Transgendze rostlin

Oldfich Navratil
Ustav experimentilni botaniky AV CR
165 02 Praha 6, Rozvojova 135; e-mail: navratil@ueb.cas.cz
1 Uvod

Stale se rozsitujici poznatky z biologie a nasledné z genetiky dovedly lidstvo k poznini, Ze dédicna
informace rostlinnych druht prochédzi v piirodnich podminkach podstatnéjsimi zménami, nez jakymi
jsou prosté zamény jednotlivych bazi nukleovych kyselin. Pfi takovych zménéch je rostlinam podsouva-
na nova informace v podobé celych genti a tyto cizorodé geny jsou pak rostlinou pouzity. Do tohoto
pfirozeného procesu bylo mozné vstoupit a vybirat si k prenosu do rostlin konkrétni geny se znamym
projevem. Vysledkem aktivniho zasahovani do souboru gent rostliny je v soucasnosti nepteberné

mnoZstvi geneticky modifikovanych rostlin, které se svymi vlastnostmi od pivodniho rostlinneho

druhu vice ¢ méné odliSuji a které mohou mit ¢asto zcela necekané pouziti.

2 Transgenoze rostlin

2.1 Soucasné rozsifeni transgennich rostlin

Udaje o soucasném rozsiteni péstovani transgennich rostlin kazdoroc¢né uvadi International Service
for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA). Za timto tcelem vydiva ISAAA Briefs
(http:/ /www.isaaa.org/kc/bin/isaaa_briefs/index.htm). V cisle 32 jsou uvedeny udaje za rok 2004 a
v &isle 34 udaje za rok 2005. Z publikovanych dat je patrny neustily narist plochy zemédélské pidy
s transgennimi rostlinami. Tento mezirocni narast byl proti roku 2003 v roce 2004 dvacetipmcenttﬁ a
proti roku 2004 v roce 2005 jedenéictiprocentni. V roce 2005 tedy byly transgenni rostliny péstovany na
celkové ploge 90 miliént hektard v 21 stitech svéta, mezi néz je jiz zahrnuta i Ceska republika. Pro
predstavu o skuteéné velikosti plochy osizené transgennimi rostlinami lze uvést rozlohu veskeré orné
pudy v Ceské republice, kter ¢ini 3,091 miliénd hektarti (plocha téméf tficetkrat mensi).

Proti 17 statim péstujicim transgenni rostliny v roce 2004 jsou transgenni rosl:]iﬁy péstovany v roce
2005 jiz v 21 statech. Zatimco 99 % takto vyuzivané zemédélské pudy bylo soustfedéno v roce 2004 ve
14 statech, v roce 2005 jiz to bylo v 8 stitech svéta. Z toho vyplyva, Ze k dalsimu rozsirovani ploch pro

péstovani transgennich rostlin dochazi pfedev$im ve stitech, kde bylo pouziti transgennich rostlin nej-
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rozsitenéjsi. V roce 2005 bylo nejvice takovych ploch ve Spojenych statech (49,8 milionh hektard) a na-
sledovaly Argentina (17,1 miliont hektard) s Brazihi (9,4 miliént hektard). Brazilie pak mezirocne vy-
kizala nejvyssi pfirtstek v plose osidzené transgennimi rostlinami (4,4 miliont hektard).

Tento zkriceny vycet pouziti transgennich rostlin v zemédélstvi dostate¢né dokumentuje, jaky pfinos
tyto rostliny maji pro ekonomiku jednotlivych stat, které na jejich vyuziti nerezignovaly. V dalsich kapi-
tolach si ozfejmime, ¢im jsou takové rostliny pfinosné. Nejdfive si v§ak vysvétlime, pro¢ mame dnes

k dispozici néco takového, jako jsou transgenni rostliny.

2.2 Historie objevu pfipravy transgennich rostlin
Vyuziti transgendze u rostlin lze povazovat za nenahodny jev, ktery zakonité vyplynul z postupné
shromazd’ovanych poznatkd o rostlinach jako dutlezitého zdroje potravy. Jednim z poznatkd byla po-

hlavnost rostlin a jev kfizeni, ktery pro polozeni zaklada genetiky vyuzil Gregor Mendel.

