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Biotechnologie versus ekologické zemédélstvi

SOUHRN

Prace se zabyva oborem rostlinnych biotechnologii, které stoji za mnoha uspéchy
moderniho zeméd¢lstvi. Jsou zde podrobné¢ rozebrany dulezité rostlinné biotechnologie, jejich
postupy historie a vysledky. Specialné se zamétuje na problematiku transgennich plodin, na
techniku jejich vytvareni, na jejich rozvoj a rozsifeni po svété. Tato technologie rovnéz
vyvolava mnohé kontroverze a je rozhodné odmitana ekologickymi zemédélci. Divody jejich
averze jsou rozebrany a ukazuje se, ze ne vSechny jsou dostate¢né védecky podlozené. Ty
nejopravnénéjsi jsou spise socidlni a ekonomické.

Kli¢ova slova: biotechnologie, rostlinné biotechnologie, transgenni plodiny,

indukovana rezistence, ekologické zeméd¢€lstvi



Biotechnology versus organic farming

SUMMARY

This work deals with the field of plant biotechnology, whitch is behind many
achievments in modern agriculture. The important plant biotechnologies are analyzed in
detail, their history, procedures and results. Work spespecifically focuses on the issue of
transgenetic crops, on technology for their making, their development and expansion
throughout the world. This technology also raises many controversies and is definitely
avoided by ecological farmers. Reasons for their aversion are analyzed and it shows that not
all are sufficiently scientifically substantiated. The most important of them are more social

and economic, than scientific.

Key words: biotechnologies, plant biotechnologies, transgenetic plants, inducted

resistence, organic farming
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1. Uvod

Termin biotechnologie poprvé pouzil madarsky zemédé€lsky inzenyr Ereky, aby
popsal velkoobjemové mikrobialni vyrobni procesy vyvinuté na zacatku 20. Stoleti (Murphy,
2011). Pojem biotechnologie miize byt obtizné piesné definovat, proto je dulezité, aby byl
pifesné¢ vymezen. Napt. dle Konvence Biologické Diverzity je ,,biotechnologie jakakoliv
technologickd aplikace, kterd uziva biologické systémy, zijici organismy nebo jejich derivaty
k vytvareni nebo modifikovani produktli nebo procest pro specificky ucel“(FAO, 2011).
Dalsi definici mtize byt naptiklad: pouziti védeckych a inzenyrskych principt pfi zpracovani
definice v sobé& pojima moderni 1 tradicni biotechnologie: Vyuzivani biologickych organismi
nebo jejich derivati ¢lovékem. Takto 1ze biotechnologii definovat az moc ze Siroka a do této
definice by se mohlo v podstaté zahrnout i zeméd¢lstvi jako takové nebo dokonce i lovectvi
sbéraCstvi. Tato definice je pro Uucely této prace tedy zbytecn€ rozsdhla. Tradicni
biotechnologie, které uz jsou naSim potfebdAm mnohem bliZe, jako je fermentace k vyrobé
alkoholu a uziti kvasu pii vyrob¢ chleba, uz jsou bliz§i moderni definici, nicmén¢ jelikoz jsou
spiSe produktem metody pokus omyl a ne cilevédomé védecké prace (Murphy, 2011). Pro
ucely této prace bude dilezitd moderni definice tohoto pojmu uvedend Konvenci Biologické
Diverzity. Bude slouzit jako zafatek pro postupné podrobngj$i rozebrani modernich

biotechnologii a k propracovani se k technologii genetické manipulace rostlin.

Samotna biotechnologie je manipulaci s zivymi systémy. V posledni dob¢ byva Casto
zaménovana s genetickym inzenyrstvim, ale vétSina biotechnologii v sobé zadnou manipulaci

vyznamnym zpusobem zasahly do rozvoje zeméd¢lstvi (Murphy, 2011).

Geneticky modifikované plodiny na sebe v poslednich letech ptitahly znacnou
pozornost at’ jiz kviili zdravotnim nebo environmentalnim problémtim, které tidajné zpiisobuji
(Slater a kol., 2008) Zcasti 1 kvuli t€émto problémim je transgenni technologie ve sporu
s ekologickym zemédélstvim. Duvody pro¢ tomu tak je, budou rozebrany v posledni tretiné

této prace.



2. Cil prace

Cilem prace je definovat a shrnout biotechnologie se zaméfenim na ty rostlinné.
dostupné informace o geneticky modifikovanych rostlindch a transgennich technologiich a
jejich postaveni ve svété. A nakonec posoudit argumenty, které vedou k jejich odmitani ze

strany ekologickych zemédélct.



3. Literarni reserse

3.1 Biotechnologie

3.1.1 Historie biotechnologie

Okolo 50 000 let pied naSim letopoctem byly polozeny zaklady biotechnologie. Kdyz
bylo riznymi kulturami na svété zjisténo, ze pokud se nékteré rostliny nechaji zfermentovat v

uzaviené nadob¢ vzniknou tak alkoholické napoje (Murphy, 2011).

Dle Jaroslava Folty (2006) lze historii biotechnologie rozdélit do Sesti
obdobi: Pocatecni obdobi do roku 1865 vychazejici z tradi¢nich postupt jako je vyroba
alkoholickych napoji a fermentovanych potravin, syr a dal$ich potravin nebo napiiklad uziti
hub pro lé¢eni ran. Dalsi obdobi, které lze shrnout jako Pasteurovu éru, ve které jiz bylo
uzivano sofistikovanéjsich a cilevédoméjsSich metod k vyrob¢ alkoholli a ketoni, organickych
kyselin nebo k aerobnimu ¢isténi odpadnich vod. Néasleduje obdobi moderni primyslové
biotechnologie (1940 — 1960) kdy za¢ina kultivace mikroorganismti pro vyrobu antibiotik a k
mikrobidlni transformaci steroidi. Obdobi 1960 — 1975: vyroba aminokyselin, bilkovin z
jednobunéénych organismi, kultivace zivoc¢isnych bunék pro vyrobu antivirovych vakcin,
imobilizace enzymii a bun¢k, vyroba technickych enzymi, k anaerobnimu zpracovani
odpadnich vod a dal§i. Obdobi novych biotechnologii I po roce 1975: monoklonalni
protilatky, genové inZenyrstvi (lidsky inzulin, vakcina proti prijmu dobytka, vyroba
bioprocesori a bio¢ipl, konstrukce umélych bilkovin. Nové biotechnologie 1l po roce 1990 :

analyza lidského genomu, ndhrada lidskych organti, genové terapie, nanobiotechnologie

Béhem 19. stoleti se zvétSovali védomosti o podstaté organismi a
biologickych procest a spolu s rozvojem inZenyrstvi zacaly byt biotechnologie aplikovany
mnohem efektivnéji. Z otevienych van byla fermentace presunuta do uzavienych kontejnert,
kde mohly byt biologické procesy mnohem Iépe kontrolovadny a fizeny, a kde zmizely
problémy s kontaminaci. Dale zapocalo cilené mnoZeni kmenid uZivanych mikroorganismi

namisto spoléhani se na nedefinované mikroby (Murphy, 2011).

3.1.2 Rozdéleni biotechnologie

Rozdélit biotechnologie 1ze napt. dle disciplin, které jsou vyuZivany v biologickych
procesech na: inzenyrské, biologické a chemické a jejich vzajemné propojeni. A dle realizace:

biosyntézou nebo biotransformaci. Dle hospodaiského vyuZiti: zdravotnictvi a farmacie,
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potravinarské chemické a zeméd¢€lské ziskavani energie a ochrané prostiedi (Fojta, 2006).
Moderni biotechnologii mizeme dle vyuziti rozdélit na tzv. bilou industridlni biotechnologii,

¢ervenou lékaiskou a zelenou rostlinnou. Toto jsou z hlediska rozsahu vyuziti v soucasnosti ty

vvvvvv

Industrialni biotechnologie

Industrialni biotechnologii 1ze definovat jako: ,, Moderni wuziti a aplikace
biotechnologie pro udrzitelnou vyrobu biochemikalii, biomateriali a biopaliv z obnovitelnych
zdrojii uzitim zivych bunék a/nebo jejich enzyma“(Murphy, 2011). Zabyva se velkovyrobou
uzitecnych organickych latek, které nemohou byt vyrobeny pouze vyuzitim ¢isté chemickych
procesti. Vyrabény jsou napiiklad antibiotika nebo rtizné enzymy potiebné v potravinaiském
primyslu, jako jsou amylaza a lipdza. Kultury jsou drzeny ve velkych bioreaktorech nebo
fermentorech o kapacit¢ az 200 000 litrd. Udrzovani probihd pomoci automatickych,
pocitacem fizenych systému, které udrzuji pottebnou teplotu, vyzivu, pH a dal$ich, k jejich
vyvoji potiebnych, podminek. Moznosti odvétvi pti vyuzivani mikrobidlnich kultur k vyrobé
uzitecnych latek se zna¢né rozsifili na konci 20. stoleti s pfichodem rekombinantnich DNA
technologii. Nékteré novéjsi postupy s pouZzitim transgennich mikroorganismli spadaji dnes

pod tzv. Cervenou lékafskou biotechnologii (Murphy, 2011).
Lékarska biotechnologie

VylepSend industridlni biotechnologie Siroce vyuZivajici transgenni mikroorganismy,
které se uzivaji pfevazné pro lékatrské ucely. Transgenni mikroorganismy spolu se zvifecimi
tkanovymi kulturami jsou uZzivany k vyrob& dals$i generace rekombinantnich farmaceutik.
Naptiklad velmi cenné proteiny nebo peptidy jako jsou lidsky insulin, krev srazejici faktory a
vakciny, které dnes mohou byt vyrdbény ve velkych mnozstvich a naprosto sterilné. Diive
byla biotechnologie zna¢né omezena neschopnosti prokaryot a niz$ich eukaryot produkovat
plné spektrum post transla¢nich modifikaci jako je N- glycosylation, pfitomny v bilkovinach
vysSich zivocichl. S uzitim transgennich Zivoc¢iSnych tkanovych kultur je toto dnes mozné.
Diive byly tyto latky odebirany ptimo z Zivych nebo mrtvych zvitat a lidi, coz nékdy vedlo ke
kontaminaci napft. viry hepatitidy B nebo HIV, kdy tisice lidi jako jsou hemofilici, ktefi jsou
zavisli na krev srdzejicich faktorech, obdrzeli kontaminovany materidl. V soucasnosti je
tomuto zamezovano konstruovanim bunck transformovanych piisluSnymi lidskymi geny,

takze produkty mohou byt vyrdbény sterilné a bez kontaminace.



Nejnovéjsi vyuziti cervené biotechnologie spociva v ziskdvani produktt
skrze geneticky modifikovana zvifata. Ty mohou dodavat Rekombinantni proteiny pies mléko
nebo vajicka. Napft. kozy ve svém mléce mohou produkovat krev srazejici faktory a slepice ve

svych vajic¢kach protilatky (Murphy, 2011).

Rostlinna biotechnologie

Zelena biotechnologie miize byt popsana jako vyuziti pokrocilych biotechnologickych
metod pi1 péstovani suchozemskych rostlin, fas a nebo cyanobakterii. Stejn¢ jako u obou
pfedchozich mlize byt pouzita transgenni technologie, ale v zadném piipad¢ tomu tak neni
vzdy. Existuje fada pokrocilych mnozitelskych metod, které transgenezi neobsahuji (Murphy,

2011). Rostlinné biotechnologii bude vénovana samostatné kapitola.

Kromé rostlin je v zemédé€lstvi uzivana biotechnologie i1 v souvislosti s hospodaiskymi
zvitaty a rybami. O biotechnologii uzivané pti nakladani s rybami se nékdy hovofti jako o
takzvané modré biotechnologii. U dobytka se jednd o vyuzivani umélé inseminace,
reprodukéniho klonovéni nebo naptiklad mikropropagace. U ryb se jednd ptedevSim o
transgenni technologie, které naptiklad umoziiuji rychlejsi rist anebo odolnost vii¢i nemocem
a parazitim. Oproti rostlinné biotechnologii jsou biotechnologie souvisejici se zviraty teprve

na svém pocatku (Murphy, 2011).
3.2 Rostlinné biotechnologie

Skala rostlinnych biotechnologii je pomé&mé rozsahla a zdaleka se netyka pouze jejich
genetické manipulace. V rostlinné produkci jsou moderni biotechnologie uzivany jiz od
pocatku dvacatého stoleti (Murphy, 2011). Se zdkladem v tradi¢nich znalostech o rostlinné
biologii posilené znalostmi nejprve mendelistické a pozdéji molekularni genetiky, dochéazelo
Jiz od zacatku dvacatého stoleti k jejich znaénému rozvoji a modernizaci. S postupnym
prichodem sofistikovanych metod jako je indukovana mutageneze, uziti tkanovych kultur az k
selekci vybranych znakt na zakladé molekularni analyzy, dosly konven¢ni biotechnologie na
takovou uroven, Ze dnes, v 21. stoleti, jiz ztratilo vyznam déleni na konven¢ni a moderni
biotechnologii. Transgenni technologie jsou od ostatnich oddé€leny ne az tak kvili pfistupu
védc, jako spise kvuli pfistupu konzumentt a politika a kvuli legislativnim opatienim (FAO,

2011).

