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Abstrakt

V soucasné dobé dochazi k rychlému rozvoji metod genového inZenyrstvi ve vsech
odvétvich biologie. Genové inZenyrstvi lesnich dievin umoZiuje konstrukci dievin s
pozadovanym fenotypem jako je rezistence k herbicidim, dale pak umoziujici uSetieni
nékladii na péstovani a zvySeni produkce dieva, prizpusobeni vlastnosti dieva pro lepsi
pramyslovou zpracovatelnost a dalSi. To postupné umozni piechod k téZzbé pouze na
péstebnich polich a tim zachovani pavodnich lesnich spolecenstev s jejich piirozenou
diverzitou. Prvni pokusy ukazuji vyznamny ekologicky vliv transgennich dievin
schopnych absorbovat a detoxifikovat tézké kovy z prostredi. Transgenni rostliny s
vnesenym genem rezistence proti patogenim byly jiZz s Uspéchem rozSiieny na aredl
svého puavodniho vyskytu. Nebezpeci Uniku transgenu do prirozeného progtiedi je
obvykle eliminovano pomoci sterility pylu, oddaleni nebo znemoznéni kveteni a
vysadbou transformovanych rostlin mimo aredl prirozeného vyskytu jejich rodicovskych
populaci.

Doposud genovym inZenyrstvim nejvice vyuZivanymi dievinami jsou zastupci rodu
Populus sp.a Larix sp.

V budoucnu se predpoklada dalSi rozvoj genového inZenyrstvi lesnich dievin jak pro
oblast pramyslového vyuZziti, tak pro zlepSeni ekologie prostiedi véetné mozného podilu
na eliminaci sklenikového efektu. Nutnou podminkou vyuZziti Sirokého piinosu umglé
transformace rostlin je viak dodrZeni bezpecnostnich pravidel a nenaruSeni ekologické

rovnovahy pavodnich spolecenstev.
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Abstract

Gene engeneerig presents rapid developing branch in today biology. The benefits of
applying biotechnology to forestry are potentially huge. The estimates above suggests
that the introduction of only one type of biotechnological innovation, a herbicide-resistant
gene, could generate enormous benefits in reduced forest plantation establishment costs
and an expansion in the rate of plantation establishment. The increased production would
not only generate increased social welfare through lower commodity prices, but would
also generate environmental benefits in the form of decreased harvesting pressure on
natural forests.

Furthermore, it is well documented that there has been a gradual worldwide shift in
industrial wood production from natural forests to plantations. Such a trend could have
advantageous effects on native forests and biodiversity in that as harvest pressures are
relieved and native forests can be devoted to other purposes, including conservation. The
more productive are forest plantations, the more they can deflect harvesting pressures
away from natural forests.

Additionally, biotechnology applied to trees offers an additional tool in dealing with
gpecific environmental problems, including land and water protection, as well as
presenting the potential to deal more effectively with global warming and atmospheric
carbon mitigation.

Up to day the most used are Populus sp. and Larix sp. in gene engeneering. It is suspected
large usage of another species in future time both for industry and ecology. Hovewer, the

nessesary requirement for sustainable development is respect to nature equilibrium.
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Genové inZenyrstvi, genova modifikace, rekombinantni DNA a genovy sestiih
(,splicing“) jsou terminy uzivané v souvislosti s piimou manipulaci gent organismu.

Na rozdil od Slechténi a krizeni, které predstavuje nepiimé metody zmény genetické
informace, genové inZenyrstvi pouzivA metody piimé zmeény  sekvence
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) jako jsou metody molekulového klonovani a
transformace. Na zaékladé zmeény sekvence DNA vzniké novy protein podminujici vznik

pozadovaného genotypu.

1.1 Vyvqj genoveho inzenyrstvi rostlin

Prvni Gspésné transformaci rostliny, za kterou je obecné povazovan rok 1978, kdy vysla
préce dokazujici, Ze pii indukci rostlinnych nédora bakteriemi Agrobacterium
tumefaciens mala ¢ast tehdy teprve nedavno zjisténého plazmidu, nazvaného Ti, prechazi
do rostlinnych bunéénych jader, predchazelo dosti dlouhé obdobi, v némz se fada védct
pokouSela indukovat a prokézat pirenos znaki progtiednictvim DNA, mechanismem
obdobnym bakteridlnim transformacim.

K rychlému rozvoji metod tvorby organismi s upravenymi genotypovymi znaky vSak
doSo aZ na poc¢atku sedmdesatych let ¢imz se oteviely perspektivy uplatnéni GMO pro
ziskavani novych odrad kulturnich rostlin s novym ekonomickym i ekologickym
potencidlem.

Nové moznosti genového inZzenyrstvi oteviela Chiltonova et al. (1977), kdyZz nalezla

zpusob vnaSeni cizich gena do rostlinnych bunek piirodni cestou. S Uspéchem je dodnes
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vyuzivana transformace rogtlinnych bunék pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Existuji v3ak i moznosti primé transformace progtiednictvim samotné DNA. Pomoci
vektort, stejné jako primou transformaci je mozné do genomu rostlin vnaSet pozmenéné

geny rostlinné, Zivocisné, bakteridni i virové. PoZzadované geny musi pouze obsahovat

v o7

Jednim z prvnich pokusi bylo vneseni geni pro symbiotickou fixaci vzdudného dusiku
ziskanych z genu bakterii ¢celedé Rhizobiaceae) do genomu obilovin a dalSich kulturnich
rostlin. Tim by odpadla nutnost hnojit dusikatymi hnojivy. Souc¢asnymi metodami se vSak
nepodatilo dany cil zatim realizovat. Oproti tomu jiZ existuje transgenni rostlina tzv.
"zlaté ryze" (Ye et al., 2000), ktera ve svych obilkéch obsahuje beta-karoten (coz naSlo
své uplatnéni hlavné v zemich “tietiho svéta’), ma zvySeny obsah Zeleza a priznivé
upraveno spektrum aminokyselin v zasobnich proteinech. V soucasné dob¢ se zagingji
objevovat rogtliny s upravenym aminokyselonovym sloZenim ve svych proteinech a fada
z nich se miZze stét plnohodnotnou potravinou nahrazujici postupné nutnost konzumace
Zivocisnych vyrobki. Prvni pokusy s péstovanim transgennich rostlin v prirodé (tabaku
odolného proti hmyzim skiadcam) byly zaznamenany r. 1986 (Plant Genetics Systems) a
prvni transgenni odrada (rgj¢ata FlavrSavr s prodlouZenou Zivotnogti ploda) se objevila