Jestlize pak prvni habilitovany rostlinny fyziolog na Katlové univerzité v Praze Julius Sachs v roce
1887 vyslovil hypotézu, Ze v rostlinich jsou produkovany transportovatelné latky (pozdéjSimi nasle-
dovniky identifikované jako fytohormony), které v nizkych koncentracich ovliviiuji diferenciaci rost-
linnych délivych pletiv, pak v roce 1907 (Townsend a Smith) bylo zfejmé, Ze bakterie, které u rostlin
svou pritomnost vyvolavaji tvorbu kalustd, témto rostlinim cosi predavaji. V dobé, kdy jiz byly zakladni
typy fytohormoni popsany, v roce 1958 (Braun) bylo skute¢né prokizano, Ze kalusy ke svému ristu in
vitro na rozdil od rostlin nevyzaduji externi pfisun fytohormont a maji tedy jiny silny vnitini zdro;.
V roce 1969 Morel a Tempé) pak v kalusech vyrostlych v pfitomnosti bakterii byly nalezeny nové ami-
nokyseliny (tzv. opiny), které se v rostlinach normalné nevyskytuji, aviak v bakteriich ano. Kdyz v roce
1974 Jeff Schell v téchto bakteriich identifikoval Ti plasmid s geny kodujicimi jak tvorbu opint tak
tvorbu fytohormonu, nastalo pracné hledani zpiisobu, jak prokazat piirozené se vyskytujici prenos geni
z tohoto plasmidu do rostlin. Davéryhodny diikaz byl podan v roce 1980 a to jiz védecka obec vazne
uvazovala o tom, jak tento piirozeny jev vyuzit v laboratornich podminkéich. Proto neni divu, ze jiz za
tfi roky vysla prvni publikace o pfiprave fertilnich transgennich rostlin v laboratofi. V roce 1985 by pa-

tentovan transgenni tabak rezistentni k herbicidu. V roce 1994 byl cely zakonity proces zavrSen uve-

denim prvni transgenni plodiny na trh (rajce FlavtSavr).

2.3 Pfiprava transgennich rostlin |

Po tspésné transformaci prvnich baktérii (O. T. Avery, C. MacLeod a M. McCarty, 1944) byly
uspésné rozvijeny metody ptimé transformace bunék za pouziti holé DNA. Postupné vyvijené techniky
byly aplikovany i na rostlinny material. Kromé dnes jiz tradicni transformace rostlinnych protoplasti v

pfitomnosti polyethylenglykolu nebo za pouziti elektroporace se nejvice pouziva biobalistika. V oblasti
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transformace obilovin ziskala zahy dominantni postaveni. DNA se vnasi do jader rostlinnych bunck
nabalena na kovovych mikroprojektilech, obvykle ptipravovanych z wolframu nebo zlata, které jsou ve
vakuu vymrstény proti rostlinnému materialu. Kineticka energie mikroprojektilti staci k prorazeni bu-
neécnych stén a k priniku do nitra bunky. Uvolnéna DNA plsobenim obvyklych reparacnich a rekombi-
na¢nich mechanizmi integruje do jaderného genomu. U¢innost této techniky ma vsak vyrazné limity.
Jen 7-10 % mikroprojektilh pronikne alespon do bun¢k pokozky, které vsak nejsou schopné regenerace
v novou rostlinu. Projektily, které proniknou az do bunék mesofylu (ty umoznuji zregenerovat
transgenni rostlinu), z 95 % skondi v cytoplasmé bunék, kde se nemohou uvolnéné geny prepisovat.
Pokud nakonec projektily vstoupi do jader bunék, coz je misto, kam mély byt nové geny preneseny, 98
az 99 % téchto bunék do 48 hodin zahyne. Tyto vyrazné limity jsou kompenzovany obrovskym mnoz-
stvim pouzitého materidlu at’ jiz DNA nebo poctu opracovavanych bunék. Nadbytecné mnozstvi DNA
v§ak ¢asto vede k mnohonasobné transformaci jedné bunky, pii které nasledné regeneracni a rekombi-
nacni procesy navozuji nezadouci preusporadani vnasenych geni. Takova preusporiadani maji negativni
dopad na expresi vnesenych gent. Pro transformaci biobalistikou lze pouzit celé rostlinné organy,
véetné regenerujicich embryi a pylu, a nové geny mohou byt touto cestou vsunuty téz do chloroplast.