V zakladu se miizou moderni rostlinné biotechnologie rozdélit do nckolika
kategorii. Na vytvafeni novych genetickych variaci (vylepSovani genomu), selekci, screening
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a propagaci (vcetné tkanovych kultur). Zvlasté mohou byt oddé€leny transgenni postupy, ale
patii pod vytvafeni novych genetickych variaci, ale bude jim vénovano vice v samostatné
Casti prace.

3.2.1 Vytvareni novych genetickych variaci

Do této kategorie mizou byt zatazeny nasledujici techniky: zdvojovani chromosomi,
somatickou hybridizaci, haploidy a zdvojené haploidy, odrudy sterilnich rostlin, mutagenezi,

mezidruhovou hybridizaci (vzdalené kiizeni).

Moznosti vytvareni novych genetickych variaci se v druhé ptilce dvacatého stoleti
velmi rozrostly s objevem uZivani tkanovych kultur a zacatkem uzivani rastovych regulatort
(FAO, 2011). Dalsim dualezitym krokem bylo uzivani mutageneze. S lep$i znalosti
rozmnozovani rostlin bylo také mozné zacit ktizit vzdalenéji pribuzné rostliny. Tato potieba
vyplynula také z toho, ze bylo pii Slechténi novych odrid €asto uzivano inbrednich linii, a
také diky tomu, Ze se zuzovalo mnoZzstvi péstovanych odrid. Proto vyvstala potieba kiizit
vzdalenéji ptibuzné rostliny (Murphy, 2011). Jelikoz vzdalené kiiZeni mezi vice ptibuznymi
rostlinami Casto nasleduji problémy s kompatibilitou jejich genomt, je zapottebi pomocnych
metod jako je zachrana embrya, fuze asymetrickych bunék, implantace jadra nebo somaticka

embryogeneze (FAO, 2011).

vvvvvv

indukované zdvojeni chromosomu a zachrana embrya. Zdvojeni chromosom dale umoznilo

vyuZzivat techniky, jako je somaticka hybridizace a haploidni mnoZeni (Murphy, 2011).

3.2.1.1 Zdvojovani chromosomii

wevr

vzdalenych hybridi. Ty byvaji kvili vzdalené genetické pribuznosti rodic¢li ¢asto neplodné.
Diky odlisnosti chromozomalnich sad piejatych od odlisnych rodi¢li, byva naruseno stabilni
parovani chromosomti béhem meidzy. Pokud je ale pocet chromozomi uméle zdvojen, jsou
rostliny schopny produkovat funkéni pyl a vajicka. Pro zdvojovani chromosom je uzivan jiz
od 40. let 20. stoleti kolchicin (rostlinny alkaloid). Ten byl pouZit na vice nez 50 druh rostlin
vcetné nejbéznéjSich polnich plodin. S jeho vyuzitim byly vytvofeny naptiklad odriidy ovoce
bez pecek a somatické hybridy. Pozd&ji se zaCaly vyuzivat i jiné latky k zdvojovani
chromosomil, které¢ vSechny plsobi jako inhibitory mitotického bunécného déleni. U
nekterych druhlt bylo vyuzito ke zdvojeni chromozomi tkanovych kultur (FAO, 2011).

Zdvojeni chromosomu bylo také pouzito ke zlepSeni nékterych vlastnosti rostlin, jako je
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vynos, nutri¢ni kvalita, odolnost nemocem a $kiidcim a k vétsi toleranci k suchu a zasoleni

(Murphy, 2011).
3.2.1.2 Somaticka hybridizace

Somaticka hybridizace spadd mezi technologie zalozené na bazi tkanové kultury
(nélezi mezi n¢ také haploidy a zdvojené haploidy, odriidy sterilnich rostlin). Je vyuzivéana k
introdukci novych genti, nékdy i celych chromosomt, do rostlinného genomu od darcovskeé
rostliny, kterd by se za normélnich okolnosti nemohla uskutecnit. V 60. a 70. letech 20. stoleti
objeveni presnych technik mikroinjekce a bunécné fuze umoznilo spojovani celych bunék
nebo jejich casti k vytvoieni sloucené bunky nepiibuznych druhii rostlin. Aby doslo k
zdvojeni chromosomut, musi byt hybridni buniky dale oSetfeny kolchicinem pii in vitro
regeneraci. Tim je stabilizovan novy genom a miuize dojit k dalsi fazi mnozeni a diferenciace

bungk a k rstu nové rostliny (FAO, 2011).

V 70. letech 20 stoleti byly provadény pokusy s asymetrickou jadernou fuzi, kdy je
¢ast jadra bunky diky fragmentaci odebrana a vloZena do kompletniho jadra jiné buiiky. Tato
metoda byla uzivana i ke kiizeni rostlinnych a zivociSnych bunék. Tyto pokusy vSak nikdy
nedospély k regeneraci celého zivotaschopného jedince. Od 80. let se bézn¢ pouziva metod
somatické hybridizace ke kiiZeni pfibuznych rostlin. Tato technika je U€inna a byla uzita u
desitek béZnych rostlinnych druhti, jako jsou brambory, fepka, citrusy a raj€ata. Diky ni bylo
umoznéno vylepsit napiiklad odolnost ke Sktidcim a nemocem a velikost plodd (Murphy,

2011).

Kvili problémlim se stabilitou novych kombinaci genomu z odliSnych
druhii byla v pribéhu poslednich deseti let somaticka hybridizace casto nahrazovéna
trasgenetickou technologii. Ta ma se stabilitou mensi problémy, protoze je mnohem piesnéjsi.
Nicméné je potieba znat presné geny, které potrebujeme pienést. Velké mnozstvi vlastnosti
rostlin je kontrolovano soustavou geni, které jesté nezname. Diky vylepSeni tkanovych kultur
a diky technice molekularnich indikatorG je v posledni dobé procento vytvoifeni
zivotaschopného hybrida béhem klasické somatické hybridizace zna¢né vyssi. Déle také neni
somaticka hybridizace zatizena tolika pravnimi piedpisy jako transgeneze. Z téchto divoda
zacind byt somatickd hybridizace pro mnoho péstitelli opét zajimava a jeji moznosti do

budoucna jsou nezanedbatelné (FAO, 2011).
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3.2.1.3 Haploidy a zdvojené haploidy

Haploidy jsou builkky nebo rostliny, které obsahuji pouze jeden kompletni set
chromozomtl. Zdvojené haploidy vytvotfené pomoci techniky zdvojovani chromosomu jsou
nazyvany zdvojené haploidy. Existuje nékolik zptsobi jak vytvofit zdvojeného haploida.
Skrze in vivo metody jako je partenogeneze, pseudogamie nebo eliminace chromosomu po
extenzivnim kiizeni. Haploid je nasledn¢ zdvojen pomoci zdvojovani chromosomt. Dale
mohou byt vytvareny in vitro metodami jako je gynegeneze a androgeneze (Xu, 2010).
Jelikoz jsou zrnka pylu nebo vajicka haploidni, je haploidni i kompletni jedinec regenerovany

v in vitro kultufe.

Zdvojeni haploidl bylo poprvé vytvoteno v 60. letech 20. stoleti s pomoci
kolchicinu. Jejich vznik je mozny i pomoci termalniho Soku a inkubace v jasanovém cukru.
Jsou cenény pro svoji 100 procentni homozygotnost, a proto, Zze jsou jakékoliv recesivni
vlastnosti okamzit¢ ziejmé. To urychluje selekci cCistych linii nesoucich pozadovanou
rekombinaci vlastnosti. Nevyhodou je, Ze musi byt testovano velké mnozstvi linii. Pomoci
této metody bylo vytvofeno mnoho odrid rostlin, jako je obili, ryze a tabdk, a k vylepSeni
vlastnosti jako je odolnost ke skiidcim a chorobam, chut' a vynos (Murphy, 2011.). Ne
vSechny rostliny se k vytvareni zdvojenych haploidii hodi. U bobovitych nebyl jejich vyvoj
doposud tspésny.(Moo-Young, 2011)

3.2.1.4 QOdrudy sterilnich rostlin

Manipulace s rostlinami nékdy miize vyustit v jejich sterilitu. To miZe byt nékdy
praktické, protoze ze strany konzumenti existuje poptavka po plodinach, které neobsahuji
jadyrka (napf.: citrusy, melouny). Jedna z nejefektivnéjSich a nejlevnéjSich variant je
vytvareni polyploidil a triploidd. Tyto rostliny ve vétsin€ pfipadli normalné rostou a vytvareji
plody, ale nejsou schopny vytvofit semena. Proto mohou byt mnoZeny pouze spolecnostmi
vlastnici jejich parentalni linie (FAO, 2011). Triploidni rostliny mivaji nékdy vétsi plody,
vynosy a jejich plody jsou vice uniformni kvili genetické identité. Zminéné vyhody se
objevuji napiiklad u komeréné péstovanych bandnii. Dalsi plodiny, u kterych se bézné

vyuziva triploidi jsou kiwi, papaja a mySpule japonska (Murphy, 2011).
3.2.1.5 Mutageneze

Mutageneze je proces, ve kterém je genetickd informace organizmu nezvratné
zménéna. V piirodé k tomuto procesu dochazi v dasledku chyb pii opravé DNA. Mutageneze

muze byt navozena uméle pouzitim fyzickych, chemickych nebo biologickych nastroji. V

13



souvislosti s mnoZenim rostlin byl v 1944 poprvé pouzit termin mutacni mnoZeni v
souvislosti s indukei a vyvoji mutantnich linii pro zlepSeni péstovanych rostlin. Mutanti
mohou byt vytvareni mnoha zplisoby, nicméné v souvislosti se Slechténim rostlin je termin
muta¢ni mnoZeni obecné ustalen pro uziti fyzikalné a chemicky indikované mutageneze (Shu,
a kol., 2012). Poprvé byla tato technika pouzita v roce 1928 u je¢mene (Murphy, 2011). Prvni
odrida rostliny komeréné vytvarena s pomoci indukované mutageneze byl bled¢ zeleny tabak

Chlorina, ktery byl poprvé vysazen v roce 1936 v Indonésii (Shu, a kol., 2012).

Nejbéznéji je mutageneze zpusobovana rozrusovanim DNA pomoci chemickych
latek jako je ethylmetansulfonat nebo zdroji gama radiace. Dal$i metodou je somatoklonalni
mutageneze. Ta spociva v tom, Ze je pii in vitro kultivaci kultura vystavovana raznym
formam stresti. MiiZze se jednat o teplotni stresy, sucho, vysoké koncentrace soli, nedostatek
nebo piebytek nutricnich latek, ptisobeni ristovych reguldtorti nebo naptiklad infekce. Tyto
stresy mohou zpusobit mutaci jednotlivych genii, deleci nebo pfemisténi segmentli DNA,

véetné segmenttl i celych chromozomu (Murphy, 2011).

Nejvéetsi limitaci je u mutageneze to, Zze nemohou byt pfidany zddné nové geny, jako
je tomu u transgeneze a pii vzdaleném kiizeni. Skoro vSechny mutace vyustuji ve ztratu
funkce genu, a proto je u mutageneze cilem spiSe odstranéni vlivu nezadoucich genli nez

zvySovani vlivu genti pro $lechtitele pozitivnich (FAO, 2011).

Somatoklonalni mutageneze byla vyuzita k zlepSeni vlastnosti jako je vynos,
tolerance k nemocem, hmyzu, suchu a pfesoleni a ke zlepSeni nutri¢ni kvality u mnoha

kulturnich plodin, v¢etné ryze, kukutice, brambor, cukrové titiny a banana (Murphy, 2011).