na trhu r. 1994. Jde o0 méné nez stovku odrid (www.agbios.com). Souc¢asné odriady

kulturnich rostlin tvoii nasledujici druhy (zhruba podle plochy rozsiteni): sdja, kukutice,
bavinik, repka, fepa cukrovka, brambor, len, tabdk, rajc¢e, papaa, meloun, dyné a
karafiaty. Do rogtlin jsou vneseny tyto hlavni znaky: tolerance k herbicidu, rezistence k
hmyzim &kadcam, pylova gerilita pro heterézni Slechténi, rezistence k virovym
chorobam, u fepky zména spektra mastnych kyselin v oleji semen, u raj¢ete prodlouzena
konzumni zralost, u karafidtu prodlouzena Zivotnost fezanych kvéta. Obvykle kazda

odridamé jeden z téchto novych znaki, v nékterych se kombinuji dva vnesené znaky.
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V pocétcich rozvoje genového inZzenyrstvi se objevily dvé Skoly, tzv. evropska skola
pod vedenim prof. J. Schella a americka Skola vedena prof. Mary del Chiltonovou
(University of Washington). V roce 1985 vznikla v Gentu biotechnologické& spole¢nost
Plant Genetic Systems, ktera se odtépila od univerzitniho zavedeného pracovisté vedena
prof. Montagem.

V USA byly vadéimi firmy Calgene a Zeneca, hlavné v3ak biochemické firma Monsanto,
ktera se rychle pireménila na obrovsky biotechnologicky komplex a v sou¢asnosti ovlada
pies 80 % produkce transgennich odrad.

V soucasnosti se jiZz transgenni odrudy péstuji na celkové ploSe pies pal milionu
¢tverecnich kilometrd, coZz by mohlo byt povaZzovéno jednoznacné za vyznamny Gspéch
v aplikované veéde. Presto verejné minéni a dokonce ani nézor biologa na danou otézku
neni jednotny. Obzvladte v Evropé je verejné minéni do znacné miry ovlivnéno nazory,
které prosazuji nékteré organizace, predeviim Greenpeace, a to, Ze geneticky
modifikované organizmy nejsou dostatecné prozkouSeny amohly by mit nedozirné
Skodlivé nasledky pro piirodu, piirodni spolecenstva a Zivotni prostiedi.

Neduvéra k moznostem bezpecného vyZiti genového inZzenyrstvi se objevila hned zahy po
prvnich aplikacich do praxe. Jiz r. 1974 védecké ¢asopisy Nature a Science uvergjnily
tzv. Berguv dopis, v némZ hlavni predstavitel této védni oblasti, prof. Berg, poZadoval
zastaveni pokusi s geneticky modifikovanymi organismy jako potenciondlné
nebezpe¢nymi a svolani konference, ktera by rozhodla, jak dale pokracovat. To se stalo a
konference rozhodla pokracovat v pokusech za opatieni, kterd minimalizuji mozné
nepriznivé dusledky. Tato opatieni se od r. 1975 vyvijeji a piisné dodrZuji a stala se
z&kladem systému legislativnich Uprav s geneticky modifikovanymi organizmy (GMO) i

v nasich zemich.
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V laboratotich univerzit, védeckych a vyzkumnych Gstava i biotechnologickych firem
jsou pripraveny transgenni rostliny, které maji nékteré ze stovek, mozna tisica novych
znakd. Nékteré z nich mohou byt prospédné v zemedélstvi, jiné ve farmakologii k
produkci Ié&iv nového typu a dalsi v pramyslu k ziskavani novych materia,
nahrazujicich nejtvrdsi kovy nebo umélé hmoty, ale i k ziskavani kvalitnéjSiho dieva
nebo novych enzymu pro biotechnologickou produkci. V Sechny transgenni rostliny, které
maji byt péstovany na polich, v parcich a zahradach a prakticky vyuzivany, se testuji na
vhodnost k SirSimu vyuziti. Pokud by se zjistilo, Ze z néjakého duvodu jsou nevhodné,
budou vytazeny, ale stdle bude mnoho dalSich, vhodnych. Komplexni prikaz bezpecnosti

pro prirodu, ptirodni prostiedi a zdravi ¢lovéka bude vzdy podminkou jejich vyuZiti.

Hlavnim zamérenim genového inZzenyrstvi rostlin zistava doposud pievézné snaha o
ZlepSeni Urody ato na mnoha Urovnich ovlivnéni. Precteni geonomu vétsiny produkenich
rogtlin véetné produkenich druht v lesnim hospodéistvi, jako je napi. borovice (Pinus
sp.) nebo smrk (Picea sp.) umoziuje ovlivnéni jejich hospodéiské kvality.

Tyto transgenni stromy poté splnuji naroky na rychlejsi rist, odolnost ke Skadciam, lepsi
zpracovatelnost direva a mnohé dalsi.

V soucasné dobé se biotechnologiemi zabyva nejméne 76 zemi na svété, pricemz nejveétsi
podil maji rozvojové zemé (68%, ztoho je nejvice citaci soustiedéno do Ciny a Indie),

USA (14%), Francie (9%) a Kanada (8%) (Wheeler, 2005).
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2. M etody genového inzenyrstvi u rostlin

Obecnym cilem genového inZenyrstvi je vneseni noveé genetické informace do bunky za
Ucelem ziskani nového genotypu. V prvni fazi je potreba identifikovat gen, ktery je za
Z&dany fenotyp zodpoveédny. V této fazi se uplatiiuje genové mapovani a identifikace
dalSich genovych markert segregujicich s poZadovanym genem. Poté nastupuiji techniky
umoziujici dany gen pienést do cilovych bunék. Jednou z moznosti je prosta separace
genu z pavodniho geonomu pomoci restrikénich endonukledz, pokud zndme sekvenci
geonomu ohrani¢ujici promotor a stop kodon cilového genu. Jinou moZnosti je uméla
syntéza oligonukleotidu sekven¢né odpovidajiciho genu a jeho vloZeni do vektoru.
V tomto piipadé se ¢asto pouziva pouze cDNA, tedy DNA ziskana reverzni transkripci
zdané mMRNA, ktera obsahuje pouze exony. Vyhodou je hlavné lepSi manipulace i
tolerance kratSi délky sekvence bakterii ¢i virem pri klonovani. Poté, co je cilovy gen
ziskan, jeho sekvence mize byt zkontrolovana pomoci RFLP metody (restriction
fragment lenght polymorfismus) vyuZivajici zndmeého restrikéniho mista uvniti sekvence.
|dentifikovany gen je poté propagovan pomoci PCR (polymerace chain reaction) a za
vyuZiti restrikce a lygace pomoci znamych enzymu zaklonovan do bakteridlniho,
virového ¢i kvasinkového vektoru. Vektor obsahuje promotor daného organismu, ve
kterém ma byt propagovan a obvykle nese i urcity selekéni marker umoznujici pieziti
pouze téch bunek, které byly Uspésné transformované. Pro prenos do cilovych bunék se u
roglin obvykle vyuZivA schopnost bakterie Agrobacterium tumefaciens spontéanné
infikovat rogtlinné buiky svym plazmidem. Jinou mozZnosti je napt. bombardovani bunék
mikrocasticemi obsahujicimi dany vektor. Poté se pristupuje k mikropropagaci (Kobliha,

