen exprimuje proteiny, u nichz se nepredpokladaji Skodlivé ucinky vyplyvajici z
genetické modifikace.

e fragment GP je imunogenni glykoprotein virového plvodu. Jeho biologickym ucinkem je
stimulace tvorby neutralizacnich protilatek; neni znamo, Ze by vykazoval toxické &i jinak Skodlivé
ucinky u ryb.

* fragment HE - virovy glykoprotein (napf. z vir(l koronavir(l/influenzavird), jehoz biologicka funkce
souvisi s vazbou na receptory a Stépenim esterovych vazeb kyseliny sialové. V transgenni rostliné
se uplatni pouze jako antigen, nema toxické ucinky na ryby, pfi oralnim podani se rychle degraduje
protedzami.

e GFP - fluorescencni protein z meduzy Aequorea victoria, béZzné vyuzivany jako marker v biologii.
Je netoxicky, nepatogenni a bezpec€nost jeho vyuzitiv GMO je dlouhodobé dolozena.

¢ LTB podjednotka — netoxicka a slouzi jako mukdzni adjuvans, jeji bezpeénost byla opakované
dolozena vimunologickych studiich.

e hpt gen - kdduje enzym hygromycinfosfotransferazu, ktery je netoxicky a slouzi vyhradné jako
selekéni marker. Protein se u ryb neakumuluje ani nevyvolava patologické ucinky.

e Signalni peptid, linkery, epitopové znacky (6xHis, Myc, KDEL) jsou technické sekvence bézné
vyuzivané v molekularni biologii a nevykazuji negativni vliv na zdravi zvirat.

Na zakladé uvedeného lze konstatovat, Ze krmny substrat nepfedstavuje toxikologické ani
patogenniriziko pro ryby ani pro zivotni prostifedi. O¢ekavané biologické ucinky vyplyvaji vyhradné
ze zadmérné imunostimulacéni aktivity exprimovanych antigenl, coZ je cilem experimentu. V
pfipadé, Ze by se objevily jakékoli nezadouci ucinky na zdravi ryb, budou tyto skute€¢nosti pecliveé
zaznamenany a dalsi vyuziti transgenniho je€mene pro tento Ucel bude pfehodnoceno.

12.20. Mechanismus interakce mezi geneticky modifikovanou vySSi rostlinou a cilovym
organismem, pokud cilovy organismus existuje

Mechanismus interakce mezi geneticky modifikovanou rostlinou a cilovym organismem spociva
v oralnim podani mletych zrn je€mene obsahujicich standardizovany podil antigenu chovanym
rybam - kapru obecnému (Cyprinus carpio). Po poziti je antigen, tvofeny fragmentem virového
glykoproteinu nebo hemaglutinin esterasy, prezentovan mukdéznimu imunitnimu systému ve
stfeveé, kde dochazi k jeho rozpoznani antigen-prezentujicimi bufikami a nasledné aktivaci
specifické humoralni (IgM/IgT) i bunécéné imunitni odpovedi. Nicméné, zplsob interakce antigen(
s bufikami imunitniho systému ryb a aktivace jejich imunitniho systému a popsani vSech
pravodnich mechanismu je pfedmétem nasi studie a hlavnim dlivodem péstovani transgenniho
je€mene na poli ve vétSim méfitku.

12.21. Mozné zmény v interakcich geneticky modifikované vySsi rostliny s necilovymi organismy
plynouci z genetické modifikace




Nepredpoklada se zadny vliv na necilové organismy. Uvadéni tfech linii transgenniho jeCmene s
antigeny fGP a fHE do Zivotniho prostiedi je z tohoto hlediska bezpecné a nevyvola zadné zmeény
v interakcich s necilovymi druhy. Bude pozorovan vliv transformovanych rostlin na faunu a fléru s
cilem identifikace pfipadnych zmén interakci oproti béznému stavu.

OdUvodnéni tvrzeni

12.22.

