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Abstrakt

V soucasné dobé, kdy neustale roste lidska populace a tim i poptavka po objemu a kvalité
potravy, se vyviji snaha o zlepSovani technologii vyuZivanych k fungovani dneSniho zemédélstvi.
Jednim z hlavnich piliti zemédélstvi je soucasné spektrum kulturnich rostlin, které jsou lidem
k dispozici. Toto spektrum je klasickym Slechténim po staleti obohacovano o nové kultivary plo-
din ¢i o plodiny zcela nové a od konce minulého stoleti navic rozsifovano o geneticky modifiko-
vané plodiny. S nimi ale prisla nedvérivost spolecnosti a snaha legislativné geneticky modifiko-
vané rostliny oSetfit a omezit jejich vyuziti. Mimo jiné i z téchto divodl byly hledany ac¢inné a
spolecensky prijatelné alternativy k standardnim GM technikam. Zasadni prinos v tomto ohledu
nabizi soubor metod zahrnovanych pod nazev ,Nové Slechtitelské techniky“ - New Breeding Tech-

niques - NBTs. Tato prace je shrnuje a vysvétluje zakladni principy jejich fungovani.

Klic¢ova slova: Slechténi rostlin, nové slechtitelské techniky, NBTs, evropska legislativa.

Abstract

Nowadays when human population and demand for quantity and quality of food con-
stantly grow, there is effort to improve technologies, which are used to functioning currently ag-
riculture. Currently spectrum of crop plants, which are available for people, is one of main basis
of agriculture. This spectrum is enriched of new cultivars or new crop by classical breeding for
centuries. From the end of 20th century spectrum is further expanded on gentically modified
plants. However, there were distrustfulness of human society and therefore genetically modified
plants were legislatively restricted about their use and cultivation. Inter alia, for these reasons
effective and socially acceptable alternatives of standart GM techniques were searched. Set of me-
thods, which was named ,New breeding techniques“- NBTs, provides such benefits. This work

summarizes NBTs and explains basic principles of their use.

Key words: European legislation, plant breeding, new breeding techniques, NBTs.
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Seznam pouzitych zkratek
ALS - acetolaktatsyntaza

AGO4 - Argonaute4; protein vazajici vlakno sRNA

CRISPR/Cas9 - systém bakterialni ochrany proti cizorodé DNA, vyuZiva se jako prostredek pro
smérovanou mutagenezi

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DSB(s) - double strand break (-s); dvousroubovicovy zlom (dvousroubovicové zlomy)
GM - geneticky modifikovny (-é)

GMO(s) - geneticky modifikovany organismus (geneticky modifikované organismy)
HGT - horizontalni genovy prenos (transfer)

NBT(s) - new breeding technique (-s); nova slechtitelska technika (nové Slechtitelské techniky)
NHE] - nonhomologous end joining; nehomologni spojeni konct

ODM - oligonucleotides directed mutagenesis; oligonukleotidy rizena mutageneze
OLTA - OverLap extension PCR and TA-cloning

PAM - protospacer adjacent motifs; motivy prilehlé k protospaceru (mistu stépeni Cas9)
RdDM - RNA dependent DNA methylation; RNA dependentni methylace DNA

RGEN - RNA-guided endonuclease; endonukledza smérovana pomoci RNA

RISC - RNA-induced silencing complex; uml¢ujici komplex indukovany RNA

RNA - ribonukleova kyselina

SDN s - site directed nucleases, mistné rizené nukleazy

sgRNA - single guide RNA; typ chimerické RNA, ktera v systému CRISPR rozpoznava urcitou sek-
venci

siRNA - small interfering RNA; mala RNA, ktera je podstatna v procesech RNA interference vcetné
RdDM

TALEN(s) -Transcription Activator Like Effector Nuclease(-s)
TFO(s) - triple helix-forming oligonukleotides, oligonukleotidy vytvatejici trojity helix
ZFN(s) - zinc finger nuclease(-s); nukleaza (-y) se zinkovymi prsty

ZFP - zinc finger protein; protein13 se zinkovymi prsty



1. Uvod

Rostouci lidska populace, kvalita Zivotniho prostiedi, objem a kvalita potravin - to jsou
hlavni problémy, jimZ je soucasna civilizace vystavena. Jejich spojujicim ¢lankem je mimo jiné ze-
meédélstvi, a to jeho rozsah, struktura, ¢i technologie. Zakladnim pilitem zemédélské produkce je

pak spektrum kulturnich plodin, které jsou lidem k dispozici.

Trvala je snaha o vyvoj novych kultivart kulturnich plodin, ¢i alespon o vylepSeni vlast-
nosti téch stavajicich. V tomto procesu je vyuzivano jak technik klasického slechténi, tak i metodik
davajicich vznik geneticky modifikovanym (GM) rostlinAm. Pomoci technik tzv. pfimého pfenosu
genl byly mimo jiné vytvoreny desitky novych odriid odolnych viici Skodlivému hmyzu (tzv. in-
sektresistentni, IR plodiny) nebo tolerantnich k totalnim herbicidlim, kterymi zemédélci hubi ple-
vely (tzv. herbicid tolerantni, HT plodiny). GM techniky jiZ byly mj. pouZity v ptripravé plodin tzv.
biofortifikovanych - rostlina se vloZenim urcitého genu ¢i genti obohati o nutrienty, vitaminy ¢i
jiné prospésné latky. Znamymi ptipady jsou vloZeni genii pro biosyntézu provitaminu A v endo-
spermu ryZe (Ye et al. 2000), ¢i zvySeni antokyanti v plodech rajcat (Butelli et al. 2008). OvSem
geneticky modifikované rostliny vzhledem k obsahu cizorodé DNA vyvolavaji u ¢asti lidské popu-
lace obavy a rozpolcenost, i proto je jejich péstovani a vyuZiti celosvétove legislativné oSetreno,
pricemz legislativa Evropské unie upravena Smérnici 2001/18/ES je patrné nejprisnéjsi normou

(vice viz 2.3. Legislativa oSetiujici genetické modifikace ).

Vzhledem k omezenim spojenym s GM rostlinami se v nedavné dobé jako produkt zaklad-
niho i aplikovaného vyzkumu v biotechnologickych firmach i mimo né podarilo nalézt alternativy
k postuptim primého genového pienosu. Byl vytvoren seznam osmi $lechtitelskych technik, které
by nemély odporovat presvédceni spolecnosti (v cilovém organismu se nevyskytuje cizoroda
DNA, vysledkem tedy dostavame rostlinu, ktera by mohla byt ziskana i klasickymi technikami) a
zaroveil neodporuje souc¢asnym evropskym legislativnim normam. Souhrnné byly pojmenovany

jako ,Nové Slechtitelské techniky” (New breeding techniques, NBTs; Lusser et al. 2011).

/////

zZiti a na zavér zhodnocuje jejich vyhody a nevyhody oproti klasickému Slechténi a Slechténi po-

moci genetickych modifikaci.



2. Slechténi rostlin

2.1. Klasické slechténi rostlin

2.1.1. Prvotni Slechténi rostlin
Klasické Slechténi Zivocichi i rostlin je postaveno na dvou zakladnich metodikach kopiru-

jicich ptirodni mechanizmy - tedy mutagenezi, s naslednou selekci vyhodnych novych forem a
pohlavnim kiiZeni/hybridizaci. Vlastni Slechténi rostlin ma pocatky pred 5000 - 10 0000 lety
v domestikaci planych rostlin (Hussain 2015). K té dochazelo v koevolu¢nim procesu zahrnujicim
vyvoj lidstva a rostlin. Jako priklady mohou slouZit dneSni kukurice, kterd byla domestikovana a
vySlechténa z divoké travy (Teosintia) Mexic¢any pied 9 000 lety (Hake & Ross-Ibarra 2015), nebo
ryze Oryza sativa, jeZ byla vySlechténa z O. rufipogo v oblasti Asie ptiblizné pired 8000 lety
(Sweeney & McCouch 2007).

Slechténi zpravidla zadind vybérem a kifZenim rodi¢ovskych rostlin s vhodnymi vlast-
nostmi, které chceme zkombinovat. Nasledné (v F2 a nékolika naslednych generacich) vzniknou
segregujici populace potomkd, u nichz lze provadét selekci na pritomnost poZadovanych vlast-
nosti (Miladinovic et al. 2015). U selekci provadénymi prvnimi zemédélci se zpocatku jednalo
hlavné o intuitivni zaleZitost. Vybiraly se rostliny s vlastnostmi, které nejlépe vyhovovaly potie-
bam lidi - napft. intenzivni rist, velky objem semen, odolnost k neptiznivym podminkam pro-
stiedi. Jejich semena se opét zasela, a tak se dana vlastnost upiednostnila. Za vznik téchto novych
znakd zodpovidaly zejména nahodilé zmény v genomu organismt, do urcité miry vyvolané fak-
tory daného prostiedi. Pozdéji dochazelo k vytvareni prvnich geneticky stabilnich kultivart a to

predevsim u druh, které byly schopny samoopyleni, ¢i u druhti vegetativné se rozmnoZzujicich.

2.1.2. Mendelovy zakony dédi¢nosti
Genetické mechanizmy podminujici a ridici dédi¢nost se staly pfedmétem systematického

zkoumani teprve v 18-19. stoleti. Jeho finalni etapa byla nakonec postulovana v komplexu Men-

delovych zakont dédi¢nosti (Mendel 1865).

