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1. Abstrakt

Genetické inzenyrstvi (GI) rostlin je téma velice aktudlni, a stale vice kontroverzni,
nebot’” se stavd neodmyslitelnou soucasti Zivota nas vSech. GI ma, kromé jiného, velky
potencial pomoci vyftesit aktudlni otazku hladu a podvyzivy v ur¢itych castech svéta. Tato
prace ma za cil objasnit, co jsou geneticky modifikované (GM) rostliny, piedstavit moznosti
praktického vyuziti GM rostlin, zpiisoby piipravy a zvazit jejich vyhody a ptfipadna rizika.
GM rostlinou rozumime rostlinu, které byla cilené zménéna geneticka informace vnesenim ¢i
vyjmutim ¢asti genetické informace (Gseku DNA, zpravidla genu). Nejvice pouzivané metody
transformace jsou transformace pomoci Agrobacteria tumefaciens a balistickou metodou. GM
rostliny se mohou vyuzivat pro produkci potravin a krmiv v lepsi kvalité a vétsi kvantité, diky
navozené vys$i odolnosti, at’ uz vuci stresu biotickému (vic¢i napadeni Skiidcem, virem,
bakterii..), tak vi¢i abiotickému (sucho, salinita, toxické latky v ptde¢,..). Zejména odolnost
vici abiotickému stresu je aktudlni problém, nebot’ diky ménicim se klimatickym podminkdm
nckteré regiony stale vice trpi nedostatkem srazek a naslednym suchem. Nékteré GM rostliny
pestované pro produkci potravin také maji lepsi nutricni vlastnosti, coz mize pomoci vyiesit
problém s nedostatkem urcitych slozek potravy v zemich tietiho svéta. Dale se vyuZzivaji GM
rostliny pro produkci riznych proteind a enzymi pro lékaistvi a technicky primysl. Jako
mozna rizika jsou uvadéna naptiklad pfenos genli mezi transgennimi a netransgennimi
rostlinami stejného nebo jiného druhu, naruSeni potravnich fetézcti, vznik agresivnich pleveli

a mohou se objevit nové alergeny ¢i toxiny.

Kli¢ova slova: genetické inzenyrstvi, geneticky modifikované rostliny, Agrobacterium

tumefaciens, balistickd metoda



Abstract

Genetic engineering (GI) of plants is a very current topic, and more and more
controversial, since it is becoming an inseparable part of our lives. GI has, among other
things, a great potential to help solve the current problem of hunger and malnutrition in
certain parts of the world. The goal of this project is to clarify what genetically modified
(GM) plants are, to present the possibilities of their practical use, to explain methods of
preparation and to consider their advantages and eventual risks. By GM plant we understand a
plant whose genetic information has been changed by introducing or removing part of the
genetic information (a section of DNA, generally a gene). The most frequently used methods
of transformation are the transformation by Agrobacterium tumefaciens and the balistic
method. GM plants can be used for production of food or feed in better quality and greater
quantity, thanks to an introduction of higher resistance, whether it is to biotic stress (pest,
virus or bacterial resistance) or to abiotic stress (drought, salinity, toxic substance in the
ground..). In particular, the resistance to abiotic stress is an important issue these days, since
through the climate changes some regions suffer more and more from insufficient
precipitation and consequent drought. Some of the GM plants grown for the production of
food have better nutrition qualities which can help solve the problem of insufficiency of some
food components in the third world countries. Further, GM plants are used for the production
of various proteins and enzymes for medicide and in technical industry. The possible risks of
cultivating GM plants are for example the transfer of genes between transgenic and non-
transgenic plants of the same or different species, food chain disturbance and the possibility of

the emergence of new allergens and toxins.

Keywords: genetic engineering, genetically modified plants, Agrobacterium tumefaciens,

balistic method



2. Uvod

Lidé¢ zacali slechtit plodiny jiz pied né€kolika tisici lety pomoci nejjednodussiho zpiisobu
Slechténi — podle vzhledu, viin€, chuti a Grody vybirali nejvhodnéjsi jedince, jejichz semena
pouzili pro vysev v dalsim roce (Kraus 2010).

Pozd¢ji se clovek naucil mutacni rychlost a pocet mutaci zvySovat vysokoenergetickym
zéatenim nebo chemickymi latkami. Takto vznikly napiiklad rizové bezjaderné grapefruity.

V 60.letech 20.stoleti prob¢hla tzv. Zelena revoluce, kterd se vyznacovala velkym
nartstem zemédélské produkce diky novych technologickym postupiim a diky pouziti
trpasli¢ich odrid pSenice, ryze a kukufice s vysokym podilem vynosu. Tato revoluce
pomohla nékterym zemim vyfeSit problém s nedostatkem potravy a stit se potravné
sobéstatnymi. Lidska populace vSak stdle roste a nedostate¢né zdroje potravy se opét stavaji
Vv produkci a pomoci tim uspokojit poptavku (Slater et al. 2008).

Za zrod GI, jak ho chiapeme dnes, miizeme povazovat rok 1973, kdy védci Cohen a
Boyer Gspé$né vnesli gen z Zaby do bakterie (Bera 2009). Pro rostliny se GI zacalo pouzivat
az v roce 1983 v souvislosti s bliz§im poznanim mechanizmu transformace rostlinnych bunék
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens (Van Haute et al. 1983; Klee et al. 1983).

Pti pouziti technik GI, na rozdil od technik klasického zeméd€lstvi, miizeme analyzovat,
jaké nové proteiny vznikaji, a jsou tedy takovéto techniky daleko prihlednéjsi. Presto jsou

prave techniky GI vetejnosti Casto striktné odmitany.



3. Literarni prehled

3.1.  Definice geneticky modifikovanych rostlin

,Podle zdkona ¢.78/2004 Sb.o nakladani s geneticky modifikovanymi GMO a
genetickymi produkty za GM neboli transgenni organizmy jsou povazovany takové, kterym
byla cilen¢ zménéna geneticka vybava vnesenim genu z jiného organismu nebo odebranim
vlastniho genu, a to jednim z nasledujicich technickych postupti:

a) techniky rekombinantni nukleové kyseliny vytvarejici nové kombinace dédi¢ného
materidlu vloZzenim useku nukleové kyseliny pfipravené jakymkoli zpiisobem mimo
organismus do jakéhokoliv viru, bakteridlniho plasmidu nebo jiného vektorového
systému a jeho naslednym zaclenénim do organismu piijemce, ve kterém se
normalné nevyskytuje, ale ve kterém je schopen dal$iho mnozeni.

b) techniky zavadéjici dédi¢ny material pfipraveny jakymkoli zpiisobem mimo
organismus piimo do organismu ptijemce, zahrnujici mikroinjekce, makroinjekce,
biolistické metody, mikroenkapsulace a umélé chromosomy, nebo

) techniky bunécné fuze, véetné fize protoplastii, nebo hybridizace bunék, pti nichZ jsou
fazi dvou nebo nékolika bunék vytvareny zivotaschopné bunky s novou kombinaci
dédi¢ného materialu, a to metodami nebo prostiedky, které se nevyskytuji
pfirozené.

Za GM organizmy déle podle tohoto zdkona nejsou povazovany takové, k jejichz vzniku
byly pouzity nasledujici techniky: oplozeni in vitro, bakterialni konjugace, transformace,
transdukce a podobné ptirozené procesy, indukce polyploidie a haploidie* (Zakon ¢.78/2004
Sb.o nakladani s GMO a genetickymi produkty).

V posledni dobé se zacal vyclenovat pojem cisgenni rostliny, jako pojem odlisny od
pojmu transgenni rostliny. Za cisgenni jsou povazovany rostliny, do jejichz dédi¢né informace
byl ptfenesen jeden nebo vice gent z druhill, z kterych by rostliny mohly ziskat tentyZ gen
samovolné v pifirod€ nebo tradicnim Slechténim. Cisgeneze (tvorba cisgennich rostlin) se jevi
jako zvlasté vyhodna u rostlin, jejichz kultivary a odriidy vdéci za své vlastnosti vysoké mire
heterozygotnosti, jez je udrZzovana vegetativnim mnoZenim, napf. brambor, jabloni nebo
bananovnik. Tradi¢ni kiiZeni by u téchto rostlin vedlo k ,,rozbourani“ cenné heterozygotni

konstalace (Schouten et al. 2006).



Naproti tomu za transgenni v uz§im slova smyslu jsou povazovany rostliny, do kterych byl
pfenesen jeden nebo vice genll z organizmu, které by tradi¢nim kiiZenim pfeneseny byt
nemohly, pfipadné genti uméle vyrobenych ¢i chimérickych (Chawla 2009). Kromé¢ Kanady
vSak zatim soucasnad legislativa zadné zem¢é mezi cisgennimi a transgennimi rostlinami

nerozlisuje (Schouten et al. 2006).

3.2.  Postup pri transformaci

3.2.1. Transformace

Transformaci (vneseni cizorodé DNA) rostlinnych bunék lze provadét predevsim pomoci
A. tumefaciens, balistickou metodou nebo transformaci protoplastli, ¢i obmé&nami téchto
metod (in planta transformace a transformace pomoci transkrip¢nich faktort, detaily viz kap.
3.3., Finer 2010).

Transformace muze byt docasna nebo trvala. Pii docasné transformaci nedochazi
k integraci vnesené DNA do genomu bunky, ¢ili nedochazi k replikaci vneseného genu.
Dochazi zpravidla jen k jeho piepisu a posléze ke vzniku proteinu, ale jen po urcitou dobu.
Docasné transformace se pouziva pii testovani exprese genu a jeji stability nebo pro geny
letalni, které napt. zasahuji do bunééného cyklu. Pfi stabilni transformaci dochazi k integraci
vnesené DNA do genomu bunky, tedy do jaderné DNA nebo do DNA plastidu nebo
mitochondrie (Chawla 2009).

3.2.2. Selekce

Transgenni rostliny se ziskavaji vZdy z jedné transformované bunky, ktera se selektuje a
namnozi na selekénim médiu. Selekce se provadi zpravidla pomoci rezistence k antibiotikiim
(kanamycin — selek¢ni gen nptll, hydromycin, spektinomycin, bleomycin) nebo k herbicidim
(Roundup® - glyfosat, Liberty® - glufosinat, Slater et al. 2008; Kraus 2010).

Antibiotika plisobi na chloroplasty nerezistentnich rostlinnych bunék inhibici syntézy
proteinti diky podobnosti ribozomii chloroplastii s ribozomy bakteridlnimi (Ellis 1970;

Goldstein et al. 2003).



Pouziti genti pro rezistenci k antibiotiklim je kritizovano vefejnosti, a proto se hledaly jiné
moznosti. Pro selekci byly GspéSné pouzity geny z bakterie, které umoziuji vyuziti uhliku
Z karbohydratt, z kterych netransformovana rostlina energii vyuzit nedokaze, napt. vyuziti
mandzy u kukufice (Joersbo et al. 1998) nebo cukrové tepy (Wang et al. 2000).

Casté je pouziti reportérovych geni, které vizualné oznaéi pletiva, ve kterych se vneseny
gen vyjadiuje (napt. green fluorescent protein - GFP — gen gfp, B-glukoronidaza — gen uidA
nebo gus, luciferaza — gen lux a lus). Reportérové geny se pouzivaji pii analyze exprese genu
a standardizaci parametra pro uspésSny prenos genu pii urcité technice. GFP je Casto uzivany,
jeho pouziti je snadné a nedestruktivni. Pouziti luciferazy je vhodné pro detekci genil, které se
vyjadiuji v malém mnozstvi (Slater et al. 2008).