Nepredpokladame vliv na prostredi, jelikoz:

- nejedna se o latky cizorodé zivotnimu prostredi

- antigeny fGP a fHE jsou v transgennich liniich je¢mene uloZzeny v endoplazmatickém
retikulu a v membranou obalenych proteinovych téliskach rostlinnych bunék, nejsou
vyluéovany do dalSich ¢asti bunky Ci rostliny, ¢iven zrostliny. U vSech transgennich linii se
antigeny fGP a fHE vyskytuji pouze v zrnech.

Pfipadné kfizeni s divokym typem jeCmene je zamezeno izolacnim pasem Sirokym
minimalné 2,5 m a izola¢ni vzdalenosti minimalné 20 m od pokusu. Navic, jeCmen je
samosprasny a pro opylovace minimalné atraktivni; vlozeny antigen neméni tvorbu pylu/
nektaru ani jeho nutri¢ni hodnotu. ZvySené riziko pro opylovace se nepredpoklada, ani se
nepredpoklada prenos pylu na jiné rostliny mimo vymezenu oblast péstovani.

Pristup lidi, zvére, ptakl a hlodavcl k transgennimu je¢meni bude zamezen oplocenim,
znacenim, omezenym vstupem do arealu a skladu, plotem, a plasickami. VSichni
pracovnici, ktefi pfijdou do kontaktu s GM materidlem budou fadné proskoleni.

Nahodnéd konzumace zrna s obsahem antigenu volné Zijicimi ZivoCichy a ptaky
nepredstavuje specifické riziko (dietarni protein; oCekava se traveni na peptidy).
Pravdépodobnost horizontalniho pfenosu z rostliny na mikroorganismy je zanedbatelna;
integracni/expresni elementy neudéluji selekéni vyhodu mikrobialnim populacim bez
souvisejicich promotorl kompatibilnich s prokaryoty (exprese dvou zakladnich c¢asti
transgenu je fizena vyhradné promotory funkénimijenom v rostlinnych burikach).

MozZné interakce geneticky modifikované vysSSi rostliny s nezivymi slozkami Zivotniho

prostredi

Nejsou predpokladany zadné interakce s nezivymi slozkami zivotniho prostfedi. Interakce s
nezivym prostfedim jsou podle soucasnych znalosti na urovni nemodifikovaného jarniho
je€Cmene.

13. Pracovisté a pozemky, na kterych bude uvadéni do zZivotniho prostredi probihat

13.1. Umisténi pozemku

13.1.1.

13.1.2.

13.1.3.

Kraj Olomoucky
Obec Mohelnice

Nazev katastralniho Uzemi a parcelni ¢islo 698032 — Mohelnice, p.¢ 2502/4 (pole), p.C.

2477 (sklad)

13.3. Velikost a vyuziti pozemku

13.3.1.

Celkova rozloha pozemku 14 919 m2

13.3.2. Velikost a poloha plochy, na které maji byt geneticky modifikované vySsi rostliny péstovany
(m2) 10300 m2



13.3.3. Velikost (m2) a zplsob vyuziti izolaéniho pasma kolem plochy péstovani geneticky
modifikované vyssi rostliny (vyznacit v planku)

Okolo celého pokusu bude vyset ochranny izolacni pas jarniho jeCmene Siroky minimalné 2,5 m.
Vyseta bude odrlida jarniho jeémene Francin. Celkova plocha vSech péstovanych jarnich
jeCment, véetné ochranného pasu, bude maximalné 10300 m2. Obsev bude zni¢en pfed, nebo
tésné po sklizni pokusu a to timto zplsobem: rozdrceni rostlin, podmitka, po vzejiti postfik
totalnim herbicidem a nésledné orba. Izola¢ni pasmo zamezi transferu modifikovanych gen( do
jinych nepokusnych rostlin jarniho je€mene. Transgenni je€men bude od veSkerého nepokusného
jarniho jeCmene péstovaného mimo experimentalni pole oddélovat izolacni vzdalenost
minimalné 20 m. Vyuziti pozemk v okoli a plan pokusu viz pfiloha ,,Plan polnich pokust®.