Svymi vyhodami proti biobalistice (cilené vnaseni genetické informace primo do jadra bunck a limi-
tovany pocet vnesenych kopii gent) si predni postaveni v transformacnich technikich rostlin ziskava
tzv. agroinfekce za pouziti baktérie Agrobacterium tumefaciens (viz kapitola 2.2). Tato gram-negativni,
pudni bakterie je schopna infikovat poranéna mista na povrchu dvoudéloznych rostlin a pfenaset do
rostlinnych bunck cast své genetické informace. Zivotni strategie této bakterie spociva ve vytvoteni spe-
cidlni ekologické niky, kde je zvyhodnéna v ristu proti svym konkurentim. Pisobenim prenesenych
gend z bakterie do rostlinného genomu dochazi k proliferaci rostlinné tkiné a k vytvareni rostlinnych
tumort. Tumorové bunky navic produkuji specialni chemické latky, tzv. opiny, které je agrobaktérium
jako jediny organizmus schopno vyuzivat jako vylucny zdroj energie, uhliku a dusiku. Za virulenci bak-
terif je zodpovédny velky plasmid pTi, ktery nese vétSinu funkci potrebnych k pfenosu svého vlastniho
tseku DNA, tzv. T-DNA (z angl. transferred DNA), ale obsahuje také geny potrebné k vyuziti rostli-
nou produkovanych opinu.

Z hlediska genovych manipulaci jsou na tomto bakteridlnim systému dtlezité dva aspekty. Za prve, z
celé T-DNA jsou pro vlastni pfenos nezbytné jen dvé krajni, hraniéni sekvence - konzervativni pfimé
repetice o velikosti 25 bp. Vse ostatni z celé T-DNA (az 20 kbp) lze podle nasich potteb odstranit a na-
hradit jinymi sekvencemi DNA. Druhou dilezitou vlastnosti systému je existence tzv. oblasti virulence -
vir, ktery kéduje proteiny zodpovédné za ptenos T-DNA do jadra rostlinné buriky konjugacnim preno-

SCEII.
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Tyto vlastnosti transformacniho systému umoznily vytvofeni tzv. binarnich plasmidd. Jiny plasmid
nese transferové funkce oblasti vir a je trvale pfitomen v agrobaktériu. Binarni plasmid ma vsSechny

vlastnosti malych klonovacich vektort pro jednoduchou manipulaci v baktérii Escherichia coli a navic
nese modifikovanou T-DNA, kterou lze tak pomérné jednoduchym zpisobem pozménovat, ptidavat
nebo odebirat vhodné sekvence DNA. Po pozadované modifikaci v oblasti T-DNA se plasmid z bak-
térie Escherichia coli pienasi konjugaci nebo transformaci (elektroporace) do agrobaktéria a z néj, ptso-
benim produkth oblasti vit, je T-DNA prenasena do rostlinné bunky.

Hostitelské spektrum A. fumefaciens je v pfirodé omezeno na urcité dvoudélozné rostliny. Avsak vy-
zkousené kombinace laboratornich technik pfi soucasné aplikaci téchto bakterii nyni umoznuji transfor-
movat téz jednodclozné rostliny vcetné ekonomicky dilezitych plodin. Tato usnadnéna agroinfekce na-
pomaha vstupu baktérie do rostliny poranénim rostlinnych bunék mikrojehlickami vytvofenymi z katrbi-
du kfemiku nebo z méné toxického boratu hliniku. Pro uspésnou transformaci je mozné pridat k rost-
linnému materidlu acetosyringon, ktery funguje jako chemicky atraktant baktérie.