Selekéni geny lze odstranit, coz zvySuje pravdépodobnost pozitivniho pfijeti na trhu,
protoZze nehrozi riziko pfeneseni tohoto genu do zivotniho prostfedi. Také je to vyhodné pii
dalsi transformaci jednou jiz transformované odridy, protoze miizeme pouZit stejny selekéni
gen (Sreekala et al. 2005).

Ziskat transgenni rostliny bez selekéniho genu lze 1ze pomoci kotransformace, pfi niz jsou
transgen a selekéni gen vpraveny dvéma rliznymi metodami, integruji se na jiné misto
vV genomu a poté se odstrani kiizenim a segregaci vloh v pozdéjsich generacich (Akhond &
Machray 2009), nebo systémy rozpoznavajici specifickd mista v DNA: Cre-lox
rekombina¢nim systémem bakteriofaga P1 (Gilbertson 2003) nebo systémem Flp-frt
(Radhakrishnan & Srivastava 2004). Cre a Flp jsou tyrozin rekombinazy, a lox a frt jsou mista
S repetetivnimi sekvencemi, kam se rekombinazy vazi a homologii rekombinaci repetetivnich

sekvenci vyjmou selekcni gen (Gilbertson 2003).

3.2.3. Organogeneze a somaticka embryogeneze

Z jednotlivych transformovanych bunék ¢i dediferencovanych bunck kalusu se
piipravuji celistvé transformované rostliny nejcastéji organogenezi prytu nebo somatickou
embryogenezi (Mujib & Samaj 2006; Doerner. 2000).

Organogenezi prytu ptredchazi dediferenciace, kterd je zachovana u mnoha rostlinnych
bunék. Dediferenciaci lze indukovat na médiu s pfevahou auxinu a posléze lze na jiném
médiu s prevahou cytokininti navodit diferenciaci prytu (Cary et al. 2002).

Somaticka embryogeneze je vznik embrya asexudlni cestou ze somatickych bunék. Pti

nepiimé somatické embryogenezi se nejdiive vytvoii z explantatu kalus, a az poté embryo.
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Daleko méné cCastd je pfiméd somaticka embryogeneze, pti které vznikaji embrya pfimo ze

somatickych bun¢k (Cary et al. 2002; Gaj 2004).

3.3.  Zpisoby vnaseni DNA do rostlinnych bunék

3.3.1. Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je gram-negativni bakterie patfici do rodiny Rhizobiceae zpusobujici
nadory dvoudéloznych, nahosemennych a nékterych jednodéloznych rostlin. A. tumefaciens
je pritahovano cukry a fenolickymi latkami, které vyluCuje rostlina pfi poranéni. Z Ti
(tumour-inducing) plazmidu se vystépi T-DNA (transfer-DNA), ktera se véleni do genomu
napadené rostlinné buiiky, kde se pfepisuje a indukuje syntézu opintl, cytokinind a auxinu.
Auxiny a cytokininy zpiisobuji proliferaci bun€k a tim tvorbu nadort. Opiny (jako derivaty
aminokyselin a ketokyselin ¢i cukrl) slouzi A. tumefaciens jako zdroj uhliku, dusiku a
energie. Produkované opiny jsou oktopin a nopalin (Hansen et al. 1994, Hammond-Kosack &
Jones 2000).

Transformace pomoci A. tumefaciens vroce 1983 byla historicky prvni Gspé$na
transformace rostliny. V GI se vyuziva pouze schopnosti A. tumefaciens prenaset a integrovat
¢ast Ti plazmidu nazyvanou T-DNA (transferovd DNA). T-DNA je ohrani¢ena malymi (25
bp) opakujicimi se sekvencemi, které zajistuji jeji vyStépeni a nasledny transport do jadra
rostlinné bunky (Zupan & Zambryski 1995). Geny zptsobujici nddor jsou vyjmuty a na jejich
misto je vloZena ¢ast DNA, kterou chceme do rostliny integrovat (Hammond-Kosack & Jones
2000).

Vlastni pienos T-DNA zajist'uji produkty vir regiond, které jsou soucasti Ti plazmidu. Vir
(virulence) region je oblast nejmén¢ deviti vir gent situovan piiblizné 40kb od vlastni T-DNA
(Slater et al. 2008). Kazdy z vir gentt ma jinou funkci a spole¢né zajist'uji napadeni rostliny a
pienos T-DNA (Hansen et al. 1994). Zahajeni transkripce regionu vir kontroluji dva geny:
VirA a VirG. Transmembranovy protein VirA zachyti chemické signaly produkované
poranénou rostlinou (Winans et al. 1989) a fosforylaci aktivuje VirG (Jin et al. 1990a). Tento
se fyzicky vaze na promotory genl ve vir regionu a indukuje jejich transkripci (Jin et al.
1990b): VirD1 a VirD2 zajist'uji produkci, ochranu a export jednovlaknové T-DNA: VirD2 se
sni spoji. VirB kéduje membranové proteiny, které zajiStuji pfenos T-DNA z buiky A.

tumefaciens do bunky rostliny (Slater et al. 2008). VirD2 s T-DNA se spolu s VirE2 ptenese
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pies tyto membranové proteiny (Christie 1997). V rostlinné buiice je T-DNA obalena VirE2
proteinem, ktery ji chrani pfed rostlinnymi nukledzami. Urcité rostlinné proteiny interaguji
s VirE2 a VirD2 a vytvoii se komplex VirE2+VirD2+T-DNA-+rostlinné proteiny, ktery putuje
do jadra jadernym porem. Kdyz je T-DNA jiz v jadfe, jsou proteiny odbourany a T-DNA je
vClenéna do genomu nehomologni rekombinaci, pii které neexistuji shody v nukleotidové
sekvenci a kterou zprostfedkovavaji témeét vyhradné proteiny opravného aparatu (Slater et al.
2008).

Jako vyhody transformace A. tumefaciens se uvadi pomémné vysoka frekvence stabilni
transformace, moznost pienosu delSich useki DNA a mensi pocet kopii (nez naptiklad pii
biobalistice, kdy se zpravidla zac¢leituje vétsi pocet kopii na jednu buiiku) a tim padem je pfi
vyuziti A. tumefaciens mensi riziko umlceni exprese (Slater et al. 2008).

Pro ziskéni celych rostlin je nutnd regenerace z transformovanych bunck, pfi¢emz tato
schopnost se velmi 1i§i mezi druhy, genotypy i riznymi pletivy odebranymi z téze rostliny.
Pokud neni transformovany druh pfirozenym hostitelem pro A. tumefaciens, je navic zpravidla
nutné aktivovat vir geny externé¢ dodanym acetosyringonem (Finer 2010).

In planta transformace je usp&€$né pouzivana pti transformaci Arabidopsis thaliana.
Poupata Arabidopsis jsou namocena do suspenze A. tumefaciens s cukr6zou a surfaktantem.
Semena vytvofena z takto infiltrovanych rostlin jsou s vysokou frekvenci transformovana
(0,3-5%). Selekce transformantt probiha ve stadiu semenackt. Velkou vyhodou této metody
je, Ze neni nutna prace in vitro a odpada stadium dediferenciace a regenerace prytu (Clough &

Bent 1998).

3.3.2. Balisticka metoda

Balistickd metoda (gene gun, particle gun, biolistika, biobalistika) je metoda
transformace pii které se castice (kulicky netoxickych kovi, napf. wolfram nebo zlato,
obalené DNA) nastfeluji na bun&énou kulturu, rostlinny organ &i celou rostlinu. Castice
proniknou buné¢nou sténou, DNA se uvolni z kuli¢ek a zabuduje se do jadra (Yamashita et al.
1991). Piistroje BioRad a PIG (Particle Inflow Gun) jsou nejvice pouzivané. BioRad pouziva
stlacené hélium a Castice ze zlata obalené DNA. Makrodisk je vystfelen pomoci hélia, narazi
na sit, kterd ho zastavi, avSak Castice pokracuji déal do cilového pletiva. PIG funguje na
principu stlaceného hélia kombinovaného s ¢astenym vakuem, hélium vystieli castice

z wolframu obalené DNA do proudu hélia (Finer et al. 1992).
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Vyhody této metody spocivaji v univerzalnosti, metoda se mulze pouzit na Siroké
spektrum bungk a pletiv bez jakéhokoli omezeni (Southgate et al. 1995).
Nevyhoda spociva stejn¢ jako u A.tumefaciens v tom, ze musi probéhnout regenerace

pletiva z transformovanych bun¢k (Akhond & Machray 2009).

3.3.3. Transformace protoplastu

Protoplasty se transformuji elektroporaci nebo pomoci PEG (polyetylen glykolu).
Protoplast je buiika zbavena bunécné stény inkubaci v roztoku celuldz a pektindza, takze
vnasend DNA poté musi pfekonat pouze plazmatickou membranu. Elektroporace spociva
Vv aplikaci elektrického pulzu o vysokém napéti na suspenzi protoplastii s DNA. Druha metoda
spoc¢iva v aplikaci PEG a dvojmocnych kationd (vétSinou vapniku) na protoplasty, které

vedou K internalizaci DNA patrné endocytdzou (Slater et al. 2008).

3.3.4. Transformace chloroplasti

Pti transformaci chloroplasti musi DNA ptekonat nékolik fyzickych bariér: bunécnou
sténu, cytoplazmatickou membranu, a dvojitou membranu chloroplastu. Jako velmi efektivni
metoda se ukazuje biolostika. Oey et al. (2009) tak suspésnosti 70% transformoval
chloroplast tabaku pro produkci fagového lytického proteinu pisobiciho proti streptokoku A a
B. Chloroplasty se dale usp&$né transformovaly naptiklad v bavlniku, mrkvi a ryzi (Lee &
Natesan 2006).

Vyhody transformace chloroplasti spocivaji ve velkém mnozstvi syntézy vlozeného
proteinu, nepfitomnosti epigenetickych efekti (napf. umlCovani genti) a casté absenci
transgenu v pylu (Ruf et al. 2001), coz minimalizuje mozZnost pfeneseni transgenu na volné
rostouci odriidu (Lee & Natesan 2006).

Nevyhody spocivaji vétSinou v nizké expresi transgenu v nezelenych ¢astech rostliny,

tedy v plodech, coz je problém napi.v piipadé vyroby jedlych vakcin (Ruf et al. 2001).
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3.4. Umlcovani exprese transgenu

Umlceni vneseného genu muze nastat, pokud se jedna nebo vice kopii vneseného genu
zafadi do hypermetylovaného tseku DNA nebo vedle né — Vvtom piipadé se miize
hypermetylace rozsifit i na transgen — jednd se o tzv. transkripéni umlceni. Takto muze také
nastat i uml¢eni genu sousediciho s transgenem (Vaucheret et al. 1998).

Posttranskripcni uml€ovani je vyvolano dvouvlaknovymi molekulami RNA, které jsou
rozStépeny na useky dlouhé 21-26 nukleotidi a slouzi krozpoznani a rozstépeni
komplementarni jednofetézcové RNA, coz je nejcastéjsi mechanizmus RNA interferace
(RNAI; Miiller 2010). Uml¢ovani exprese cilené indukované transgenem mizeme také vyuzit,

(viz kapitola o rezistenci proti virim).

3.5,  Mozné vyuziti GM rostlin v praxi a jeho vyhody

3.5.1. Plodiny s vyhodnymi vlastnostmi pro péstitele

3.5.1.1.  Herbicid tolerantni plodiny

Plevele jsou nezddouci zejména proto, ze soutézi s plodinou o Ziviny, svétlo a prostor, a
navic se mohou podilet i na Sifeni riznych chorob a $kidct (Slater et al. 2008).