13.4. Vyuziti okolnich pozemkd

Vyuziti okolnich pozemkd je uvedeno v pfiloze “Plan polnich pokus(*

13.5. Vzdalenost pozemku od specifickych Uzemi (v metrech nebo kilometrech)

Posuzovana lokalita v Mohelnici se nenachazi na Zadném chranéném uzemi ve smyslu zakona €.
114/92 Sb. o ochrané pfirody a krajiny.

NejblizSim takto chranénym tzemim je chranéna krajinna oblast Litovelské Pomoravi, ktera byla
ziizena vyhlagkou MZP CR ¢&. 464 ze dne 29. fijna 1990. Jeji zapadni hranice probiha vychodné od
aredlu ve vzdalenosti pfiblizné 800 metri. CHKO ma rozlohu 96 km2 a na tomto Uzemi je
vyhlaseno celkem 26 maloploSnych zvlasté chranénych dzemi.

13.5.1. Zvla5té chranéna uzemi'?

Nejbliz§im takto chranénym Uzemim je chranéna krajinna oblast Litovelské Pomoravi. Zapadni
hranice CHKO Litovelské Pomoravi probihd vychodné od aredlu ve vzdalenosti pfiblizné 800
metrQ.

13.5.2. Ochrannéa pasma vodnich zdrojd
Nevyskytuji se v blizkém okoli.
13.5.3. Vodni toky, vodni nadrze

V blizkosti pokusného pole se nachazi vodni tok Ujezdka — potok o primérné $ifce biehové linie 4
m a hloubce cca 1.5 az 2 m (viz pfiloha ,,Plan pokust“) a bezejmenny vodni Utvar (odvodriovaci
strouha, vétSinu roku zcela sucha). Pokusné pole se nevyskytuje v zaplavové oblasti.

13.5.4. Uzemi obhospodarovana v ekologickém zemédélstvi'
Pozemky v ekologickém zemédélstvi v blizkém okoli nejsou

13.6. Zplsob zabezpeceni pozemku

13.6.1. Zabezpedeni pozemku proti neopravnénym osobam

Proti vstupu neopravnénych osob bude pozemek opatfen Ctyfmi vystraznymi cedulemi,
umisténymi v rozich pozemkl "POZOR - GMO - NEVSTUPOVAT - NEZKRMOVAT- CHEMICKY
OSETRENO*. V pfipadé, Ze to bude z pohledu organizace pokusu nutné, bude pouzito vice ceduli
tak, aby bylo vidét z jedné na druhou. Pokusnd lokalita s GM jarnim jeémenem bude obseta
minimalné 2,5 pasem porostu jarniho je€mene okolo celého pokusu, a tim bude pfimy pfistup k
pokusnym plocham omezen.



Pozemek s GMO jeémenem bude bezpecéné oplocen pletivem.

Cely areal, za kterym se pozemky nachazi, je zabezpecCen proti vniknuti neopravnénych osob
(vstup na kartu). Na pokusny pozemek je mozny pfistup jen z tohoto zabezpeceného arealu. V
tomto zabezpeCeném arealu se nachazi GM sklad na parcelnim Cisle 2477 (zastavéna plocha a
nadvofi).

13.6.2. Zabezpeceni pozemku proti zvefi

Pokusna plocha s vysevem jarniho jeCmene bude bezpecné oplocena ohradovym pletivem do
vySky 120 cm. Bezpecnost zajisti i obsev porostu jarniho je€mene v Sifce 2,5 m okolo celého
pokusu. Pozemek s je€menem bude bezpecné oplocen pletivem. Cely areal, na kterém se
pozemky nachazi, je zabezpecen proti vniknuti.

13.6.3. Zabezpeceni pozemku proti splachu

Na rovinatém terénu pokusného pozemku nepredpokladame riziko splachu. Pokusné pole se
nevyskytuje v zaplavové oblasti.