Zpusob provedeni agroinfekce je pomérné jednoduchy. Césti rostliny se pono#f na uréitou dobu do
suspenze baktérii. Nasledné jsou preneseny na zivné médium s takovou kombinaci fytohormont, ktera
podpofti tvorbu kalust z transformovanych bunck. Ty jsou selektovany od bunék netransformovanych
pritomnosti selekcéniho agens v médiu (zpravidla antibiotika nebo herbicidu). Agrobaktérium je od-
stranéno z rostlinného materialu pouzitim jiného antibiotika, které neomezuje v ristu rostlinné buriky.
Naisledné jsou casti rostliny preneseny na jiné médium, ve kterém kombinace fytohormont stimuluje na
kalusech tvorbu stonkt. Na %ivném médiu bez jakychkoliv fytohormont pak presazené stonky vytvori
kofeny a stavaji se kompletnimi rostlinami. Schopnost regenerace celych rostlin z kalusu v§ak neni vlast-
ni vSem rostlinnym druhiim, ba ani vSem vyslechténym odtidam téze plodiny.

Agrobaktérium lze aplikovat na listové disky, stonkové nebo kofenové segmenty, hypokotyly i jiné
tkiné, nebo lze metodou kokultivace transformovat kultury rostlinnych protoplastd. Vysledné
transgenni rostliny zpravidla obsahuji jednu vnesenou kopii T-DNA na bunku, ktera je zpravidla nepo-
skozena preusporiadanim, ale 1 pfi vineseni dvou nebo tfi kopii T-DNA do jadra zdstava geneticka infor-

mace neposkozena.

2.4 Polni pokusy s transgennimi rostlinami a legislativa

Moznost Sirstho pouziti transgennich rostlin v zemédélstvi musi b}'ri: nejprve dukladné ovéfeno
v polnich pokusech. O dspésnosti pfipravy transgennich rostlin napovida idaj o poctu transgennich
plodin, které byly ve stitech Evropské unie takto testovany (k 17.10. 2005 celkem 72). Prirozené nejvice
polnich pokusi bylo provadéno s nejrozsifenéjsimi plodinami. Na prvanim misté s kukufici (571 polnich
pokustl), pak repkou (468), cukrovkou (248) a bramborem (239). V soucasnosti se piiprava novych
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transgennich rostlin soustred’uje z téchto ctyr plodin nejvice na kukufici a na brambor. Stejné tak se
v pribéhu let méni a piistup k pfipravé a ovéfovani transgennich rostlin v jednotlivych ¢lenskych sta-
tech Evropské unie. I kdyz se dlouhou dobu na ¢éele v poctu provadénych polnich pokust s transgenni-
mi rostlinami drzela Francie (a zaujima prvni misto v Evropské unii 1 nadale s 553 provedenymi poku-
sy), v 90. letech minulého stoleti od praxe vyzkumu transgennich rostlin znacné ustoupila. I pfes pro-

testy Cast1 verejnosti polni pokusy s transgennimi rostlinami pokracovaly ve Velké Britanu (celkem 226

pokust). Protipolem ve vyuzivani transgennich rostlin je v Evropé Rakousko (se 3 pokusy uskutecnény-
mi do roku 1992) a Norsko (s jedinym polnim pokusem). Pfesto Evropa celkové zaostava ve vyzkumu
transgennich rostlin za Spojenymi stity. Pokud porovname naptiklad pocty polnich pokust
s transgennim bramborem ke dni 20.3.2005, pak v evropskych statech bylo takovych pokust provedeno
jen 231, zatimco ve Spojenych stitech 819. V Ceské republice v soucasnosti probihi 5 polnich pokust
s transgennimi rostlinami (zeyména s transgennim bramborem), ale obdobné pokusy s transgennimi
rostlinami probihaly jiz dfive, takze celkovy pocet je k dneSnimu datu urcité vyssi.