2002).
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2.1 Genove mapovani

Molekuldrni markery jsou dle definice odvozené primou analyzou genetickych
polymorfismi v sekvenci DNA. Doposud byla vétSina markrii studovanych u dievin
pievézné biochemickymi markery, jako byla napi. piitomnost monoterpena a isozymu.
Tyto markry poskytovaly moznost k vylepSeni vlastnosti dievin a dodnes jsou casto
vyuzivané. Nevyhodou je vSak jejich maly pocet atak i pravdépodobnost nalezeni markru
blizkého hledanému lokusu je mala Proto se zagina stale hojngji vyuZivat molekulérnich
markerta na bazi sekvence DNA. PouZivanymi metodami je nej¢astéji RFLP (restriction
fragment length polymorphism) a RAPD (random amplified polymorphic DNA).
RFLP jsou jednoduché mendelovské genetické markery, které se projevuji poctem a
délkou DNA fragmentti generovanych restrik¢nimi enzymy. Rozdily v délce a poctu
fragmenta jsou dusledkem mutaci jako je inzerce ¢i delece jednoho ¢i nékolika nukletidi
v restrikénich mistech. Tim RFLP umozZiuje ptimé srovnani genetického materidlu
jednotlivych rostlin bez genové exprese, ktera je ¢asto tkanové nebo environmentélné
podminéna.
RFLP maji nékolik vyhod oproti tradi¢nimu systému markera:

a) jsou ko-dominantni

b) vykazuji miniméni pleiotropni efekt

C) jsou nezavislé na faktorech prostiedi

d) mohou poskytnout velké mnoZstvi markert

€) jsou vyvojoveé stabilni a vykazuji normalni Mendelovskou dédi¢nost

-12-

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RFLP mapy byly vyvinuty pro nékteré vyznamné plodiny a jejich pomoci byla potvrzena
evoluéni pribuznost jedle Douglasovy (Pseudotsuga menziesii) a modiinu (Larix
occidentalis) (Kaobliha, 2002).

Technika RAPD je zaloZena na PCR (polymerase chain reaction) a piekonava tim
nedostatky metody RFLP, ktera je obecné ndroéna na material i dobu hybridizace. Jedna
se 0 metodu, kdy jsou navrzeny specifické primery pro urcitou oblast DNA a ta se
amplifikuje pouze v pripad¢, Ze danou sekvenci, ke které jsou primery komplementarni,
skute¢né obsahuje. (Identifikuje se jako svitici band na gelu po obarveni
bromdeoxyuridinem pod UV svétlem). Je v&ak nutno mit na zietely, Ze pomoci této
metody neni mozné obvykle odliSit homozygoty od heterozygotu v daném znaku, pokud

neni precizné vyvaZzen pocet cykla PCR (kvantitativni PCR).

2.2 Aplikace molekular nich genetickych marker v lesnictvi

Molekularni genetické markery jsou béZn¢ pouzivany pro:

a) identifikaci rodi¢ovskych jedinct pri ur¢ovani pavodu semenného nebo dcefiného

materialu

b) ovéreni kontrolovaného kiizeni

¢) odhad kontaminace pylu
Pro urceni rodi¢ovskych jedinci a pro odhad genetické variability byva stéle uzivano
isozymovych markeri. Ty jsou vSak nedostatecné z diivodu jejich nizkeé variability. Déle
préavé rychla genotypizace a selekce nejlepSiho materidlu jesté dlouho pred vyvojem
prvnich fenotypovych znaku je velikou vyhodou v lesnictvi z diivodu dlouhé generacni
doby stromi. V soucasné dob¢ je potieba identifikovat pevné selekéni markry spojené s
vyhodnymi rastovymi, ekologickymi a ekonomickymi znaky pro dalSi rychly rozvoj

lesnickych biotechnologii.
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2.3 Klonovani do vektoru

Na zé&klad¢ identifikace poZadovaného genu je potieba zvolit vhodny plasmid pro
pozdéjSi propagaci v bakteriaini kulture (nesouci ori rozezndvany danou bakterii).
Plasmidovy vektor obsahuje restrikéni misto pro vlioZeni cilové sekvence, obvykle je
uvedena optiméni velikost vkladaného Useku, déle pak selekéni marker a sekvence

rozpoznévané bakterii i ndsledné rostlinnou bunkou.

Tab.1: Bézné uzivané restriktazy s vyznatenym mistem &épeni a organismem piavodu

(Upraveno dle http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_enzyme)

TABLE 8.1 Ten Commonly Used Restriction
Enzymes

Enzyme Sequence of Microbial Origin
Flm:crg nition Site

Tagl Thermus aquaticus YTI

Asal Rhodopsaudomonas
sphaeroides

SaudAl Staphylococcus aureus 3A

EcoRI Escherichia coll

BamHl Baciifus
amyloliguefaciens H.

Hirdlll Haemophilus influenzaes

Kpnl Klebsiella pneumoniae
OKs

Clal Carvophanon latum

B=zsHII Bacilius
stearothermaophilus

Mot Naocardia otitidiscaviarum
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V genovém inZenyrstvi rostlin se ¢asto vyuziva schopnosti Agrobacterium tumefaciens
spontanné transformovat rostlinné bunky. Pro tento G¢el byva s vyhodou uZivan tzv.
binarni plasmid, ktery je propagovan v na agaru dobre rostouci kultuie E.coli a nasledné
prenesen do kolonii Agrobacterium tumefaciens zbavenych vlastniho Ti plasmidu.