Mendel svou praci zalozil na experimentech s hrachem Pisum sativum, na némz si vymezil
hlavni zkoumané znaky - napf. rozdily ve zbarveni déloh semene, rozdil ve zbarveni slupky se-
mene, rozdil ve tvaru zralého lusku, rozdil v barvé nezralého lusku, rozdil v postaveni kvétti a roz-
dil v délce osy. Tehdy se ale nevédélo, Ze nositeli genetické informace jsou geny. Mendel proto pro
nositele dédi¢nosti zavedl termin , faktor”, ktery specifikoval takto - podle Mendela byl kazdy znak
kontrolovan dvéma faktory, pricemz faktory pro dva odlisné znaky se dédi nezavisle (Mendel pra-
coval s geny, které nebyly ve vazbé). Faktory (dnes chapany jako alely, formy genti) se podle Men-
dela nemisi, jsou bud’ dominantni, nebo recesivni. PficemZ potomci F1 generace (tj. prvni filidlni

generace; prvni generace potomkii), vznikli ze dvou homozygotnich kultivart hrachu jsou gene-



ticky vSichni stejni. Fenotypové maji podobu rodice nesouciho dominantni znak. Nicméné v na-
sledné F2 generaci (tj. druhé filidlni generaci), jiz vykazuji rostliny hrachu dva rozdilné fenotypy
a to v presné danych, statisticky zméritelnych pomérech (3:1). Nahodnou segregaci faktort (alel)
pak vznikaji rostliny jak homozygotni - nesouci jen jeden znak ve dvou stejnych faktorech, tak
heterozygotni - nesouci znak ve dvou rozdilnych faktorech. Heterozygoti a homozygoti v domi-
nantnim znaku vykazuji stejny fenotyp (tvori tak tfi ¢tvrtiny vSech potomki), kdeZto homozygotni
jedinci v recesivnim znaku fenotyp jiny (jen jedna ¢tvrtina potomki). Jak v samicich, tak v samcich
gametach se faktory roztrid'uji dle statistickych pravidel (1:1). Pozdéji byla tato pravidla jeSté do-

plnéna o dalsi poznatky a zaveden pojem ,gen“ a ,alela“, které nahradily ptivodni , faktor*.

2.1.3. Metodiky indukované mutageneze
0d pocatku minulého stoleti si véda i praxe postupné ovétily pouzitelnost rtiznych technik

tzv. ,indukované“ mutageneze. Indukované mutace jsou navozeny zndmymi faktory, jeZ jsou ozna-
Covany za mutageny. Mutageny mohou byt fyzikalniho (rentgenové zareni, y-zareni) nebo chemic-
kého charakteru (tzv. chemomutageny, zpravidla alkyla¢ni, ¢i sulfonacni latky). Pro obvyklé pou-
Ziti této metodiky, je vSak podstatny fenomén nahodilosti mista tohoto mutagenniho zasahu v mo-
lekule DNA, a nahodile tedy vznikaji i zmény ve fenotypu ovlivnéné rostliny. Po aplikaci mutagen-
niho faktoru tak védec (¢i Slechtitel) musi provadét casto velmi narocnou (Casové Ci technicky)
selekci mutantl s pozadovanymi znaky. V Slechtitelské praxi, zejména u semeny se mnozicich
rostlin, je i v soucCasnosti indukovana mutageneze stale jesté okrajové vyuzivanou metodou, na-

priklad v kombinaci s androgenezi in vitro u jeCmene (Vagera et al. 2004).

2.2. Slechténi pomoci genetickych modifikaci
Pred jiz vice jak Ctyticeti lety ziskava pozornost nova technologie ,primého genového pre-

nosu“, dnes znama jako ,transgenoze”, vedouci ke vzniku geneticky modifikovanych (GM) plodin
(Grunewald & Bury 2016; Halford 2003). Presné identifikovany gen ¢i mala skupina genti témér
libovolného plivodu - od virovych po lidské - jsou vnaSeny bud’ pomoci vhodnych vektori (viz
4.2. Agroinfiltrace) nebo bezvektorové do cilové rostlinné buriky, v niZ mohou byt nasledné inte-
grovany a jejich nasledna exprese je zajisténa obvyklou cestou DNA/RNA/protein. GM technologie
vedly ke konstrukci nejriiznéjsich typi GM plodin, vyuZivanych zemédélskou praxi vice nez dvacet

let.

V mnoha statech svéta, zejména v téch evropskych, vsak nadale pretrvava proti GM plodi-
nam politicko-spolecensky odpor. Ac je z vétSiny motivovan smeési prevazneé iracionalnich divodd,
Ci prirozenym strachem z neznamého (Drobnik 2008), zasadnim zplisobem (zejména skrze ome-
zovani péstovani GM kulturnich rostlin v klasickém zemédélstvi) brani vétsimu uplatnéni téchto

modernich molekuldrnich technik ve Slechténi plodin a to zejména v Evropské unii, kde je legisla-



tiva prisnéjsi (celosvétové je legislativa spiSe regulujici). Mimo jiné je radu let odptirci GMO pro-
sazovana metodologie ,Green Breeding"“, tedy ,Zeleného Slechténi, ktera soucasné vylucuje vyu-

ziti GM postupi ¢i produkti i v tzv. ekologickém zemédélstvi.

2.3. Legislativa oSetrujici genetické modifikace v EU
Geneticky modifikované organismy (GMO) spadaji pod smérnici o zdmérném uvoliiovani ge-

neticky modifikovanych organismi do Zivotniho prostredi Evropského parlamentu a rady
2001/18/ES ze dne 12.birezna 2001 (Parlament & Rada Evropské Unie 2001). Tato smérnice usta-
novuje geneticky modifikovanym organismem kazdy organismus s vyjimkou lidi, ktery ma zmé-
nén sviij genom zplsobem, kterého by se prirozené nedocililo pafenim ¢i prirozenou rekombinaci.
Techniky, které jsou timto prohlaSenim povazovany za vedouci ¢i nevedouci ke genetickym tpra-

vam jsou piresné stanoveny. Technikami vedoucimi ke genetickym modifikacim jsou:

e techniky rekombinace nukleovych kyselin vyuzivajici viry, bakteridlni plasmidy ¢i jiné
vektorové systémy pro vkladani nukleovych kyselin, které se v organismu ptirozené ne-
vyskytuji a jsou schopné se dale mnozit

e techniky pfimého zavadéni genetického materidlu pripraveného vné organismu zahrnu-
jici mikroinjekci, makroinjekci a mikroenkapsulaci

e hybridizacni techniky nebo bunécna fuze, pti kterych dochazi k fuzi dvou ¢i vice bunék za
vzniku Zivé burniky s novymi kombinacemi dédi¢ného genetického materialuy, jeZ se v or-

ganismu prirozené nevyskytuji

Techniky, které nevedou ke genetické modifikaci, pokud nezahrnuji pouziti rekombinantnich mo-
lekul nukleové kyseliny nebo geneticky modifikované organismy ziskané vysSe popsanymi techni-

kami, jsou:

e oplodnéni in vitro
o konjugace, transdukce, transformace nebo jiné obdobné ptirozené procesy

e indukce polyploidie

Zaroven jsou zde vyclenény techniky, jejichZ vysledkem jsou organismy, na které se tato smérnice
nevztahuje za predpokladu, Ze neobsahuji rekombinantni molekuly nukleové kyseliny, nebo jsou

to GMO vzniklé nékterou z niZe popsanych technik, jako je:

e mutageneze
e bunécna fuze (vCetné fuze protoplasti rostlinnych bunék) organismi, u nichz mtize byt

vymény genetického materialu dosazeno tradi¢nimi Slechtitelskymi metodami



Geneticky modifikované organismy véetné rostlin jsou v legislativé CR o$etfeny nékolika za-
kony, ptesnéji zakonem o zemédélstvi (piedpis ¢ 252/1997 sb.), zakonem o Ustirednim kontrol-
nim a zkusebnim ustavu zemédélském (Piedpis ¢. 147/2002 Sb.) a vyhlaskou o bliZSich podmin-
kach péstovani geneticky modifikovanych odrid (Predpis ¢. 89/2006 Sb.), které upiesiuji zpisob

nakladani a péstovani GMO a jejich kontrolu.

2.4. Nové Slechtitelské techniky (New breeding techniques, NBTs)

Jeden z hlavnich argumentti, kterym lidé oponuji proti technikdm GM, je riziko, které
vznika vloZenim cizorodé rekombinantni DNA do organismu, ve kterém se ptirozené nevyskytuje
(Hartung & Schiemann 2014). Zasadni prinos v realizaci nové, i¢inné a spolecensky prijatelné al-
ternativy k standardnim GM technikdm nabizi soubor metod zahrnovanych pod nazev ,Nové
Slechtitelské techniky” - New Breeding Techniques — NBT. I ty jsou vSak v soucasnosti podrobo-
vany podrobnému hodnoceni s cilem stanovit zejména jejich prekryv se standardnimi GM techni-
kami a tak pfinejmensim doc¢asné zabranit jejich praktickému vyuZziti.

V pripadé vétSiny NBTs se zadna cizoroda, rekombinantni DNA do genomu vysledné rostliny
¢i organismu nevklada (s vyjimkou ZFN - 3, intrageneze, vice viz 3.1. Mistné specifické nukleazy;
5.1. Cisgeneze a intrageneze). Proto podle zde zminénych podminek ze Smérnice o zdmérném
uvoliiovani geneticky modifikovanych organismi do Zivotniho prostiedi Evropského parlamentu
arady 2001/18/ES (viz 2.3. Legislativa oSetiujici genetické modifikace ) vétSina produkti NBT
nespada do kategorie geneticky modifikovanych organismd, i presto, Ze je pro jejich vznik vyuzi-
vano novych molekuldrnich technik. Jejich pouzitim l1ze vyrazné napomahat klasickému Slechti-
telstvi.