Herbicidy hubi rostliny zpravidla blokovanim syntézy aminokyselin nebo bilkovin,
tvorby, transportu ¢i funkce ristovych hormont, nebo inhibici fotosyntézy (Malkin & Niyogi
2000; Crawford et al. 2000).

Rezistence sama o sobé miiZze byt pouZita 1 pro selekci transformovanych bunék.
Tolerance k nékterym herbicidim se vSak mize objevit i samovolné spontanni mutagenezi
(Slater et al. 2008).

Rezistence miize byt navozena vnesenim upraveného genu pro cilovy protein, ktery neni
citlivy na herbicid, ¢i vnesenim genu, jehoz produkt aktivné preménuje herbicid na
netoxickou latku, popf. lze rezistenci navodit zvySenim pfirozené detoxifika¢ni schopnosti
rostliny (Slater et al. 2008).

Glyfosat, puvodné izolovany zplisn¢  Neurospora crassa (N-fosfometylglycin,

komer¢ni produkt Roudup-Ready®), je Sirokospektry, postemergentni herbicid (pouziva se po
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vzejiti  rostliny). Funguje jako inhibitor syntézy Sikimatu. Cilovy enzym je 5-
enolpyruvylsikimat-3-fosfat (EPSP) syntdza. Pfirozeny rostlinny inhibitor EPSP syntazy je
fosfoenolpyruvat (PEP). Glyfosat jako kompetitivni inhibitor souté¢zi s PEP o navdzani na
EPSP syntazu (Boocock & Coggins 1983), avsak uvolilovani glyfosatu z receptorti je
2300krat pomalejsi (Slater et al. 2008). Inhibici syntézy Sikimatu zabranuje tvorbé
aromatickych aminokyselin fenylalaninu, tyrozinu a tryptofanu (Boocock & Coggins 1983).
Tim nejen zabraiuje rustu rostliny, ale také zastavi pfisun aromatickych komponentii pro
syntézu dalSich latek, napf. ligninu, alkaloidu, flavonoidt a auxinu (Slater et al. 2008).

Glyfosat rezistentni rostliny diky vnesenému mutovanému genu z rostliny ¢i genu
Z bakterie tvofi EPSP syntazu necitlivou ke glyfosatu (Boocock & Coggins 1983). Plodiny
rezistentni ke glyfosatu na trhu jsou soja, kukufice, fepka, bavinik (Owen & Zelaya 2005),
dale cukrova fepa a vojtéska (Owen 2010).

Glufosinat (fosfinotricin, (4-hydroxy-(metylfosfinoyl)-D,L-homoalanin)), komeréni
produkty Liberty-Link®, Basta®, Finale®, Radicale) je totalni herbicid inhibujici
glutaminsyntazu, kterd fixuje a tim i detoxifikuje amoniak za vzniku glutaminu. Dusledkem
inhibice je nedostatek aminokyselin pro syntézu proteinl, hromadéni amoniaku v rostling,
intoxikace, rozpad plastidii a blokada fotosyntézy. Glufosinat rezistentni rostliny maji diky
bakterialnim genum pat (Phosphinotricin-N-acetyltransferaza) nebo bar (Basta-rezistant)

schopnost degradovat glufosinat na inaktivni formu (Quirasco et al. 2008).

3.5.1.2.  Plodiny rezistentni k biotickému stresu

Bioticky stres je vyvolan interakci rostliny s jinymi organizmy a jejich produkty.
Mohou to byt herbivorni Zivoc¢ichové nebo patogenni organizmy 1 jiné rostliny (viz pfedchozi

kapitola).

3.5.1.2.1. Plodiny rezistentni ke hmyzim Skiidciim

Napadeni rostliny Skiidcem nemd za ndsledek pouze ztratu biomasy, ale také se tim
otevira cesta pro sekunddrni infekce a hmyzi Skidci také slouzi jako aktivni pienaSeci
nékterych, napt. virovych onemocnéni. Vyhoda péstovany plodiny rezistentni ke hmyzim

Skiideim spociva v niz§im mnozstvi aplikovaného insekticidu, ve sniZzeni ¢i eliminaci
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napadeni rostliny sekundarnimi patogeny a vysSich vynosech (Buchanan et al. 2000).
Vsechny plodiny rezistentni ke hmyzim Skidctm, které jsou momentalné¢ na trhu, maji

minimalné jeden gen z Bacillus thuringiensis (Sehnal 2009).

3.5.1.21.1. Btplodiny

Bakterie Bacillus thuringiensis je gram-positivni bakterie zijici bézné v pud¢. Ruzné
kmeny bacila produkuji vysoce specifické Bt toxiny (de Maagd et al. 2001). Bakterialni
suspenze se proto pouzivaji jiz n€kolik desetileti jako alternativni bioinsekticid (Pray et al.
2002).

Bt plodiny, transformované genem z Bacillus thuringiensis, tvofi ve svych pletivech
prekurzor Bt toxinu (prototoxin). Existuji dva typy toxinid: Cytolyziny (Cyt), které jsou
specifické pro brouky (Coleoptera) a dvoukiidlé (Diptera), a krystalické 5-endotoxiny (Cry),
které jsou specifické pro motyly (Lepidoptera, kam patii napft. i zavije¢ kukuficny - Ostrinia
nubilalis) a hlistice (Nematoda, Schnepf et al. 1998).

Cry prototoxin se v travicim ustroji hmyzu aktivuje proteazami na toxin, ktery se navaze
na receptory v buiikach epitelu travici trubice a zpusobi tvorbu porii, osmotickou nerovnovahu
bunék, jejich rozpad a naslednou smrt hmyzu. Mechanizmus specificity spociva v hodnoté pH
Vv travici trubici (Lepidoptera a Diptera maji pH vysoce zasadité, de Maagd et al. 2001) , v
riznych druzich proteaz u kazdého fadu hmyzu a predevSim v receptorech ptitomnych ve
sténé travici trubice (Hofmann et al. 1988).

Jako vyhody uvadéji péstitelé ochranu pted zavijecem, niz§i mechanické poskozeni rostlin
diky snizeni vstupti do porostt, vyssi vynos a kvalitu produktu vzhledem k niz$i kontaminaci
plisnémi (MZ 2009). Pravé houba rodu Fusarium, ktera napada kukufici po napadeni
Zavijecem kukufi¢nym, ma velky negativni dopad na celkovou kvalitu sklizng. Produkuje
jako sekundarni metabolity mykotoxiny (aflatoxin a fumonisin), které jsou karcinogeni a
toxické pro Zivocichy. V Bt kukufici je hladina téchto mykotoxinil vyrazné€ sniZzena (Wu
2006).

Jako Bt-plodiny se péstuje piedevsim kukufice, dale ryze, bavinik, brambor, s6ja a
cukrova fepa (Thurau et al. 2010). Bt-kukufice byla prvni GM plodina, ktera dostala povoleni
pro péstovani v EU a tedy i v CR, a to roku 1998 (MZ 2009). Po &tyiletém péstovani Bt-
kukutice v Ceské republice se neprokazalo snizeni biodiverzity a sniZila se potieba

mechanizace. Bt-kukufice se v CR péstuje jako krmivo (MZ 2009).
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3.5.1.2.2. Plodiny rezistentni k virim

Pfirozena obranna reakce rostliny, tzv. ,cross-protection®, je zalozena na tom, Ze
infekce jednim virem mize slouzit jako imunizace rostliny proti jinému, pfibuznému viru.
Strategie zaloZena na tomto poznatku byla poprvé pouzita Vroce 1986. Rostliny, které
prodélaly infekci TMV byly odolné vuc¢i piibuznym virim (Abel et al. 1986). Tabak
modifikovany pro produkci obalového proteinu viru mozaiky tabaku vykazoval vysokou miru
odolnosti vi¢i virim piibuznym TMV a niz$§i miru odolnosti vici tobamovirim (Nejidat &
Beachy 1990).

GI pouziva piedevsim transgeny kodujici obalové proteiny. Rezistence rostliny k viru je
zaloZzena na tom, ze do rostliny je vlozena genetickd informace jeho obalovych proteint, a
diky nasledné expresi téchto obalovych proteind v rostlinné buiice vir neni schopen se rozbalit
a pomnozit (Beachy 1997; Hammond Kosack & Parker 2003).

Nedavno byla uspésné provedena transformace papaje pomoci A. tumefaciens
k rezistenci vuéi viriam PRSV (Papaya Ringspot Virus) a PLDMV (Papaya Leaf-Distortion
Mosaic Virus) diky vnesenym gentim pro obalové proteiny téchto vira (Kung et al. 2010).
Rezistence pomoci transgennich obalovych proteinti bylo dale dosazeno u celé fady produktd,
které jsou na trhu, napt. lilku (Pang et al. 2010).

Také se vyviji techniky vyuzivajici RNA interferenci (RNAi; vedouci k degradaci
virovych RNA) ¢i satelitni RNA. RNAi bylo vyuzito napf. pfi transformaci tabaku pro
odolnost ke viru BGMV (Bean golden mosaic virus; Bonfim et al. 2007). Satelitni RNA jsou
malé molekuly RNA schopné rozmnozovat se v hostitelské buice pouze v pfitomnosti svého
speficického pomocného viru, pficemZz maji schopnosti zmirfiovat piiznaky virového
onemocnéni (Slater et al. 2008). Této techniky bylo pouzito napf. u tabaku pro indukci
rezistence k viru okurkové mozaiky (Liao et al. 2007).

3.5.1.2.3. Plodiny rezistentni k houbam a plisnim

Casto je plisiové onemocnéni zavledeno do rostliny jako sekundarni infekce po
napadeni jinym zpravidla hmyzim Skiidcem. Proto jsou plodiny rezistentni ke hmyzim

v

Skiidclim 1 nepiimo odolnéjsi 1 k plistovym onemocnénim (Wu 2006).
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V piimych strategiich GI se pouziva exprese fungitoxického proteinu (Broglie et al.
1991), nebo strategie hypersenzitivni odpovédi (Keller et al. 1999).

Byl transformovan napiiklad tabdk pro zvySenou produkci chitinu, fungicidniho
hydrolytického proteinu, ktery rostliny pfirozené¢ produkuji pfi ochrané proti patogeniim
(Broglie et al. 1991).

V ramci strategie hypersenzitivni odpovédi byl vnesen do genomu tabdku gen pro
kryptogein, ktery se vyjadfovat v piipad¢€, Ze rostlinu napadl jeji houbovy patogen (Keller et
al. 1999).

3.5.1.2.4. Plodiny s kombinovanou rezistenci

Plodiny s kombinovanou rezistenci je mnoho, patii mezi né piedevs§im Bt kukufice a
sOja s rezistenci vici glyfosatu, ddle brambora, bandnovnik a dyné rezistentni k virtim,
houbovym onemocnénim a had’atkiim, rajcata — zlepSena barva a ving, snizené méknuti
plodt, odolnost k virovym chorobam, (www.gmo-compass.cz), NewLeaf brambor ma Bt-
rezistenci a rezistenci k nékterym viraim (PLRV — vir svinutky bramboru a PVY-virus Y
bramboru; Slater et al. 2008).