Plasmid je schématicky znazornén na obr. 1.

Plant
selectable

Target
marker gene

Left 5 Right
border £ 2 border
=~ Selectable marker
E. coli ori gene for both

E. coli and
A. tumefaciens

A. tumefaciens ori

Obr.1: Binérni plasmid se dvéma pocétky replikace, pro E.coli a pro A.tumefaciens,
mistem vloZeni cilového genu a sekvenci selekéniho markeru (Upraveno dle:

http://www.patentlens.net/daisy/AgroT ran/g1/848.html)

Cilovym genem muaZe byt pridatnd geneticka informace udélujici rostlingé nove
fenotypové vlastnsti, jako napf. schopnost detoxifikovat rtutnaté kationty pomoci
specifického enzymu. Jinou, stale ¢astéji uzivanou metodou maze byt vneseni genu pro

tzv. antisense MRNA tvorici doublehelix s mMRNA vytypovaného genu, jehoZ projev ma
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byt utiSen. Buika takto vytvorenou dvousroubovici mRNA rozpozna jako cizorodou a
degraduije ji. Tim je zabranéno translaci do proteinu a fenotypovému projevu.
Na obr.2 je schématicky znazornén postup vkladani cilové sekvence do zvoleného

plasmidu, jeho propagace v bakteridlni kulture a nésledna transformace rostliny.

Introduce into
Agrobacterium
tumefaciens

Vs =, (disarmed)

D Leaf disk

Obr.2: Schéma postupu transformace rostlin: Vytvoieny plasmid s cilovou sekvenci je
vhesen do kompetentniho bakteridinino kmene, ktery je zbaven vlastnich
transformacnich plasmida. Naésledné je infikovana rostlina. (Upraveno dle:

http://www.gmo-safety.eu/en/gene transfer/new methods/35.docu.html)
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2.4V naSeni vektor u do rostlinné bunky

Prima transformace rostlin pomoci bakterii rodu Agrobacterium je jen jednou, i kdyz

vysoce (¢innou, metodou prenosu namnoZeného a sekvenatné nebo pomoci RFLP i

RAPD metody ovéreného vektoru do cilové rogtliny.

V Tab.2 jsou shrnuty dalSi pouzivané metody a stru¢ny komenté k moznostem jejich

VYyUuZiti:

Tab.2: Metody pouzivané pro vnéSeni plasmidu do cilovych rostlinnych bunék:

(Upraveno dle: www.volny.cz/xkostkalvyuka/tab.117.html)

METODA

KOMENTAR

Ti plasmidem zprostiedkovany

prenos

Vysoce efektivni, ne vdak u vSech rostlin

Bombardovani

mikroprojektilem

Jednoduché a efektivni, pouzitelné pro Siroké

spektrum rostlin

Viroveé vektory

Ne piilis efektivni

Primy genovy prenos do

protoplastii rostlin

Pouze nekteré protoplasty jsou schopné regenerace

arustu v celou roslinu

Mikroinjekce

Obtizné a pomalé

Elektroporace

Limitované na protoplasty schopné regenerace,

tam efektivni

Liposomdlni faze

Limitované na protoplasty schopné regenerace
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DalSi moznosti vneseni pozadované genetické informace do rostlin je mikroprojektilové
bombardovani. Bylo suspéchem pouZito napt. pii vnéSeni geni nesoucich rezistenci
k t¢Zkym koviam do drevin, jak popsal ve své studii napi. Merkle (Merkle et al., 2006).
Mikroprojektilové bombardovani miZe byt vyuZito nepiimo, jako mechanismus
povrchového poranéni rostliny za Ucelem nésledného zvySeni efektivity stabilni
transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens (Bidney et al., 1992). Castgji
vyuzivané je mikroprojektilové bombardovani piimé, kdy jsou rostliny transformovany
pomoci DNA nanesené na zlatych (kovovych) mikropartikulych. Ty jsou urychlené
pomoci pietlaku Helia a emitované ptimo na listy rogtlin, jejichz vrchni vrstvou pronikaji

adogtdvaji se do cytoplasmy bunék (Nigel et al., 2002)
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V soucasné dob¢ se vyuzivaji dvatypy mikroprojektili, jak je znazornéno na obr.3.

(L1}

Obr.3: Transformace rostlin pomoci mikroprojektilu: Kovové mikrogastice nesouci
plasmid s cilovou sekvenci jsou pod tlakem vystielovany z mikroprojektilu a
pronikaji do cytoplasmy nebo a do jadra rodliny (Upraveno podle:

sky.scnu.edu.crv.../chaper7/6.htm, http: //www.kur sus.kvl .dk/shar es/pl genomi cs/plgeno

mics2006/_background/week39/Plante%620tr ansfor mation.pdf )
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2.5 In vitro kultivace a selekce

Na metody genového inZenyrstvi navazuji za uc¢elem dalSi propagace transformovanych
rostlin metody in vitro kultur a posléze vysadby na chranénd pole. V soucasné dobé jsou
v 8irsim mefitku v3ak vyuZivané pouze pro udrZzeni a mnoZeni druhd rostlin s
poZadovanymi genotypovymi vlastnostmi vyskytujicimi se volné v piirodé. Presto jsou
do budoucna metodou nezbytnou pro Uspésné péstovani transformovanych rostlin.

Prvni komer¢né vyuZita mikropropagace (rozmnoZovani rostlin pomoci tkainovych
kultur) probé¢hla na Novém Zélandé¢ za uUcelem rozSiteni Uzemi vyskytu borovice
montereyské (Pinus radiata). Ta v sou¢asnosti zaujima kolem 30% z celkové zasoby
dieva Tasmanie. Metoda mikropropagace se dale uplatnila | v péstovani dalSich drevin
jako je hybrid topolu a eucalyptu.

V soucasnosti jsou vSechny mikropropagacni programy velkého rozsahu limitovany na
kultivaci rostlin z juvenilnich pletiv z vrcholovych nebo postranich pupeni. Uvedena
metoda se potykd s nékolikarelativné zavaznymi problémy.

Prvnim z nich je vysoka laboratorni narocnost, ktera v konecném duasledku silné zvysuje
cenu takto ziskanych rostlin. Déle je pozorovan pomalgjsi rast explantatti nez semenécki
stejného druhu a rostliny maji tendenci rychleji starnout.