Mezi NBTs spadaji podle prace Lusser et al. 2011 nasledujici techniky:

e cilené zmény genomu pomoci metodiky ,zinkovych prsti“ ( ZFN-1, ZFN-2, ZFN-3)

e cilena mutageneze pomoci oligonukleotidti

e cisgeneze a intrageneze

e DNA metylace prostiednictvim malych RNA (RdDM)

e roubovani non-GM roubti na GM podnoZze

e reverzni kiizeni

e agroinfiltrace

e synteticka genomika

Uvedeny soubor je jiZ na prvni pohled metodicky i historicky zna¢né heterogenni. Zahr-
nuje techniky zalozené na davno znamych zahradnickych postupech (roubovani), dale inovace
nékterych zakladnich postupti biotechnologickych (reverzni slechténi s vyznamnym podilem pri-
pravy dihaploidnich linii) ¢i postupy zaloZené na obdobnych krocich jako techniky pripravy GM

organizm (cisgenese a intrageneze). K zasadné novym postuptim tak lze pocitat pouze komplex
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technik smérujicich k cilené a velice specifické mutagenezi, respektive editaci ptivodnich genomt

(mistné specifické nukleazy — zejména pak nukleazy se zinkovymi prsty, CRISPR/Cas9 systém, Ci

transkrip¢nim aktivatoriim podobné efektorové nukleazy), a k cilené epimutagenezi malymi RNA.

Pivodni seznam, uvedeny v materialu studie Lusser et al. 2011, se proto pokusili co mozna

logicky roztridit zejména Hartung & Schiemann 2014, z jejich review je také ptevzato nasledujici

schéma (viz Obrdzek 1:)

Basic
SDNs

RdDM |
CODM
Conceptual -'"Jz Gene synthasis* Analvtical
&/ TILLING* i
Cis-fIntragenesls NGS
Raverse breeding l_ J— GenomicsProteamics
Synthetic genormics HT-phenstyping

Transfer

T | Asroinittration

VirLs-vector expression®
Grafting on GM

Obrézek 1:

Rozdéleni novych Slechti-
telskych technik do ctyr
skupin podle jejich pouZiti
a jejich mozné propojent.

Nové Slechtitelské tech-
niky jsou ve schématu zvy-
raznény Cervené.

Prevzato a upraveno
podle (Hartung &
Schiemann 2014)



3. Zakladni techniky

Mezi zakladni techniky tedy podle Hartunga & Schiemanna 2014 fadime mutageneze ti-
zené mistné specifickymi nukledzami (site-directed nuclease; SDN), oligonukleotidy fizenou mu-
tagenezi a RNA dependentni DNA metylaci. VSechny tyto techniky spojuje jejich pouZiti pti cilené
mutagenezi jiZ existujiciho rostlinného genomu pomoci mutaci, inzerci (napt. malého nékolik nuk-

leotidl dlouhého tseku) ¢i deleci nebo genového umlceni (epimutageneze).

3.1. Mistné specifické nukleazy
Mezi mistné specifické nukleazy (site directed nucleases; SDN) fadime metodiku nukleaz

se zinkovymi prsty (zinc finger nucleases; ZFN), meganukleazy, transkriptnim aktivatortim po-
dobné efektorové nukledzy (Transcription Activator Like Effector Nucleases; TALENs) a

CRISPR/Cas9 systém (Hartung & Schiemann 2014).

Mistné specifické nukleazy byly skupinou New Techniques Working Group (NTWG) of EU
Member (zaloZenou evropskou komisi v roce 2007) rozdélena dle zptisobu a typu navozené mu-
tace na tfi zakladni skupiny: SDN-1, SDN-2 a SDN-3 (New plant breeding techniques. European
Commission: Plants [online]. [cit. 2016-07-24]. Dostupné z: http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/legis-
lation/plant_breeding/index_en.htm). Ve zde priloZeném obrazku (viz. Obrazek 2) jsou tyto skupiny
rozdéleny na prikladu ZFN-1, ZFN-2 a ZFN-3.

Obrazek 2

Zdkladni rozdéleni mistné Fizenych
nukledz podle toho, co se snimi do

DNA-Binding Nuclease domain Plant DNA bun"ky Vklddd
domain /
MLW e Na piikladu t typt ZFN,

& SDN-1: vytvoreni jen dvousroubovico-
, vého zlomu, samovolnd oprava
SDN-1 SDN-2 SDN-3

TTT OO0 OO 000 0T TTOOTTTTTTTTTIT]

SDN-2: Vytvoreni dvousroubovicového
zlomu a zdroveri jeho oprava pomoci

Repair o

T + ) templdtu s nékolika nukleotidovymi
T RRRRRRRNAR COTTL/I I zdménami
e ot soange E—— - SDN-3: Po vytvoreni DSB, se zlom opra-
7 LTI vuje podle templdtu, ktery obsahuje
| SDN-3: Add new genetic material | oproti piivodni sekvenci novy geneticky
materidl, a tim se tato informace cilené
vloZi do genomu

Prevzato z (Documentation: Fact sheets on
the different techniques. New breeding tech-
niques for plants: A source of innovation for the
agrofood chain and beyond [online]. 2015 [cit.
2016-06-24]. Dostupné z: http://www.nbtplat-
form.org/background-documents/factsheets/fact-
sheet-site-directed-nucleases.pdf)



http://www.nbtplatform.org/background-documents/factsheets/factsheet-site-directed-nucleases.pdf
http://www.nbtplatform.org/background-documents/factsheets/factsheet-site-directed-nucleases.pdf
http://www.nbtplatform.org/background-documents/factsheets/factsheet-site-directed-nucleases.pdf

3.1.1. Oprava dvousroubovicového zlomu
Dvousroubovicovy zlom zplisobeny Stépenim endonukleazou se v rostlinné buiice opra-

vuje burice vlastnimi repara¢nimi mechanismy, a to bud’ homologni rekombinaci pomoci templatu
(sesterska chromatida, vlozeny opravny templat) nebo nehomolognim spojenim koncti (nonho-
mologous end joining; NHE]). V pripadé NHE] se nevyuZiva Zddného pomocného opravného tem-
platu, proto v pribéhu reparace dochazi k mutacim, inzercim ¢i delecim, coZ miiZe mimo jiné zpi-
sobit jak zmény ¢tectho ramce, tak inaktivaci genu, ale i mutaci bez posunu ¢i inaktivace. Naopak
pomoci homologni rekombinace se mlize dosahnout jak delece ¢i inzerce v nékolika parech bazi,
tak i prenosu celych genti do mista zlomu (gene targeting), pri ¢emz je vyuzivano vloZeného oprav-

ného templatu (Gaj et al. 2013).

3.1.2. Rozdéleni mistné specifickych nukleaz
V pripadé prvni skupiny SDN - SDN-1, zde na piikladu ZFN - 1 jsou oba geny vkladany do

bunék rostlin bez jakéhokoliv opravného templatu, proto ve chvili, kdy nukleaza rozstipne DNA
v predem urceném useku, repara¢ni mechanismy tento dvojity zlom opravi samovolné. BEhem
reparace mize dochazet ke specifickym mutacim v nékolika parech bazi ¢i ke kratkym delecim a
inzercim. V pripadé druhé skupiny mistné specifickych nukledz, SDN-2, se s geny pro ZFN-2 do
buriky soucasné vnasi opravny templat s nékolika nukleotidovymi zdménami, ktery je jinak ho-
mologni k vybrané oblasti DNA. Poté, co endonukleaza vytvoii dvouSroubovicovy zlom, prirozené
repara¢ni mechanismy tento zlom opravi podle vneseného opravného templatu pomoci homolo-
gni rekombinace. Takto vzniknou specifické mutace v jednom ¢i nékolika parech bazi, dle pfedem
vybranych nukleotidovych zamén. U treti skupiny SDN-3, zde u ZFN-3, je pti vkladani genti pro
ZFN - 3 do bunky vnesen i riizné dlouhy usek DNA, ktery v piipadé délky vétsi nez 20 bp je legis-
lativné povaZovan za GM (Parlament & Rada Evropské Unie 2001). Tento tisek ma na svych kon-
cich oblasti homologni oblastem zlomu. V disledku toho je tento tisek DNA prepsan (zaclenén) do

genomu bunky pomoci homologni rekombinace (Lusser et al. 2011).