Takové polni pokusy u nas probihaly jesté pre pfijetim prvniho zikona o nakladani s geneticky mo-
difikovanymi organismy (GMO) (zakon ¢. 153/2000 Sb.), avSak vzdy v intencich danych smérnicemi
Evropské unie pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy. V soucasnosti na nasem uzemi
plati jiz tfeti verze takového zikona (ziakon ¢. 346/2005 Sb.), ktera byla piijata, aby se zohlednily pre-
dev$im nasSe zavazky v nakladani s GMO jako nov¢ pfijatého clena Evropské unie. V Evropské unii se
v soucasnosti povoluje naklidini s GMO podle dvou platnych smérnic. Je to smérnice 2001/18/EC a
1829/2003. Pravé podle posledni smérnice jsou v soucasnosti nejcastéji podavany zadosti pro povoleni
obchodovani s GMO (legislativné tzv. uvolnovani do ob¢hu).

Mezi takovi povoleni patii i povoleni k prodeji osiva transgennich rostlin jednotlivym zemeédélctim.
K tomu, aby transgenni plodina mohla byt péstovina naptiklad v Ceské republice, musi projit jako ja-
kakoliv jina odrtda stitnimi zkouskami a pokud vyhovi pfislusnym kritériim, je zapsana do Narodniho
katalogu odrid CR. Poté mizZe byt poddna odpovidajici Zadost k pfislu§nému vyboru Evropské komise

a Pokud vybor posoudi rovnéz pfislusnou plodinu jako bezpeénou, je zapsana do Spole¢ného katalogu

odrid EU. Pak miZe byt transgenni plodina péstovana v kterémkoliv ¢lenském state¢ EU. V soucasnosti
je v tomto katalogu schvileno k péstovani zemédélci 34 transgennich odrid kukufice (v roce 20006 pri-
hlasilo Spanélsko do katalogu 14 novych transgennich odrid). Zatimco Spanélsko je nejvétsim péstite-
lem transgenni kukufice v Evropé (v soucasnosti péstovana na 53225 hektarech, coz pfedstavuje 12 %
z produkce kukuﬁce ve épanélsku), cesti zemédélci zadinaji tuto moznost teprve vyuzivat. Vedou je
k tomu i vysledky ze srovnivacich pokust, které byly uskutecnény i u nas (v letech 2002 a 2003) a podle

kterych transgenni kukufice odolni vic¢i hmyzim $kiidcim ma ekonomicky pfinos pro pestitele kukuri-
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ce ve Stiedni Evropé od 7 do 22 %. Proto se v Ceské republice zacala transgenni kukufice péstovat
v roce 2005 na 270 hektarech a v roce 2006 by mohla byt péstovina az na 2000 hektarech. Evidenci

péstebnich ploch vede Ministerstvo zemédélstvi, které pro péstovani transgennich plodin vydalo 1 pfi-
slusnou vyhlasku (¢. 89/2006 Sb. "o blizsich podminkach péstovani geneticky modifikované odriady*).

2.5 Typy transgennich rostlin

Prvni transgenni rostliny vétsinou obsahovaly jako novy gen geny rezistence k nékterému z herbici-
di. Uved'me napfiklad prvni patentovanou transgenni rostlinu Roundup-ready tabdk (viz kapitola 2).
Svédéi o tom i prvni registrované polni pokusy s transgennim bramborem. Belgie a Francie provadély
polni pokusy s fosfinothricin rezistentnim bramborem v roce 1987 a Novy Zéland se sulfonylmocovina
rezistentnim bramborem v roce 1988. Vyplyvalo to z pocatecnich problémi detekce prenesené T-DINA
v transgenni rostliné (rovnéz kapitola 2.2). Vnesenim genu rezistence k herbicidu se tento problém
zjednodusil pfimou aplikaci herbicidu na transgenni rostliny.