3.5.1.3. Plodiny rezistentni k abiotickému stresu

Zmeény klimatu maji za nasledek rozsifovani regionti trpicich suchem. Sucho je spojeno se
zvySenym zasolenim, nizkym pH a extrémnimi teplotami, a z toho vyplyvajicim sniZenim
ristu a produktivity. Vzhledem ke stale rostouci lidské populaci je to problém. Diky
technikdm GI muzeme péstovat plodiny odolngj$i vic¢i témto ménicim se podminkam a
muzeme snadnéji uspokojit poptavku po zdrojich (Zhang et al. 1999; Buchanan et al. 2000).

Ziskavani rezistence k abiotickému stresu je téma velice obsdhlé a rGznorodé, proto
uvadim jen nékolik ptikladi. Nejpouzivangjsi zplisoby ziskdvani rezistence k biotickému
stresu jsou ovliviiovani CDPK (kalcium-dependent protein kinase) a MAPK (mitogen-
activated protein dinase; Mehlmer et al. 2010). Dale muizeme regulovat osmotickou
rovnovahu bunky, expresi ABA (kyseliny abscisové), DRE (dehydration responsive

elements), LEA (late embryogenesis abundant) genti, anexinu a IPT (izopentenyltransferazy).
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Poprvé bylo tspéchu pii transformaci MAK kindzy pro toleranci k mrazu dosazeno u
kukufice, tedy plodiny ptivodné tropické. MAP kinaza kinazy kinazy tabaku (MAPKKK, gen
NPK1), ktera je na zacatku kaskady proteinovych kindz, byla transformovdna pomoci A.
tumefaciens do kukufice. NPK1 aktivuje signalni cestu oxidativniho stresu (Shou et al. 2004).

V neddvném experiment bylo zjisténo, ze overexprese genu pro CDPK CPK3 v
Arabidopsis, transformované pomoci transformace chloroplastl, vede ke zvysené rezistenci k
salinité¢ u protoplastd, a ze CPK3 a dvé MAPK nejvice spojené se stresem vyvolanym
salinitou (MPK4 a MPK6) jsou uzce propojené pii stresové odpoveédi (Mehlmer et al. 2010).

Rostlinna buiika reguluje koncentraci Na* ionti a tim svoji osmotickou rovnovéhu v
buiikdch pomoci Na’ /H" antiportu odéerpavanim Na® iontl do vakuoly nebo ven z buiiky
(Buchanan et al. 2000). SOS1 (salt overly sensitive 1) je protein plazmatické membrany
zajistujici Na* /H" antiport a je ovliviiovan signalni cestou SOS. Byla provedena transformace
pomoci A. tumefaciens a po porovnani vysledkd Sesti riznych transformant byla zjisténa
tolerance k salinit¢ pfedev§im v konstruktech vyjadiujicich geny sosl nebo sos3 (Yang et al.
2009).

Rostliny maji stejné mechanizmy regulace stresovych odpovédi na sucho a na nizké
teploty, v obou ptipadech rostliny odpovidaji stejnymi signdly, napt. pomoci ABA nebo DRE.
Na DRE se vaze trans-faktror CBF (C-repeat-binding factor, neboli DREBP - dehydration-
responsive element binding protein) Liu et al. (1998) transformovali Arabidopsis pomoci A.
tumefaciens vnesenim gentt DREB1A a DREB2A koédujici trans-faktory specificky interagujici
s DRE sekvenci genu, jehoZ funkce je spojena s odpovédi na dehydrataci, vysoké zasoleni a
nizkou teplotou. Na tabaku a Arabidopsis ukazali, ze DRE sekvence je nezbytna pro
transkripci tohoto genu (Liu et al. 1998). Konstitutivni exprese genu CBF1 z Arabidopsis v
rajceti méla za nasledek zvysSenou toleranci rajcete k mrazu (Hsieh et al. 2002).

Pfemira exprese genu LEA (late embryogenesis abundant) se jiz dlouho pouziva k indukci
tolerance k suchu, napf. transformace genu z je€mene pro HVAI protein, patfici do skupiny
LEA3, do ryze, kde zptisobovala tolerance k suchu i k salinité (Xu et al. 1996).

Dale bylo zjisténo napf. ze zvySena exprese anexinu v transformantech Arabidopsis
pomoci A. tumefaciens zajistila jejich zvysenou rezistenci vici suchu (Konopka-Postupolska
et al. 2009).
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3.5.2. Plodiny s vylepSenymi vlastnostmi pro konzumenty

35.21. Zlataryze

Ryze je nejdulezitéjsi hospodaiskd plodina na svéte, zajisStuje obzivu 3,8 milionu lidi a
Vv n¢kterych regionech tvoti hlavni slozku potravy. V téchto regionech je velkym problémem
nedostatek vitaminu A ve stravé, zpusobujici kromé jiného slepotu u déti. JelikoZ je B-karoten
(provitamin A) barvivo ucastnici se fotosyntézy, je produkovan v listech, ne vSak v
endospermu. Nezrald ryze v endospermu syntetizuje geranylgeranyldifosfat (GGPP), jeden
z meziproduktd biosyntézy B-karotenu (Bukhardt et al. 1997). Aby byla ryZe schopna
dokoncit jeho biosyntézu, je tfeba dodat tfi enzymy, a proto byly do genomu ryze pomoci A.
tumefaciens vneseny tii geny: psy z narcisu pro fytoen desaturazu, gen crtl z bakterie pro (-
karoten desaturazu a gen lyc z narcisu pro lykopen-p-cyklazu (Ye et al. 2000). Diky B-
karotenu ziskala zrnicka ryze zlatavou barvu a tim si vyslouzila dany nazev.

V roce 2005 byla také pomoci A .tumefaciens vytvofena Golden Rice 2, ktera ma jiné
zdroje gentl, a hlavné nékolikanasobné vyssi obsah karotenoidil (zbarvena je Zlutooranzove).
Obsahuje gen psy pro fytoen syntazu z kukufice a gen crtl pro karoten desaturazu z Golden
Rice 1 (Paine et al. 2005).

3.5.2.2.  Plodiny péstované pro produkci oleji

Vicenenanasycené mastné Kkyseliny, omega-3 a omega-6 mastné kyseliny jsou
prospésné pro lidské zdravi, naptiklad jako prevence kardiovaskularnich onemocnéni. Bylo
dosaZeno produkce vy$§iho mnozstvi nasycenych kyselin v olejich s6ji a fepky olejky. Do
genomu tabaku a Inu setého byla vnesena ¢cDNA kodujici acyl-desaturdzy a elongazy
mastnych kyselin z riznych organizmil pod promotorem specifickym pro semena. Semena
transformovanych rostlin méla vysoky obsah vyssich mastnych kyselin (MK), hlavné kyseliny
arachidonové (w-6 MK) a eikosapentaenové (-3 MK), které patii mezi nutricné

Také je vyhodné zvySeni mnoZstvi kyseliny stearové protoze pii vysokém obsahu této
kyseliny neni potfeba oleje pro dal§i pouZiti v potravinovém primyslu upravovat
hydrogenaci, ktera zvySuje podil nasycenych MK. (Thelen & Ohlrogge 2002). Tato aplikace
se tyka predevsim fepky (Knutzon et al. 1992).
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3.5.3. Plodiny s vyhodnymi vlastnostmi pro distributory

3.5.3.1.  Rajce FlavrSavr

Vibec prvnim GM rostlinnym produktem na trhu bylo rajée ,Flavr Savr*
s prodlouzenou dobou trvanlivosti. Do jeho geonomu byl pomoci T-DNA vnesen gen pro
polygalakturonazu (PG) v antisence orientaci. PG je enzym S$tépici fetézce kyseliny
polygalakturonové, jejiz jednotky tvofi pektin lamely bunécné stény, ktera drzi sousedni
buitkky pevné u sebe. Antisence RNA vtvaii s mRNA genu pro PG dvouvladknovou RNA a
dochazi k RNA interferenci a zabranéni tvorbé PG. Tento pfistup se poté pouzil i na dalsi

druhy ovoce, napiiklad mango, broskev a hrusku (Slater et al. 2008).

3.5.4. Produkce proteinti pro vyuziti ve vyzkumu

Produkce proteinti v transgennich rostlinach, ktera ma nahradit dosud pouzivané
syst¢émy ma mnoho vyhod, napf. nizké ndklady, snadngjsi kultivace (nevyzaduji specialni
média ani toxické latky) a zpracovani, absence rizika kontaminace viry a priony. (Joshi &
Lopez 2005; Stoger et al. 2005).

Avidin, glykoprotein nachazejici se ptirozené ve vejcich ptakd, plazii a obojzivelnikd,
se pouziva jako antimikrobidlni agens a také k vizualizaci rliznych biochemickych interakci,
protoze ma schopnost vazat se na biotin (Hiller et al. 1987). Avidin z kufecich vajec byl
produkovan kukufici transformovanou balistickou metodou (Hood et al. 1997).

Kukufice byla také pouzita pro transformaci genem pro B-glukuronidazu z bakterie
Escherichia coli. Witcher (1998) jako prvni docilil exprese na takové tirovni, ze mohla byt
metoda pouzita pro komercni Gcely.

B-glukuronidaza tedy spolu s avidinem patii k produktim, které jsou jiz fadu let na trhu

(Stoger et al. 2005).
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3.5.5. Produkce proteint pro vyuziti v 1ékarstvi

355.1. Vakciny

Vétsina organizmi poprvé vnikne do téla pies sliznici, coz vzhledem Kk velikosti jejiho
povrchu a neustalym kontaktem s vnéjSim prostfedim neni piekvapivé. Slizni¢ni imunizace je
zalozena na pfijmuti antigenu shluky specializovanych bun¢k na sliznici dychaciho ¢i
zazivaciho Ustroji. Imunizaci mizeme navodit dvéma zpiisoby. Prvnim je podani vakciny
obsahujici oslabené ¢i mrtvé patogeny nebo jejich ¢asti, pii niz si télo samo vytvoii protilatky
vétSinou bez pfiznakll onemocnéni. Nazyva se proto aktivni imunizace. Druhym je podani
hotovych protilatek, neboli pasivni imunizace. Imunizaci miiZzeme provadét bud’ injekéné
nebo oralné (Hotejsi & Bartuiikova 2009).

Oralni podani vakciny je snadngj$i nez injekéni podani, coz je vyhodné zejména u
podani détem (Kim & Yang 2010). Pii oralnim podani vakciny imunizace nastiva na
Peyerovych platech vtenkém stievé. Peyerovy platy pomoci antigent senzibilizuji B-
lymfocyty, a ty se pfeméni jednak na plazmatické buitky uvolnujici specifické protilatky, a
jednak na pamét'ové bunky, které zajist'uji rozeznani a likvidaci antigenu v piipadé dalsiho
kontaktu, neboli SIgA, tedy zajist'uji samotnou imunizaci (lijima et al. 2001)

Vyroba vakcin pomoci transgennich rostlin je zplisob velice ekonomicky, coz je
vyhodné pro plo$né ockovani v zemich tietiho svéta (Ma et al. 2005) I pies obrovské vyhody
néktefi autofi vidi vyrobu jedlych vakcin nerealizovatelnou, kvilli mnoha praktickym a
etickym problémim. Naptiklad potfeba pfisté kontrolovat mnoZstvi vakciny v rostliné by
znemoznila produkovat vakcinu pfimo na misté jejiho pouziti. Pii podani vétsiho mnozstvi
vakciny by mohlo dojit k tolerance imunitnim systémem, a to by pfirozené negovalo celou
snahu o vakcinaci (Rybicki 2010).