S ohledem na vySe zminéné problémy je nutné dobie zvaZit, kterd rogtlina se skute¢né
hodi pro uziti v mikropropagaci a nové rostliny jsou tak nalézany jen obtizné.

Ackoliv uvedena metoda neni zatim rutinné vyuzivana, i pies fadu zminénych nevyhod
ma ziejmé silny potencid do budoucna, jak dokazuji napt. Uspédné pokusy s radou
ohroZenych listnatych dievin majicich na naSem Uzemi jen endemicky vyskyt (Mala et

al., 1999).
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V oblasti péstovéani jehlicnant jsou nadéje vkladany do somatické emryogeneze, kterd
nabizi témét neomezenou moZnost mnoZeni jedinci ze somatickych pletiv vybranych
semen&’ki. Presto, Ze tato metoda uz ma za sebou dlouhy vyvoj, péstovani dospélych
rostlin se zatim v masovém métitku nedati.

Prevazna ¢ast biotechnologii v lesnictvi je v soucasné dob¢ soustiedéna do laboratori
s pridruzenymi pokusnymi poli a stanicemi. Presto je zigjmé, Ze stale piibyva novych
komercnich aplikaci v biotechnologiich , které se dostéavaji rychle do praxe (Wheeler,

2005).
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3. Vysledky genového inzenyr stvi lesnich direvin

Za pomoci genového inZenyrstvi jsou vytvéreny transgenni stromy obsahujici nové geny
avykazujici tak jiné vlastnosti, nez m¢la pavodni rostlina. Za pomoci fizené metageneze
nebo technologie rekombinantni DNA jsou do novych rostlin pienaSeny poZadované
geny v ¢ase mnohem kratS§im, nez by tomu bylo pri metodach klasického kiizeni.

V soucasné dobé jsou technologie genového inzenyrstvi lesnich dievin zaméieny

ponejvice na zvy3eni jejich produktivity ato v mnoha dosti Sirokych aspektech jako jsou:

a) Rychly rast

b) ZlepSeni kvality dievnich vliaken pro pozdéjsi zpracovani

Cc) Rezistence ke znedi&énému prostredi a dlle zvySeni schopnosti  stromi
odgtranovat skodliviny v prostiedi

d) Zvy3enarezistence ke Skidcim a nemocem

€) Schopnost rustu i ve stresovych podminkéch jako je sucho, zamokieni, chlad ¢i

zasolena pida

Vysledkem jsou stromy svySSi produkéni kvalitou péstované pro dievozpracujici
pramysl a za Gcelem zlepSeni ekologickych podminek znecidténého prostiedi. Zaroven
nedochézi ke spotrebé¢ pavodnich lesnich spolecenstev.

Transgenni rostliny jsou vytvéreny vnesenim nového nebo pozménéného genu do
rostlinné bunky. Pro moznost rychlé identifikace piitomnosti daného genu je&té pred jeho
fenotypovym projevem slouzi markry vnéSené zéroven s poZadovanym genem. Takovym
markerem muze byt napi. sekvence obsahujici nové restrikéni misto nebo kddujici

snadno identifikovatelny protein.
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Prvnim geneticky modifikovanym stromem byl topol (Populus) v roce 1986 a dosud
zistava nejvice uzivanou drevinou pro genové modifikace (47% ze v3ech pokusi o
transgenezi je provedeno na rodu Populus). Dale jsou v pokusnych pracich a studiich
vyuzivany rody Pinus (19%), Eucalyptus (7 %), Liquidambar (5 %) a Picea (5 %). Stgjné

tak i pokusné pole jsou z nejvétsi ¢asti osdzena uvedenymi druhy (Wheeler, 2005).

3.1 Hybridni klony topolu jako model dievin

V genovém inzenyrstvi drevin je dlouhodob¢ pouzivan topol (Populus) jako modelova
rostlina spliujici fadu podminek pro uZziti pri genovych manipulacich. Mezi né patti jeho
ekonomicka vyuZitelnost, dobrd manipulovatelnost in vitro, pristupnost pro transformaci
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens a vyskyt genu v pfirozenych populacich
topolt nesoucich toleranci k herbicidam.

Genetické transformace topoli sahaji do 80.let minulého stoleti. Prvni transformace
topolu H11 (P. trichokarpa x P. deltoides) probé¢hla pomoci bakterie Agrobacterium
tumefaciens (kmen A281, A384). Prvni transformace dieviny agronomicky zajimavym
genem nesoucim rezistenci k glyfosfé&ovému herbicidu byla rovnéz uskutecnéna na
topolu NC-5339 (P. alba x grandidentata) za pomoci bakterie A. tumefaciens (kmen
C58/587/85). Dalsi hybridizace se provadély pomoci bakterii A. rhizogenes , kmen
R1600 (Phythoud et al., 1987). Transformaci pomoci bakterianich kment rodu
Agrobacterium byly podrobeny rizné druhy a variety topolu srtiznou Uspésnosti, kterd
zévisela predeviim na vhodnosti kombinace hogitelskych genotypi a nésledné na
metodach kultivace a selekce in vitro.

Uspédne byly postupné zavedeny genové konstrukty zvy3ujici toleranci topold

k herbicidu Roundup™ . AvSak vsoucasné dob¢ je dalSi pouzitelnost takto
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transformovanych rostlin pro dalSi agronomické Ucely nejasna z divodu problematické
socidlni prijatelnosti. Stejn¢ tak aplikace geneticky transformovanych rostlin pro
vylep3eni kvantitativnich znakt je problematickd Napi. pouZiti teorie metabolické

kontroly pro modifikaci jediného genu z multilokusové drahy je velmi omezené.

3.2 M odiin jako model jehli¢nani

Pro podobné vyhodné vlastnosti jaké ma topol, zacal byt uzivan modiin (Larix sp.) jako
modelovy zéstupce jehlicnatych drevin. Je relativné snadné regenerovat modiiny
z riznych zdroji v podminkéch in vitro, stejné tak jsou i schopné podstoupit transformaci
pomoci bakterie rodu Agrobacterium. RovnéZ byl vytvoien transgenni modiin nesouci
toleranci k glyphosphdovému herbicidu (AroA) a gen pro rezistenci vaci hmyzim
Skadcam (BT toxin) za pouZziti Agrobacterium rhizogenes. Exprese AroA a BT toxinu
byla potvrzena metodou Nothern blotu a nasledna translace do proteint EPSP a BT
toxini prokézala Western blotova analyza. Provedené pokusy ukézaly moZznost stabilni
transfekce modiinu evropského za pomoci genového pienosu z Agrobacterium

rhizogenes (Kobliha, 2002).