Polni plodiny odolné k pisobeni ucinki nekterého z herbicida se ukazaly zahy vyhodnymi pro boj
s plevelem na poli. Mohly byt pouzity zcela nové strategie osetfovani porostu herbicidem, které s pouzi-
tim neselektivniho herbicidu (napfiklad Roundup nebo Liberty) vedly k ucinnéjsi ochrané pole pred
plevely 2 napomahaly i ochrané pidy pfed erozi. K takto geneticky modifikovanym rostlindim pribyvaly
prakticky soubézné rostliny, které jsou diky genetické modifikaci odolné wvii¢i hmyzim Skidcim. V téch-
to modifikacich jsou predev$im vyuzivany geny z baktérii Bacillus thuringiensis, které koduji tzv. delta to-
xin. Brambor nesouci gen crylIIA, ktery zarucuje rostliné ochranu pfed mandelinkou bramborovou, byl
poprvé testovan v polnim pokusu v roce 1990 ve Spojenych stitech. O rok dfive byl v polnich poku-
sech, rovnéz ve Spojenych stitech, testovan brambor, u kterého byla navozena odolnost proti rost-
linnym virdm PVY a PVX. V tomto piipadé byly pouZity geny pro plidtové proteiny z obou viri.
Technologie zavidéni gent pro plast’ové proteiny se nadale pouZiva pro ochranu rostlin pfed virovymi
chorobami a v soucasnosti jiz byla vyuzita proti pisobeni vird z 11 riznych skupin.

Vsechny vyse uvedené genové modifikace rostlin maji spolecny cil, tj. zabranit ztritam vynosa plo-
din v pribéhu péstovani. Formalné se takovym transgennim rostlinam dostalo oznaceni geneticky mo-
difikované rostliny I. typu. Z vyse uvedeného vypljva, Ze hlavnimi zdroji vnasenych gent byly (zvlasté
na pocatku technologie transgenéze) viry, baktérie a rostliny. Dnes vSak jsou diky rozvijejicim se tech-
nologiim pfislusné geny pocitacoveé navrhovany, tak aby v nejvyssi mozné mife vyhovovaly bunéénému
aparitu konkrétniho rostlinného druhu, a syntetizovany. Zcela pozménéné proti pivodnim genim se
pouzivaji zejména geny pro delta toxiny. V soucasnosti se stile €ast€ji vyuzivaji takové transgenni rostli-
ny, které soucasné obsahuji gen rezistence k herbicidu a gen rezistence k hmyzimu skidct. Geny pro

delta toxiny jsou Casto v jedné rostliné zdvojovany, tj. jsou do rostliny zavedeny geny pro dva odlisné
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toxiny, coz ma snizit riziko vzniku rezistence k toxinu v populaci hmyziho $ktidce. Australie v sou-
¢asnosti povoluje pouzivani jen takto upravenych transgennich rostlin.
2.5.1 Opvliviiovani cukerného metabolizmu jako priklad II. typu

Joint Research Centre v italské Ispfe uvadi seznam vsech vlastnosti, které byly u rostlin navozeny
genovou modifikaci. Seznam obsahuje 265 polozek. Z téchto vlastnosti je 59 pojmenovino jako tole-
rance nebo rezistence a naprostd vétsina takovych vlastnosti odpovida geneticky modifikovanym rostli-
nim L. typu. Dalsi velkou skupinu vlastnosti (celkem 98) charakterizuje slovo syntéza. Patti sem také
vlastnosti, které se jen obtizné u vysledné transgenni rostliny popisuji. V rade pripadia syntéza napriklad
ur¢itého enzymu zlep$uje uzitné vlastnosti produktu rostlinného pivodu. Tak je tomu i u rajcete
FlavtSavr, prvni geneticky modifikované plodiny uvedené na trh (viz kapitola 2.). Jedni se tedy o '
zlepSeni vlastnosti dalezitych pro poskliziové zpracovani a uziti transgenni rostliny. V tomto pfipadé
mluvime o geneticky modifikovanych rostlinach II. typu.