Produkce vakcin je mozna v listech, plodech, hlizdch nebo semenech (Rybicki 2010).
Nektefi autofi uvadéji produkci v listech jako pomalou a netéinnou, a naopak produkci
v semenech jako zvlasté vyhodnou (Frigerio et al. 2000), nebot’ zde je protein akumulovan
vV malém objemu a ve stabilnich podminkach, a také je vhodna pro extrakci a nasledné
zpracovani. Také je vsemenech oproti listim velmi nizkd hladina fenolickych latek a
alkaloidu, které mohou negativné ovlivnit proces dalSiho zpracovani (Stoger et al. 2005).

Zplodi jsou velmi vyuzivana rajcata, napt pomoci A. tumefaciens bylo rajce

transformovano pro produkci antigenti glykoproteidu G viru vztekliny (McGavey et al. 1995),
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nebo pro produkcei obalového proteinu Env a GAG epitopti viru HIV-1 spolu s povrchovymi
antigeny viru zloutenky typu B, nasledné¢ imunizujici mysi (Shchelkunov et al. 2006).
Uspéchu také bylo dosazeno u vakciny proti Zloutence typu E (Ma et al. 2003). Obalové
proteiny Norovirusu (ptivodné¢ Norwalksky virus, zplsobujici prijmova onemocnéni) byly
Vv rajeti také uspé$né produkovany a imunizovaly mysi i lidi (Zhang et al. 2006). Pro
slizni¢ni imunizaci mysi proti Noroviru byla pouzita také brambora (Mason et al. 1995).

Produkce vakcin v listech byla provedena u Spenatu, kde antigeny viry vztekliny
imunizovala mysSi (Modelska et al. 1998), a myS$i také imunizovat salat produkujici
hemaglutinin viru spalni¢ek (Webster et al. 2006).

Virim podobné c¢astice viru chiipky HINI produkované tabakem imunizovaly mysi. Pfi
podani letalni davky viru vyvolalo v mySich obrannou imunitni odpovéd (D Aoust et al.
2008).

Bylo také dosazeno uspéchu v 1é€bé alergii. V klinické studii byla vyvinuta alergen-
specificka imunoterapie pro 1écbu biezové alergie. Vakcinovalo se geneticky modifikovanymi
hypoalergennimi derivaty ,.Bet v 1, hlavniho alergenu bfizy. U vakcinovanych jedinct se
zmirnily piiznaky alergie, a pfedevsim klesla hladina IgE protilatek (Niederberger et al.
2004). Nedavny experiment zaznamenal dalsi tispéch na tomto poli. Bylo zjisténo, Ze oralnim
podani GM lupiny uzkolist¢ produkujici potencidlni alergen (albumin vyskytujici se
v semenech slunec¢nice) 1ze potlacit vznik alergického astmatu u mysi (Smart et al. 2010).

Momentalné Zadné jedlé vakciny produkované rostlinami na trhu nejsou, vSechny jsou
ve stadiu klinickych studii (Rybicki 2010).

Pro produkci vakcin v semenech jsou velmi popularni kukufice a ryze, nebot” dosahuji
velké sklizné a technologie zpracovani semen je velice rozvinutd (Rybicki 2010). Navic
vyhoda spocivd piedevS§im v samoopyleni, které minimalizuje riziko zktizeni
S netransgennimi plodinami. Jako recentni ptiklad uvadim vakcinu obsahujici podjednotky A 1
B toxinu cholery, ktera indukovala sekreci protilatek toxinu B, ne vSak protilatek toxinu B

(Zuki et al. 2009).

3.5.5.2.  Protilatky

Protilatky jsou bioaktivni molekuly s vyuzitim pfedevSim ve vyzkumu a k ziskavéani
rezistence Kk patogentim (Stoger et al. 2002). Transformaci rostlin pro produkci protilatek

(imunoglobulind, vétsina je typu A - IgA a sekre¢ni IgA - SIgA) bylo u¢inéno nékolik desitek.
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Byla vyvinuta monoklonalni protilatka (,,Guy’s 13%), ktera zabranuje kolonizaci stni
dutiny lidi mikroorganizmem Streptococcus mutant zpusobujicim zubni kazy (Drake et al.
2002).

Do genomu kukufice byl balistickou metodou vnesen gen 2G12 pro tvorbu protilatky
viru HIV. Protein 2G12 se vaze se na obalovy protein viru Env a brani mu tak navazat se na
receptory potencialni hostitelské buiiky. Experiment je ve fazi klinickych studii (Ramesar et
al. 2008).

3.5.5.3.  DalSi proteiny a enzymy

Na trhu je dostupny lidsky vnitini faktor, ktery zajistuje vstfebavani vitaminu B12.
Usek cDNA kodujici lidsky vnitini faktor byl pomoci A. tumefaciens vnesen do genomu
Arabidopsis (Fedosov et al. 2003).

Rehydratacni ptipravkev podavany détem s akutnim prijmem v Peru obsahoval lidsky
laktoferrin a lyzozym, kazdy pfipraveny z jiné odrudy transgenni ryze (Zavaleta et al. 2007).
Lyzozym je baktericidni, kromé& matetského mléka je obsazen v slzach a slinach (Huang et al.
2002). Lactoferrin je obsazen v lidském mléce a kromé jiného ma obrannou funkci vaci
patogeniim, podili se na absorpci Zeleza a reguluje imunitni systém (Nanadi et al. 2002).
V obou piipadech byla transgenni ryze pfipravena balistickou metodou a mira exprese

proteint byla vysoka (Huang et al. 2002; Nanadi et al. 2002).

3.5.6. Plodiny s vyhodnymi vlastnostmi pro technické ucely

V Cervenci letoSniho roku (2010) bylo schvaleno péstovani druhé GM plodiny na uzemi
EU, odridy bramboru Amflora, pro technické tcely a pro pouZiti vedlejSich Skrobovych
produktii této odrudy jako krmivo (http://www.basf.com/group/pressrelease/P-10-179).
Skrob v hlizach Amflory obsahuje z 98% amylopektin. Bylo toho dosaZeno vnesenim genu
pro enzym GBSS (Granule Bound Starch Synthase) v antisence orientaci pomoci A.
tumefaciens (Wandelt 2007).
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3.5.7. Fytoremediace

Fytoremediace je proces, pii kterém jsou rostliny pouzivany k hromadéni a odstranéni
latek znecist'ujicich prostiedi nebo ke zmenseni jejich mnozstvi (Cunningham et al. 1995).
Pro odstranéni radioaktivnich latek a tézkych kovl jsou vyuzivany nadzemnii Casti rostlin,
které se odstrani a nasledné recykluji nebo ulozi (Meagher 2000).

Jiz v roce 1989 byl uspésné transformovan tabak pomoci A. tumefaciens vlozenim genu
pro chelatacni protein metallothionein. Transformované rostliny byly vice tolerantni ke
kadmiu neZ netransformované (Maiti et al. 1989).

VétSina latek znecist'ujicich Zivotni prostfedi jsou vSak pesticidy, ftalaty, alkylfenoly,
polychlorované bifenyly, bisfenol A, dioxiny a steroidni hormony (Drake et al
2002).V 80.letech 20.stoleti se na naSem uzemi ve velkém mnozstvi pouzivaly
polychlorované bifenyly (PCB) pro rtizné ucely v primyslu Nekteré PCB jsou vysoce toxické
a pretrvavaji v zivotnim prostfedi. Rostliny jsou schopny pfeménit PCB na mono- a
dihydroxylované chlor derivaty (Rezek et al. 2007). Byl transformovan naptiklad tabak
bakterialnim genem bphC pro enzym dihydroxybifenyldioxygenazu, ktera tyto derivaty $tépi
(Novakova et al. 2008).

3.6. Rizika

3.6.1. Pro Zivotni prostredi

3.6.1.1. Kontaminace rostlin netransgennich

Vyména genli mezi transgenni a netransgenni populaci piibuznych rostlin existuje.
Pravdépodobnost, s jakou se transgen ustali v netransgenni populaci, zavisi na mife toku
genetické informace a na biologické zdatnosti pfisluSného transgenu v populaci piibuznych
rostlin (Lee & Natesan 2006).

V ptipad¢ transgennich plodin, které nemaji v misté¢ pestovani volné€ zijici ptibuzné
druhy (napt. bavlna, kukufice a s6ja v USA), neni tieba se kontaminace obavat. V ptipadé, ze

tomu tak je, je tfeba riziko zhodnotit individudlné (Lee & Natesan 2006).
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Jeden ze zpisobu, jak riziku kontaminace ptedejit, je transformace chloroplasti (viz
kap.3.3.4., Lee & Natesan 2006). Dalsi zplisob spociva v t€sném spojeni transgenu
S vyhodnou vlastnosti s dal§$im transgenem, ktery snizuje biologickou zdatnost
transformovaného jedince. Tim se zajisti, Ze transgenni a netransgenni populace budou mit
stejnou hodnotu biologické zdatnosti, a minimalizuje se riziko ustaleni transgenu
V netransgenni populaci (Gressel 1999). Tento zptsob byl aplikovan a analyzovan napt. pfi
transformaci tabaku spojenim genu pro zmenSeny vzrust s genem pro rezistenci k herbicidu
(Al-Ahmad et al. 2004).

Matematické modely a empirické experimenty ukazaly, ze pouZzivana opatieni maji
potencial efektivné zabranit transgeniim pienést se do voln¢ rostoucich odrid a ustalit se
V populacich, které nejsou vzajemné reprodukéné izolované, je vsak tfeba zajimat se o

problematiku detailnéji (Lee & Natesan 2006).

3.6.1.2.  Vznik agresivnich pleveli rezistentnich k herbicidim

Rezistence vici herbicidiim vznikala vzdy v klasickém zemédé€lstvi, vznika tedy 1 pii
pestovani herbicid rezistentnich plodin, neni pro né€ vsak nijak specifickd. Mizeme se ale ptat,
zda velkoplo$né péstovani herbicid tolerantnich plodin neurychli ¢i jinak nezméni vznik
rezistenci u pleveld. Rezistence miize vzniknout pfirozené mutaci a naslednym selekénim
tlakem nebo opylenim piibuzné rostliny pylem transgenni rostliny (Lee & Natesan 2006).

Herbicid rezistentni kukufice, sdja a bavlna nemaji ve statech, ve kterych se jejich
geneticky modifikované odrudy péstuji (USA a Kanada), zadné divoce rostouci piibuzné
druhy, takze k vertikdlnimu pienosu genli pro rezistenci k herbicidim u nich dojit nemize.
Psenice, Brukev fepka a Cukrova fepa maji ptibuzné druhy v okoli, ale pouze Brukev fepka a
Cukrova fepa jsou alogamické. Experimenty prokazaly, Ze v jejich piipadé k pfenosu
rezistence dochézi, ale ziidka. Studie Repky olejky odhalila, Ze jeji pyl miiZe cestovat na o
hodné vétsi vzdalenosti neZ je uvedeno zdkonem, avSak Ze vyména genl mezi transgeni a
netransgeni populaci je minimalni (Lee & Natesan 2006).

Spontanni vznik rezistence ke glyfosatu nebyl u plevelll pozorovan, kromé svizele
(Baerson et al. 2002), plevele, u kterého se schopnost piirozené ziskavat rezistenci

k herbicidiim ukazala jako zavazny problém (Marshall et al. 1994).

26



3.6.1.3.  NarusSeni potravnich Fetézcu

Toto riziko se tyka rostlin rezistentnich ke hmyzim Skiidcim. Potravni fetézec mize byt
narusen eliminaci ¢i redukci populace rostlinného Sktidce, na kterém je zavisly jeho predator a
muze tak dojit k fetézové reakci v potravnim fetézci.