13.7. Popis ekosystému v misté pozemku

13.7.1. Typ pudy

Hnédozem (hnédozem modalni slabé oglejena)

13.7.2. Vodni rezim v€etné zavlazovani

Vodni rezim je pfirozeny a v misté pokusu se nezavlaZuje
13.7.3. Klimatické podminky

Mésto Mohelnice lezi v nadmorské vySce 280 m v klimatické oblasti T 2 tepla, mirné sucha s
mirnou zimou. Priimérna roc¢ni teplota je 8,5 0 C. Ve vegetacnim obdobi je prim. teplota 14,0 0 C.
Prameérny ro¢ni hrn srazek v této oblasti je 650 mm, z toho ve vegeta¢nim obdobi (IV. - IX.) 380-
390 mm, a mimo né&;j 280 - 290.

13.7.4. Fléra v€etné zemédélskych plodin

Bézné polni plevele - merliky, lebedy, pchace, svizel, laskavec, rdesna, svlacce, pyr plazivy, jezatka
kufi noha a dalSi. Pozemek se nyni nevyuziva k produkénimu péstovani plodin.

13.7.5. Fauna vcetné hospodarskych a migrujicich zvirat

Na lokalité predpokladat z entomologického hlediska vyskyt béZznych druhd, véazanych na
péstované plodiny a zemédélsky vyuzivanou pudu (jedna se predev8im o msice, tfasnénky,
plostice).

13.9. Relevantni Udaje tykajici se prfedchozich pfipadd uvadéni do Zivotniho prostfedi stejné
geneticky modifikované vyssi rostliny, pokud existuji, zejména ve vztahu k moznym vlivim na
zdravi lidi a zvifat, Zivotni prostiedi a biologickou rozmanitost

Nevztahuje se.

15. Opatieni na ochranu zdravi lidi, zvifat, Zivotniho prostiedi a biologické rozmanitosti a
nakladani s odpadem



15.4. Monitoring

Béhem vegetacniho obdobi a dva mésice po sklizni bude sledovan 1x mési¢né pfipadny rlst
je€Cmene v arealu zadatele mimo pokusné pole pro pfipadny vyskyt GM jeCmene. V pfipadé
vyskytu rostlin jemene mimo pokusné pole bude odebran list z rostliny (zbytek rostliny bude
odstranén; viz vySe) pro izolaci DNA a stanoveni modifikace pomoci postupl uvedenych v
metodach.

Monitoring pfipadného ristu jeCmene v arealu Zadatele mimo pokusné pole bude probihat v
pfimém okoli pole (do vzdalenosti cca 5 m od pokusného pole). V pfipadé havarie bude cca 5 m
od mista pfipadné havarie po dobu dvou let sledovan taktéz vyskyt rostlin vzeSlych z vydrolu zrna.

15.4.1. Metody zjiStovani pfitomnosti geneticky modifikované vyssi rostliny a monitorovani jejich
ucinkd na ekosystém

Ovéreni modifikace bude provadéno pomoci postupti uvedenychv12.13.2. BEhem pokusu budou
plochy z agronomickych a pokusnych dlvod( pravidelné navstévovany, a to alespon jednou za
¢trnact dni. Tyto kontroly umozni, aby byl monitorovan vyvoj rostlin a bylo zabranéno rozsifovani
modifikovaného rostlinného materialu. Pozorovani budou probihat tak, jak je popsano v Planu
monitoringu v bodu 5.4.

Po skon¢eni pokusu bude pokusna plocha navstévovana kazdy mésic béhem nasledujicich dvou
let za ucelem monitoringu vydrolu. Pokud by néjaky vydrol byl nalezen, byl by jesté pfed metanim
odstranén ruc¢né nebo aplikaci totalniho herbicidu. V zajmu usnadnéni kontroly pfipadného
vydrolu nebude néasledujici dva roky na daném poli péstovdana komeréné zadna obilovina.

