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Slechtitelské techniky pouzivané k navozeni nové genetické variability

» Pfirozena hybridizace — fizena hybridizace (Kolreuter, 1761) — vzdalena hybridizace
(mezidruhova, mezirodova, pomoci laboratornich technik lze zkfizit nekompatibilni genotypy).

« Spontanni mutageneze — indukovana mutageneze.
* Indukce polyploidu (stabilizace genomu, obnova fertility u vzdalenych kfizencu).
* Rostlinné explantaty (fuze protoplastu, somaklonalni variabilita).

 Genetické transformace:

= Transgenodze, intragendze (vkladani sekvenci DNA ziskanych z jiného organismu do
genomu hostitelského organismu, misto zaClenéni je nahodné).

= EditaCni techniky — umoznuji fizené navozeni zmén genetické informace.
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Geneticka modifikace — cilena zména, které bylo dosazeno vnesenim cizorodého dédicného materialu do
dédicného materialu organismu, nebo vynétim Casti genetického materialu organismu.

(Zakon ¢. 78/2004 Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty definuje
GMO jako organismus, jehoz dédicny material byl zménén genetickou modifikaci).
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1983 — prvni publikovana zprava o uspesné geneticke
transformaci, prenos chimérického genu pro
rezistenci ke kanamycinu pomoci Ti-plazmidu do
bunék tabaku (M. Van Montagu, J.Schell).

1987 vytvorena GM odruda rajCete (firma Calgene, USA)
s prodlouzenou trvanlivosti plodu indukovanou
zpetnym genem pro produkci enzymu
polygalakturonazy, ktery rozklada pektin
v bunécnych sténach (prodlouzeni skladovatelnosti

zralych plodu).

1994 — schvaleni GM rajCete Flavr Savr pro komercni
vyuziti v USA, prodej do roku 1997.

1996 — 1999 prodej rajcatového protlaku z GM plodu v UK.

1996 — na trhu osm transgennich plodin (kukufice, fepka,
bavinik, soja).

2006 — 11 transgenich plodin, 25 zemi, plocha cca 100 mil.
ha.

2020 — transgenni plodiny na cca 190 mil. ha.

45days 20days 10days

Image shows three sets of tomatoes. The ordinary control
tomatoes (extreme left) soften and shrivel up, while texture
of gene-silenced tomatoes remains intact for up to 45 days.

Photo credit: Asis Datta, Subhra Chakraborty, National Institute
of Plant Genome Rasearch, New Delhi
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Postup pri genetické transformaci

1. lzolace cilovych genu a jejich klonovani pomoci vektoru (plazmid).

2. Transformace rostlinnych bunék — nepfimé metody s vyuzitim bakterii rodu Agrobacterium. Pro
transformaci se pouzivaji plazmidy, do kterych jsou vloZzeny cilové geny a geny pro selekci
transformovanych bunék. Primé metody vyuzivaji fyzikalni postupy pro vneseni cizorodé DNA do
bunecnych jader.

3. Selekce bunék/rostlin s genetickou modifikaci —markeroveé
geny umoznuji selekci transformovanych bunék, obvykle
rezistence vuci antibiotikim, gen pro enzym metabolizujici
manozu, atd.

4. Regenerace transformovanych rostlin z vyselektovanych
bunek, prevod rostlin do nesterilniho prostredi.

5. Kontrola funkCnosti a stability vneseného genu — generativni
mnozeni transgenni rostliny, sledovani moznych vedlejSich
efektl transgendze na rust a vyvoj rostliny.

6. Pouziti transgenniho genotypu v klasickém Slechtitelském
procesu — hybridizace s bézné péstovanymi odridami,
selekce potomstev.