Teoreticky muze také dojit k negativnimu ovlivnéni predatora rostlinného sktdce, ke
kterému je rostlina rezistentni. Byl studovan mozny vliv Cry toxinu na Zlatoocku obecnou
(Chrysoperla carnea). Larvy Zlatoocky byly krmeny larvami Cernopasky bavlnikové
(Helicoverpa armigera), kterym byl spotravou podavam Cry toxin. V paralelnim
experimentu byl Cry toxin podavan s potravou piimo Zlatoocce. Nebyl pozorovan zadny
negativni ucinek na biologickou zdatnost Zlatoocky. Toxin byl nalezen v travici trubici
Cernopasky, aviak ne u Zlatoo¢ky. Z toho vyplyva, e Zlatoogku, jako necilovy organizmus,
Bt-toxin neovlivituje ani pfi pozieni pfimo, ani pii pozfeni toxinem zabité kofisti (Rodrigo-
Simoén 2006).

V roce 1999 experiment Losey et al. prokazal, ze krmeni larev Monarcha stéhovavého
pylem z Bt kukufice ma na larvy vyrazné skodlivy Géinek a tento vysledek byl ¢asto pouzivan
odpirci genetickych modifikaci. Nasledné vycerpavajici dikazy o neskodnosti GM plodin
jimi byly ignorovéany (Sehnal 2009).

Nedavny experiment na Bt baviniku, kukufici a brambote zkoumal rozdily v populacich
hmyzich $ktdcl, herbivorl, paraziti a parazitoidd mezi poli s Bt plodinami a poli s
netransgennimi plodinami a neshledal Zadny, ani negativni, ani pozitivni efekt (Wolfenbarger
et al. 2008).

3.6.1.4. Vznik rezistentnich skudcu

Vzniku rezistentnich Skiidci ma zamezit strategie refugii. Pole s Bt plodinou je
ohrani¢eno pasy netransgenni plodiny, bud’ stejného druhu jako BT plodina, nebo jiného
druhu, kterym se cilovy Sklidce Zivi. Bt plodina produkuje velké mnoZstvi Bt proteinu, coz
zajist'uje, ze pouze dominantni homozygoti pro rezistenci dokazi piezit na poli s Bt plodinou,
a pfi rozmnozeni se Skiidci z past s netransgenni plodinou se tato dominantni homozygotni

kombinaci rozpadne (Slater et al. 2008).
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3.6.1.5.  Horizontalni pienos genu

w7

Z transgennich rostlin na bakterie. Soucasné poznatky ukazuji, ze obecné pienos genu
Z rostliny na bakterii je vysoce nepravdépodobny (EFSA 2007) a navic geny pro rezistenci
rostlin k antibiotikim jsou ziskavany ze samotnych bakterii, takze bakterie by neziskaly nic

nového, proto je tato obava neopodstatnéna.

3.6.2. Pro lidské zdravi

Pro zjisténi piipadné alergenicity a toxicity mohou byt proteiny, jejichz geny jsou
vnaseny do rostlinného genomu porovnavany na zékladé sekvence aminokyselin s jiz
zndmymi proteinovymi toxiny a alergeny. Vlastnosti téchto znamych proteini mohou
poslouzit k posouzeni pfipadné toxicity noveé vzniklého proteinu. Také se mize testovat
Stépitelnost nové vzniklych proteinti proteolytickymi enzymy in vitro, ktera nam prozradi
pravdépodobnost, s jakou tento protein projde travicim Gstrojim v nezménéné formée. Také se
mohou provadét testy toxicity krmenim laboratornich zvifat Cistym proteinem. Dale lze

alergenicitu testovat pifimo za pouziti séra z citlivych osob (Kletter & Kok 2010).

3.6.21.  Alergie

Alergie na potravu vyvoldvaji proteiny bézné se vyskytujici v potravé, je proto nutné
posoudit pripadnou alergenicitu zejména u proteini pochazejicich z organizmt s alergennim
potencidlem a nové vytvotrenych proteint (Ladics & Selgrade 2009).

Alergii vyvolané odpovédi IS predchazi tzv. senzibilizace: pfi prvnim ¢i opakovaném
kontaktu s alergenem dojde k narGistu mnozstvi imunoglobulinii E (IgE). Pti samotné alergii
se vytvofené IgE vazi na povrch tkanovych zirnych bunék a krevnich bazofild, z nichz se
nasledné uvolni mediatory vyvolavajici alergii, hlavné histamin, které zplsobuji samotné
ptiznaky alergie (Helm & Burks 2000; Ladics & Selgrade 2009).

JelikoZz dochédzi k ptenosu genti mezi druhy, mize dojit k pfeneseni genu pro

alergenicky protein (Ladics & Selgrade 2009).
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4. Zavér a diskuze

Jako s kazdym novym védeckym pokrokem, i s GI pfichazi jak pfiznivci, tak odpurci.
Mezi odpiirce se fadi ekologické organizace jako Greenpeace nebo Friends of the Earth. Ty
vidi neslucitelnost mezi ekologickym chovanim a genetickymi modifikacemi. VétSinou se
protesty tykaji plodin, které se mohou dostat do potravniho fetézce, tedy bud’ slouzit jako
krmiva, nebo pfimo jako potravina pro lidi. Neochota pfijmout GM potraviny samoziejmée
muze vychdzet z presvédceni, a v takovém piipadé ma mit kazdy na vybér, zda si zvoli
potraviny GM nebo nemodifikované. Muze ale vSak také vychazet z nevédomosti a z ochoty
nechat se zmanipulovat a slepé nésledovat tyto organizace. Je proto dulezité snazit se byt
objektivni a kriticti.

Existuje celd fada opatieni, které maji zajistit bezpec¢nost péstovani a nakladani s GM
rostlinami. Naptiklad ustanoveni ke Codex Alimentarius z roku 2003, opatieni, které maji
zajistit ochranu zivotniho prostiedi, nebo Kartegensky protokol z t€hoz roku, ktery ma zajistit
ochranu a bezpecnost pii piepravovani, uzivani a nakladani s GM organizmy na celosvétové
urovni. Biologickou bezpecnosti se rozumi ramec opatfeni na rizné Urovni zahrnujici
politické a strategické dokumenty, pravni normy, administrativni postupy pii schvalovani
GMO, vcetné odhadil rizik, a systém kontroly vyuzivani GMO neopomijejici informovani
vefejnosti a vzdé€lavani. Protokol je vzhledem k nedostatecnym zkuSenostem s GMO a
chybé&jicim védeckym dikaziim zaloZen na ,,principu predbézné opatrnosti, ktery vyzaduje
analyzy a odhady rizik, posuzovéni vlivii na Zivotni prostfedi. (MZP 2008)

EU vénuje velkou pozornost bezpe¢nosti genetickych modifikaci, zejména pokud se tykaji
potravin a krmiv zcela nebo ¢astecné vyrobenych z GMO. Nejcastéji se jedna o soju, kukufici,
fepku ¢i bavlnikova semena.

Tato prace méla predstavit mozné vyuziti péstovani GM rostlin, jeho vyhody a ptfipadna
rizika. Moznosti vyuziti je mnoho, proto v nékterych ptipadech z divodu omezeného obsahu
této prace uvadim pouze piriklady. Vyhody ani rizika péstovani GM rostlin nelze pausalizovat,
nelze je ani pfedem presné odhadnout. Existuji obecna i konkrétni rizika, kterd jsem popsala,
avSak je tfeba si uvédomit, Zze se mohou objevit disledky, které jsme necekali. Jelikoz
existuje velka rtiznorodost geneticky modifikovanych rostlin a systémt, do kterych maji byt
zasazeny, je potieba vyhodnocovat potencidlni rizika individualné u kazdého ptipadu zvIast, a

urcité je na misté objektivnost a opatrnost.

29



5. Seznam pouZité literatury

Abbadi A; Domergue F; Bauer J, Napies JA; Welti R; Zahringer U; Cirpus P; Heinz E.
Biosynthesis of very-long-chain polyunsaturated fatty acids in transgenic oilseeds :
Constraints on their accumulation, Plant Cell, 2004, 16, 2734-2748.

Abel PP; Nelson RS; De B; Hoffmann N; Rogers SG; Fraley RT; Beachy RN. Delay of
desease development in transgenic plants that express the tobacco mosaic-virus coat
protein gene, Science, 1986, 232, 738-743, Ex: Beachy 1986: Beachy RN. Mechanisms
and applications of pathogen-derived resistance in transgenic plants. Current Opinion in
Biotechnology, 1997, 8, 215-220.

Akhond MAY; Machray GC; Biotech crops. Technologies, achievements and prospects.
Euphytica, 2009, 166, 47-59.

Al-Ahmad H; Galili S; Gresses J. Tandem constructs to mitigate transgene persistence :
tobacco as a model. Molecular Ecology, 2004, 13, 697-710.

Arencibia A; Vazquez RI; Prieto D; Téllez P; Carmona ER; Coego A; Hernandez L; De la
Riva GA; Selman-Housein G. Transgenic sugarcane plants resistant to stem borer
attack. Molecular Breeding, 1997, 3, 247-255.

Baerson SR; Rodriguez DJ; Tran M; Feng Y; Biest NA; Dill GM. Glyphosate-resistant
goosegrass. Identification of a mutation in the target enzyme 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase, Plant Physiology. 2002, 129,1265-1275.

Beachy RN. Mechanisms and applications of pathogen-derived resistance in transgenic plants.
Current Opinion in Biotechnology, 1997, 8, 215-220.

Berra RK. The story of the Cohen-Boyer patents. Current Science, 2009, 96, 760-731.

Bonfim K; Faria JC; Nogueira EOPL; Mendes EA; Aragao FIL. RNAi-mediated resistance to
Bean golden mosaic virus in genetically engineered common bean (Phaseolus vulgaris).
Molecular Plant-Microbe Interactions, 2007, 20, 717-726.

Broglie K, Chet I, Holliday M, Cressman R, Biddle P, Knowlton S, Mauvais CJ, Broglie R.
Transgenic plants with enhanced resistance to the fungal pathogen Rhizoctonia solani.
Science. 1991, 254, 1194-1197.

Bruinsma M; Kowalchuk GA; van Veen JA. Effects of genetically modified plants on
microbial communities and processes in soil. Biology and Fertility of Soils, 2003, 37,
329-337.

Buchanan BB; Gruissem W; Jones RL. Biochemistry & Molecular biology of plants,
American Society of Plant Biologists, Rockville, Maryland, 2000.

30



Cangelosi GA; Ankenbauer RG; Nester EW. Sugars induce the Agrobacterium virulence
genes through a periplasmic binding-protein and a transmembrame signal protein.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 1990,
87, 6708-6712.

Cary AJ; Che P; Howell SH. Developmental events and shoot apical meristem gene
expression patterns during shoot development in Arabidopsis thaliana. The Plant
Journal. 2002, 32, 867-877.

Chawla H.S. Introduction to Plant Biotechnology. Science Publishers, Enfield, NH, USA,
2009.

Christie PJ. Agrobacterium tumefaciens T-complex transport apparatus : A paradigm for a
new family of multifunctional transporters in eubacteria. Journal of Bacteriology, 1997,
179, 3085-3094.

Clough SJ; Bent AF. Floral dip : a simplified method for Agrobacterium-mediated
transformation of Arabidopsis thaliana. The Plant Journal. 1998, 16, 735-743.

Crawford et al. 2000: Crawford NM; Kahn ML, Leustek T, Long SR. Nitrogen and Sulfur.
Citovano z: Buchanan; Gruissem; Jones. Biochemistry & Molecular biology of plants,
American Society of Plant Biologists, Rockville, Maryland, 2000, 786-849.