15.4.2. Specificita metod identifikace geneticky modifikované vySsi rostliny a odliSeni geneticky
modifikované rostliny od darcovského organismu, pfijemce, pfipadné rodiCovského organismu,
citlivost a spolehlivost téchto metod

Pro polni pokusy byly vybrany tfi homozygotni linie AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-
S2-1-1 a AsGLOp::HE_GFP-OM-4A-3. Potomstvo téchto rostlin obsahuje transgeny (popsano v
kapitolach 12.2 az 12.5), jejichz pfitomnost v genomu jeCmene lze prokazat metodou PCR a
sekvenovanim (viz kapitola 12.13.). Tyto rychlé, jednoduché a spolehlivé metody tudiz
jednoznacné odlisi geneticky modifikované linie AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-S2-
1-1 a AsGLOp::HE_GFP-OM-4A-3 od vSech netransgennich rostlin.

15.4.3. Techniky (metody) detekce pfenosu vlozeného dédi¢ného materialu na dalSi organismy

Ovéreni modifikace bude provadéno pomoci postupl uvedenych v 12.13.2., véasna detekce
pomoci pravidelného monitoringu (15.4.)

15.4.4. Plocha, na které bude monitoring provadén

Monitoring bude probihat dle planu monitoringu, viz bod 15.4, na misté pokusu a v jeho nejblizSim
okoli.

Monitoring bude také provadén na misté pfipadné havarie a v jeho nejbliz§im okoli.
15.4.5. Doba trvani monitoringu

Monitoring bude probihat dle planu monitoringu, viz bod 15.4 kazdy rok b€hem pokust (od seti do
ukonceni pokus() a poté béhem dvou let od ukoncéeni pokusu.

15.4.6. Cetnost monitoringu



dle Planu monitoringu, viz bod 15.4

15.5. Nakladani s odpady v€etné odstranovani geneticky modifikovanych, vysSSich rostlin

Odpad z geneticky modifikovanych rostlin vyprodukovanych z pokusu (vSechny vegetativni ¢asti
rostlin) bude na konci pokusu zni¢en rozdrcenim a zapravenim do pldy stfedni orbou. Izola¢ni
obsev konvenéniho jarniho jeémene bude timto zplisobem rovnéz zni¢en. Sklizeny transgenni
jeCmen se nedostane do potravinového ani do bézného krmivového fetézce. Odstrariovani vzork(
uréenych pro analyzy bude probihat v laboratofi aktreditované pro nakladani s GMO na pracovisti
vyzkumné skupiny rostlinného inzenyrstvi a biotechnologie, CATRIN, UP Olomouc, Slechtiteld 27,
budova H, 2. podlazi (laboratof 2.39), a to autoklavovanim GMO, jak je uvedeno v provoznim fadu
daného pracovisté.

Shrnuti ochrannych opatieni

VS8echna ochranna opatfeni jsou v souladu se zakonem ¢€.78/2004 Sb. (aktualnim znéni).
Transgenni zrna a vzorky budou pfemistovany mezi CATRIN (vyzkumna skupina rostlinného
inzenyrstvi a biotechnologie), UP Olomouc, budova H, Slechtiteld 27, 783 71 Olomouc a mistem
realizace polnich pokusti a skladem - firmou Usovsko a.s., USOVSKO AGRO s.r.o. a MOHELNICE
AGRO s.r.0.