(Roundup Ready séja, USA 2019)
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Mozné vyuziti genetickych transformaci ve slechteéni rostlin

1. tolerance k herbicidum (sdja, bavinik, kukufice,
fepka, cukrovka, vojtéska),

2. rezistence vuc¢i skudcum (kukufice, bavinik, sdja,
lilek),

3. rezistence vUucéi chorobam (papaja, cukrovka),

4. zlepSeni nutricni kvality — Skrob, vitaminy, snizeny
obsah antinutriCnich latek (ryze, brambory),

5. zlepSeni technologické kvality (brambory, fepka, soja,
jablka)

6. tolerance k abiotickym stresum (kukurice — sucho),

/. navozeni pylové sterility (Cekanka, repka, kukufice —
hybridizaCni systém barnaza-Barstar),

8. okrasné rostliny — nové barvy kvétu, prodlouzeni doby

FLORIGENE Moonshade™ FLORIGENE Moonshadow™ *

kvete n |’ . * Available in single flower Chinese mini camations, or spray form

(www.florigene.com)




Tolerance k glyfosatu

Byla ziskana vlozenim cp4 epsps sekvence z Agrobacterium ssp. pro syntézu modifikovaného enzymu
EPSPS (5-enolpyruvylSikimat-3-fosfatsyntaza). Tento enzym je dulezity pro syntézu nékterych
aminokyselin (fenylalanin, tryptofan). Modifikovany enzym neni glyfosatem inhibovan.

Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens.

Roundup Ready fepka (1995 — Kanada; 1999 USA), séja (USA 1996), kukufice, bavina, cukrovka,
vojtésSka, pSenice a Cirok.
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Bt plodiny — obsahuji cry geny z Bacillus thuringiensis pro syntézu Bt toxinu.

B. Thuringiensis — pudni bakterie, ktera pfi sporulaci tvofi v bunce specifické bilkoviny (Cry-
proteiny). Cry-proteiny maji krystalickou formu a po pozieni hmyzem se za urcCitych okolnosti
rozpusti. Jejich rozpustnost je ovlivnhéna pH hodnotou travicich stav. Rozpusténa bilkovina se
specificky navazuje na receptory bunék vystelky travici trubice, coz vede k naruSeni
bunécnych membran a nasledné k uhynu hmyzu.

Vysoka specificnost toxicity je podminena specificnosti reakce Cry-proteinu s receptory.
Uginky jednotlivych gent pro Cry-proteiny jsou omezeny na Uzkou skupinu hmyzu, napf.
Cry1a skupina — Lepidoptera; Cry3 skupina — Coleoptera.

1902 — B. thuringiensis zpusoboval uhyn housenek bource morusového v Japonsku,
1911 — izolovan Bt toxin z moucénych Cervu,
Od roku 1930 — komerc¢ni produkce preparatu Sporein (bioinsekticid)
1987 — Bt tabak s odolnosti vic¢i mufe Manduca sexta
Od roku 1995 — komeréni péstovani Bt plodin (kukufice, bavina, sdja)
cry1Ab, cry 1AC, cry9C proti zavijeCi kukuficneému (Ostrinia nubilalis)
cry3Bb proti bazlivci (Diabrotica virgifera)
cry1Ac proti Skidcum baviniku (Cernopaska bavinikova).
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Global Area of Biotech Crops, 1996 to 2017: Industrial and
Developing Countries (Million Hectares, Million Acres)
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Global Area of Biotech Crops, 1996 to 2017: By Trait

(Million Hectares, Million Acres) Tolerance k herbiciddm
(glyfosat, glufosinat,
sulfonyl-mocoviny)
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Global Adoption Rates (%) for Principal Biotech Crops
(Million Hectares, Million Acres), 2017
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Po roce 2000 rozvoj dalSich technik umoznujicich navodit zmény v genetické informaci organismu.

» Techniky navozujici rozstépeni DNA na specifickém misté — zmény DNA na urovni jednoho
nebo vice nukleotidu (odstranéni, nahrada, viozeni, pfimé nebo s pouzitim DNA/RNA templat().
Vysledkem je dédiCnha zména funkce genu, ktera se projevi na fenotypu. Editace genomu
pomoci nukleaz (meganukleazy, zinkoveé prsty, TALENs a CRISPR/Cas9), cilena mutageneze
pomoci oligonukleotidu.

» Techniky navozujici epigenetické zmeny — nepostihnou vlastni sekvenci DNA, ale ovlivni jeji
transkripci (prepis) do RNA. Tyto zmény jsou obvykle ¢astecné dédiéné (metylace DNA, zmény
vV expresi genu, napf. navozeni pyloveé sterility).

» Techniky zamérené na zmény RNA — kratkodobé, nedédicné.