3.3Vyvo rezistence ke skaudcim atolerance ke stresu

Lesni stromy jsou ¢asto velmi nachylné ke hmyzim skadcim a kiiZzeni za Gcelem ziskani
rezistence je velmi dlouhodobym Ukolem. Biotechnologické metody introdukce

rezistence ke hmyzim skadcam vyuzivaji efektivni transformace a regenerace fady druht
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lesnich dievin. V souc¢asné dobé bylo transformovano nékolik druhi topoli geny
nesoucimi rezistenci k hmyzu, predevdim k bekyni velkohlavé. Existuje nékolik zprav o
Uspésné transformaci topolt endotoxinovym (BT) genem pomoci bakterie Bacillus
thuringiensis. BT gen byl déle zaveden i do hybridnich topolt odvozenych od P. alba x
P. grandidentata, a P. trichocarpa za uZiti elektroporace. Tolerance byla ziskana hlavné
ke hmyzu fadu Lepidoptera.

Stejny gen, BT, byl Uspédné zaveden i do Modiinu Evropského, vektorem byla opét
bakterie Agrobacterium rhizogenes, dale pak do jilmu (Ulmus "pioneer") a do
Liquidamber styracifolia.

Funkce genu BT spociva v jeho kddovani malého polypeptidu, ktery inhibuje trévici
enzym Lepidopter. Jako prvni byl popsédn u brambor a nasledn¢ nalezen v litech fady

dalSich rostlin.

3.4 Rezistence k houbovym patogenam

V popiedi zajmu genovych manipulaci jsou v soucasnosti dvé hlavni choroby. Jedné se o
kastanovou plisen a grafiézu jilma. Obé choroby devastuji jak prirozené populace
kastani a jilmu, tak i uméle péstované. Ackoli geny rezistence byly nalezeny u nékterych
rostlinnych druhi, nebyly objeveny u lesnich dievin. Presto byly vyvinuty nové metody
kontroly téchto patogent. Kastanova plisen je zpasobovana virulentnim kmenem
Cryphonectria parasitica. Bylo zji&éno, Ze piitomnost dsRNA virového genomu v dané
houb¢ zptasobuje jeji hypovirulenci. Toho bylo vyuzito pii klonovani hypovirulentniho
kmenu C. parasitova, kdy po zavedeni dsRNA do virulentniho kmenu houby do3lo

k utlumeni jeji virulence a transformaci na nedevastujici hypovirulentni formu. Uvedena
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technologie piedstavuje vyhodnou metodu biologické kontroly riznych patogennich
druht hub.

Jimy (Ulmus sp.) predstavuji duleZitou soucdst lesniho biotopu, hrézi rybnika,
vétrolamu spolecenstvi aleji po celém svété. Grafidza jilmu zdevastovala jejich populace
v celé Evropé a Severni Americe. Pokusy o kriZzeni odolnych asijskych poddruhi
samerickymi jilmy selhaly v dasledku nizké geonomové kompatibility a vysoké
néchylnosti amerického jilmu k chorobg.

Pomoci ustanovenych molekularné-biologickych metod byly nalezeny a izolovany geny
odpovidajici za rezistenci a schopnost obrany stroma proti grafiéze. Ty byly nésledné

vheseny do kandidatnich druha jilmu za ziskani poZzadovaného genotypu (Kobliha, 2002).

3.5 Rezistence k bakterialnim chor obam

Nekteré ekonomicky dulezité dieviny maji vysokou nakazu k bakteridlni chorobé
oznacované jako ,crown gall disease” zpusobované kmeny bakterie Acrobacterium
tumefaciences. Hybridni topoly odvozené od P. sieboldii x P. grandidentata maji mnoho
ekonomicky dalezitych kvalit jako je rychly rist a dobré kli¢ici schopnosti, ale jsou
néchylné k infekci. Z divodu zna¢né infekénosti piisobi tato choroba znacné ekonomické
ztréty po celém svéte.

Novy zpasob kontroly choroby byl objeven v Japonsku, kdy védci zavedly antisense
oncogen ze samotného kmene bakterie Acrobacterium. Po zavedeni antisense genu
hormonu |AA a cytokininu z kmene Agrobacterium do hybridnich topolt byla ziskana

jejich Uplnarezistence ke ,,crown gall* chorobé (Kobliha, 2002).
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3.6 Tolerance ke stresu

Fotochemické oxydanty vcetné ozonu jsou vyznamnym stresorem ve velké ¢asti
pramyslového svéta. Toxicita 0zénu je spojovana s poklesem rustu, naristem mortality
stromd atim danymi intrai interdrunovymi zménami ve stavech lesi. Na buné¢né drovni
se oxidativni stres projevuje destrukci membran, chloroplasta a nasledné i RUBISCa. To
nédsledné vede kdalSi nachylnosti k napadeni patogeny. Vyznamnym obranym
mechanismem bunky je produkce ,scavenegru“ volnych radikdia a to zegména
superoxidedismutazy (SOD) a gluthathionreduktédzy vracejici do obéhu oxidovany
gluthathion. Vyzkumy probihaji hlavné na tabéku (Nicotiana tabacum) a bylo zji&téno,
Ze transfekce genem pro chloroplastovou SOD zvysilo odolnost viici vlivu 0zénu. Tim se
otevira cesta pro novy zpiasob transformace lesnich dievin za Uc¢elem zvySeni jejich

tolerance oxidativniho stresu.

3.7 M odifikace ligninu

Genové inZzenyrstvi zlep8ujici vlastnosti ligninu pro pramyslové vyuZiti je v soucasné
dobe¢ velmi slibnou metodou umoziujici zvysit efektivitu zpracovani dreva.

Potencionalni spoluprédce genového inZenyrstvi a pramyslu spociva prevédZzné na
zefektivnéni vyuziti dievni drt¢ a nasledné jejiho uziti v papirenstvi, které zavisi na
efektivité oddéleni ligninu a celuldzy. Jednou z moZnosti jak zlepsit efektivitu zpracovani
dieva je redukce obsahu ligninu ve dievé nebo zména jeho kvality. Pravé genetické
manipulace senzymy v biosyntetické draze ligninu jsou velmi zajimavou moznosti pro

ZlepSeni zpracovatelnosti dieva. Obecné lesni direviny obsahuji kolem 15-30% ligninu
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v suché véze dieva, ktery se po ekonomicky i ¢asové velmi narocném oddéleni stava
pouze dievnim odpadem. Druhy dfevin sredukovanym mnozstvim ligninu nebo jeho
snazSi odstranitelnosti se tak stanou velice ekonomicky i ekologicky vyhodnou
surovinou.