V souvislosti s mutagenezi mutacnim mnoZenim se dnes jevi jako celkové
nejperspektivnéjsi moderni metoda takzvany TILLING (FAO, 2011). TILLING je zkratkou
pro Targeting Induced Local Lesion in Genomes, coz se pieklada jako: Zaméfovani
indukovanych lokélnich chyb v genomu. Tato metoda vychéazi z postupii reverzni genetiky.
Reverzni genetika se zaméfuje na vyhledavani poruch (zmén) specifickych gent. Metoda
TILLINGu kombinuje klasickou mutagenezi a objev vysoko pruchodného vyhledavani jedno-
nukleotidovych zmén. Jednd se o velmi vykonnou a levnou metodu, vhodnou pro
velkoobjemovy vyzkum (Shu a kol., 2012). TILLING miuze byt pouzit i na monitorovani
ptirozenych populaci — tzv. ecoTILLING (FAO, 2011). U ptirozenych populaci ovsem
vychézeji na povrch nedostatky TILLINGu, a to omezena moznost nalezeni nové mutace u

vyrazn¢ heterozygotnich druhi (Slater a kol., 2008).
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Mutageneze je v soucasnosti jedna z mala biotechnologii, kterda je
masivné uzivdna zejména v zemich tfetitho svéta. Chemicky a radiaéné¢ indukované
mutageneze jsou ve svété vyuzivany jiz od 30. let 20. stoleti s tim, Ze za ucasti FAO a
mezinarodni komise pro jadernou energii bylo skrze iniciativu Atomy Pro Potravinové
Globalni Partnerstvi (IAEA) béhem 50.tych let ozatfovani otevieno pro Siroké uziti zemim
tretiho svéta. Od svych pocatki stoji mutageneze za vySlechténim vice nez 2700 odrid vSude
po svéte¢ (FAO, 2011). Z odrud, které jsou vyznamné v zemich zapadniho svéta je mozné
uvést naptiklad vyznamnou odriidu fepky Regina II, Inu Redwood 65, a dilezit¢ odrady
jeCmenu nesouci trpasli¢i geny — Golden Promise a Diamant. Mutageneze je u $lechtitelt
velmi oblibenou metodou, jelikoz na rozdil od transgenetickych metod neni zatizena tolika

legislativnimi opatfenimi a nevyvolava odpor konzumentt (Shu, a kol., 2012).

Na ptikladu mutageneze je vidét zajimava rozdilnost nézorti vefejnosti
vici biotechnologiim. Tato metoda pfitahuje mnohem méné pozornosti nez transgenetické
technologie a vétSina populace si ani neuvédomuje, ze diky ni bylo vyslechténo tisice novych
odrid. A pfitom je zména genomu pii jejim vyuzivani mnohem mén€ nahodna a
kontrolovatelna, nezZ pfi uzivani transgeneze. Za timto rozporem mutiZeme hledat Sir$i socialni
kontext a také riznou dobu, ve které byly obé technologie uvedeny na vetejnost. Mutageneze
se zacala Siroce rozmahat v 60. letech, kdy bylo povédomi a zajem o védu u vefejnosti znacné
niz8i nez v 80. a 90. letech, kdy byla uvedena transgeneze. Dale mutageneze ovliviiuje jiZ
existujici genetickou variaci rostlin a transgeneze vklada do genomu nové geny. Jako velmi
dalezité se jevi také to, Ze mutageneze byla vymyslena a aplikovana skrze vefejny sektor spise
pro vefejné dobro nez pro kratkodoby profit. Prvni generace transgenetickych rostlin byla
oproti tomu vyvijena soukromymi korporacemi, pfevdzné pro bohaté zemé a pro vydélek.
Tato skutecnost je jist€¢ ovlivnéna 1 tim, Ze rostliny vySlechténé pomoci mutageneze je
mnohem t¢Z8i patentovat neZ rostliny vyvinuté pomoci transgeneze. Oboje jsou velmi
hlubinné¢ a umél¢ technologie, nicméné¢ mutageneze se z téchto dvou jevi jako ta hrubsi.
Dokonce byla Narodnim Vyzkumnym Koncilem USA uznéna jako nejriskantngj$i z 12
porovnavanych. Rozdil jejich vnimani tedy neni ani tak védecky, jako spiSe socidlni. Se

zménou pristupu a uziti transgennich plodin by se v budoucnu mohl zménit (Murphy, 2011).
3.2.2 Screening, selekce

Kyzené genetické varianty musi byt mozno efektivné rozeznavéany, aby mohly byt
selektovany pro dalsi mnozeni (Murphy, 2011). V tomto ohledu bylo v posledni dobé

objeveno mnoho vylepSeni v efektivité¢ a pfesnosti selekce z nékdy az tisicti fenotypovych
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variant vytvofenych hybridizaci a mutagenezi (FAO, 2011). Zékladem pro spravnou selekci
bylo potfeba rozvinout techniku chemické analyzy, aby bylo mozno porozumét podstaté
chemickych procest a latek v rostlinach a jejich variantaich. Do objeveni gas-liquid
chromatografie byla chemickd analyza dlouhodobd prace s pomérné velkymi objemy
materialu. Dnes je to otdzkou minut. Toto zlepSeni je vidét na ptikladu fepky olejné, ktera
byla dfive neperspektivni olejnou plodinou, dokud nebyla diky analyze mastnych kyselin v
jejich semenech vysSlechténa jeji vysoko olejnatd odriida bez obsahu nezadouci kyseliny
erukové (Murphy, 2011). Dnes je diky modernim metodam selekce (automatizované
sekvencovani, robotizovana PCR, MAS) mozné analyzovat tisice rostlin denné. Tyto
technologie jsou kli¢ové pro dramatické zlepSovani vlastnosti u Sirokého okruhu dulezitych

hospodaiskych plodin jako je ryze, ¢irok nebo olejova palma (FAO,2011).
3.2.2.1 Marker assisted selection

MAS je relativné nova metoda, kterd ma obrovsky potencial k rozvoji §lechténi rostlin
skrze uziti z DNA derivovanych molekularnich indikatordt (FAO, 2011). Patfi mezi
nejdulezitéjsi techniky pii molekuldrnim mnozeni. Vychazi z toho, Ze si $lechtitel uvédomuje
asociaci mezi agronomickymi ukazateli a ukazateli genetickymi- variace alel a molekuldrni
indikétory. Pro uziti MAS jsou dvé nutné podminky, a to: vytvafeni genetickych map a jejich
uziti v marker trait asociacion analyze. Ddle jsou nutné dal$i podplrné nastroje k selekci a
identifikace rekombinantii s prospé$nymi alelami a jejich kombinacemi (Xu, 2010). MAS
muze byt vyuzivana a nadpomocna v Sirokém ramci Cinnosti od tradi¢nich Slechtitelskych
metod, pfes odhalovani genetického zakladu uzitecnych agronomickych vlastnosti (odolnost k

suchu, zasoleni, Skidclim a nemocem), po spravovani genetickych bank a diagnéze nemoci.

MAS technologie uzce souviseji a benefituji s dalSimi screening
metodami, jako je PCR, DNA hybridizace a DNA sekvencovani, ale vétSina dnesnich MAS
technologii stoji na zakladech PCR metod. MAS je uzivano na neustdle se zvétSujici rdmec
polnich rostlin véetné obilnin a bobt, i k domestikaci novych druht. Dosud bylo MAS
uzivano hlavné v souvislosti s nejvice vynosnymi polnimi rostlinami, ale v disledku zapojeni
vefejného sektoru a rGznych nezavislych iniciativ byly vymysSleny levnéjsi a jednodussi
syst¢tmy MAS Slechténi, z ¢ehoz mohou profitovat hlavné zemé ttetiho svéta. Stejné vSak

MAS ztstava relativné nakladnou a technologicky narocnou metodou (FAO, 2011).
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3.2.3 Propagace a tkanové kultury
3.2.3.1 Mikropropagace

U rostlin kde je sexudlni rozmnozovani nepraktické nebo problematické je vegetativni
Zpusob uzivan uz po tisice let. Od nedavné minulosti jsou uzivany biotechnologie na masovou
klonalni propagaci elitnich linii a zdravého mnozicitho materidlu. V nékolika poslednich
desetiletich se technika masového mnozeni stala diilezitd zejména u stromd, jejichz zivot je
moc dlouhy na to, aby na né byly uplatiovany stejné technologie jako na ostatni bézné
péstované rostliny. Velmi malé odstfizky, napiiklad z hliz, jsou in vitro kultivovany a
regenerovany az dosp&ji k transferu na pole (FAO, 2011). Z jednoho elitniho jedince tak
muzou byt vytvofeny miliony dalSich, celé plantdze. Tato technologie se stala uzitecnou
hlavné pro tropické rostliny v zemich tietiho svéta, plodiny jako jsou banany, olejové palmy a
sladké brambory. Klonovéni z elitnich jedinci pomohlo mimo jiné vylepsit vynosy a odolnost
k nemocem a sktdcim (Murphy, 2011). MnoZeni ze zdravého mnoziciho materialu ziskaného
mikropropagaci pomohlo napiiklad p¥i péstovani brambor v Cing, bananu v Keni (FAO,

2011).

3.2.4 Tkanové kultury

Na vyvoji rostlin v tkanovych kulturach je zalozeno mnoho rostlinnych biotechnologii
a bez této techniky by nebyly moderni biotechnologie ani mozné. Patfi mezi n¢: somaticka
hybridizace, zdvojeni haploidi, variety sterilnich rostlin, mutageneze (FAO,2011., Murphy,
2011). I valna vétsina metod transformace rostlin pomoci genetickych modifikaci je zavisla
na regeneraci rostlin z tkanové kultury (Slater a kol. 2008). Moznost vyuzivat tkanové kultury
je u rostlinnych bunék mozna diky dvéma zasadnim vlastnostem, a to je totipotence a
plasticita (Murphy, 2011; Slater a kol., 2008). U rostlin se béhem jejich evoluce vyvinula
schopnost velmi pruzné reagovat na podminky Zivotniho prostfedi. Jsou schopny adaptovat
své Zivotni procesy (metabolismus, riist a vyvoj), aby co nejlépe sedély Zivotnimu prostiedi.
Tuto vlastnost nazyvame plasticita. Z ni vychazi i schopnost rostlin iniciovat bunécné déleni z
takika jakékoliv tkané a regenerovat tak organy i celé rostliny. Tato vlastnost je nazyvéana
totipotence (Slater a kol., 2008). Tato regenerace celého organismu znamena, ze kdyz je dan
spravny stimul, mtze rostlina uplatnit cely sviij geneticky potencial. Nékdy je v laboratornich
podminkach obtizné najit ten spravny stimul a spravné prostfedi v kultufe, aby regenerace

mohla nastat (Slater a kol., 2008; Murphy, 2011).
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Kdyz jsou bunky kultivovany v kulturach in vitro, musi byt dosazeno vSech potieb ke
spravnému rozvoji. At uz vyziva v samotném mediu, nebo vnéjsi podminky jako je teplota a
svétlo. V kultufe musi byt obsazeny veskeré potfebné makro a mikroelementy a zdroj zeleza.
Dale organické suplementy dodavajici vitaminy, aminokyseliny a zdroj uhliku (Slater a kol.,
2008). Bunky kultivované in vitro maji tendenci k dediferenciaci na bunky podobné
zakladnim délicim pletivim. Abychom dosahly jejich vyvoje na celé rostliny, je nutné jim
dodavat rizné smési hormonu a rustovych regulatord (Murphy, 2011). Rostlinné hormony
jsou latky, které se piirozené vyskytuji v rostlinnych tkanich a reguluji rust rostlin. Jsou velmi
aktivni 1 v nepatrnych mnozstvich. Jejich synteticky vyrabéné analogy se nazyvaji rastové
regulatory (Mahesh, 2009). Existuje pét hlavnich skupin rdstovych regulator a to jsou:
auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova, a etylen. Zakladni principy uziti regulatort
rustu v tkanové kultute byly polozeny v 50. letech 20. stoleti (Murphy, 2011). Na vSechny
druhy rostlin nejsou aplikovatelné stejné smési regulatorti, ale jako nejuniverzalngjsi se

potvrdily auxiny a cytokininy (Slater a kol., 2008).

Kultury jsou iniciovany ze sterilnich kousku celé rostliny. Tyto ¢asti se
nazyvaji explanaty a mohou se ziskavat z riznych ¢asti rostlin, jako jsou listy, kofeny,
vzrostné vrcholy nebo ze specifickych typt bunék, jako je pyl a endosperm (Murphy, 2011;
Slater a kol., 2008). Existuje né€kolik hlavnich typa kultur: kalus, bunétna suspenze a
protoplastové kultury a embryonalni kultura (Murphy, 2011).