3.1.3. Nukleazy se zinkovymi prsty
Metodika nukledz se zinkovymi prsty, patfici do skupiny SDN, vyuziva nukleaz, které

dokazi nespecificky Stipat deoxyribonukleové kyseliny (DNA). ZFN se skladaji ze dvou domén,
z domény proteinu se zinkovymi prsty (Zinc finger protein; ZFP) a z endonukleazy. ProtoZe jsou
ZF nukleazy heterodimery, tak jsou do bunky vkladany ve dvou genech (Lusser et al. 2011). En-
donukleazou je obvykle nespecificka stépna doména Fokl vytvarejici jednoretézcovy zlom DNA,
doména zinkovych prstd, ktera se na svém C-konci pfipojuje k doméné Fokl, slouzi k rozpoznavani
vybrané cilové casti DNA (Weeks et al. 2015). Proto je pti vytvareni ZFNs s predem planovanymi
specifickymi misty rozpoznavani tato doména velmi dilezita (Durai et al. 2005). Kazdy motiv zin-
kového prstu se sklada priblizné ze 30 aminokyselin a nej¢astéji se vaze na 3 (-4) nasledné nukle-

otidy v DNA. M4 podobu fa struktury, pfi cemz nejbéznéjsim motivem vazajicim DNA u Eukaryot
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je Cysz-His; zinc-finger motiv (Pavletich & Pabo 1991 cit. podle Durai et al. 2005). Kazda ZFN se
nejcastéji sklada ze tii nebo ¢tyr téchto rozpoznavacich zinkovych proteind (Puchta & Fauser
2014). Vzhledem k tomu, Ze piiprava rekombinantnich genii pro domény se zinkovymi prsty roz-
poznavajicimi specifické sekvence DNA je velmi zdlouhava, je zde tlak na vyvijeni rychlejsiho zpi-
sobu jejich vytvareni. Jednou z moznosti, nabizi OLTA (OverLap extension PCR and TA-cloning).
Zakladem této techniky je, Ze rozpoznavaci domény obsahujici 4-6 fragmentl zinkovych prsti
jsou syntetizovany pomoci overlap-extension PCR, které jsou nasledné spojeny s nukleazovym
vektorem diky TA-klonovani. Vyhodou této techniky je, Ze primery kodujici specifické tiseky roz-

poznavaci domény mohou byt opakované pouZity (Fujii et al. 2013)

3.1.4. TALENs
Metodika vyuzivajici TALENSs pracuje na podobném principu jako ZFNs. Proteiny TALE se

prirozené vyskytuji v gramnegativni fytopatogenni bakterii Xanthomonas (Scholze & Boch 2010),
coz bylo poprvé zjisténo na konci minulého stoleti (Bonas et al. 1989). Pivodné nebyly rozpozna-
vaci proteiny pojmenovany TALE, ale oznaceny jako efektory AvrBs3-rodiny (Jankele & Svoboda
2014). TALEN je heterodimer, ktery je tvotfen nespecifickou nukledzou Fokl a specifickou vazeb-
nou doménou pro DNA z TALE proteind, které se skladaji z 12 - 27 repetitivnich domén o 33 - 35
aminokyselinach (Schornack et al. 2006; Gaj et al. 2013; Puchta & Fauser 2014). TALENSs opét vy-
tvari na predem vybraném misté genomu dvousroubovicovy zlom, ktery je opraven prirozenymi

repara¢nimi mechanismy (Weeks et al. 2015).

Tuto metodiku lze vyuzit u nejriiznéjsich rostlin. Naptiklad u ryZe je mozné timto postu-
pem vytvaret zlomy v endogennim ryZovém genu waxy. Diky nasledné NHE] v ném tak lze vytva-

fet somatické mutace, které jsou dédi¢né v dalSich generacich (Nishizawa-Yokoi et al. 2016).

3.1.5. CRISPR/Cas9 systém
CRISPR/Cas9 je nejnovéjsi metodika zahrnutd do SDN, jeji vyhoda spociva predevsim

v rychlosti vytvoreni rekombinantnich konstruktii pro vyvolani zlomu v daném cilovém misté a
univerzalité jejich pouziti. Pfirozené systémy spiazené s CRISPR (clustered regulatory interspa-
ced short palindromic repeats) zajistuji bakterii Streptococcus pyrogenes adaptivni imunitu proti
invazivni DNA pies CRISPR RNAs (crRNAs), které navadi spirazené systémy k cizorodé DNA pro
jeji inaktivaci. Pro spravné navedeni CRISPR-spiazeného enzymu Cas9, ktery je DNA endonukle-
azou a vytvari dvousroubovicovy zlom (ktery je poté opraven reparac¢nimi prostredky burky), je
potieba dvojité RNA struktury sloZené ze zralé crRNA a trans-activating crRNA (tracrRNA; Jinek
etal. 2012; Gaj et al. 2013). Univerzalita této techniky spociva v tom, Ze na crRNA se nachazi PAM
(protospacer adjacent motifs) misto, které je podstatné pro rozpoznani endonukleazou Cas9.
V PAM misté u S. pyrogenes se nachazi jen dva nukleotidy nutné pro jeho rozpoznani (G, G), coz

umoznuje vytvaret mnoho typa crRNA, protoZe tato sekvence (G, G) je v genech velmi bézna (Jiang
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etal. 2013). V pripadé, Ze se z obou typti RNA vytvori chiméra crRNA:tracrRNA (single guide RNA;
sgRNA) a bude je doprovazet endonukleazu Cas9, vznikd smérovand, pomoci RNA fizen3, endo-

nukledza (RNA-guided endonuclease; RGEN; Jinek et al. 2012).

Cas9/sgRNA systém se ¢asto vnasi do buiikky pomoci baktérie Agrobacterium tumefaciens
a ma velké uplatnéni jak v zakladnim, tak aplikovaném vyzkumu. Je ho moZno vyuzit jak u rostlin
jednodéloznych (napft. ryZe, ¢irok), tak u rostlin dvoudéloZnych (napt. Arabidopsis thaliana, tabak;
Jiang et al. 2013). Tento systém je efektivni i v pfipadé€ petunie (Petunia hybrid), okrasné kvétiny
a modelu pro srovnavaci vyzkum, v niZ experimentatori ovlivitiovali gen pro fytoen desaturazu,
jehoZ mutace se projevuje albinskym fenotypem (Zhang et al. 2016). V roce 2014 se dokonce
jedna studie pokusila o smérovanou mutagenezi pomoci této techniky u listti sladkého pomerance
a to u CsPDS genu, ale s vyuzitim pozménéné techniky agroinfiltrace pro zvySenou expresi Cas9
systému. Uspé$nost mutace byla 3,2 % - 3,9 % (Jia & Nian 2014). KdyZ se vyuZije CRISPR/Cas9
systém, ktery se zacili na geny FLOWERING LOCUS T (FT) a SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE 4, tak v pripadé mutageneze FT rostliny odpovidaji pozdéjSim kvetenim (Hyun et
al. 2014). Nicméné pro prenos do dalSich generaci je potieba vyvolat zmény v pohlavnich buii-
kach, k cemuz mize byt vyuZit napiiklad specificky Cas9 systém s genomic expression cassette
SPOROCYTLESS (Mao et al. 2015). Tento systém nemusi byt ale pouzivan jen pro smérovanou
editaci jednoho genu ¢i genti z jednoho genového Klastru, ale i nékolika gent z riiznych genovych
klastert. Tak tomu bylo v piipadé ryze Japonica kultivaru Kitaake, v némz byly editovany Ctyti

geny pro cukerné transportéry, pii Cemz tato zména byla prenesena i do dalsich tri generaci (Zhou

etal. 2014).
(a) Zinc finger nuclease (b) TAL effector nuclease ,
Obrazek 3
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3.2. Oligonukleotidy rizena mutageneze
Zakladem pro oligonukleotidy Fizenou mutagenezi jsou 20 — 100 nukleotidi dlouhé modi-

fikované DNA ¢i DNA/RNA oligonukleotidy, které jsou homologni k vybrané ¢asti genomu orga-
nismu, ale Casto se lisi v nékolika nukleotidech. Nesrovnalosti v parovani bazi jsou rozpoznany
repara¢nimi mechanismy buiiky a v piipadé, Ze jsou vloZené oligonukleotidy pouzity jako repa-
raCni templat (a ne naopak), mohou vyvolat nové specifické mutace (a to i za pomoci delece) ¢i
zvratit pritomnou mutaci. Synteticky vytvorené oligonukleotidy lze rozdélit do ¢tyr zakladnich
skupin dle typu pouzitych oligonukleotidii - na oligonukleotidy obsahujici jednoietézcovou DNA,
chimérické (RNA/DNA) oligonukleotidy, vytvarejici jedno-nukleotidové zamény, triple helix-for-
ming oligonukleotidy (TFOs), které tvofi s duplexem DNA pomérné pevné spojeni pomoci Hoo-
gsteenova parovani, a RNA oligonukleotidy, kde RNA oligonukleotidy zpitisobuji u cilové DNA
jedno-nukleotidové sekvencni zmény, které se podle RNA oligonukleotidl opravi (Lusser et al.

2011).

Chimérické oligonukleotidy se skladaji z 10 kratkych 2' O-metyl RNA zbytkd, které jsou
metylovany proto, aby byly resistentni vii¢i plisobeni RNazy H, a které lemuji pét DNA tsekl
(Cole-Strauss et al. 1996). Jeden chiméricky oligonukleotid obsahuje oblast o velikosti 25 bp ho-
mologni k vybranému genu ale obsahujici nékolik nukleotidovych zmén, ktera ve vybraném genu

vytvori predem planované nukleotidové zamény (Andersen et al. 2002).

Oligonukleotidy jsou vnaseny do bunky riiznymi metodami dle bunécného typu, nejcastéji
vSak elektroporaci. Po néjaké dobé jsou oligonukleotidy bunikou odbourany, ale jimi zptisobené
mutace v genomu zUstavaji (Hartung & Schiemann 2014). Piikladem Slechtitelského vyuziti této
metody jsou tieba prace na ryZzi, v niz experimentatoii (Okuzaki & Toriyama 2004) vytvorili tii
typy chimérickych oligonukleotiddi, které byly navrzeny tak, aby pozmeénily tfi triplety (Pro-171,
Trp-548, Ser-627) endogenniho genu pro acetolaktatsyntazu (ALS), o niZ je zndmo, Ze mutace v je-
jim genu je zodpovédna za rezistenci k ALS - inhibujicim herbicidiim. U¢innost genové konverze
byla v této praci odhadnuta jako 1 x 10-4. Na mutacich v genu pro ALS se pracuje i u jinych druht

rostlin, napt. u tabaku Nicotiana tabacum (Kochevenko & Willmitzer 2003; Road 1999).