Biotechnologie se v sou¢asnosti zaméiuji na transformaci guaiacyl ligninu do guaiacyl-
syringylového  typu. Geny kodujici bi-specific O-methyltransferase (Bi-OMT) a 5-
hydroxylazu ferulové kyseliny (FASH) jsou inkorporovany do drahy syntézy guaiacyl
ligninu.

To zahrnuje klonovani téchto danych gent z rogtlin, u nichz se vyskytuji, jako zdrojova
rogtlina byl vybran topol (Populus tremuloides) a jsou nasledné pieneseny v podobé
cDNA do cilovych jehli¢nani, kde se v prirozené formé nevyskytuji. V soucasné dobé se
v3ak genova modifikace ligninu potyka s fadou prekazek jako je ne zcela jasné zatlenéni
nové vloZzenych geni do spravnych mist drahy syntézy ligninu, dale pak se vyskytuji
komplikace spojené s nepiiliS vhodnymi zpisoby genového pirenosu a nasledné obtizné
regeneraci rostlin. Prozatim jedinym Gspésdné modifikovanym typem jehli¢nanu zistava
modkin.

Oproti tomu, vyraznéjSich Uspéchi je dosahovano pii redukci obsahu ligninu pomoci
transformace rostlinnych bunék. Pro Uspédné dosazeni cile stati Uspésné klonovani a
zavedeni jednoho nového genu do rostliny. Uspéchu je dosahovano i na zakladé velké
prirozené tolerance nizSich mnoZstvi ligninu ve dievé bez negativnich dopadu na rust a
vyvoj dieviny (Prevzato z Kobliha, 2002)

Genetickd redukce ligninu maZe byt dosaZena utlumenim exprese genu pro enzym
zodpoveédny za syntézu prekurzora polymerace ligninu. U kukutice bylo zji&téno, Ze

sniZzeni produkce ligninu az na 50% pavodniho mnozZstvi neovliviuje Zivot rogtliny.
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Jak vyplyva z vy3e zmingného, technika utiSovani genové exprese pomoci SIRNA ma
velké pole pasobnosti v rostlinné biologii a to zejména tam, kde je potieba jemné
regulovat mnozstvi vznikajiciho proteinu a ,knockout* genu by byl na rozdil od jeho

»knocdownu* pro rostlinu fatalni.

3.8, Phytoremediace” jako zpusob pro zlepSeni ekologickych kvalit

prostiedi

Pojem ,,Phytoremediace” oznatuje schopnost rostlin vstiebavat, degradovat a odstranovat
Skodliviny z prostiedi, zeiména pak z pudy a vody. Mezi pouzivané rostliny patii
pievézné byliny jako je slunecnice, kakost a v soucasnosti uz fada dalSich druhd bylin.
Jejich nevyhodou je vSak nizka produkce biomasy atim i pomalejSi odstranéni Skodlivin
z prostiedi. Jako velmi vhodné se pro rekultivaci oblasti zamoienych prevazné téZzkymi
kovy ukazuji lesni dreviny (Merkle, 2006). Jejich vyhodou je velka produkce biomasy
schopné zachycovat nebezpetné slouc¢eniny a pieménovat je na méné toxické. Vyhodou
je i vyvinuty kotrenovy systém pronikajici do hloubky zamorené pady. Modelovym
piikladem konstrukce transgenni dieviny sremediacnim potencidlem muze byt izolace
bakterialniho genu MerA, ktery umoznuje bakteriim preménovat rtutnaty ion na méné
toxickou formu elementérni rtuti. Jako prvni byl tento gen vnesen do rostlin rodu
Arabidopsis (Rugh et al., 1996), kde byla ovérena rezistence rostliny k rtutnatym iontam.
Nasledné byl modifikovany gen vnesen do Zlutého topolu (Liriodendron tulipifera)
pomoci metody mikroprojektilového bombardéru a ziskana tak rezistentni dievina (Rugh
et al., 1998). AvSak Zluty topol neni adaptovan pro rast v zamokienych oblastech, kde

kontaminace rtuti byva nejvyraznéjsi. Proto byl pro dalSi vyvoj zvolen Populus, rychle
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rostouci lesni druh sné3ejici podmécené pidy. Populus byl uz diive uz drive popsan jako
druh vhodny pro detoxifikaci prostredi a redukci padni eroze (Dix et al., 1997). Navic byl
Populus popsan jako vhodny pro in vitro propagaci a uZiti v genovém inZzenyrstvi (Han et
al., 2000). Merklova studie (Merkle, 2006) prokézala moznost konstrukce transgenni
dieviny (P.deltoides) za uZziti techniky transformace listovych explantat pomoci kmenu
Agrobacterium. Takto vytvoiené dieviny byly vsazeny na stanovidté zamoiena rtuti, kde
nevykazovaly zmény rastu v porovnani s direvinami na nezamotrenych oblastech a analyza
obsahu rtuti v jegjich listech prokézala narast o 1/3 — 1/2 v porovnani s kontrolnim
souborem netransformovanych rostlin. Listy obsahujici takto absorbovanou rtut’ maji dale
schopnost ji odpatit, coZ nebylo pozorovano u kontrolniho souboru netransformovanych
rostlin. Detoxifikace po zamoreni rtuti navézanou na metylovou skupinu (MeHg), kteraje
pro organismy je&té vice toxickd neZ rtutnaté ionty byla vyzkouSena na modelu
transgenni rostliny rodu Arabidopsis po vneseni bakterialniho genu merB umoZziujiciho
konverzi MeHg na rtutnaty kation (Bizily et al., 1999). Pokusy s kotransfekci obou genti
merA i merB ukazaly, Ze takto modifikované rostliny vykazuji vysSi toleranci k prostiedi
zamoieném metylirtuti (Bizily et al., 2000). Topoly transformovany geny merA/B
prokézaly vysSi U¢innost piremeény metylrtuti na elementéarni vyparu schopnou rtut’ nez
dieviny nesouci pouze jeden z geni (Lyyra et al., in preparation). Obdobné pokusy
probihaji v sou¢asné dobé i sdievinami nesoucimi gen pro detoxifikaci Uzemi

zamoienych arzenem (y-glutamylsyntetéza, yESC) za vyuZiti topola (Merkle, 2006).