Kalus se zaklada z explanati, které na vhodném mediu (nejcastéji agar), s uZitim
zpravidla cytokininu i auxinu (Slater a kol., 2008), vyroste do neorganizované tkanové masy
parenchymatickych bunc¢k. Toto medium byvéa stéZejni pii transgenetickych metodach

(Murphy, 2011).

Oproti tuhé struktufe kalusu jsou bunééné suspenze péstovany v tekutém roztoku.
Kalus se pfemisti do tekutého prostiedi, kde jsou drZzeny ve stavu trvalého ristu a déleni.
Samostatné shluky bunck se oddéli a plavou voln€ v roztoku. Tento typ kultury se pouziva

nejcastéji k vyzkumnym acelam (Murphy, 2011; Slater a kol., 2008).

Protoplasty jsou buiiky zbaveny své bunécné stény. Protoplastové kultury se vétSinou
ziskavaji z listovych mezofilnich bunék nebo z bunécné suspenze. Protoplasty jsou velmi
kiehké, a je potieba s nimi nakladat opatrné (Slater a kol., 2008). Protoplasty mohou byt
umistény na tuhé medium, kde se rozvinou v kalus a dale mohou zregenerovat celou rostlinu

(Murphy, 2011).
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Embryonalni kultura

Jako explanaty mohou byt pouzity také dospéla a nedospéla embrya. Miize jit o formy
zachrany embryi, co by nebylo schopné dortst pifi vytvafeni vzdalenych hybridua.
Embryonalni kultura maze byt také zaloZena z pylu nebo prasnikt (Murphy, 2011). Pyl, ktery
obsahuje sam¢i gametofyt, se nazyva mikrospora. Z té se zakladd mikrosporalni kultura, ktera
slouzi k vytvareni haploidu a zdvojenych haploida (Slater a kol., 2008). Z pylu i prasnikt se
muzou dale vytvofit dospéla embrya (Murphy, 2011). K regeneraci rostlin se pouzivaji bud’

somatickd embryogeneze, nebo organogeneze (Slater a kol. 2008).
3.3 Transgenni technologie v rostlinné produkei

Genetickou modifikaci je rozuméno uziti moderni biotechnologie za Gfelem zmény
geni organismu. Geneticky modifikovany organismus je rostlina, zvife, houba ¢i
mikroorganismus, ktery byl geneticky modifikovan. Genetické modifikace mohou spocivat ve
zméné pivodni DNA daného organismu — metoda cisgeneticka, nebo v pouziti genu z jiného
druhu. V tomto ptipadé hovoiime o transgenetické metodé, které se budu dale vénovat (Moo-
Young, 2011). Geny mohou byt piesunuty z jakéhokoliv druhu organismu. Z rostliny, zvifete,
viru, bakterie nebo dokonce mohou byt kompletné uméle vytvoreny. Pti pfesouvani genu se
spiSe objevuji problémy s moznosti regenerace modifikovanych subjekt v in vitro prostiedi,
neZ se schopnosti poZadovany gen prenést (FAO, 2011). Tato relativné nova metoda rozsifuje
moznosti vytvareni novych genetickych variaci mnohem déle nez tradi¢ni zptsoby kiiZeni, a¢
jeji princip je ve své podstaté stejny, jako byl u Slechténi vzdy - vytvéafeni vice uziteCnych a
produktivnich kultivard rostlin (Xu, 2010). Pfenos novych genti mohl byt dfive uskute¢nén
skrze sexudlni kiiZzeni s podobnou rostlinou. Diky metod¢ vzdaleného kiiZeni a nasledného
zpétného kiiZeni je mozné do cilové rostliny pfenést jeden i vice genll. S vyvojem technik
uzivajicich tkanové kultury se moznosti ziskani dalSich genl sice zlepSili, nicméné stale se
jedna o metody, které spotfebovavaji mnoho Casu a jsou omezeny genetickou vzdalenosti
ktizenych rostlin. A i1 kdyZ je transgenni metoda stdle naro¢na a cas spotiebovavajici, je

rychlejsi nez ostatni biotechnologie (Murphy, 2011).

I kdyz se termin GMO uziva jen v souvislosti s transgennimi metodami,
dalo by se fici, ze uz od pocatkii domestikace divokych druhii svym zptsobem dochézi ke
genetickym modifikacim. Nicméné transgenni technologie je jizZ po mnoho let velmi feSenym
tématem (Mahesh, 2009). VétSina metod transgeneze zavisi na vyuzivani tkanovych kultur.

Pro ziskani geneticky modifikované rostliny je zapotiebi, aby byla celd rostlina zregenerovana
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z izolovanych bun¢k nebo tkani, které byly geneticky modifikovany. Tato regenerace musi
probihat in vitro, aby bylo zajisténo optimalni prostiedi pro jeji vysokou rychlost. Od zac¢atku
je potfeba vytvorit dostatetné snadno a rychle velky pocet regenerovatelnych bunck, na
kterych mtze byt aplikovana transgeneze. Nicméné rychlost regenerace nemusi nutné
korespondovat s uspésnosti transgeneze (Slater a kol., 2008). Mohou byt pouzity rizné typy
kultur. Organogeneze a embryogeneze jsou indukovéany rozdilnymi kombinacemi rstovych
regulatorti a rozhodné neexistuje néjakd univerzalni technika pro vSechny mozné piipady,
takze musi byt postupy upravovany individualné pro kazdy rod, druh, odridu 1 tkan (Xu,
2010).

3.3.1.1 Manipulace DNA

Mezi nastroje nutné k manipulaci s geny patii restrikéni geny, DNA ligazy a dalsi
enzymy modifikujici DNA. Jejich objeveni stoji u vzniku genetického inzenyrstvi. Slouzi k
manipulaci gend tim, Ze ptesekavaji, modifikuji a spojuji geneticky materidl. VSechny patii
mezi enzymy, které maji velmi dalezitou roli ve fyziologii bun¢k. Restrikéni enzymy jsou
znamé také jako restrikéni endonukleazy a jsou schopny rozstfihnout dvousroubovici DNA.
Mezi dalsi dulezité enzymy patii fosfatdza — hydrolyticky odstranuji fosfatové skupiny z
DNA molekuly, taq polymerdza — syntetizujici delsi STRETCHES DNA, nukledzy, které se
déli na DNazy — ocistujici kontaminovanou DNA, RNazy — rozd¢€luji vazby mezi dvéma
sousedicimi nukleotidy, reverzni transkriptazy — syntetizuji DNA z RNA a tfidi RNA a DNA,

ligazy — hraji v genetickém inZenyrstvi kliCovou roli — umoZznuji spojovani fragmenti DNA
Elektroforéza nukleovych kyselin

Jedna se o techniku, ve které jsou pomoci elektrického pole na zdkladé rozdilné
velikosti rozklddany nukleové kyseliny 1 proteiny. Mira migrace v elektrickém poli zélezi na
poli, celkovém naboji a velikosti molekul. Fosfatové skupiny jsou nabity negativné. Nabité
molekuly jsou tudiz pfitahovany k pozitivhim termindlim piimo umérné k poctu jejich

fosfatovych skupin.
Blotting

Nejvyznamnéjsi typ blottingu je Southernuv blotting. Velmi uzite¢na metoda pro

vvvvvv

molekularni biologii. DNA je rozstfizena pomoci restrikéniho enzymu, nésledné vloZena do
gelu a filtrovéana pies filtrani papir a membranu. DNA se na membrané zachyti a s vyuZitim

radioaktivné oznacené DNA sondy, kterd se navdze na komplementarni sekvenci, je
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detekovana pomoci autoradiografie. Southerniv blotting je uzitecny pro zjiSténi usporadani
gent, identifikaci novych gent a identifikaci strukturdlné ptibuznych geni mezi druhy.

Existuji jeste dvé dalsi vyznamné typy blottingu a to tzv. northern blotting a western blotting.
PCR

Polymerase chain reaction — pfi genetickém inzenyrstvi je potfeba ziskat mnozstvi
cilové DNA ke studiu genové struktury, funkce a k jeji manipulaci. Tato nebunécnéd metoda
pomoci enzymt amplifikuje zkoumanou DNA. Je potieba znat jen maly pocet nukleotidii na
zaCatku a na konci sekvence DNA, kterou potfebujeme amplifikovat. Na zakladé této
védomosti jsou syntetizovany komplementdrni oligonukleotidy, které se pouzivaji jako

primery pfi enzymatické amplifikaci cilové sekvence DNA (Mahesh, 2009).

vvvvvv

mozné genetické modifikace provadét. Existuje jeSté¢ mnoho dalSich, ale obsdhnout i je by
zdaleka prekrocilo meze i ucel této prace. Tyto ale zmiiuji alespon pro predstavu, jak probiha
prace s DNA. DalSimi dtlezitymi technikami, které budou zminény, jsou: vytvareni genovych
knihoven, sondy nukleové kyseliny, neradioaktivni oznacovani a sondovani DNA,

sekvencovani DNA regulace transkripce u eukaryot (Mahesh, 2009).

Védci jsou schopni pomoci jiz zminovanych enzymi v podstaté vystiihnout a vlepit
DNA z jednoho mista na druhé. Jedna z cest, kterou rostlina pfesouva DNA do hostitelské
bunky, jsou plazmidy. PouZitim vystfihovaci metody jsou do plazmida dostavany cizi geny.
Tento cizi gen mtize byt takovy, o jehoz funkcnosti uz vime — tfeba odolnost ke Skiidci. Tento
modifikovany plazmid se dale injektuje do bakterialni kultury, kde vstoupi do bunék a vytvofi
miliony kopii. Tato metoda je uzivana k amplifikaci kopii potfebnych genti. Dnes k tomuto

ucelu byva uzivana spiSe metoda PCR.

Exprese gend u eukaryotnich organismi je regulovana nekddujicimi regiony,
jako jsou promotory a terminatory, které ohranicuji transkribovany tisek genu. Z toho divodu
musi byt v plazmidu pfitomna sekvence promotéru, aby mohl transgen spravné fungovat. V
nékterych piipadech se mohou uzivat i promotéry, které nepochazeji z rostlin — napiiklad

jeden z nejpouzivangjsich promotérii pochazi z mozaikového viru.

Transgeny se nej€astéji vkladaji do rostlin za Gcelem exprese
novych bilkovin. Naptiklad u Bt hmyzu rezistentnich transgennich plodin jsou diky genu z
bakterie vytvareny bilkoviny toxické pro hmyz. Nékdy jsou pfidavany kopie jiz existujicich
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genl, aby se posilila exprese téchto gent. Tato multiplikace stejnych genti miize vést i k
potladeni ucinnosti daného genu — postup nazyvany kosuprese. U petinii byly oba tyto

postupy pouzity k manipulaci s barvou kvéti.

Dalsi metodou k potlaceni urcitého genu je uziti anti mediatorového genu.
Vétsina gentl je kodovana mediatorovym fetézcem DNA, ktery je ptepsan do kodujici mRNA,
z ni je prelozen do bilkoviny. Kdyz je k ni pfilozen komplementarni anti mediatorovy fetézec
mRNA, spoji se oba dohromady a Casto tak zamezi expresy cilového genu. Tato metoda byla
pouzita u prvni komercné vyuzité rostliny FlavrSavr rajéete v roce 1992. Bylo omezeno
vytvareni bunécné stény rozkladajiciho enzymu, a tudiz bylo mozné rajcata déle skladovat a

1épe ptevazet (Murphy, 2011).

3.3.1.2 Techniky transformace rostlin

Mrve

vpravenim cizi DNA (Xu, 2010). Transformace rostlin zavisi na stabilnim vpravovani
transgent do genomu rostlin (Slater a kol., 2008). Nejbéznéji se da Fici, Ze cizi DNA nejdiiv
musi vstoupit do bunky proniknutim ptfes bunécné stény a plazmatické membrany, a poté
dospét az do jadra, kde se integruje do zde pifitomnych chromosomut (Xu, 2010). Metody
muzeme rozdélit na pfimé a nepiimé. Z téch nepfimych je nejpouzivangjsi uziti patogenni
bakterie dvoudéloznych rostlin Agrobacterium Tumefaciens, k vpraveni transgend do
rostlinného genomu. U piimych metod se jednd o fyzicky transfer genti pfimo do bunék
cilové rostliny. Nejbézngjsi ptimou metodou je biolistika (Slater a kol., 2008). Pfi technice
nestalé transgenni exprese je pro dopravu exogenu mozné vyuzit rizné virové vektory. Tato
technika se vyuziva, pokud neni potfeba zménit natrvalo genom rostliny. Rostlina pak mize
produkovat né&jakou latkou dulezitou latku, jako jsou lidské protilatky, a kdyz uz neni dale

potieba, jednoduse se mohou odstranit infikované ¢asti rostliny (Murphy, 2011).