Cunningham SD; Berti WR; Huang JW. Phytoremediation of contamined soils. Trends in
Biotechnology, 1995, 13, 393-397.

D’Aoust MA; Lavoie PO; Couture MMJ; Trépanier S; Guay JM; Dargis M; Mongrand S;
Landry N; Ward BJ; Vézina LP. Influenza virus-like particles produced by transient
expression in Nicotiana benthamiana induce a protective immune response against a
lethal viral challenge in mice. Plant Biotechnology Journal, 2008, 6, 930-940.

De Maagd RA; Bravo A; Crickmore N. How Bacillus thuringiensis has evolved specific
toxins to colonize the insect world. Trends in Genetics, 2001, 17, 193-199.

Doerner P. Cell Division Regulation. 2000. Citovano z: Buchanan; Gruissem; Jones, eds.
Biochemistry & Molecular biology of plants, American Society of Plant Biologists,
Rockville, Maryland, 2000, 528-534.

Drake PMV; Chargelegue D; Vine ND; Van Dolleweerd CJ; Obregon P; Ma JKC. Transgenic
plants expressing antibodies : a model for phytoremediation. The journal of the
Federation of American Societies for Experimental Biology, 2002, 16, 1855-1860.

EFSA 2007: Statement of the scientific panel on genetically modified organisms on the safe
use of the nptll antibiotic resistance marker gene in genetically modified plants.

http://www.efsa.europa.eu/EFSA/Statement/gmo statement nptll .pdf

31


http://www.efsa.europa.eu/EFSA/Statement/gmo_statement_nptII_.pdf

Ellis RJ. Further similarities between chloroplasts and bacterial ribosomes. Proceedings of the
Biochemical Society, 1970, 91, 329.

Finer JJ. Plant Nuclear Transformation. 2010. Citovano z: Kempkem, Jung, eds. Genetic
Modification of Plants. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2010, 3-21.

Frigerio L; Vine ND; Pedrazzini E; Hein MB; Wang F; Ma JKC; Vitale A. Assembly,
secretion, and vacuolar delivery of a hybrid immunoglobuline in plants. Plant
Physiology, 2000, 123, 1483-1494.

Gaj MD. Factors influencing somatic embryogenesis induction and plant regeneration with
particular reference to Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Plant Growth Regulation,
2004, 43, 27-47.

Gan SS; Amasino RM. Inhibition of leaf senescence by autoregulated production of
cytokinin. Science, 1995, 270, 1986-1988.

Gilbertson L. Cre-lox recombination : Cre-ative tools for plant biotechnology. Trends in
Biotechnology, 2003, 21, 550-555.

Goldstein DA, Tinland B; Gilbertson LA; Staub JM; Bannon GA; Goodman RE; McCoy RL;
Silvanovich A. Human safety and genetically modified plants : a review of antibiotic
resistance markers and future transformation selection technologies. Journal of Applied
Microbiology, 2005, 99, 7-23.

Gressel J. Tandem constructs : preventing the rise of superweeds. Trends in Biotechnology,
1999, 17, 361-366.

Hammond-Kosack K; Jones JDG. 2000. Responses to Plant Pathogens. Citovano z:
Buchanan BB; Gruissem W; Jones RL; eds. Biochemistry & Molecular biology of
plants, American Society of Plant Biologists, Rockville, Maryland, 2000, 1102-1130.

Hammond-Kosack K; Parker JE. Deciphering plant-pathogen communication: fresh
perspective for molecular resistance breeding. Current Opinion in Biotechnology, 2003,
14, 177-193.

Hansen G; Das A; Chilton MD. Constitutive expression of the virulence genes improves the
efficiency of plant transformation by Agrobacterium. Plant Biology, 91, 7603-7607.

Helm RM; Burks AW. Mechanisms of food allergy. Current Opinion in Biotechnology, 2000,
12, 647-653.

Hiller Y; Gershoni JM; Bayer EA; Wilchek M. Biotin binding to avidin — oligosaccharide
side-chain nor required for ligand association. The Biochemical Journal, 1987, 248,167-
171.

32



Hofmann C; Vanderburggen H; Hofte H. Specificity of Bacillus thuringiensis sigma-
endotoxins is correlated with the presence of high-affinity binding-sites in the brush-
border membrane of target insect midgets. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 1988, 85, 7844-7848.

Hood EE; Witcher DR; Maddock S; Meyer T; Baszczynski C; Bailey M; Flynn P; Register J;
Marshall L; Bond D; Kulisek E; Kusnadi A; Evangelista R; Nikolov Z; Wooge C;
Mehigh RJ; Hernan R; Kappel WK; Ritland D; Li CP; Howard JA. Commercial
production of avidin from transgenic maize : characterization of transformant,
production, processing, extraction and purification. Molecular Breeding. 1997, 3, 291-
306.

Hoftejsi V, Barttinkova J. Zaklady imunologie, Triton, Praha, 2009.

http://www.basf.com/group/pressrelease/P-10-179

http://www.gmo-compass.org/eng/database/plants/

Huang J; Nandi S; Wu L; Yalda D; Bartley G; Rodriguez R; Lonnerdal B; Huang N.
Expression of natural antimicrobial human lysozyme in rice grains. Molecular
Breeding, 2002, 10, 83-94.

lijima H; Takahashi I; Kiyono H. Mucosal immune network in the gut for the control of
infectious diseases. Reviews in Medical Virology, 2001, 11, 117-133.

Ikeda M; Kamada H. Comparison of molecular mechanisms of somatic and zygotic
embryogenesis, 2005. Citovano z: Mujib, Samaj, eds. Somatic embryogenesis.
Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2006.

Jin SG; Prusti RK; Roitsch T; Ankenbauer RG; Nestler EW; Phosphorylation of the VirG
protein of Agrobacterium tumefaciens by the autophosphorylated VirA protein —
essential role in biological activity of VirG. Journal of Bacteriology, 1990, 172, 4945-
4950.

Jin SG; Roitsch T; Christie PJ; Nestler EW. The regulatory VirG protein specifically binds to
a cis-acting regulatory sequence involved in transcriptional activation of Agrobacterium
tumefaciens virulence genes. Journal of Bacteriology, 1990, 172, 531-537.

Jorsebo M; Donaldson I; Kreiberg J; Petersen SG; Brunstedt J; Okkels FT. Analysis of
mannose selection used for transformation of sugar beet. Molecular Breeding, 1998, 4,
111-117.

Joshi L; Lopez LC. Bioprospecting in plants for engineered proteins. Current Opinion in
Plant Biology, 2005, 8, 223-226.

33


http://www.basf.com/group/pressrelease/P-10-179

Keller H, Pamboukdjian N, Ponchet M, Poupet A, Delon R, Verrier JL, Roby D, Ricci P.
Pathogen-induced elicitin production in transgenic tobacco generates a hypersensitive
response and nonspecific disease resistance. Plant Cell, 1999, 11, 223-235.

Kempken F; Jung Ch. Genetic Modification of Plants — Agriculture, Horticulture and
Forestry, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2010.

Kim TG, Yang MS. Current trends in edible vaccine development using transgenic plants.
Biotechnology and Bioprocess Engineering, 2010, 15, 61-65

Klee HJ; White FF; lyer VN; Gordon MP; Nester EW. Mutational analysis of the virulence
region of an Agrobacterium tumefaciens Ti plasmid. Journal of bacteriology, 1983, 153,
878-883.

Kletter GA; Kok EJ. Safety assessment of biotechnology used in animal production, including
genetically modified (GM) feed and GM animals — a rewiew. Animal Science Papers
and Reports, 2010, 28, 105-114.

Konopka-Postupolska D; Clark G; Goch G; Debski J; Floras K; Cantero A; Fijolek B; Roux
S; Hennig J. The role of annexin 1 in drought stress in Arabidopsis. Plant Physiology,
2009, 150, 1394-1410.

Kraus J. 2010, Concepts of marker genes for plants. Citovano z: Kempkem; Jung, eds.
Genetic Modification of Plants, Berlin Heidelberg, Springer-Verlag, 2010, 39-54.

Kung Y-J; Yu T-A; Huang Ch-H; Wang H-Ch; Wang S-L; Yeh S-D. Generation of
hermaphrodite transgenic papaya lines with virus resistance via transformation os
somatic embryos derived from adventitious roots of in vitro shoots. Transgenic
Research, 2010, 19, 621-635.

Ladics GS; Selgrade MK. Identidying foor proteins with allergenic potential: Evolution of
approaches to safety assessment and research to provide additional tools. Regulatory
Toxicology and Pharmacology, 2009, 54, S2-S6.

Lange M; Vincze E; Mpgller MG; Holm PB; Molecular analysis of transgene and vector
backbone integration into the barley genome following Agrobacterium-mediated
transformation. Plant Cell Reports, 25, 815-820.

Lee D; Natesan E. Evaluating genetic containment strategie for transgenic plants. Trends in
Biotechnology, 2006, 24, 109-114.

Liao Q; Zhu L; Du Z; Zeng R; Feng J; Chen J. Virus-resistance in transgenic plants that
express cucumber mosaic-virus satellite. Nature. 1987, 328, 799-802.

Losey JE; Rayor LS; Carter ME. Transgenic pollen harms monarch larvae. Nature. 1999, 399,
214.

34



Lutz KA; Knapp JE; Maliga P. Expression of bar in the plastid genome confers herbicide
resistence. Plant Physiology, 2001, 125, 1585-1590.

Ma JKC; Drake PMW,; Chargelegue D; Obregon P; Prada A. Molecular farming for new
drugs and vaccines - Current perspectives on the production of pharmaceuticals in
transgenic plants. European Molecular Biology Organization Reports. 2005, 6, 593-
599.

MaY; Lin SQ; Gao Y; Li M; Luo WX; Zhang J; Xia NS. Expression of ORF2 partial gene of
hepatitis E virus in tomatoes and immunoactivity of expression products. World Journal
of Gastroenterology. 2003, 9, 2211-2215.

Maiti 1B; Wagner GJ; Yeargan R; Hunt AG. Inheritance and expression of the mouse
metallothiomein gene in Tobacco — impact on Cd tolerance and tissue Cd distribution in
seedings. Plant Physiology. 1989, 91, 1020-1024.

Malkin R; Niyogi K. Photosynthesis. 2000. Citovano z: Buchanan; Gruissem; Jones, eds.
Biochemistry & Molecular biology of plants, American Society of Plant Biologists,
Rockville, Maryland, 2000, 568-628.

Marshall G; Kirkwood RC; Leach GE. Comparative studies on graminicide-resistant and
susceptible biotypes of Eleusine indica. Weed Research, 1994, 34, 177-185.

Mason HS; Ball JM; Shi JJ; Jiang X; Estes MK; Arntzen CJ. Expression of Norwalk virus
capsid protein in transgenic tobacco and potato and its oral immunogenicity in mice.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1996,
93, 5335-534.

McGarvey PB; Hammond J; Dienelt MM; Hooper DG; Fu ZF; Dietzschold B; Koprowski H;
Michaels FH. Expression of the rabies virus glycoprotein in tomatoes. Biotechnology,
1995, 13, 1484-1487.

Meagher RB. Phytoremediation of toxic elemental and organic pollutants. Current Opinion in
Plant Biology, 2000, 3, 153-162.

Modelska A; Dietzschold B; Sleysh N; Fu ZF; Steplewski K; Hooper C; Koprowski H;
Yusibov V. Immunization against rabies with plant-derived antigen. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 1998, 95, 2481-2485.