3.3. RNA dependentni DNA metylace
RNA dependentni DNA metylace (RNA dependent DNA methylation; RADM) je posledni

metodikou v soucasné dobé razenou do skupiny zakladnich technik. Je principialné zaloZena na
tom, Ze béhem ni nedochazi ke zménam v sekvenci -mutacim nukleotidd, ale ke zméné exprese
gent. Touto metodikou je dosaZeno u vybranych genti uml¢eni pomoci metylace cytosinu v oblas-
tech jejich promotort, které se projevi ve fenotypu organismu (Lusser etal. 2011; You et al. 2013).
Pro RdDM rostlinné bunky vyuzivaji mimo jiné dvé polymerazy - a to RNA polymerazu IV a RNA

polymerazu V, jejichZ vSechny podjednotky maji své genové zastoupeni prirozené v burice.
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Pro zacileni RADM je potieba indukovat tvorbu malych RNA (small interfering RNA;
siRNA) proti promotorové sekvenci vybraného genu. Typicky se proto do genomu vnasi promo-
torova sekvence ve formé invertované repetice, tak aby byla v rostliné transkribovana RNA poly-
merazou II. Ze vzniklé vlasenkové RNA se tvoii malé RNA, které navodi primarné metylaci cy-
tosind v promotoru. Tuto metylaci pak miize udrzovat (i bez piitomnosti vneseného konstruktu)
RNA Polymeraza 1V, jez prepisuje transkrip¢né neaktivni oblasti genomu a z jejich transkriptt se
opét tvoii siRNA - transkripty Pol IV se pomoci RNA dependentni RNA polymerazy 2(RDR2) pie-
tvori na dvouvlaknovou RNA, kterd je endonukleazou Dicer like 3 (DCL3) nastipana na dvouvlak-
nové siRNA o velikosti 24 nukleotidi (Xie et al. 2004; You et al. 2013). Vybrana vlakna z téchto
siRNA se navazou na protein ARGONAUTE 4 (AGO4). Komplex siRNA s AGO4 se poté mulZe nava-
zat na C-terminalni doménu Polymerazy V (v misté bohatém na WG/GW motiv; El-shami et al.
2007). Pokud je nesené RNA vlakno komplementarni se vznikajicim transkriptem Pol V, dlouhou
non-coding RNA (ncRNA), tento komplex slouzi jako bunécné leSeni pro metyla¢ni aparat bunky -
de novo metyltransferazy (Liu et al. 2011; You et al. 2013). AGO4 je soucasné i dlilezitym protei-
nem pro prirozenou ochranu a resistenci vii¢i patogenu Pseudomonas syringae u Arabidopsis tha-

liana (Agorio & Vera 2007).

Metylace nékterych tuseki rostlinnych genomt je procesem meioticky stabilnim, tudiz pfi
kiizeni GM rostliny s rostlinou, ktera neni pozménéna, néktetri potomci vykazuji vlastnosti vzniklé
pomoci RADM. Naslednymi kiiZenimi se eliminuji cizi vloZené geny (indukujici vznik primarnich
siRNA), az jako vysledny produkt vznikne rostlina, ktera neobsahuje cizorodou genetickou infor-

maci, ale zaroven ma vlastnosti ziskané metylaci (Lusser etal. 2011; Hartung & Schiemann 2014).

4. Transferové techniky
Nazev této metodicky zcela riiznorodé skupiny je dan jednou spole¢nou povahou jejich

produktd. Prestoze byly pro jejich vznik pouzity tzv. ,,umélé genové konstrukty*, k jejich ptisobeni
v celkovém organizmu nenf nutnd jejich trvala integrace do rostlinného genomu. Prepisem téchto
gent je ovSem rtiznym zptisobem cilené ovliviiovan metabolismus cilovych organd, pletiv (respek-

tive bunék; Lusser et al. 2011; Hartung & Schiemann 2014)

4.1. Roubovani non-GM (geneticky nemodifikovanych) roubii na GM podnoz

Metodika roubovani je po staleti vyuzivana v klasickém zemédélstvi a to predevsim u rost-
lin, které Ize obtiZné ziskat samoopylenim a vlastni selekci (nejc¢astéji dieviny). GM partner se
miZe pouZzit jako roub, nebo podnoz. Jako roub je oznacena svrchni ¢ast rostliny (stonek, listy,
kvéty), jako podnoz naopak spodni ¢ast rostliny (tj. kofen a ¢ast stonku). Roubovanim v podstaté

vznika chiméricka rostlina, kterd ma vylepsené vlastnosti. Roubovani je souc¢asné vegetativnim
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rozmnozovanim, které u drevin vyrazné snizuje obdobi juvenility, umoznuje vytvorit multikulti-
var (naroubovani vice kultivart na jednu podnoz), ¢i ovliviiovat tvar a velikost celkové rostliny.
Mimo jiné se mohou pomoci roubovani ovliviiovat i schopnosti rostliny odpovidat na biotické a
abiotické stresy, ¢i se vyuZzivaji podnoze, které jsou resistentni ¢i tolerantni k viriim, které by jinak

rostlinu zahubily.

V takto vzniklé rostliné neustale probiha komunikace mezi podnoZi a roubem a to
predevsim floémem a xylémem. Nejcastéji se mezi nimi pienasi voda, ziviny, hormony, rostlinné
metabolity, malé organické molekuly, ale i nékteré proteiny ¢i nukleové kyseliny (Albacete et al.
2015). Podnoz silné ovliviiuje sviij roub, idaje o opacném piisobeni z praxe postradame. Kdyby
se tedy GM roub narouboval na nemodifikovanou podnoZ, tak by dle soucasné evropské legislativy
(viz Smérnice 2001/18/ES) veskeré produkty z néj vzniklé spadaly do kategorie GM. V pripadé,
Ze se pro roubovani vyuzije podnoz z geneticky modifikované rostliny a na ni je naroubovan non-
GM roub, jsou veSkeré produkty z néj vzniklé dosud klasifikovany jako non-GM, ale soucasné maji

nékteré vyhody geneticky modifikované rostliny (Lusser et al. 2011).

Odplirci GM technik samoziejmé usiluji o zaclenéni obou verzi do kategorie GM. Jejich
stanovisko podporuji i ojedinéla pozorovani, Ze jak v ptirodé, tak v laboratofi miiZe v misté srlistu
dojit k horizontalnimu genovému ptenosu (Horizontal Gene Transfer, HGT). Mezi butikkami dvou
srostlych genotypl pfi ném miiZe dochazet k bunécnym fizim, k vyméné celych organel ¢i do-
konce kombinaci jadernych genomt (Stegemann & Bock 2009; Fuentes et al. 2014; Talianova &

Janousek 2011).

V pripadé, Ze je geneticky modifikovana, mohou exprimované transgeny ovlivnit celou
rostlinu, a to z naseho pohledu jak ,pozitivnim*, tak ,,negativnim“ zptsobem. Napriklad u jablka
(Malus domestica), které bylo naroubovano na GM podnoz téze odridy obsahujici PpCBF1 gen z
broskve (Prunus persica) navysujici odolnost proti chladu, bylo také viditelné sniZeno kveteni
(Artlip et al. 2016). Je proto velmi dilezité vybrat spravnou podnoz, ktera dosahuje spolecné
s roubem, pozadovanych vlastnosti vodnych do riznych podminek, jako u rajcete (Solanum Lyco-
persicum L.), u néjz byla hledana spravna kombinace pro odolnost k zatiZeni vodnim stresem a
suchem (Nilsen et al. 2014). Skrze podnoz miiZe dochazet i ke genovému umlcovani pomoci siR-
NAs (viz. 3.3. RNA dependentni DNA metylace). V piipadé studie od Zhao & Song 2014 bylo zjis-
téno, ze siRNA produkované transgenni podnozi, mohou cestovat az do vzdalenosti 1,2 m od mista

roubovani, ¢ehoz by se mohlo vyuzit v dalSim vyzkumu i praxi.
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4.2. Agroinfiltrace
Plidni bakterie Agrobacterium tumefaciens je patogenem mnoha dvoudéloznych rostlin, u

kterych po jejich napadeni zptsobuje tvorbu tumort, a to kvili pritomnosti tumor-indukujicich
plasmidt (Ti-plasmidd), jejichZ urcita ¢ast je jako T-DNA (transferova DNA) trvale vloZena do
rostlinného genomu, ¢imz zptisobuji bakterialni boulovitost korenti (Hoekema et al. 1983; Zupan

& Zambryski 1995).