3.3.1.2.1 Prenos zprostiredkovany skrze Agrobacterium
Agrobacterium je jedind znama bakterie, ktera v pifirodé funguje jako geneticky

inzenyr. Agrobakterium transformuje nejen rostliny, ale také dalsi eukaryota, jako jsou houby,
a dokonce i lidské buiky (Mahesh, 2009). Jedna se o gram- negativni pidni bakterii, Zijici v
rhizosféfe (Slater a kol., 2008), ktera je schopna vpravit svou DNA do chromosomu
infikované rostliny a preménit jeji bunéfny mechanismus tak, aby napomahal jejimu
rozmnozovani (Mahesh, 2009). Do rostliny se dostava skrze poskozenou tkan, a po infekci
stoji za vytvarenim nddorové tkané. Nemoc, kterou timto zplsobuje, se nazyva bakterialni

nadorovitost (anglicky Crown-gall disease). Tvotfeni nadora zavisi na Ti plasmidu, ktery je
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pfitomen v bakterii. Ten je pfenesen z bakterie do bunky rostliny, kde jeho T-DNA splyne s
genomem hostitelské rostliny. Ta za¢ne produkovat piemiru hormont auxinu a cytokininu a
rostlinnych metabolitl, opini a agropinli. Produkce rostlinnych hormont zptisobi masivni
rozrastani rostliny, a tim zformuje nador. Opiny dale slouzi bakterii jako zdroj uhliku a

agropiny jako zdroj energie (Slater a kol., 2008).

Aby mohlo Agrobacterium slouzit jako vektor trasgenti, bylo z T-DNA
odstranéno misto, které koduje vznik nadort. To byva nahrazovano transgenem, ktery je
potieba dostat do cilové rostliny. Obvykle se tak déje vlozenim do klonovaci sekvence, ktera
je zabudovana v Ti plasmidu. Transgen je vsouvan spolu s volitelnymi indikatory. Nakonec je
s pomoci T-DNA integrovan do rostlinnych chromozomt (Xu, 2010). Jelikoz je
Agrobacterium patogenem dvoudé&loznych rostlin, vyskytuji se problémy s transformaci
jednodéloznych (Slater a kol., 2008). Nicméné stejné je GspéSné vyuzivan u obou téchto
skupin - u dvoud€loznych napi. u sdji a rajéat, u jednod€loznych u obilnin a banan.
Transformace pomoci Agrobacteria ma n¢kolik vyhod nad jinymi metodami (napi. nad
biolistikou): schopnost pfesouvat velké segmenty DNA s minimalnim pfeskupovanim, mensi

pocet kopii pfesouvaného transgenu, vyssi efektivita a nizsi cena (Xu, 2010).

Postupy pfi transformaci pomoci Agrobacteria se daji shrnout do
nékolika krokd: identifikace vyhovujiciho explanatu, kultivace s Agrobacteriem, usmrceni
bakterie pomoci antibiotika, vybér transformovanych bun€k a nakonec regenerace celé
rostliny. Detaily experimentu se mohou velmi liSit v zavislosti na druhu rostliny, kterou je
potieba transformovat a na kmenu bakterie, ktery je vyuzivan. Pfi transformaci rostlin, které
nejsou prirozenym cilem bakterie, je nutno obcCas pouzit specialni tzv. supervirulentni kmeny.
Kromé transformace pres tkanovou kulturu je mozna i transformace rostliny pfimo. Rostliny
jsou namaceny v kulturach Agrobacteria a nasledné se nechaji vysemenit. Jedna se o pomérné

neefektivni metodu (Slater a kol., 2008).

3.3.1.2.2 Primé metody pienosu genu
Nejpouzivangj$i metoda, kterd je k pfimému pienosu pouzivana, se nazyva biolistika

(Xu, 2010). Existuji i dal$i metody jako je elekroporace, absorpce DNA do protoplastu a
silikon karbidové vldkna, ale nejsou Siroce vyuzivany pro komercni druhy rostlin (Murphy,
2011). Metody piimého pienosu jsou nejcastéji uzivany v souvislosti s transformaci obilnin, u

kterych je transformace s pomoci Agrobacteria obtizna (Slater a kol., 2008).

Biolistika
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Jednd se o techniku bombardovani mikroprojektily, zndmou také jako Casticové
bombardovani. Uzivaji se Castice uslechtilych kovi, jako je wolfram a zlato, obalené DNA,
které jsou obvykle pohanény natlakovanym héliem. Castice jsou vystielovany ze specialni
,»pusky* vysokou rychlosti pfimo na cilovy material, kterym muaze byt bunécny roztok, kalus,
meristém, protoplast nebo nedospélé embryo — casti, ze kterych mize zregenerovat cela
rostlina. Rychlost castic je dost velka na to, aby prorazila skrz bunéénou sténu bez plsobeni
velkych Skod. Kdyz se ¢astice dostanou az k bunéénému jadru, mize dojit k v¢élenéni DNA do
chromozomu rostliny. Biolistika nema zadné biologické limity, co se tyce druht rostlin. Je
aplikovatelna na rizné druhy tkani a je idealni pro transformaci organel (Xu, 2010). Od svého
vyvinu v roce 1987 je Casticové bombardovani klicové pro pfeménu obilnin. Stalo u vzniku

prvnich komeréné péstovanych GMO rostlin, jako je Bt kukufice (Slater a kol., 2008).

Metody piimé i nepiimé maji své nevyhody. V obou piipadech je exogenni DNA
vsouvana nahodile a nékolik kopii muize byt vsunuto na stejné misto. Biolistika i
Agrobakterialni metoda jsou pomérné neefektivni pfi dosahovani vsunuti jednotlivych gend,
pfi tom aby byl garantovén piedvidatelny fenotyp. V soucasné dobé¢ jsou ve vyzkumu metody,
které toto budou moci splnit. Jedna se naptiklad o vysilani chromozomu a cilené vsunuti

transgenu. (Murphy, 2011).

3.3.1.3 Prvni generace GMO rostlin

Prvni GMO rostliny byly vyprodukovany na poc¢atku 80. let minulého stoleti, kdy bylo
objeveno jak dosahnout stabilniho vloZeni syntetického transgenu do rostlinného genomu a

jak regenerovat celou rostlinu z jedné modifikované bunky.

GMO rostliny jsou komeréné vyuzivany od pocatku 90. let. Extenzivni
komercializace zasahla hlavné rostliny Slechténé na toleranci k herbicidim: so6ja, kukufice a
bavlna a na odolnost vii¢i hmyzu: hlavné kukufice a bavlna. Tyto dv€ vlastnosti byli v
nékterych ptipadech i zkombinovany. Bylo vySlechténo také mnozstvi jinych transgennich
rostlin: papaja, ryze, rajCata, paprika, alfa alfa, petunie a dyné (Moo-Young, 2011). Od
zacatku byl jasny obrovsky ekonomicky a Slechtitelsky potencial geneticky modifikovanych
rostlin. Vzniklo mnoho spolecnosti, nicméné komeréni uspéch potkal zejména jiz zavedené
agrochemické giganty v Cele s Monsantem a Bayerem. Prvni vétsi Gispéchy znamenalo az
zavedeni dvou hlavnich transgennich vlastnosti na trh, a to tolerance k herbicidiim a odolnost

k hmyzu. Od roku 1996 az do zacatku 21. stoleti komodity s t€émito vlastnostmi zabiraly vice
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nez 50 milioni hektarii na nékolika kontinentech, véele s obéma Amerikami. K dalSim
velkym tspéchim GMO rostlin patii k virGm resistentni papdja uvedend v roce 1998 na
Havaji. V 90. letech 20. stoleti probéhl diky virové infekci obrovsky tipadek péstovani papaji.
V roce 1998 byla na trh uvedena jeji modifikovana resistentni verze. Z upadku produkce mezi
roky 1992 — 1998 (z 25 000 tun na mén¢ jak 12 000) se Havaj vzpamatovala zvySenim nad 20
000 tun (Murphy, 2011).

Dale budou rozebrany jen tolerance k herbicidim a Bt plodiny jelikoz drtiva vétSina
vSech ploch GMO plodin na svété je osazena pravé rostlinami bud s jednou z téchto

modifikaci, nebo jejich kombinacemi.

3.3.1.3.1 Tolerance k herbicidiim
Postup vytvareni tolerance k herbicidim se muze tidit rozdilnymi strategiemi.
ZvySena exprese cilového proteinu: Pokud je herbicid specificky
inhibitor urcitého enzymu, zvySend produkce tohoto enzymu muize ptfekonat inhibici. Toho
muze byt dosazeno integraci nadsobenim kopii genu, ktery ho vyrabi, nebo pouzitim silného

promotéru plus zesilovace piekladani k zesileni exprese tohoto genu.

Mutace cilového proteinu: Najit rezistentni protein, ktery by mohl
substituovat funkci proteinu v rostliné, a vpravit ho do rostliny. Mize byt vyuzito nékolik

rezistentnich proteinli naraz.

Detoxifikace herbicidu s vyuzitim genu s ciziho zdroje: Detoxifikace spocivd v
pfemeéné herbicidu do méné toxické formy a jeho vylouceni z téla rostliny. Napiiklad herbicid
Roundup miiZze detoxifikovat enzym oxidoreduktiza nebo N-Acetyltransferazu, herbicid

Buctril enzym nitrilaza.

Posileni pfirozené detoxifikace rostliny: Spociva ve zlepSeni pfirozenych
obranych schopnosti rostliny proti toxickym slou¢eninam. Vyzaduje velmi podrobnou znalost
detoxifika¢nich cest a mechanizmi rozeznavani téchto slouc¢enin u rostliny (Slater a kol.,
2008).

Biotechnologicky postup pii vytvafeni tolerance je relativné
pfimy, jelikoZ se vétSinou fidi jen jednim genem. Takika vSechny odridy rostlin péstovanych
na pocatku 21. stoleti byly tolerantni bud’ ke Glyfosfatu (Roundup od spole¢nosti Monsanto)
nebo glufosinatu (Basta a dalsi od spole¢nosti Bayer) (Murphy, 2011).

Tolerance glyfosfatu
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Glyfostat je Sirokospektry herbicid, ktery je velmi efektivni k drtivé vétSing
nejproblémoveéjsich plevelil na svété. Je to jednoduchy derivat glycinu a slouzi jako schopny
inhibitor EPSPS. Enzym ESPS je kli¢covym enzymem pii tvorbé aromatickych aminokyselin
fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Inhibice tvorby téchto aminokyselin ma vyrazny ucinek
na rychlost ristu a déleni, na tvorbu ligninu a také na biosyntézu auxinu. Proto neni s

podivem, ze ma glyfosfat na rostliny takovy velky ucinek.

Na odolnost vici glyfosfatu jsou rostliny manipulovany nasledujicimi
zpusoby. Zvysenou expresi rostlinného EPSPS genu. Vkladanim zmutovanych EPSPS gent.
Pro mnoho herbicidné tolerantnich rostliny z produkce Monsanta se pouZziva strategie vsunuti
zménéné¢ho genu z Agrobacteria Tumefaciens. Jedna se o sdju, bavinu a fepku olejku.
Posledni strategii je posilovani detoxikace heterolognimi geny. Monsantem byl izolovan gen z
pudni bakterie Ochrabactrum anthropi, ktery vyrabi enzym glyfosfatoxidazu. Ten byl Gspésné
vpraven do fepky. Nicméné tato strategie nebyva uzivana jen sama o sob¢ a je kombinovana s

rezistentnim genem z Agrobacteria.
Tolerance ke glufosinatu

Glufosinat je oproti glyfosfatu, ktery je efektivni hlavn€ na travy, spiSe zaméfen na
sirokolisté plevely. Glufosinat je mezi herbicidy pomérné unikdtni v tom, Ze pochazi z
prirodniho produktu. Ziskava se z tripeptidu, produkovaném nékterymi druhy Streptomycet.
Glufosinat je ¢asto aplikovan s amonnou soli jako glufosinat amonium. Uginek glufosinatu
spoc¢ivd v inhibici syntézy glutaminu. Pokud je tvorba glutaminu inhibovana, zacina
hromadéni amoniaku aZ do toxickych hladin, coZ hromadné& zabiji rostlinné bunky. Dalsi

ucinky spocivaji v naruseni fotosyntézy.