Preprava vzork(l bude zajisStovana tak, aby béhem prepravy nevznikla Zadna rizika. GM material
bude fadné oznacen, umistén ve dvojitych plastovych boxech/ obalech. Pfevazejici bude mit dale
s sebou havarijni plan v a lopatku, smetacek a autoklavovatelny pytel pro pfipad havarie.
Odebrané vzorky a zrno GM rostlinného materidlu budou fadné oznaceny tak, aby nemohlo dojit
k jejich zaméne a pfi pfevozu zabezpeceny proti Uniku do prostfedi. Aby bylo zabranéno transferu
vnasenych genl do Zivotniho prostfedi, bude modifikovany jarni jecmen od veskerého
nepokusného jarniho jeEmene (j. vyskytujiciho se mimo pokusné ,,GMO pole“) oddélovat izolaéni
vzdalenost minimalné 20 m. Pozemek s GMO jeEmenem bude bezpené oplocen pletivem. Cely
areal, za kterym se pozemky nachazi, je zabezpecen proti vniknuti neopravnénych osob (vstup na
kartu). Na pokusny pozemek je mozny pfistup jen z tohoto zabezpeceného arealu. V tomto
zabezpeceném aredlu se nachazi GM sklad na parcelnim Cisle 2477 (zastavéna plocha a nadvofi).
Sklad zrna bude uréen vyhradné pro skladovani GM semen je€mene, pfistup do skladu bude
evidovan a omezen (uzamcen, vstup bude umoznén pouze tfem osobam), sklad bude fadné
oznacen a okna ve skladu budou opatfena siti. Misto pokusu bude navic chranéno izolaénim
obsevem konvenéniho jarniho je¢mene obdobné ranosti Sirokym minimalné 2.5 m. Porost bude
ohrani¢en oplocenim branicim vstupu zvéfe a oznacen viditelnymi cedulemi s napisem "POZOR -
GMO - NEVSTUPOVAT - NEZKRMOVAT- CHEMICKY OSETRENO. Neni uréeno ke konzumaci,
krmeni! Zakaz predavani neopravnénym osobam!". Plan monitoringu bude realizovan béhem
pokust a po jejich skonéeni, jak je uvedeno viz plan monitoringu (bod 15.4). Monitoring bude
probihat na pokusném pozemku a v jeho nejblizS§im okoli. Monitoring bude také provadén na misté
pfipadné havarie a v jeho nejblizSim okoli. Na konci pokusu bude vSechna zbyvajici rostlinna
hmota, véetné obsevu konvencéniho jarniho jeémene, zni¢ena rozdrcenim a zapravenim do pldy
orbou. Nasledujici dva roky nebude na pokusné ploSe péstovan zadny komerénijarni jeGmen.

16. Shrnuti informaci o planovanych polnich pokusech provadénych za ucelem ziskani

novych tdajti o vlivu uvadéni geneticky modifikované vyssi rostliny do Zivotniho prostfedi na
zdravi lidi, zvifat a zivotni prostredi

Ugelem uvadéni homozygotnich linii jeémene AsGLOp::GP_GFP_S2-1-6, AsGLOp::GP_LTB-S2-1-
1 a AsGLOp::HE_GFP-OM-4A-3 na pracovisti Usovsko a.s., USOVSKO AGRO s.r.0., katastralni



Uzemi Mohelnice, obec Klopina do zivotniho prostfedi je namnoZeni osiva, pficemz vétsi ¢ast zrn
bude sklizena jiz ve stadiu mlécné zralosti a dale zpracovana na jemny lyofilizovany prasek urceny
k oralni imunizaci kaprt a pstruhd.

Ugelem pléanovaného nakladani s geneticky modifikovanymi rostlinami je analyzovat G&inek
rekombinantnich antigen( viru jarni virémie kapr( a viru infekéni anémie lososu, produkovanych
transgennimi homozygotnimi liniemi jeCmene, na aktivaci imunitniho systému ryb. Cilem je
rovnéz ovéfit, zda oralni podani zpracovanych zrn transgenniho jeCmene vede ke zvySeni odolnosti
imunizovanych ryb v(c¢i uvedenym virovym onemocnénim, a to v rdmci projektu ,Rostouci obor :
Posun poznani slizniéni imunity ryb prostfednictvim molekularniho zemédélstvi“ (GACR, &islo
projektu: 24-130268S).

V pribéhu péstovani modifikovaného jeCmene bude provadéno také ovéreni bezpecénosti vici
Zivotnimu prostfedi a sledovani pfipadné zmény schopnosti pfeZiti, nebo Sifeni v ramci prostiedi
se zaméfenim na cilové i necilové organismy.