Vlastni Ti-plasmid je sloZzen z nékolika ¢asti (viz Obrazek 4) - z vySe zminéné transferové
DNA (T-DNA) obsahujici geny kddujici enzymy syntézy rostlinnych hormoni (auxinu, cytokininu)
a opindg, oblast kddujici enzymy katabolismu opini a hlavné oblast vir, ktera nese priblizné 35

genl zodpovédnych za virulenci, jeZ jsou usporadany v osmi operonech - a to virA, virB, virC, virD,

Oncogenic
genes Opine
Cytokinin )
Right T-DNA
border
Auxin g ;
Conjugative Obrdzek 4
T transfer
Left T-DNA regan . . . .
border Ti-plasmid bakterie Agrobacterium tume-

faciens je sloZen z nékolika ¢dsti — T-DNA

71 plasmid oblasti vir a oblasti kédujici opinovy kata-
RERRTeEY bolismus.
Virulence Opine . .
region catabolism Prevzato z (Pacurar etal. 2011)

Ongm of
replication (ORI)

VirE, virF, virG a virH. Usek vir je nezbytny, protoze ovliviiuje vy$tépeni, pienos a ispé$nou inte-

graci T-DNA do rostlinného genomu (Christie 1997; Pacurar et al. 2011)

V okamziku, kdy se dostane Agrobacterium tumefaciens do rostliny, za¢ina se nékolika kro-
kovy proces, ktery kon¢i integraci T-DNA do jadra rostlinné buniky (vice viz Zupan & Zambryski
1995; Gelvin 2000; Tzfira et al. 2003). Vlastniho experimentalniho vneseni bakterie do rostliny
1ze dosahnout hned nékolika zplisoby, napriklad skrze korenovy systém rostliny (Valvekens et al.
1988), pomoci metodiky floral dip, kterd ovSem navozuje zmény v germindlni linii (Clough S] &
Bent A 1998), ¢i napt. za vyuZiti agroinfiltrace za snizeného tlaku (vacuum agroinfiltration; Jan et
al. 2016; Jung et al. 2014). U nékterych rostlin pro aspéSnou infiltraci musi byt vyuzita kombinace
vySe zminénych metod, napriklad u séji experimentatoii vyuzili sonikaci s naslednym vyuzitim
snizeného tlaku, ¢imz byla umoznéna agroinfiltrace u rostliny, u niz to drive mozné nebylo (King

etal. 2015).
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Tato technika vyuziva zakladnich vlastnosti bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktera
dokaze vnést ¢ast své genetické informace do rostlinné buiiky. Aby mohla byt tato technika zara-
zena do vyc¢tu osmi technik, na néZ se nevztahuje evropska legislativa, nesmi byt v experimentalni
rostliné (ve vysledném organismu) pritomna cizoroda T-DNA, zvlasté v germindlni linii, kde by se
mohla prenaSet do dalSich generaci. V soucasnosti je proto do NBTs zarazovana agroinfiltrace
,Sensu stricto”, ktera se nejcastéji vyuziva pro vyzkum vlivu patogent na rostliny ¢i pro produkci
rekombinantnich proteini, nebo agroinokulace (Lusser et al. 2011). Agroinfiltraci jsou podrobeny
jen vegetativni ¢asti rostliny (napf- listy). Rostliny, které z vyzkumu napodobujici virové napadeni
vysly jako odolné, jsou pouzity v dalSim vyzkumu (Documentation: Fact sheets on the different
techniques. New breeding techniques for plants: A source of innovation for the agrofood chain and

beyond [online]. 2015 [cit. 2016-08-12]. Dostupné z: http://www.nbtplatform.org/background-

documents/factsheets/factsheet-agro-infiltration.pdf).

v e -
5. Koncepc¢ni techniky
Koncepc¢ni techniky jsou dle review Hartung & Schiemann 2014 souhrnnym nazvem pro
cisgenezi a intragenezi, reverzni kiiZeni a syntetickou genomiku. Nejde o skupinu v pravém slova
smyslu, spiSe o zplisob definice, protoze nemaji prilis spole¢ného. Cisgeneze a intrageneze jsou
zaloZeny na genovém pienosu, reverzni kiiZeni na supresi meiézy a synteticka genomika neni za-

tim metodikou vyuzitelnou v souc¢asném rostlinném kiizeni.

5.1. Cisgeneze a intrageneze

K zavedeni termini ,cisgeneze a intrageneze“ doslo pomérné nedavno, a to hlavné proto,
aby se tyto metodiky rozlisily od transgenoze. Jak cisgeneze, tak intrageneze vyuzivaji DNA seg-
menty, které jsou organismu vlastni, ¢i by z jiného organismu mohly byt pfirozenym kiiZenim do
genomu vneseny, zatimco u transgenoze se inzeruji DNA segmenty z naprosto odliSného orga-

miZe byt vyuzito bakterialniho vektoru nebo jinych technik, napft. biolistiky.

Cisgeneze byla prvné definovana v knize Toetsen en begrenzen: Een ethische en politieke
beoordeling van de moderne biotechnologie (Jochemsen & Schouten 2000) jako technika, s niZ je
do vybrané (cisgenni) rostliny vzdy integrovan jeden ¢i nékolik genti (cisgenii) ze stejné rostliny,
a to vCetné promotorl a terminatorti. Gen mohl byt s pivodnimi introny, ¢i bez nich, navic byl
ohranicen kratkym tsekem T-DNA pochazejicim z Agrobacterium tumefaciens. Tato definice byla
nasledné stejnymi autory pozdéji upresnéna a doplnéna informacemi, Ze mtze jit o geny pocha-
zejici i z rostliny, kterd je s cilovou rostlinou ktiZitelna (pochazi ze sexualné kompatibilniho geno-
vého poolu) a tento gen je prenasen vcetné vSech ptivodnich intronti (Schouten et al. 2006). Pro-

toze by rostliny vytvorené za pomoci cisgeneze nemély obsahovat Zadné jiné nerostlinné geny ¢i
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useky DNA (vyjma hranicnich oblasti T-DNA), snazi se tato technika vyhybat naptiklad vyuziti
selekenich ¢i reportérovych genti (markert). Jistou alternativou je pak pouziti metodiky dodatec-
ného odstranéni markerd, pri niz jsou selekéni genové markery ohraniceny specifickymi cilovymi
useky pro rekombinazu, pomoci kterych jsou markery po vloZeni cilového genu v ndsledné selekci
transformovanych rostlin uvolnény (po indukci rekombinazy) z rostlinného genomu (Jacobsen &
Schouten 2007; Espinoza et al. 2013). Tato metodika byla poprvé vyuzita u vektord bez selek¢nich

genovych markert ve védecké praci na jahodach (Schaart et al. 2004).

Vzhledem k tomu, Ze u cisgeneze si experimentator vybira dany gen odpovidajici néjaké
vlastnosti, tak jeho vloZenim do rostlinného genomu se vyvaruje jednomu z potencionalnich hlav-
nich problémii klasického Slechténi, a to existenci genové vazby, ktera mize zptsobit, Ze spolecné
s pozadovanou vlastnosti kddovanou jednim genem se do rostliny pfenesou navic i dalsi nechténé,
¢i dokonce Skodlivé geny. Tim dojde k zisku neocekavanych a hlavné negativnich vlastnosti, coz

miize velmi zkomplikovat a hlavné zpomalit priibéh klasického Slechténi (Schouten et al. 2006).

Tato technika je nejcastéji vyuzivana u druhd, jejichz kultivary se udrzuji vegetativnim
mnoZenim, jako jsou jablka ¢i brambory. V soucasné dobé je naptiklad u jabloné domaci (Malus x
domestica) hojné vyuzivana moznost vkladani genti pro rezistenci proti strupovitosti jablek, ktera
je zptsobena houbou Venturia inaequalis. Napiiklad u jablek odridy Gala bylo v jedné studii do-
sazeno rezistence pouzitim genu Rvi6 preneseného z jiné, klasicky vyslechténé odolné odridy
Florina, a tim i docileno ochrany proti tomuto onemocnéni (Vanblaere et al. 2014). V dalsi studii
byl ten samy gen pro rezistenci proti tomuto onemocnéni ptfenesen z jiného druhu jabloné a to
presnéji z jabloné mnohokvété (Malus floribunda 821). Mimo jiné v této praci experimentatori
vytvareli za pomoci cisgeneze i jabloné, které mély plody s Cervenou duZzinou, a to pfenosem genu
MdMYB10 ovliviiujicim biosyntézu antokyanti v rostliné (Krens et al. 2015). [ u brambor se expe-
rimentatoti zaméruji na jejich vyznamny patogen Phytophthora infestans zpusobujici Plisent bram-
borovou, ktera ro¢né zplisobuje ztraty az jednu miliardu euro - a to nejen zptsobenou $kodou na
sklizni, ale i naklady za preventivni postriky (Haverkort et al. 2008). Zakladni technikou vyuziva-
nou proti tomuto onemocnéni je pienos genu pro rezistenci vii¢i tomuto patogenu. Napiiklad v ex-
perimentalni praci z roku 2014 pienaseli védci geny Rpi-vnt1.1 a Rpi-sto1 do tfi variet bramboru.
Nejprve vytvareli rostliny jen s jednim genem resistence (bud Rpi-vnt1.1 nebo Rpi-stol), které
slouzily jako kontroly a vytvarely spektrum odolnosti u jednotlivych variet, a poté i jejich kombi-
naci, kterou porovnali s kontrolami. Bylo zjiSténo, Ze vloZenim nékolika genti pro resistenci, je do-

sahovano uspokojivych vysledki v oblasti odolnosti riiznych odrtid bramboru (Jo et al. 2014).
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Intrageneze je technika, ktera se od cisgeneze vyrazné lisi tim, jaky gen je vkladan do ci-
lového organismu (viz Obrazek 5). Genovy konstrukt miize byt sloZen hned z nékolika rtznych
genl (nejcastéji jde o kombinace riiznych regulacnich a kédujicich oblasti), ale vSechny ¢asti po-
chazeji z druhti volné krizitelnych s cilovym organismem. Takto vznikne novy gen, ktery se bézné
v prirod€ nevyskytuje (Schouten & Jacobsen 2008). Dalsim vyznamnym rozdilem je ohranic¢eni
vytvoreného genu, které je na rozdil od cisgeneze tvoreno rostlinnou DNA (plant-DNA; P-DNA).
Rostlinna DNA, znama jako P-DNA, byla ve védecké praci z roku 2004 navrzena jako nahrada za

T-DNA ve snaze zabranit vneseni cizorodé DNA do rostlinného genomu. P-DNA o velikosti 400 bp

Obrazek 5
Genes of the sexually Cisgene (b)
compatible pool (a) Expression construct Zdkladni rozdily mezi
Promoter Coding sequence Terminator CngeTIEZI, a in trageneZI,.
Lo G LR Vpripadé cisgeneze se
T-DNA T L | T-DNA prendsi cely gen vcetné
border Exon Intron border ..
promotoru, terminatoru a
Intragenes (c) intront, v pripadé intra-
Expression construct geneze se pfendj'l’ gen,
Promoter Coding sequence Terminator 4 4 _
(Gene 2) (Gene 1) (Gene 3) ktery je genovym kon
struktem sloZenym z né-
P-DNA P-DNA . ,
Gene 4 border border kolika samostatnych

Silencing construct

1

genti.