« Agroinfiltrace (uméla infekce Agrobacterium tumefaciens, prenos transferové DNA z bakterie a
jeji exprese, nedédicné zmény).
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CRISPR/Cas

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) jsou useky
bakterialni DNA obsahuijici kratkeé repetice
nukleotidu, které slouzi pro vytvoreni
specifickych RNA. Tyto RNA jsou schopné
vyhledat DNA bakteriofagu a pomoci
specifickych enzymu (nukleaza Cas9) ji
rozstépi a tim zneSkodni (pfirozeny zpusob
obrany bakterii proti bakteriofagum).

Po uprave lze CRISPR / Cas systém
spolecné s doprovodnymi RNA pouzit pro
stépeni DNA v konkrétnim misté a jeji editaci
— cilené zmény, opravy defektnich sekvenci,
vkladani novych usekd.

| navadéci
fetézec (JRNA)

nukleaza Cas9
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(Moravec T., 2017, Vesmir, 96,10) mm



NBT

* Nove techniky Slechténi se od sebe navzajem vyznamné liSi, netvori
homogenni skupinu.

* Presnost a kontrola navozeni zmén je vétSi nez u bézného slechténi nebo
transgenoze, u nékterych nedochazi ke vlozeni cizorodé DNA.

« Zasahy do DNA pomoci NBT jsou na rozdil od transgenoze obtizné
detekovatelné, nemusi byt odliSné od indukované mutageneze.
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Priklady komerénich produktua vytvorenych pomoci NBT

Jablka (RNAI)
« nehnédnouci plody (Arctic® apples — prodej rozkrajenych jablek).

Brambory (TALENS)
» snizeny obsah rozpustnych cukru v hlize, vys$Si kvalita, lepSi skladovatelnost,

Soéja (TALENS)
« zvyseni nutricni kvality oleje, vice kys. olejové, bez trans-nasycenych mastnych kyselin.

Zampiony (CRISPR/Cas)
« vyfazeni genu pro polyfenol oxidazu — nehnédnouci plodnice, delSi skladovatelnost.

@& MENDELU
@ Agronomicka
@® fakulta
&




GMO produkty jsou posuzovany z hlediska
bezpecnosti pro péstovani, zivotni prostredi a zdravi
clovéka pri__konzumaci, hodnoti se konkrétni
vlastnosti (napr. Bt plodiny se posuzuji podobné jako
insekticidy). Schvalovaci proces je obvykle ukoncCen
do dvou let.

Pokud se neprokaze skodlivost, produkty se mohou
pouzivat bez omezeni. Od roku 2022 musi byt
potraviny pochazejici z transgennich organismu
oznacovany logem, které upozornuje, ze byl pouzity
material ziskany biotechnologiemi.

Stejny pfistup k produktim NBT, ty bez vlozené
cizorode DNA jsou bez legislativhich omezeni.

V Evropé hodnoceni rizika zahrnuje posouzeni
moznych primych i nepfimych Skodlivych ucinku GM

produktll na zdravi Clovéka a zvirat, na zivotni
prostredi a biologickou rozmanitost.
Je uplatnovan pristup predbézné opatrnosti.

Neposuzuji se pouze vlastnosti produktu, ale take
metody pouzité pro ziskani modifikace. Na zakladé
védeckého stanoviska Evropska komise vypracuje
navrh, ktery predklada ¢lenskym statam k hlasovani.

Schvaleni jen pro dovoz a zpracovani, nebo pro
proces trva 6 a vice let. Zakazy péstovani
povolenych GM na narodni urovni.

PozZadavky na dohledatelnost puvodu a oznacovani
schvalenych GM produktd napfi¢ potravinovym
retéezcem. V pripade péstovani musi drzitel provadét
monitoring vlivu GM plodin na zivotni prostredi.



V roce 2018 Evropska komise rozhodla, ze Smernice 2001/18/ ES o zamérném uvolnovani
geneticky modifikovanych organismu do zivotniho prostfedi se tyka také organismu ziskanych
novymi Slechtitelskymi technikami (NBT/NGT).

Ty, které se pouzivaly pred platnosti smérnice, tj. indukovana mutageneze zarenim nebo
chemikaliemi a bunécna fuze, byly vyjmuty.