Jinym typickym pfikladem genetické modifikace II. typu jsou zmény v cukerném metabolizmu bram-
boru. Zdrojem genu k navozeni zmén byly doposud nejcastéji samotny brambor, dile bakteétie, jiné
rostliny a kvasinky. Zmény se mohou napfiklad tykat sloZeni Skrobu, resp. v zastoupeni dvou skrob
utvatejicich slozek, amylosy a amylopektinu, tam kde uvaZzujeme o uziti bramborovych hliz k produkeci
skrobu. Zmény v zastoupeni $krob utvifejicich slozek méni fyzikilné chemické vlastnosti Skrobu a
vlastnosti vyrobka z tohoto skrobu (jJde pfedevsim o biodegradovatelné plastické hmoty). Transgenni
brambor s témito vlastnostmi je v souc¢asnosti testovan v polnich pokusech v nékolika statech Evrop-
ské unie. V Ustavu experimentalni botaniky AV CR se pomoci genetické modifikace snazime zménit ji-
nou bramboru danou vlastnost. Brambot, ptivodem z vys$sich poloh And, v hlizich hromadi pomérné
znaéné mnozstvi cukri (sacharosy, glukosy a fruktosy) a toto mnoZstvi zabrafiuje vymrznuti hliz pfi niz-
kych teplotich a zabezpecuje tak pfezivani rostliny v nepfiznivych klimatickych podminkach. Z pohle-
du nutri¢ni hodnoty bramboru jako potraviny se nejedna o negativni jev. Vysoky obsah zejména redu-
kujicich cukri (glukosy a fruktosy) v hlizich bramboru zacina vadit pfi zpracovani na vyrobky, které
prochézeji smaZenim. Pfi zah¥at hlizy na teplotu okolo + 170° C dochazi k tzv Maillardové reaki, kte-
r4 ma za nasledek rychlé zhnédnuti vyrobku (bramborové lupinky, hranolky, bramboraky). Tmava barva
vjrobku znesnadriuje rozpoznat, je-li vyrobek jiz dostatecné tepelné opracovan. Pii téchto teplotich ze
stejného divodu vznika akrylamid, ktery je povazovén za potencidlni kancerogen. Pii piipravé brambo-
rovych lupinkd miZe v priméru vzniknout az 1,2 mg akrylamidu na kilogram vyrobku. Ptestoze byla
provedena lékafska studie, kterd nepotvrdila souvislost mezi dlouhodobou konzumaci smazenych vy-
robkt z brambor a vyskytem tif riiznych druht rakovinnych nadort, nelze akrylamid v Zadném pfipade -

hodnotit jako Zivotu prospé$nou latku. SniZzenim obsahu redukujicich cukril v hlizich lze prokazatelne

STRANA 83



TRANSGENOZE ROSTLIN

TRANSGENOZE ROSTLIN

pozitivné ovlivnit obé vyse uvedené vlastnosti. Jednou z moznosti je posileni glykolytické drihy bram-
boru za podminek nizké teploty. V této draze jsou redukujici cukry odbouravany a jeji funkce je u
bramboru znacné omezena jiz pii nizsi teploté (po + 12° C). Proto jsme glykolytickou drahu rostliny
posilili zavedenim potfebného genu z baktérie, ktery kéduje enzym plné funkéni i pfi nizkych teplotich
okolo nuly. Prislusny gen je pfitom realizovan pouze v hlizach a nikoliv v zelené nadzemni éasti rostliny.
Neékolik transgennich rostlin bramboru vykazuje v porovnani s ptivodni odriidou v hlizich dlouhodobé
skladovanych p1i nizké teploté Sedesatiprocentni pokles obsahu redukujicich cukri. Tato nova vlastnost
je pfitom stabilni po dobu minimalné sSesti let.
2.5.2 Priklady III. typu