Ochrana proti tomuto herbicidu je ziskdvana ze stejného zdroje, z jakého je
ziskavana jeho ucinnost. Streptomycety obsahuji detoxifikacni gen, ktery je po uUpravé
vpravovan do modifikovanych rostlin. Tento postup je aplikovan na fepku a kukutici (Slater a
kol., 2008).

GMO rostliny s toleranci k Roundupu jsou oznaCovany jako
RoundupReady a jejich rozsifeni je mnohem vétsi nez u konkurenénich LibertyLink rostlin

tolerantnich vici glufosinatu (Murphy, 2011).

3.3.1.3.2 Odolnost proti hmyzu
K vytvareni odolnosti proti hmyzim skudcim existuji dva dulezité piistupy. Z toho je

opravdu vyznamny pouze ten prvni a to vyuziti schopnosti Bacillu thuringiensis. Druhy
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zpusob spocivajici v kopirovani pfirodniho postupu rostlin v obrané proti Skiidciim, se zatim
neosveédcil, a zlstava predevsim v laboratofich i proto, Ze zatim muize ohrozovat zdravotni

bezpecnost potravin.
Pristup Bacillu thuringiensis

Bacillus thuringiensis (dale uz jen jako Bt) je gram-pozitivni pidni bakterie. Postiiky s
jeho obsahem jsou jiz ptes 30 let vyuzivany v organickém zeméd¢lstvi, nicméné jeho uziti v

souvislosti GM plodinami je otazkou az posledni doby (Murphy, 2011).

Bt vlastni uzitecné geny, které koduji tvorbu celé rady insekticidnich
proteinu cry 1 — 51. Cry proteiny interaguji se stievem hmyzi larvy. Po pozieni se krystaly
proteinti rozpoustéji ve stteveé a jejich fragmenty interaguji s citlivymi receptory ve stfevnim
epitelu. Oteviraji se pro kationty selektivni pory a dochazi k piijmu kationtd a nasledné

osmotické lyze a destrukci stfevnich stén.

Rizné druhy hmyzu reaguji rozdilné na rizné typy Cry proteint, a proto
je potfeba vyuzivat jejich rizné podrody (Slater a kol. 2008). U savct nedochazi k aktivaci

toxint, a proto jsou jimi nedotceni (Murphy, 2011).

Modifikace umoznujici produkei Bt toxini je relativné jednoduchy. V podstaté staci
vpravit cry gen do rostliny, nicmén¢ je potieba zajistit dostate¢nou expresy genu, a to az 100
nasobnou oproti jeji pfirozené forme¢. Pouzivaji se rizné typy promotérl, exprese probihd v

riznych typech organu (Slater a kol., 2008).

Od roku 1996 je na trhu mnoho Bt plodin, které pochazi od mnoha firem,
ale nejaktivnéj$i na tomto poli je opét Monsanto. Nejrozsifenéjsi Bt plodiny jsou kukufice a

bavlna, které jsou péstovany po celém svété (Murphy, 2011).

3.3.1.4 Druha generace transgennich plodin

v

U dalsi generace GM plodin se mizeme setkat 1 s ¢lenit&jSim délenim, neZ pouze na
druhou generaci, a to podle typu vyuziti az na 5 dalSich (Otahlova, 2011). Prace se bude drzet

pouze oznaceni druhd generace, protoze se V literatute vyskytuje nejcastéji.

U druhé generace geneticky modifikovanych rostlin se uziva metod manipulace s
metabolismem rostlin k vylepSeni exprese enzymi nebo doddni Uplné novych. Mezi
nejvyznamnéjsi cile patfi: zvySovani obsahu bilkovin a jejich kvality, zvySovani obsahu
vitamini a mineraldi, odstranovani antinutri¢nich latek a modifikovani obsahu tuki (Van,

2009). Tyto vlastnosti se tykaji vyzivové hodnoty a jsou oproti prvni generaci uzite¢né hlavné
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pro konecného konzumenta. Prvni generace byla vyhodna spise pro péstitele. Dalsi generace,
ale samoziejm¢ zahrnuje 1 modifikovani vlastnosti, které pomizou i producentim.
Vyznamnou c¢ast z nich tvoii rostliny odolné vii¢i rozlicnym abiotickym stresim: tolerance k
chladu, suchu, zasoleni a nedostatku svétla. Tyto stresové faktory mohou v nékterych
ptipadech vést az k 70 procentnim ztrdtim na vynosech (Otdhlova, 2011).
Spektrum novych modifikaci je ale mnohem SirSi a zahrnuje také rostliny s vyssi technickou
kvalitou, vhodné jako zdroje obnovitelnych surovin, s vlastnostmi pozitivné ovliviujici
tvorbu rostlinnych biopaliv, a v neposledni fad¢ také rostliny uréené pro vyrobu IéCiv a

specidlnich chemickych latek.

Tato generace plodin jiz neni zdaleka doménou jen obfich nadnarodnich
koncerntl, ale je intenzivné vyvijena i v reZii jak samotnych stati (Cina, Indie), tak riiznych
nadaci. Tyto vyzkumy mohou vést k vyrazné pomoci mnoha zemim tfetiho svéta, at’ uz se
jednd o rostliny odolné k abiotickym stresim (ryze, maniok, kukufice) nebo o rostliny
fortifikované o dilezité mikronutrienty (ryze, cirok, maniok). Mezi nejvétsi dosavadni
uspéchy na tomto poli lze povazovat vyvoj tzv. Zlaté ryze, ktera obsahuje beta-karoten

slouzici jako zdroj vitaminu A (Roudna, 2008).

3.3.1.4.1 Zlataryze
Podle odhadt az 124 milionti déti na svété trpi nedostatkem vitaminu A, a zlepSeni

jeho ptfijmu by mohlo zabranit 1 — 5 miliontim umrti mezi kojenci a ptedSkolnimi détmi. Jako
mozné feSeni se jevi introdukce psy genu, kodujiciho enzym fytoensyntdzu do rostlin na tento
vitamin deficientni. Enzym je prekurzorem lykopenu, ktery je nasledné¢ konvertovan na
karotenoidy. Tato strategie se ukazala jako usp&Sna pii prenosu psy genu do zlaté ryze, kde
vede k ukladani provitaminu A v endospermu (Dunwell, 2009). 8 let trvajici vyvoj zlaté ryZe
byl spolu financovan Rockefellerovou nadaci a Evropskou unii. Potfebné geny byly izolovany
z narcisu a bakterie rodu Erwina. (Van, 2009). Zlata ryze je jiz podrobovana polnim pokustim

na Filipinach (Roudna, 2008).
3.3.2 GM plodiny ve svété

Geneticka modifikace rostlin je nejrychleji pfijatd rostlinnd technologie v nedavné
minulosti. Od doby, kdy v roce 1996 vstoupila na trh, se plocha jejich vyuzivani do roku 2008
rozsifila 74x . (James, 2010). Kolem roku 2010 se meziro¢ni nariist ploch ustalil na 10

procentech (Roudnd MZE 2011). V roce 2008 bylo v 26 statech péstovano ptes 120 milioni
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hektart GM plodin, a toto ¢islo nadale stoupa (Moo-Young, 2011). V roce 2010 vzrostl pocet
zemi péstujicich transgenni plodiny na 29. Sestupné sefazeni zemi podle miliond osédzenych
hektari GM plodinami v roce 2010: USA (66,8), Brazilie (25,4), Argentina (22,9), Indie
(9,4), Kanada (8.8), Cina (3,5), Paraguay (2,6), Pakistan (2,4), Jizni Afrika (2.2), Uruguay,
Bolivie, Australie, Filipiny, Burkina Faso, Barma, gpanélsko, Mexiko, Kolumbie, Honduras,
Chile, Portugalsko, Ceska republika, Polsko, Egypt, Slovensko, Kostarika, Rumunsko,
Svédsko a Némecko (Roudnd, 2011).

Mezi zemé co nejvice péstuji transgenni plodiny se fadi: USA, Argentina, Brazilie,
Kanada, Indie a Cina. Vedouci tlohu zaujimaji USA, kde bylo v roce 2007 péstovano 57,7
milionti hektart GM plodin, coz byla polovina celosvétové plochy. 43 procent GM plodin

bylo péstovano v rozvojovych zemich.

Nejrozsitenj$si GM plodinou na svété je soja, dale kukufice, bavlna a
fepka. Nejvyuzivanéjsi typ genetické modifikace je tolerance k herbicidim (Xu, 2010). V
roce 2008 99,5 procent GM plodin tvotily odrady kukufice, séji, fepky a baviny. U téchto
¢tyfech rostlin se uzivala z 63 procent k herbicidiim tolerantnich rostlin, 15 procent hmyzu

odolnych a 22 procent neslo ob¢ tyto vlastnosti (James, 2010).

V USA se 85 % ploch s kukufici osazuje jejimi GM odriidami. Vynosy sdji a
kukutice se od pocatku péstovani transgennich plodin zvedly o 68 milioni tun u s6ji, u
kukufice o 62 milionii tun. Ve spojenych statech se zvedla produkce kukutice o 36 %, s6ji 0
12% a bavlny o 31%. V indickém stat¢ Maharashtra zvedlo péstovani Bt baviny vydélky
farmaii o 43 % v roce 2002 a o0 63% v roce 2003. V USA se diky uzivani hmyzu odolnych
GM plodin od roku 1996 do roku 2008 snizila spotfeba insekticidd, a to o 87-89% u kukufice
a 0 18-22% u bavlny. V Indii se sniZil pocet postiiki insekticidy na GM bavinu o 63% v roce
2002, a 0 77% v roce 2003 (Moo-Young, 2011).

Na Africkém kontinenté se zatim transgenni plodiny komercné péstuji
pouze v JAR, Burkyné¢ Faso a v Egypté. V dalSich nékolika zemich probihaji pokusné

vysadby. V brzké budoucnosti se da ocekavat rozsiteni do dalSich zemi (Androva, 2011).

V evropské unii je z geneticky modifikovanych rostlin povoleno pouze péstovani Bt
kukufice MONS810 a technickych brambor Amphora. Plocha, na které jsou GM plodiny
vysazeny, zaujimala v roce 2011 ptes 114 000 hektart. V EU je pro GMO problematicky
odbyt a ¢etna legislativni omezeni. V Ceské republice zabiraly plochy s GM plodinami cca

8000 hektarti v roce 2012, a to jen Bt kukutice (Stratilova, 2012).
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3.4 Ekologické zemédélstvi versus GM plodiny

Ekologické zemédélstvi je forma hospodateni praktikujici Setrny pfistup k zZivotnimu
prosttedi. Ekologic¢ti zeméd€lci se strani pouzivani chemickych a umélych latek, jako jsou
synteticka hnojiva, chemické pesticidy a herbicidy a rlstové regulatory. Snazi se respektovat
piirozené piirodni kolob&hy a zachovavat biodiverzitu. Nedilnou soucasti je i etické zachazeni
s chovanymi zvifaty (Bioinstiut, 2013). Cilem je véetné ochrany Zivotniho prostiedi také
napomahat rozvoji venkova (Ministerstvo zemédélstvi, 2012). Kromé jiz zminovanych
zakdzanych latek plati v ekologickém zemédé€lstvi piisny zdkaz pouzivani jakychkoliv
geneticky modifikovanych organismu, at’ uz v rostlinné nebo zivoc¢isné produkci. Z oblasti
biotechnologii plati jesté zakaz klonovani a embryotransferu u chovanych zvitat (Bioinstiut,
2013). Tyto zakazy maji spolu s podrobnymi pozadavky na ekologickou produkci zaklad v

legislativé a jejich nedodrzeni se tresta (Ministerstvo zemédélstvi, 2012).

V Ceské republice se ekologicka produkce fidi nasledujici
legislativou: Natizeni Rady (ES) €. 834/2007 ze dne 28. ¢ervna 2007 o ekologické produkei a
oznacovani ekologickych produkti a k nému provadécim predpisem: Natizeni Komise (ES) €.
889/2008 ze dne 5. zafi 2008, kterym se stanovuji provadéci pravidla k natfizeni Rady (ES) ¢.
834/2007 o ekologické produkei (Bioinstitut, 2013).

Dle pravnich ptedpisi o ekologickém zeméd¢€lstvi se GMO nesmi uzivat v
zadném ptipad¢ v jakékoliv nasledujici formé: potraviny, krmivo, ¢inidla, pfipravky na
ochranu rostlin, hnojiva, pomocné pudni latky, osivo, vegetativni rozmnozovaci material,
mikroorganismy a zvifata v ekologické produkci. Pfipustné jsou pouze minimalni hodnoty
obsahu GMO, které zarucuji, ze GMO v ekologickych produktech bude ptfimichano pouze
nahodné a v ptipadech, které nejsou ovlivnitelné (Ministerstvo zemédélstvi, 2012). Toto
mnozstvi je jak u ekologickych, tak i konven¢nich produktd stanoveno na maximalné 0,9

procent (Roudna, 2011).