Stavajici legislativni pravidla nejsou vyhovujici, pripravuje se novelizace.
PoZadavky na posuzovani vlastnosti produktu, ne zpusobu, jakym byl vytvoren.
Genotypy, které nenesou cizorody geneticky material by nemeély byt povazovany za GM.

Problémy s detekci modifikaci, spolehlivé Ize detekovat pouze znamé mutace.
Pouziti sekvencovani, pripadne metabolické a proteomické metody.
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Rizika péstovani GM plodin

« ,unik® transgenu — riziko pfenosu genu v ramci plodiny, mezi plodinami, mezi plodinou a planymi
nebo plevelnymi druhy, vliv na ekosystem,

* neoCekavany pleiotropni efekt transgenu, vznik neoCekavanych toxickych nebo alergennich
produktd,

« vySSi zavislost zemédélcu na Slechtitelskych/semenarskych firmach,
 organizacni/administrativni naroc¢nost, moznost kontaminace klasickych produktu,
* neduvéra spotrebitell, problémy s odbytem.

Prinosy péstovani GM plodin

» jednodussi a levnegjsSi technologie pestovani,

* snizeni vlivu na zivotni prostredi,

« produkce potravin s vyssi nutricni hodnotou,

« produkce prumyslovych surovin, leku, vakcin...

Prinosy pro slechténi — nové viastnosti neziskatelné konvencnimi postupy. j§ MEHDECY
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Abiotické stresové faktory:

« nedostatek/nadbytek viahy,

* nizka/vysoka teplota,

* nevhodné pH pudy,

* nedostatek zivin,

« zasoleni pudy,

» vySSi koncentrace toxickych prvkd v pudé.
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Zvysovani tolerance rostlin pomoci NBT

1. Studium fyziologickych a biochemickych procesu u rostlin vystavenych stresu.

2. ldentifikace kandidatnich genu a transkrip€nich faktort zapojenych do stresové reakce.
3. Modifikace téchto genu s cilem zvysit toleranci rostlin.

4. Hodnoceni modifikovanych rostlin.

Tolerance k suchu

1. Omezeni dehydratace — schopnost rostliny udrzet vysokou uroven hydratace pletiv v podminkach
stresu suchem, a to zvySenim pfijmu vody kofeny nebo sniZzenim vydeje. Transpirace muze byt
kratkodobé redukovana pomoci uzavirani pruducht nebo dlouhodobé&ji omezenim rastu rostliny.

2. Schopnost tolerovat dehydrataci v podminkach silného stresu souvisi se schopnosti udrzet turgor
lepSi osmoregulaci, nebo ochranit bunéCné stéeny a membrany pred poskozenim akumulaci
ochrannych proteinu, cukrl a antioxida¢nich latek.
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Osmoprotektanty
Gen SacB z Bacillus subtillis kodujici enzym levansukrazu, ktery podminuje syntézu a akumulaci fruktanu —
rozpustné polysacharidy se schopnosti depolymerace a opétné polymerace.
Bakterialni gen pro cholindehydrogenasu produkuje enzym indukujici syntézu glycin betainu (trtina).
Zvyseni syntézy prolinu (citrusy).

Antioxidanty
Omezeni oxidativniho stresu pomoci latek odstranujicich kyslikové radikaly. Napf. superoxiddizmutaza
(vojtéska).

Ochrana bunécnych membran
Geny navozujici zmény ve slozeni lipidd, udrzeni semipermeabilni funkce, nizsi ztraty vody.

Komercni vyuziti:

Kukufice Genuity@Drought Guard — vloZzeny gen z B. subtilis, ochrana stability RNA a procesu translace
béhem stresu suchem. Povoleno pro péstovani v USA, Kanadé a Japonsku, dovoz do EU.

So6ja Verdeca — pfenos genu pro transkrip€ni faktor Hahb-4 ze slunecnice, regulace dehydratace. Povoleno
pro péstovani v USA, Argentiné a Brazilii.

Trtina — zvySeni syntézy glycin betainu, zatim bez komer¢niho vyuziti.
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Dékuji za pozornost

Verejna konzultace EK k novym technikam ve Iechténi
Legislation for plants produced by certain new genomic techniques (29 April — 22 July 2022)
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