3.9 Vysadba geneticky modifikovanych stromi

V soucasné dobé nejsou publikovany zadné zpravy o rozsahlejSich plochéch osazenych

geneticky modifikovanymi stromy. Vyjimku tvoii snad malé pole transgennich hybridi
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topola vIioweé (USA). A pravé tyto polni testy jsou klicové pro zvézeni skutecné
pouZzitelnosti transgennich dievin pri péstovani ve volné prirodé, protoze jak znamo,
podminky v péstebnich sklenicich se od skute¢nych polnich zna¢né odlisuji.

Duvodem, pro¢ nejsou pole zakladana je ziejmé rada opatieni pro nakladani sGMO a
jejich vysadby do piirody, byt na chranéné misto. V souc¢asné dobé se genetickymi
modifikacemi lesnich drevin zabyvé 35 zemi, z nichz 15 se omezuje pouze na labaratorni
vyzkum a vysatbu do skleniki, 16 pak ozndmilo existenci pokusnych poli. Tato pokusna
pole ve volné prirodé jsou vétSinou velmi mala (s 12 — 2850 vysazenymi rostlinami) a
maji jen krétkeé trvani, vétSinou jsou likvidovana pred produkci pylu nebo semenného
materidlu. Komeréng vuzivané plantéze transgennich drevin jsou dosud vyhradou Ciny

(Wheeler, 2005).

Hlavnimi argumenty proti péstovani transgennich rostlin jsou:

1) nebezpeci kontaminace prirozenych populaci pylem transgennich rostlin

2) Unik transgennich rostlin do okolniho prostiedi a tim kontaminace prirozenych
stanovist’

3) Transgenni rostliny nesouci urcitou selekeéni vyhodu, jako napt. jednim genem
podminéna rezistence proti kadci, mohou velmi snadno zvitézit v konkurenci

prirozenych spole¢enstev atim postupné zcela prevladnout

Aby nebyly dané divody odmitani polnich experimenti naplnény, jsou transgenni
rostliny da upravovany napi. soucasnym vnaSenim geni pro sterilitu, pro prodlouZeni

juvenilni periody bez kveteni a dalSimi, coZ vsak velmi znesnadiiuje praci.
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Jako nejslibnéjsi se jevi pokusy se zavedenim geni pro saméi sterilitu u béZznych druha a
pro sterilitu sam¢i | samicéi u druhi s lehce Sititelnymi semeny.
DalSi zkouSenou metodou jsou inducibilni promotory gena pro rezistenci proti Skadciam,

coZ se jevi rovnéz jako moznd strategie neohrozujici ekologii volné rostoucich druhu.
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4. Diskuse

Genové inZenyrstvi je mladym, rychle se rozvijejicim oborem ve vSech odvétvich
biologie. V rostlinnych technologiich se jiz setkavdme stadou geneticky pozmeénych
plodin nesoucich rezistenci viaci patogenam, coz prodiuZzuje jejich trvanlivost,
prindSgjicich vetsi Urodu i za méné priznivych podminek, syntetizujicich aminokyseliny
spotencidlem pokryt jejich nedostatek v urcitych oblastech. Pripravuji se plodiny
obsahujici antigeny jako oc¢kovaci latky a velka Skéla dalSich.

Obdobny rozvoj zaznamenava i genové inZenyrstvi lesnich rostlin, prestoZe priprava
transgennich drevin je ztéZovana pomalejSim rastem explantda ve srovnani
s nedievnatéjicimi rostlinami a delSi ¢asovou Skalou do projevu piného fenotypu a
konecného uplatnéni se vlivem delSi doby do dosaZeni dospélosti u dievin.

Jsou konstruovény dieviny nesouci rezistenci k patogentim, ¢imz snizuji z&éz progtiedi
umélymi fungicidy a insekticidy. Pomoci transgennich jilma Americkych byl znovu
osidlen biotop vychodniho lesa v USA, stejné jako byl opétovné rozSiren Americky
kastan na Uzemi, ze kterych jiZ pod silnym tlakem patogent ustoupil (Kobliha, 2002).
Vneseni genu rezistence vaci herbicidim umozni zna¢né zvySeni produkce ekonomicky
zajimavych dievin, ¢imz nejen klesnou ceny komodit, ale bude umoznén piechod k tézbe¢
témet vyluéné na péstebnich polich. To umozni zachovani pavodnich lesi a obnovu
jejich ekologické rovnovahy.

Genové inZenyrstvi v oblasti lesnich dievin dale umozZnuje piimé zlepSovéani Zivotniho
prostiedi a vlivem schopnosti nékterych modifikovanych drevin vstiebavat, detoxifikovat
a odgranovat téZzké kovy zpudy a vody, vbudoucnosti snad i snizovat dopad

sklenikového efektu vlivem zvySené spotieby oxidu uhli¢itého.
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5. Zavér

Ekologicky i ekonomicky vyznam genového inZenyrstvi a biotechnologii v lesnictvi méa
enormni potencidl. RozSiteni dievin nesoucich rezistenci k herbicidim maZe jen v USA
uSetiit rocné az 1 billion $.

V soucasnosti je na hiotechnologie Uto¢eno pro jejich potenciondni zdravotni a
environmetalni riziko. AvSak zda se, Ze aplikace biotechnologii do lesniho inZenyrstvi
postrada urcité aspekty tykajici se zavadéni biotechnologii do jinych odvétvi biologie.
Napt. ptimy vliv na zdravi a prostredi se zda byt mirny az snad zanedbatelny. Jako jedno
z hlavnich se jevi riziko poskozeni Zivotniho prostiedi vlivem prenosu cizich gena do
prirozenych spolecenstev. Jednoduchym feSenim zde muaZe byt oddéleni nebo
znemoznéni kveteni stejné jako napt. pylovéa sterilita. Riziko je mozné déle eliminovat
vysadbou geneticky modifikovanych dievin mimo aredl jejich prirozeného vyskytu atim
zabranit mozné hybridizaci s doméci populaci.

Pro moznost trvalého ¢erpani stéle se rozSitujici skaly vyhod plného rozvoje genetického
inZenyrstvi je zéroven nutné dbét na nedotknutelnost ekologické rovnovahy prirozenych

spolecenstvech.
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