Promoter Coding sequence Terminator
(Gene 2) (Gene 1) (Gene 3) v
Prevzato z (Holme et al.
P-DNA P-DNA
border Spacer (Gene 4) border 201 3)

byla poprvé pouzita a vnesena do bramboru, pii ¢emZ jeji hrani¢ni useky sdilely homologni useky
s hrani¢nimi dseky T-DNA pochazejicimi z plasmidu A. tumefaciens - na levé strané s nopalinovym
typem a na pravé strané s oktopinovym typem (Rommens et al. 2004). Vytvoreni optimalniho
vektoru obsahujictho P-DNA vyzaduje dikladné pochopeni organizace bakteridlniho vektoru,
prresnéji hrani¢ni oblasti T-DNA. Prace Rommens et al. z roku 2005 popisuje vytvoreni 14 novych,
funk¢né aktivnich alternativ k pravému hrani¢nimu tiseku T-DNA, a to jak z tiidy jednodéloznych,
tak i dvoudéloZnych rostlin. V soucasnosti se tak mohou pouZit napriklad u brambor, rajcat, pa-
priky, vojtésky ¢i u Arabidopsis thaliana za dvoudélozné, nebo u ryze, jeCmene, pSenice za jedno-
déloZné rostliny. Aby mohla byt integrace expresnich kazet povazovana za intragenezi, jsou stejné

jako u cisgeneze potiebné bezmarkerové transformacni systémy (Rommens et al. 2007).

V praxi mize byt intrageneze aplikovana napiiklad u slechténi bramboru. Velkym ekono-
mickym i zdravotnim problémem je u brambor tzv. chladové sladnuti skladovanych hliz. Takto
vzniklé jednoduché redukujici cukry pti smazeni lupinkd ¢i hranolki interaguji zejména s pritom-
nymi bilkovinami ¢i aminokyselinami v tzv. Maillardové reakci. Lupinky (hranolky) hnédnou a na-

vic se v nich vytvareji rizné kancerogenni produkty (napi. akrylamid).
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Experimentatotri (Rommens et al. 2006) vyuZzili této metodiky u odriidy Ranger Russet
k umlceni tif genti (Ppo, R1 a PhL), které z vySe zminénych divodi svoji expresi neumoznily vyu-
zivat tuto odrtidu komercné zejména pro vyrobu hranolkd. Navic se u této odridy projevovalo
(z diivodu vétsi nachylnosti k pomackani) rychlé ¢ernani hliz brambor. SniZovani akrylamidu ve
smazenych bramborovych produktech bylo cilem i v jiné studii, kde se pomoci sou¢asného uml-
Ceni genti StAs1 a StAs2 dosahlo snizeni hromadéni volného asparaginu, ktery je jednim z hlavnich

akrylamidovych prekursori (Rommens et al. 2008).

5.2. Reverzni krizeni
Dal$i metodikou fadici se do koncepc¢nich technik je reverzni kiiZeni. Cilem této techniky
je predevsim vytvoreni dvou perfektné se dopliiujicich homozygotnich parentalnich linii, jejichz

kiiZenim bude stabilné vznikat homogenni elitni populace heterozygoti. Principialné je zaloZena
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Obrazek 6

Schéma postupu v priibéhu reverzniho kriZeni pro zisk heterozygotnich rostlin se stejnym genomem a
fenotypovymi vlastnostmi jako predem vybrand rostlina.

V modrém rdmecku je chtény rostlinny heterozygot, v cerveném rdmecku jsou homozygotni rostliny,
které svym zkriZenim daji vzniknout rostliné odpovidajici piivodnimu chténému heterozygotovi.

Prevzato a upraveno podle (Dirks et al. 2009)
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na potlaceni genetické rekombinace u vybranych nejlepSich heterozygott skrze eliminaci cros-
sing-overt v priibéhu jejich meidzy a nalezeni vhodné kombinace dihaploidnich linii odvozenych

z takto vzniklych haploidnich spor (Dirks et al. 2009; Lusser et al. 2011).

Hlavnim diivodem pro vyuZzivani metodiky reverzniho kiiZeni je navozeni tzv. heterézniho
efektu. Diky nému potomci dvou homozygotnich linii dosahuji vyrazné lepsich fenotypovych
vlastnosti nez jejich rodice (velikost rostliny a plodi/semen, odolnost...), coZ je z hlediska zemé-
délstvi a ekonomiky velmi vyznamnym faktorem (Springer & Stupar 2007). Tuto techniku lze apli-
kovat ve dvou zakladnich ptipadech. U heterozygotnich rostlin, u nichZ nezname homozygotni
predky, 1ze takto ziskat homozygotni parentalni linie, které nasledné pti zkiiZeni budou spole¢né
plodit heterozygotni potomstvo stejné jako ptivodni vybrana rostlina (viz Obrazek 6). Nebo u rost-
lin F1 generace se znamymi parentalnimi liniemi, u nichZ byly eliminovany crossing-overy za tce-
lem vzniku chromozomalnich substitu¢nich linii, které mohou byt zpétné kriZeny s jednou z ho-
mozygotnich parentalnich linii (viz Obrazek 7). Chromozomové substitu¢ni linie jsou vyznamné
tim, Ze se na nich mlZe studovat problematika genovych interakci (i mezi vice geny). V tomto pri-

padé jsou experimentdlné ptipraveny rostliny jen s jednim homozygotnim chromozomem. Pro
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Vytvdreni chromozomdlnich substitucnich linii.

Vlevo v modrém rdmecku vznikd linie homozygotni jen s jednim chromozomem hetero-
zygotnim, vpravo v Cerveném rdmecku vznikd naopak rostlina heterozygotni az na jeden
homozygotni chromozom.

Prevzato a upraveno podle (Dirks et al. 2009)
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studium vlastnosti plynoucich pouze zjednoho chromozomu jsou vyuZzivany linie vytvorené

pouze s jednim heterozygotnim chromozomem (Dirks et al. 2009).

V obou ptipadech proces vZdy zacina vybérem elitni heterozygotni rostliny s poZadova-
nymi kombinacemi vlastnosti. U této rostliny (at' uz F1, F2 ¢i néjaké dal$i generace) je vypnut gen
(a to nejcastéji za vyuziti RNA interference - pomoci siRNA zptsobujicich post-transkripéni uml-
Ceni genu; Dirks et al. 2009), ktery je nezbytny pro probéhnuti crossing-overu. Nej¢astéji je to gen
pro Dmc1 rekombinazu pattici do rekombindzové super-rodiny RecA/Rad51, nebo gen spoll,
jenZ je zodpovédny za dvousSroubovicové zlomy v celém chromozomu (Kagawa & Kurumizaka
2010). V okamziku, kdy bunce zabranime rekombinaci (crossing-overu) v priibéhu meidzy, nedo-
chazi k prekrizeni sesterskych chromosomil (nevytvaii se chiasmata), cemuz se rika achiasma-
ticka meidza. V disledku toho dojde v priibéhu meiotické anafaze I k rozchodu nerekombinova-
nych parentalnich chromozémt - tzv. univalentl (Dirks et al. 2009; Wijnker et al. 2014). V pri-
béhu druhé ¢asti meidzy dojde k oddéleni identickych chromatid. Z haploidnich spor vytvofi ex-
perimentatofi dihaploidni rostlinu, kterd je kompletné homozygotni (tj. ma identické homologni

chromozémy; Dirks et al. 2009; Lusser et al. 2011).

Nasledné se v pripadé heterozygotnich rostlin, u nichZ nezname homozygotni predky, po-
stupuje tak, Ze se vyberou dvé rostliny, jez se navzajem geneticky dopliiuji, a svym zkrizenim daji
vzniknout linii, kterd ma stejny genotyp jako plivodni heterozygotni rostlina. U rostlin, z nichz
maji pochazet substitu¢ni chromozomalni linie, se vybrané rostliny zkiiZi s jednou z parentalnich
linif podle toho, k jakému typu chromozomalni linie ma vysledna rostlina pattit (s jednim homo-

zygotnim, nebo s jednim heterozygotnim chromosomem; Wijnker et al. 2014).