MZ, Dosavadni zkusSenosti s péstovanim geneticky modifikované Bt kukutice v CR 2005-
2009, Ministerstvo Zemeédelstvi, 2009.

MZP, Genetické modifikace — moznosti jejich vyuziti a rizika, piirucka, Ministerstvo

Zivotniho Prostiedi, 2008.

35



Nandi S; Suzuki YA; Huang J; Yalda D; Pham P; Wu L; Bartley G; Huang N; Lonnerdal B.
Expression of human lactoferrin in transgenic rice grains for the application in infant
formula. Plant Science. 2002, 163, 713-722.

Nejidat A; Beachy RN. Transgenic tobacco plants expressing a coat protein gene of tobacco
mosaic virus are resistant to some other Tobamoviruses. Molecular Plant-Microbe
Interactions, 1990, 3, 247-251.

Novakova M; Mackova M; Chrastilova Z; Viktorova J; Szekeres M; Demnerova K; Macek T.
Cloning the bacterial bphC gene Into Nicotiana tabacum to improve the efficiency of
PCB-phytoremediation. Biotechnology and Bioengineering, 2009, 102, 29-37.

Oey M; Lohse M; Kreikemeyer B; Bock R. Exhaustion of the chloroplast protein synthesis
capacity by massive expression of a highly stable protein antibiotic. Plant Journal,
2009, 57, 436-445.

Pang SZ; Jan FJ; Tricoli DM; Russell PF; Carney KJ; Hu JS; Fuchs M; Quemada HD;
Gonsalves D. Resistance to squash mosaic comovirus in transgenic squash plants
expressing its coat protein genes. Molecular Breeding, 2000, 6, 87-93.

Pray CE; Huang JK; Hu RF, Rozelle S. Five years of Bt cotton in China - the benefits
continue. The Plant Journal, 2002, 31, 423-430.

Quirasco M; Schoel B; Chhalliyil P; Fagan J; Galvez A. Real-time and conventional PCR
detection of Liberty Link (R) rice varieties and transgenic soy in rice sampled in the
Mexican and American retail markets. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2008,
392, 395-404.

Radhakrishnan P; Srivastava V. Utility of the FLP-FRT recombination system for genetic
manipulation of rice. Plant Cell Reports, 2005, 23, 10-721-726.

Ramessar K; Rademacher T; Sack M; Stadlmann J; Platis D; Labrou N; Altmann F; Ma J;
Stoger E; Capell T; Christou P. Cost-effective production of a vaginal protein
microbicide to prevent HIV transmission. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 2008, 105, 3727-3732.

Rezek J; Macek T; Mackova M; Triska J. Plant metabolites of polychlorinated biphenyls in
hairy root culture of black nightshade Solanum nigrum SNC-90. Chemosphere. 2007,
69, 1221-1227.

Rivero RM; Kojima M; Gepstein A; Sakakibara H; Mittler R; Gepstein S; Blumwald E.
Delayed leaf senescence induces extreme drought tolerance in a flowering plant.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 2007,
104, 19631-19636.

36



Rodrigo-Simon A; de Maagd RA; Avilla C; Bakker PL; Molthoff J; Gonzales-Zamora JE;
Ferré J. Lack of detrimental effects of Bacillus thuringiensis cry toxins on the insect
predator Chrysoperla carnea : a toxicological, histopathological, and biochemical
analysis. Applied and Environmental Microbiology, 2006, 72, 1595-1603.

Ruf S; Hermann M; Berger IJ; Carrer H; Bock R. Stable genetic transformation of tomato
plastids and expression of a foreign protein in fruit. Nature Biotechnology, 2001, 19,
870-875.

Rybicki EP. Plant-made vaccines for humans and animals. Plant Biotechnology Journal,
2010, 8, 620-637.

Scheller J; Conrad U. Plant-based material, protein and biodegradable plastic. Current
Opinion in Plant Biology, 2005, 8, 188-196.

Schouten HJ; Krens FA & Jacobsen E; Cisgenic plants are similar to traditionally bred plants,
European Molecular Biology Organization Reports, 7, 750-753.

Sehnal F. White book — genetically modified crops. Biology Centre of the Academy of
Sciences of the Czech Republic, Ceské Budgjovice, 2009.

Shchelkunov SN; Salyaev RK; Pozdnyakov SG; Rekoslavskaya NI; Nesterov AE; Ryzhova
TS; Sumtsova VM; Pakova NV; Mishutina UO; Kopytina TV; Hammond RW.
Immunogenicity of a novel, bivalent, plant-based oral vaccine against hepatitis B and
human immunodeficiency viruses. Biotechnology Letters, 2006, 28, 959-967.

Shou H; Bordallo P; Fan JB; Yeakley JM; Bibikova M; Sheen J; Wang K. Expression of an
active tobacco mitogen-activated protein kinase kinase kinase enhances freezing
tolerance in transgenic maize. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 2004, 101, 3298-3303.

Slater A; Scott NW; Fowler MR. Plant Biotechnology - the genetic manipulation of plants,
second edition, Oxford University Press, 2008.

Smart V; Foster PS; Rothenberg ME; Higgins TJV; Hogan SP. A plant-based allergy vaccine
suppresses experimental asthma via an IFN-gamma and CD4(+) CD45RB(low) T cell-
dependent mechanism. The Journal of Immunology, 2003, 171, 2116-2126.

Sreekala C; Wu L; Gu K; Wang D; Tien D; Yin Z; Excision of a selectable marker in
transgenic rice (Oryza sativa L.) using a chemically regulated Cre/loxP system. Plant
Cell Reports, 2005, 24, 86-94.

Stoger E; Ma JK-C; Fischer R; Christou P. Sowing the seeds of success : pharmaceutical

proteins from plants. Current Opinion in Biotechnology, 2005, 16, 167-173.

37



Two transcription factors, DREB1 and DREB2, with an EREBP/AP2 DNA binding domain
separate two cellular signal transduction pathways in drought- and low-temperature-
responsive gene expression, respectively, in Arabidopsis. Plant Cell. 1998, 10, 1391-
1406.

V; Horak F; Vrtala S; Spitzauer S; Krauth M-T; Valent P; Reisinger J; Hayek B; Krongvist
M; Gafvelin G; Gronlund H; Purohit A; Suck R; Fiebig H; Cromwell O; Pauli G.
Vaccination with genetically engineered allergens prevents progression of allergic
disease. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2004, 101, 14677-14682.

Van Haute E; Joos H; Maes M; Warren G; Van Montagu M; Schell J. Intergeneric transfer
and exchange recombination of restriction fragments cloned in pbr322 — a novel
strategy for the reversed genetics of the Ti plasmids of Agrobacterium tumefaciens. The
European Molecular Biology Organization Journal, 1983, 2, 411-417.

Vaucheret H; Béclin Ch; Elmayan T; Feuerbach F; Gordon Ch; Morel J-B; Mourrain P;
Palauqui J-Ch; Vernhettes S. Transgene-induced gene silencing in plants. The plant
Journal, 1998, 16, 651-659.

Wandelt C. Implementation of general surveillance for Amflora potato cultivation — data
management, Journal of Consumer Protection and Food Safety, 2007, 1, 70-71.

Wang AS; Evans RA; Altendorf PR; Hanten JA; Doyle MC; Rosichan JL. A mannose
selection system for production of fertile transgenic maize plants from protoplasts. Plant
Cell Reports. 2000, 19, 654-660.

Webster DE; Smith SD; Pickering RJ; Strugnell RA; Dry IB; Wesselingh. Measles virus
hemagglutinin protein expressed in transgenic lettuce induces neutralising antibodies in
mice following mucosal vaccination. Vaccine. 2006, 24, 3538-3544.

Winans SC; Kerstetter RA; Ward JE; Nester EW. A protein required for transcriptional
regulation of Agrobacterium virulence genes spans the cytoplasmic membrane. Journal
of Bacteriology, 1989, 171, 1616-1622.

Witcher DR; Hood EE; Peterson D; Bailey M; Bond D; Kusnadi A; Evangelista R; Nikolov
Z; Wooge C; Mehigh R; Kappel W; Register J; Howard JA. Commercial production of
beta-glucuronidase (GUS) : a model system for the production of proteins in plants.
Molecular Breeding. 1998, 4, 301-312.

Wolfenbarger LR; Naranjo SE; G.Lundgren JG; Bitzer RJ; Watrud LS. Bt crop effects on
functional guilds of non-target Arthropods : A meta-analysis. Public Library of Science,
2008, 3, 2118.

38



Wu F. Mycotoxin reduction in Bt corn : Potential economic, health, and regulatory impacts.
Transgenic Research. 2006, 15, 277-289.

Xu D; Duan X; Wang B; Hong B; Ho THD; Wu R. Expression of a late embryogenesis
abundant protein gene, HVAL, from barley confers tolerance to water deficit and salt
stress in transgenic rice. Plant Physiology, 1996, 110, 249-257.

Yamashita T; Lida A; Morikawa H. Evidence that more than 90-percent of beta-
glucoronidase-expressing cells after particle bombardment directly receive the foreign
gene in their nucleus. Plant Physiology. 1991, 97, 829-831.

Yang Q; Chen ZZ; Zhou XF; Yin HB; Li X; Xin XF; Hong XH; Zhu JK; Gong Z.
Overexpression of SOS (Salt Overly Sensitive) genes increases salt tolerance in
transgenic Arabidopsis. Molecular Plant, 2009, 2, 22-31.

Ye X; AlBabili S; KlIoti A; Zhang J; Lucca P; Beyer P; Potrykus I. Engineering the
Provitamin A (B-carotene) Biosynthetic Pathway into (Carotenoid-Free) Rice
Endosperm, Science, 287, 303-305.

You SJ; Liau CH; Huang HE; Feng TY; Prasad V; Hsiao HH; Lu JC; Chan MT. Sweet pepper
ferredoxin-like protein (pflp) gene as a novel selection marker for orchid transformation.
Planta. 2003, 217, 60-65.

Yuki Y; Tokuhuara D; Nochi T; Yasuda H; Mejima M; Kurokawa S; Takahashi Y; Kataoka
N; Nakanishi U; Hagiwara Y; Fujihashi K; Takaiwa F; Kiyono H. Oral MucoRice
expressing double-mutant cholera toxin A and B subunits induces toxin-specific
neutralising immunity. Vaccine, 2009, 27, 5982-5988.

Zakon ¢.78/2004 Sb. o nakladani s GMO a genetickymi produkty.

Zavaleta N; Figueroa D; Rivera J; Sanchez J; Alfaro S; Lonnerdal B. Efficacy of rice-based
oral rehydration solution containing recombinant human lactoferrin and lysozyme in
Peruvian childern with akute diarrhoea. Journal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition, 2007, 40, 258-264.

Zhang J; Hguyen HT; Blum A. Genetic analysis of osmotic adjustment in crop plants. Journal
of Experimental Botany, 1999, 50, 291-302.

Zhang X; Buehner NA; Hutson AM; Estes MK; Mason HS. Tomato is a highly effective
vehicle for expression and oral immunization with Norwalk virus capsid protein. Plant
biotechnology journal, 2006, 4, 419-432.

Zhou Q; Liu W; Zhang Y; Liu KK. Action mechanism of acetolactate synthese-inhibiting
herbicides. Pesticide Biochemistry and Physiology, 2007, 89, 89-96.

39



Zupan JR; Zambryski P. Transfer of T-DNA from Agrobacterium to the plant-cell. Plant
Physiology, 1995, 107, 1041-1047.

40