Predpisy fesi piipadnou moZnost kontaminace ekologického pozemku pylem
z GM plodin péstovanych v jeho blizkosti. Za dostatecné odd¢leni se povaZzuje vzdalenost u
kukufice minimaln€ 200 metrti a u s6ji alespon 20 metr (Roudnd, 2011). Jedinou vyjimku ze
zékazu tvofi veterinarni 1é¢ivé piipravky vyrobené s pomoci GMO, které mohou byt v ptipadé
nutnosti pouzity. Zeméd¢lci se ve vyhybani pouzivani GMO produkti musi spoléhat na to, ze
dle predpistt EU musi byt vyrobky vyrobené s pouzitim GMO oznaceny a musi vychazet z

toho, ze pokud takto oznaCeny nejsou, tak GMO neobsahuji. Pokud nakupuji suroviny
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(naptiklad krmivo) od konvencnich zemé&délct,, musi pozadat o potvrzeni, ze tyto neobsahuji
zadné GMO. V platnych predpisech nejsou feseny divody pro tento zdkaz a zmifuji pouze
neslucitelnost GMO s ekologickou produkci a z odporu potenciondlnich spotiebitela

ekologické produkce (Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2012).

Jaké jsou duvody pro¢ eko spotiebitelé odmitaji genetické modifikace? Jejich
divody budou piedlozeny z brozury ¢eského bioinstitutu ,,GMO a ekologické zeméd¢€lstvi®,

kde jsou tyto diivody shrnuty. Dale budou konfrontovany s védeckou literaturou.
GMO mohou zpiisobovat alergie

Existuje riziko alergenni reakce na GM plodiny u modifikovanych plodin, které nesou
gen z organismu, na ktery je spotiebitel alergicky. Sdja, do které byl vlozen gen z para
ofechu, miiZe vyvolat alergickou reakci u lidi alergickych na para ofechy. Geneticti inZenyti
tvrdili, Ze gen, ktery byl vlozen, nekdéduje zadny zndmy alergen. Dalsi piipad se objevil u
hrachu geneticky modifikovaném v Australii na odolnost vici zrnokazu hrachovému. U
testovanych mysi se objevila alergicka reakce ve formé astmatickych zachvata (Bioinstitut,

2008).

Vkladani novych proteinti do jidla nese riziko vyvolani alergické reakce u lidi, ktefi
jsou na vnaseny protein citlivy. Neexistuje jednoduchy test na zhodnoceni rizik v souvislosti
snovymi geny v GMO. Misto toho byla navrZena nasledujici analyza. Jednotlivé kroky
srovnavaji sekvence homologni ke zndmym alergentim, specifické nebo cilené snimky
krevniho séra na vzajemné reakce imunoglobulinu E se znamymi alergeny, studie
stravitelnosti proteint v simulovanych Zaludec¢nich a stievnich tekutinach a testy na zvifatech
(Poulsen, 2004). Pti vyzkumu za pouziti tohoto postupu nebyly objeveny zadné nové alergie

souvisejici s introdukei novych proteint (D’Agnolo, 2005).
Toxické vlastnosti GM plodin

U Bt kukufice MON 863 byly udajné ve Francii odhaleny toxické ucinky na jatra a
ledviny u testovanych potkani. Monsanto pivodné nechtélo ani zvefejnit studii a jejich
vlastnim testovanim a zvefejnilo je aZ po soudni zalobé. Po prezkoumani jejich vysledkil
francouzskymi experty byla odhalena jeji Skodlivost. Jejich vysledky byly vSak zpochybnény

a ¢eka se na dalsi vyzkum (Bioinstitut, 2008).
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Toxicita MON 863 resistentni k bazlivci kukuficnému nebyla dal§imi vyzkumy prokézana

(Roudna, 2008).
Zvyseni spoti‘eby pesticida

Ekologicka organizace P¥atelé zemé podle studii z USA, JAR, Brazilie, Ciny a dalsich
zemi zjistila, Ze pouzivani GM plodin tolerantnich k herbicidim mize zvysit jejich spotiebu.
Tyto rostliny jsou manipulovany tak, aby na né¢ mohl byt aplikovan postiik od stejné
spolecnosti, ktera je vyslechtila. Dle amerického stiediska pro vyzkum védy a Zivotniho
prostiedi doslo v USA v letech 1996 — 2003 ke zvySeni spotieby herbicidi o vice nez 22
milionti tun. Jednalo se o oblast 200 milionti hektari, kde jsou péstovany GM kukufice, sdja a
bavlna. Spotfeba tam nejdiive klesla a nésledné se rapidné zvysila. Dle autora stoji za

problémem piedevsim péstovani k herbicidiim tolerantni GM sdji (Bioinstitut, 2008).

I kdyz v literatute byva zminovano snizeni uziti pesticidd diky GM plodinam (Slater a
kol.; James, 2010). Existuji studie, dle kterych se déje pravy opak. Dr. Charles Brenbrook
uvadi, ze v USA spotieba herbicidii vrostla o 239 milionti kg ve srovnani s tim, jaké by byla
spotieba herbicidi, kdyby neexistovali Ht plodiny. Z velké ¢asti to je z dusledku rozsifeni
plevelii rezistentnich k glyfosfatu. VétSinou je za to zodpovédnd dobie zdokumentovana
zvySena spotieba glyfosfatu na hektar. Spotieba pesticidi se od uvedeni GM rostlin zvysila 0
183 miliond kilograma (7 procent). Studie zminuje, Ze by se technologie redukce plevela
vyvijely jinym smérem, pokud by nebyly vyvinuty Ht rostliny. A to spiSe k pre a post
emergentni aplikaci malych davek vice druhl pesticidi. Dale naznacuje, Ze jsou potieba
zmény v péstovani tfi nejvyznamnégjSich GM plodin, aby bylo dosaZeno nejprve stabilizace a
po té snizeni mnozstvi aplikovanych herbicidl, a ze je potfeba dramaticky snizit rozlohu

péstovanych RoundupReady rostlin (Benbrook, 2012).
Vznik superplevela

Superplevel neni pojem s jasnou definici. Mohou tak byt oznacovany piimo GMO
rostliny odolné vici herbicidtim rostouci na polich s jinymi plodinami. Mohou to byt plevele,
které svou odolnost ziskaly pfirozené vlivem pfirozené selekce. Dale se milzZe jednat o
plevele, které se pomoci pylu zktizily s pylem péstovanych GM plodin. To se muze stat tieba
u fepky a ji ptibuznych pleveli. Samotnd GM fepka se muze dle Kanadskych studii stat
vyznamnym plevelem (Bioinstitut, 2008).

Vyvoj superpleveli nesouvisi pouze s GM plodinami. Vsude, kde je opakované

pouzivan jeden a ten samy herbicid, vzrista selek¢ni tlak na plevele na vytvoteni rezistence.
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Masivni vysazovani k herbicidiim tolerantnich (dale jen Ht) rostlin a opakované uziti stejného
herbicidu zvySuje riziko vzniku superplevelu. Navic se gen pro odolnost k herbicidiim také
muze Sifit do populaci pleveld, a to nasledujicimi zplisoby: 1. Ht rostlina se v rdmci rotace
rostlin, 1 mimo ni, mize sama stat plevelem. 2. Pyl z Ht rostlin mize oplodnit pfibuzné
plevele a vytvorit tak Ht hybrida. 3. Existuje moznost, ze se pomoci viru rozsiti Ht gen do
dalsich druhti rostlin. K tomu, Ze by k tomuto horizontalnimu pfenosu genti dochazelo, zatim

neexistuji takika zadné diikazy.

Problém u prvniho pfipadu mize nastat v situaci, kdy jsou plevelné¢ Ht
plodiny likvidovany stejnym herbicidem jako ostatni plevele. Existuje ale Sirok4 Skala
herbicidd, které se daji pouzit misto néj. Pii Sifeni pylu si je tfeba uvédomit, které rostliny
jsou samosprasné, a které jsou cizospraS$né. U cizosprasnych je riziko samoziejmé mnohem
vetsi. NejrizikovEj$Simi plodinami z tohoto pohledu se jevi fepka olejka a cukrové fepa,
protoze oba tyto druhy jsou cizosprasné a u obou z nich existuji plevele, které jsou k nim
ptibuzné. Proto je nutno pro kazdou rostlinu zvlast zhodnotit potencidlni odtok gend a
vzdélenost, na kterou pyl mulze putovat a urcit minimalni naraznikovou zénu, aby
nedochazelo ke kiizeni s piibuznymi plevely. Dosavadni studie byly bohuzel vypracovavany
jen na malych pokusnych plochach. Pokus s fepkou na vétSim uzemi zjistil, ze jeji pyl mize
putovat mnohem dale, nez se myslelo. Nicméné tok gen K nerezistentnim rostlinam byl

stejné minimalni (Slater a kol., 2008).

wvewr

genl z Ht plodin, jevi se nejvétsim rizikem spiSe vznik rezistence nasledkem pouZzivani stale
stejnych herbicidii. Nejpouzivanéjsimi jsou glyfosfat a glufosinat. Vétsina Ht GM plodin jsou
Slechtény na resistenci proti t€émto dvéma, a proto vedou GM plodiny k vytvaieni
superplevelt spise neptimo (Murphy, 2011).

Vznik novych chorob

Pti péstovani GM rostlin odolnych vi¢i virim mize dojit k nékolika typim
pfipadnych rizik. Zejména proto, ze odolnost vii¢i virim je Casto feSena pomoci vkladani
gend z vird, proti kterym ma byt rostlina rezistentni.

Tyto rizika jsou: rekombinace mezi vlozenymi geny a geny viru

napadajiciho rostlinu, interakce mezi latkami syntetizovanymi rostlinou a virem a pfenos genu

vloZeného do rostliny na vir rostlinu napadajici. Existuje riziko, Ze mohou vzniknout nové

N 24
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V souvislosti s timto tématem existuje jen velmi malé mnoZstvi zdrojii. D4 se tedy
usoudit, ze latka je zatim neprozkoumand. Zde uvadéni zdroj referuje o nevytvoreni novych
virl, nicméné vzhledem k nedostatku informaci nelze vyvozovat, ze by moznost vytvoieni

novych virti neexistovala.

Byl proveden test se Sifenim gent z k virGm tolerantnim GM Svestek. Byly testovany
GM Ssvestky odolné proti viru (s pomoci exprese jednoho z viralnich genl) nestovic u Svestek
(plum pox virus-PPV) a nemodifikované $vestky. Oboje spolu rostly v experimentalnich
sadech po 6-8 let. PPV viry byly izolovany a sérologicky zkoumany jak u odolnych stromu
tak u konvenc¢nich. Bylo zji§téno, Ze neexistuje rozdil mezi viry z obou typt rostlin. Vysledky

tedy ukazaly, ze GM Svestky neiniciuji vznik novych variant PPV viru (Zagrai a kol., 2011).
Vznik odolnych Skiidci

V souvislosti s péstovanim Bt baviny se jiz objevil vznik jedincl rezistentnich na
pusobeni Bt toxint. Tim vznika riziko rozsifeni téchto odolnych Skiidcti. To by mohlo mit
negativni dopady zejména na zemédélce (hlavné ekologické), ktefi aplikuji Bt bakterie jako

ochranny prostiedek (Bioinstitut, 2008).

Od roku 1996 byly objeveny minimdlné dva druhy hmyzu s pfirozenou resistenci k Bt
toxinim. Pravdépodobnost vzniku resistence muize velmi snizit vkladanim nékolika
rozdilnych toxickych geny, Jedna se o nakladnou strategii, nicméné muze dlouhodobé omezit
vznik resistentnich Skidcti. Mezi dal$i G¢innad opatieni patii vysazovani nemodifikované
odridy vysazované nedaleko od té modifikované. V nemodifikované ¢asti se mohou
rozmnozovat nerezistentni $ktidci a kiizit se s témi rezistentnimi a zaroven jim konkurovat.
Tato strategie je zavisla na spolupraci péstiteli a miize ztroskotat, pokud nebude uzivana na
vSech farmach. Zatim se ale ukazuje jako fungujici, jelikoz zatim nedoslo k Zadnému vétSimu

roz$ifeni rezistentnich sktidcti (Murphy, 2011)

Omezeni biodiverzity

ey

Dle britskych vyzkum, pocet bezobratlych Zijicich na poli Gizce souvisi s plevelem,
ktery tam roste. Na poli s GM fepkou se nachdzelo o 80 procent mén¢ pleveli a o 60 procent
mén¢ bezobratlych. Dochazi také k ubytku vcel a motyll, jelikoZ se na téchto pozemcich

nachazi mén¢ nektaru (Bioinstitut, 2008).