5.3. Synteticka genomika
Tato metodika byla zarazena skupinou New Techniques Working Group (NTWG) na se-
znam technik k posouzeni a zhodnoceni z hlediska legislativy oSetfujici GMO v EU, i pies to, Ze

v soucasné dobé ¢i brzké budoucnosti se neocekava, Ze bude pro rostlinné Slechtitelstvi vyuzivana

(Lusser etal. 2011).

7 Ve

Synteticka genomika, ktera je definovana jako technika, ktera vytvari ¢i pretvari dle tech-
nického vzoru biologické systémy ¢i jen jejich komponenty za Gcelem vytvoreni predvidatelnych
vlastnosti a funkci, které se ale v prirodé prirozené nevyskytuji. Z mnoha moznosti, které by tato
metodika dokazala v budoucnosti poskytovat, se daji nékteré vyzdvihnout. Velké vyznamnosti
jisté dosahne v biomedicinském odvétvi, pti vyrobé biosyntetickym farmaceutik, ve vyrobé inte-
ligentnich (smart) materiald ¢i nanomateriald, pri snaze vytvorit udrzitelny chemicky priimysl a
v neposledni fadé i v biologické napravé Zivotniho prostredi a vytvareni energii a biologickych

paliv (Nest High-level Expert Group 2005).
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6. Analytické techniky

Ctvrtou a zaroveti posledni skupinou technik jsou techniky analytické. Tyto techniky samy
o0 sobé do Slechténi nezasahuji (nejsou proto osSetieny evropskou ani ¢eskou legislativou), ale jsou
vyznamnou a Casto i nedilnou soucasti pro fungovani jinych technik, predevsim ze skupiny za-
kladnich a koncepénich technik. Pomoci analytickych technik (naptiklad sekvenovani pristi gene-
race, genomika, transkriptomika, proteomika a dalsi), se ziskaji informace, které jsou nezbytné
pro vytvoreni a fungovani prvnich dvou vysSe zminénych skupin technik (Hartung & Schiemann

2014).
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7.Zavér

Moderni Slechténi rostlin je realizovano pomoci stale se rozsitujictho souboru klasickych
i novych technik. Metodické i biologické limity standardniho pohlavniho ktiZeni, pravé tak jako
indukované mutageneze, byly pted vice jak tficeti lety rozSireny pomoci pfimého genového pre-
nosu (transgenoze). Ve svété jsou v soucasnosti péstovany nejriznéjsi geneticky modifikované
(GM) plodiny na milionech hektarti orné plidy. Maji svoje nepopiratelné pirednosti, ale v oCich jak
laické verejnosti, tak konzervativnich odbornikd, predstavuji prozatim i potencialni riziko pro ¢lo-
véka ¢ piirodni ekosystémy. Rada statd, véetné téch sdruZenych v EU, se tedy priibéZné snazi vy-

uziti GM organismi i produkti legislativné omezit az vyloucit.

Soubor tzv. ,novych Slechtitelskych technik” (New Breeding techniques, NBT) dokumen-
tuje védeckou a odbornou snahu nalézt v tomto konfliktu kompromisni feSeni, jeZ by prevratné
poznatky genetického inzenyrstvi zpristupnilo i Siroké Slechtitelské praxi. U téchto technik jako
takovych vznikaji vZdy jako konelny produkt rostliny, které ve svém genomu nemaji vloZenou
cizorodou genetickou informaci a v pripadé, kdy ji vloZenou maji, tak neprekracuje jejich velikost
20pb (napt. ZNF-3). Existuji proto jako mezistupen mezi klasickym Slechténim a Slechténim po-
moci genetickych modifikaci. Pfestoze maji spoustu vyhod - napft. zisk predem vybrané vlastnosti,
urychleni mnohaletého slechtitelského procesu, vyslechténi nové odridy - existuje i nékolik ne-
vyhod (¢asova naroc¢nost pripravy metodiky, nemoznost u nékterych rostlin metodiky provést,

atd.), které jsou ovSem odliSné od techniky k technice.

Metodiky spadajici do skupiny zakladnich technik maji sice spole¢né to, Ze modifikace po-
moci nich jsou vZdy cilené v pfedem vybranych oblastech (rostlinného) genomu, ale prave s touto
vlastnosti se poji nutnost znat sekvenci genomu experimentatorem vybraného organismu. Bez
predchozi znalosti sekvence tseku DNA by viibec nebylo moZné synteticky vytvorit prostiedky,
jimiZ vySe zminéné techniky mutagenezi provadi (iseky homologni danému tiseku DNA ¢i pro-
teiny s timto usekem interagujici). I vlastni priprava konstruktd potrebnych pro tyto techniky je
Casove i financné narocna (zejména pri pripraveé ZFN ¢i TALEN), a nasledné je i velmi obtizné zis-

kani a selekce uspésné modifikovanych jedinc.

U cisgeneze a intrageneze je rovnéz vysledkem organismus, ktery je pozménén v néjaké
piredem urcené vlastnosti, nicméné je ho dosahovano zcela jinym postupem, skrze vloZeni genu
kédujictho vybranou vlastnost. ProtoZe je do organismu vkladana genetickd informace z néj sa-
motného ¢i druhu s nim ptirozené ktiZitelného, je cisgeneze ¢asto logicky presentovana jako
»opak"“ transgenoze, ktera je zaloZena na integraci cizorodé DNA. S integraci urcitého tiseku DNA
se vSak stale poji nedlivérivost ze strany spolecnosti. Dle publikace od Hudson et al. 2015 je ve-

fejné minéni o cisgenezi a transgenozi silné zaloZeno na pohlavi a socioekonomickém statutu je-
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dince ve spolec¢nosti, ¢i jeho vzdélani a ndboZenském vyznani. U respondenti bylo zjisténo, Ze vét-
Sina z nich povazuje cisgenezi za méné nebezpecnou ¢i neptirozenou, nezli je transgenoze, ale
jasna podpora této metodiky nebyla v Zadném hodnoticim staté projevena. Zajimavym potvrze-
nym zjisténim bylo to, Ze u muzi i Zen, ktefi méli otce vzdélaného v piirodnich védach, je vétsi
pravdépodobnost kladného prijeti cisgeneze. Technika intrageneze je pak se svym vytvarenim ge-
novych konstruktd bliZe spiSe k transgenozi, byt je genovy konstrukt vytvoren vzdy z organismii,

které jsou s tim cilovym volné kiiZitelné.

U roubovani non-GM roubi na GM podnoz nedochazi k cilenym mutacim ¢i k Zadné inte-
graci genu do rostlinné DNA. Dle ptivodni koncepce by tedy produkty roubu, ktery nebyl geneticky
modifikovan, nemély nést oznaceni GMO. Vysledna rostlina pritom dosahuje ve vysledku lepSich
vlastnosti, kterych by bez GM podnoZe neméla. Vyrazné tak ovliviiuje zemédélstvi zejména
v ovocnarstvi. Nicméné jak vyslo najevo jiz v pribéhu popisu této techniky, podnoZ s roubem
silné komunikuje (skrze malé RNA) a v misté srilistu byl mezi sousednimi bunitkami potvrzen i ho-

rizontalni prenos gent.

Velkou kapitolou samo o sobé by méla byt agroinfiltrace, protoZe sama tato metodika je
vyuzivana uz nékolik desitek let a bez jejiho pouZiti by se mnohé vySe zminéné postupy provést
nemohly. Nicméné v rdmci NBTs seznamu je zatfazena jen urcita ¢ast agroinfiltrace, presnéji agro-
infiltrace ,sensu stricto“ a agroinokulace, pii cemz v obou metodach je vyuzito ptirozenych schop-
nosti této bakterie, ale vloZena geneticka informace neni prenaSena do dalsi generace organismu.
Obé slouzi nejcastéji ke zjistovani pribéht infekce v rostlinach za plsobeni urcitého patogenu,
s naslednym vybérem odolnych rostlin k dalsSimu ktiZeni, nebo pro produkci rekombinantnich

proteind.

V pripadé reverzniho kriZeni GM rostliny vznikaji pouze jako meziprodukt, vnesené
transgeny nejsou do dalsi generace preneseny (jsou vybrany linie, které inzerci nenesou). Tato
technika umoziiuje opakované ziskanf elitnich heterozygotnich rostlin, které, jak jizZ bylo zminéno,
vykazuji lepsi vlastnosti nezli rostliny patrici do jejich parentalnich linii, a tim je umoZnéno mno-
honasobné urychleni vzniku téchto heterozygotli, mimo jiné i pri Slechténi rostlin, které budou
vhodné naptiklad pro organické zemédélstvi (Andersen et al. 2015). OvSem soucasné vyuZiti v or-
ganickém zemédélstvi narazi na tzv. ,princip predbézné opatrnosti®, ktery je skepticky ke vSem
zasahlim Clovéka do prirody, a tedy i k NBTs (Lammerts Van Bueren et al. 2007). Technicky je
v soucasné dobé vyuziti reverzniho kriZeni omezené u vSech rostlin s poctem haploidnich chro-
mozomi vySSim nez 12, protoZe pri vySSim poctu je extrémneé tézké (Ci az nemozné) ve vzniklém

mnozstvi dihaploidd hledat vhodny a doplnujici se par rostlin (Lusser et al. 2011).
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Synteticka genomika je v souc¢asné dobé ne zcela redlnou moznosti pro rostlinné slechténi,
nicméné do budoucna je s ni pocitdno jako s metodikou, ktera by zcela zménila zpisob rostlinného
Slechténi. Mohla by prinaset mnoho vyhod a to jak z hlediska udrzitelnosti priimyslu jako tako-

vého, tak i ochrany a napravy Zivotniho prostredi.
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