Intenzivni a efektivni pouZivani k herbicidiim tolerantnich rostlin vede k velmi ¢istym
plocham kulturnich rostlin. Tento zplsob omezovani biodiverzity neni problémem zdaleka
jen GM plodin. Spociva spise v celkovém pristupu k likvidaci plevelt herbicidy a vyskytuje
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se u vSech monokultur (Androva, 2011). Problém pro biodiverzitu spojeny cCisté s GM
plodinami by mohl spise nastat v souvislosti s vlivem Bt proteinil na necilové organismy. To
by mohlo mit negativni nasledky na cely agroekosystém a jeho okoli. V laboratornich studiich
byl zjistén obsah Bt toxinu CrylAb z modifikované kukufice u necilovych fytofagnich
¢lenovct a jejich predatort (Scholte and Dicke, 2005).

Dostupna data ukazuji, ze Cry3Bbl protein vlozeny do kukutice (odridy MON 88017,
MON 853 a MON 863) nema zadny negativni vliv na necilové ¢lenovce ani dal$i necilové
organismy jako jsou krouzkovci, mékkysi, nematody, ptidni mikroorganismy, ani na ptaky a
savce. Jediné ovlivnitelné organismy jsou z cilové skupiny brouki, ale jen v pfipadé¢ kdy jsou
vystaveny dostateénym koncentracim. N¢ktefi brouci se Casto zivi na kukufici a jsou
povazovani za vyznamné Sktidce. Necilovi brouci z této Celedi se na polich s kukufici
nevyskytuji pfili§ ¢asto. Nejohrozenéjsi jsou jejich larvy, které mohou pozfit pyl rozpraseny
na jejich hostitelskych rostlindch. Riziko je pomérn¢ nizké, protoze je nepravdépodobné, ze
by se dostaly k dostatecnému mnozstvi pylu. RovnéZz u dospélci je pravdépodobnost umrti

nizka vzhledem k nizké u¢innosti Cry3Bbl proteinu na dospélé jedince (Devos a kol., 2012).

Prvnim v pfirodé¢ dokumentovanym piipadem piirozené vzniklé resistence na Bt
rosltinu je Spodoptera frugiperda. Vyvinula se u néj resistence na protein CrylF vyuzivany v
modifikované kukufici. Testy potvrdily, ze jeden z jeho hlavnich predatori Coleomegilla
maculata nebyl negativné ovlivnén, kdyz se krmil na larvach resistentniho hmyzu plnych Bt
toxinu. Zjistilo se, ze Bt toxiny se skrze trofické fetézce neakumuluji, ale spiSe rozred'uji

(Tian a kol., 2011).

Mezi hlavni kauzy ohledné Bt plodin byl ptipad motylit Monarchti v USA. Ti se krmili
na listech klejichy hedvabné pokrytych pylem Bt kukufice. Larvy, které tento pyl jedly,
vykazovaly zpomaleny rast. Motyli spadaji do skupiny hmyzu, kterou mohou Bt toxiny
ohrozovat. PoSkozeni by nemé¢lo byt mozné pfi pfimé konzumaci, nicméné pii kontaktu larvy
S pylem takové riziko existuje. K tomuto ptipadu byla vypracovana rozsahla studie, pii které
se tento ucinek vskutku prokazal. Nejvyssi ucinek byl zjistén u Bt kukutice Bt176, ktera
obsahovala Bt gen CrylAb. Tento gen obsahovaly i dal$i dvé testované rostliny, ale jeho
ucinek byl znateln€ nizsi. V dnesni dobé jiz v USA neni kukutice Bt176 komercné péstovana

(Slater a kol., 2008).
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Socioekonomicka rizika

GMO plodiny jsou ve vétsing piipadd vlastnény obfimi nadnarodnimi koncerny. To
dle nevladnich organizaci a nékterych statti vede k rtistu zavislosti na téchto spolecnostech a
ke ztraté potravinové bezpecnosti a sobéstacnosti. Technologie terminator genu spolecnosti
Monsanto naptiklad brani vzklieni semena transgenni rostliny, a tak je zemédélec zcela
zavisly na nakupu osiva od této spolecnosti. Dochazi také k vytlaCovani lokalnich odrid

rostlin modifikovanymi rostlinami globaln¢ prosazovanymi témito firmami.

Argumentace zastanci transgennich plodin ¢asto zmifuje, Ze mohou
vytesit problémy svétového hladu. Ten dle OSN neni zpisoben nedostatkem potravin, ale
jejich nerovnou distribuci. A jelikoz jsou GM plodiny patentovany biotechnologickymi

korporacemi, muze dojit spise k zhorSeni svétové potravinové situace (Bioinstitut, 2008).

Technologie terminator spoc¢iva v tom, Ze je osivo pied prodejem oSetfeno specidlni
smési TPS, kterd zastavi vyvoj rostliny pfed tim, nez se dovyvine a stane se plodnou. Trzni
hodnota ji zustava, jelikoz semena nejsou jinak znehodnocena. Tato technologie ma chranit
zisky spole¢nosti co vlastni osivo, aby si ho farméfi neschovavali na pfisti rok a museli si ho
kupovat znovu. V roce 2000 bylo Konvenci pro Biologickou Diverzitu pii Spojenych
Narodech doporuc¢eno narodnim vladam, aby neschvalovaly terminator technologii ani pro
polni testy ani pro komer¢ni uziti. To je dnes povaZzovano za mezinarodni moratorium a
v roce 2006 bylo jesté posileno. V dnesni dobé neni tato technologie komeréné vyuzivana. |
kdyz Monsanto diive proklamovalo, Ze nemélo zadny zajem na prodeji semen obsahujicich

tuto technologii, pokusy s ni pokracuji dodnes (Slater a kol., 2008).

Nemoznost zachovani osiva na dalSi rok tedy nespocivd v technologii terminator.
Jedna se o problém duSevniho vlastnictvi. Transgenni osivo je majetkem dané spolecnosti a
farmat ho nesmi znovu vysadit a musi si ho znovu kazdy rok koupit. Patentni zékony
souvisejici s transgennim osivem davaji spolecnostem, které ho vlastni mnohem vétsi
vlastnicka prava nez by mohly mit na osivo konven¢ni. Tato komer¢ni strategie je velmi
vyhodnd i z ddvodu, Ze pokud si farmai koupi Ht osivo, je povinen nakoupit jej i
s herbicidem, na ktery je rostlina resistentni (Murphy, 2011)

24

legislativnimi opatfenimi a nejistymi reakcemi vetejnosti zpomaluje rozsifeni GM plodin do
zemi tfetiho svéta. V souvislosti s duSevnim vlastnictvim technologii prvni generace

transgennich plodin, vznikaji celé fady lokalnich iniciativ z rozvojovych zemi, které maji
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spolu s vefejnym sektorem zacit vyvijet vlastni GM plodiny. Napiiklad brazilska vyzkumna
organizace EMBRAPA vyvinula transgenni odrudy so6ji, alternativni k RoundupReady
odridam od Monsanta. V Malajsii jsou ve vyzkumu transgenni odriidy olejovych palem a v
Indii se vyviji lokalni variace Bt lilku. Diky velkym cenam GM osiva a pfisné patentni
ochran¢ transgennich plodin se v rozvojovych zemich rozrostl ¢erny trh. V Indii se ilegalné
prodava GM osivo kfizené s lokalnimi odridami. Podil na trhu osiv Bt baviny byl napt. v roce

2005 u na ¢erno prodavanych semen az 70 procent (FAO, 2011).

Vstup menSich firem na trh s GMO je limitovan obrovskou konkurenci nejvétSich
firem, které se v tomto odvétvi pohybuji. Maji stalou pozici na trhu a velké finance. Na jejich
stran¢ stoji také patentovy systém a nakladny vyzkum (Stratilova, 2012). Naptiklad jen
spole¢nost Monsanto vénuje na vyzkum témét 2 miliony dolartt denné (Steiner, 2006). Dalsi
generace GM plodin pravdépodobné jiZ nebude doménou jen téchto velkych firem, jak

naznacuje jejich vyvin napt. v Ciné a Indii (Roudn4, 2008).
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4. Zavér

Rostlinné biotechnologie stoji za mnoha Gspéchy moderniho zeméd¢€lstvi. Jedné se o
velmi sofistikované védecké metody, které se neustale vylepsuji a do budoucna slibuji mnoha
dalsi vylepSeni. V dneSni dob¢ patfi k nejvice rostoucim a skloiovanym zemédélskym
technologiim ptedevs§im transgenni metody modifikace rostlin. Jejich prvni generace je uz 16
let Siroce vyuzivdna po celém svété a nezda se, ze by se jeji rust i pres silny odpor a mnohé

kontroverze snizoval.

I kdyZ se muze zdat, ze se jedna o relativné novou techniku, dalo by se fici, Ze ¢lovek
geneticky modifikuje organizmy uZz od nepaméti. Clovék si tento sviij vliv zpocatku
neuvédomoval, ale uz pocatky zemédé€lstvi a selekce organismi, které ¢lovéku poslouzi 1épe,
jsou ve své podstat¢ genetickou manipulaci. Proto se mize zdat, ze uvédomélé genetické
modifikace jsou logicky dalsim krokem. V souvislosti stouto technologii plati velka
pfedbézna opatrnost, coz se rozhodné o vSech oborech lidské ¢innosti fici nedd (Vondrejs,
2010). Tento dvoji metr plati i v rdmci samotnych biotechnologii. Naptiklad mutageneze na
sebe nikdy nepfipoutala takovou pozornost jako GMO, a¢ mutageneze muze vyvolat mnohé
neocekavané vysledky, protoZe neni tak pfesnd. VétSina lidi ani nevi, Ze spousta jidla, které
jedi, bylo vypéstovano na rostlinach, které byly touto technologii vyslechtény. Divody tohoto
mohou byt naptiklad to, Ze mutageneze byla Casto vyvijena vefejnym sektorem a diky tomu,
Ze neni tak snadno patentovatelna, nebyla v takové mite ptejata velkymi korporacemi. Také je
rozsahle vyuzivana v pomoci zemim tfetiho svéta (Murphy, 2011) Ani v ekologickém

zemé&délstvi neplati zdkaz uzivat odridy vyslechténé pomoci mutageneze.

Jednim z nejvétSich problémd, které odpirci transgennich technologii spatiuji, je to, Ze
je vétSinou vlastnéna a vyuZzivana obrovskymi firmami pro jejich vlastni zisk. Mohl by to byt
ten nejvEtsi problém, jelikoz jak je vidét 1 v této praci ty skutecné védecké problémy zatim
nebyly v souvislosti s GMO potvrzeny. Zménu v této oblasti by snad mohly piinést
technologie druhé generace GM plodin, které jsou vice orientovany na spotiebitele, a jejich
vyvoj nespada pouze pod nadnarodni koncerny. Coz by mohlo mit pozitivni nasledky, jak pro
zem¢ tietiho svéta, tak by to i mohlo pomoci vylepsit vztahy ekologického zemédélstvi a

genetického inzenyrstvi.

Ekologicti zemédélei by si méli poloZit otdzku, co mohou nabidnout planeté, kde se
neustdle zvySuje pocet obyvatel, kdyz jeho vynosy jsou v priméru nizsi. V zemich tietiho

svéta je ekologické zemédélstvi praktikovano od nepaméti, ale problémy mistniho hladu

38



nikdy nevyfesilo. Je pochopitelné, ze ekologické zemédélstvi, které vychazi z forem
tradi¢niho zeméd¢lstvi Ipi na své nezavislosti, kterou by zajisté pti adopci sou¢asnych GM
technologii ztratilo (Natr, 2002). Odpor ekologického zemédélstvi k GM plodinam, také
souvisi s tim, Ze jeho zakaznici si tuto technologii prosté nepieji, nez pifimo s védeckymi
dikazy. Je pochopitelné, ze k herbicidiim tolerantni rostliny nemaji pro ekologického farmare
smysl, ale tieba Bt plodiny by smysl mit mohly. Az postupem casu se ukaze, jestli je tato
propast pieklenutelnd a jestli se viibec tato forma hospodaieni pod obrovskou konkurenci

biotechnologického byznysu udrzi.
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