Stale rychleji se rozsirujici soubor dostatecné popsanych gent (zejména jejich ucinki) z nejriznéjsich
ztvych organizmi pfinasi nové podnéty pro genetické modifikace jiz lidmi vyuzivanych rostlin. Jednim
z prikladi je nediavno piihlaSeny polni pokus v Dansku firmou Aresa biodetection ApS pod
eviden¢nim ¢islem B/DK/06/01 (v seznamu Joint Research Centre). Firma sofistikovanym zplisobem
modifikovala husenicek ThalGv (Arabidopsis thaliana) tak, aby zménou své barvy (ze zelené na ¢ervenou)
reagoval pfi ristu na padé znedisténé vybusninou (jeden z genu reaguje na pritomnost oxidu dusicitého,
ktery se z vybusnin uvolnuje). Jak zména barvy rostliny, tak i pficina této zmény, jsou vlastnostmi, které
husenicek doposud nemél a evoluci je pravdépodobné nikdy nemohl ziskat. V ptipadé takovychto zcela
novych vlastnosti hovofime o geneticky modifikovanych rostlinach III. typu. Dalsi piiklady takovych
rostlin, mezi které patii i geneticky modifikovany brambor, uviadim v nisledujicich kapitolach.
2.5.2.1 Tranégemﬁ rostliny a produkce plastickych hmot

Jak je znamo, plastické hmoty, které jsou nedilnou soucisti nekonecné fady vyrobkid, jsou pfi-
‘pravovany z neobnovitelného zdroje, jakjm je ropa. Ropy je zatim dostatek a plasty z ni vyribéné jsou
pomerne levné (pod 1 USD za kilogram). Avsak tento neobnovitelny zdroj suroviny je vyuzivan téz k ji-
nym nezbytnym ucelim a proto je na misté uvazovat, jak tento zdroj suroviny nahradit. Jednou z ta-
kovych moznosti jsou obnovitelné porosty rostlin. Takové rostliny by vsak pfi soudasné cené
plastickych hmot vyrabénych z ropy musely odpovidajici surovinu produkovat v mnozstvi piedstavuji-
cim 15 % suché vihy. Takové geneticky modifikované rostliny jiz existuji, avSak jejich dlouhodobé
pestovani zatim narazi na pfirozenou prekazku.

Touto rostlinou je husenicek ThalGv. Nckteré z geneticky modifikovanych rostlin produkuji 14%
suché vahy jako surovinu pro vyrobu plasti. Vyjimecné byly nalezeny rostliny, které tuto surovinu tvo-
fily az do 40% suché vahy. Surovina je vsak natolik nepfirozenou sloué¢eninou pro rostliny, Ze tyto vyso-
ce produkcni huseniky mély vyrazné zpomaleny rist a celkové zménény vzhled. Opakovanym vysé-

vanim semen z techto rostlin se jejich produkéni schopnost ztracela. Surovinou, kterou transgenni rost-
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lina produkuje, je polyalkanat. Polyalkanaty ve vétsi mife umi produkovat nékteré baktérie, které také
byly zdrojem do rostlin zavadénych geni. Jednou z baktérii je Ralstonia entropha, ktera v Cisté kultuie
dokaze narGst do neuvéritelné hustoty bunék a polyalkanaty vylucuje na svém povrchu. Presto
schopnosti této baktérie produkovat polyalkanity nejsou dostatecné k tomu, aby surovina mohla
cenové konkurovat ropé (pétkrat drazsi produkce). Uhlikaté fetézce polyalkanath, které Ralstonia
entropha tvoti, jsou spiSe kratsi, s ttemi az péti jednotkami. Plastické hmoty z této suroviny jsou tuzsi.
Druhou baktérii ye Psexdomonas oleovorans. Tato baktérie je schopna tvorit del$i fetézce se Ctyrmi az osmi
jednotkami a plasticka hmota z této suroviny vyrobena je pruznéjsi. Oba tyto zdroje gent byly vyuzity
k genetickym modifikacim vétstho poctu rostlinnych druht jak byl bavinik (zlepsily se izolaéni
vlastnosti bavlny — lépe se zahfiva a pomalu vychlada), fepka, cukrovka, len, tabak a také brambor.
Pravé brambor se ukazal jako rostlina, které produkce polyalkanath vyrazné vadi. Problémem viibec
bylo ziskat transgenni rostliny, pokud geny byly exprimovany z konstitu¢niho promotoru (tedy trvale).
Prvni rostlinky byly ziskany az tehdy, kdyz geny z baktérie byly exprimovany z inducibilniho promotoru
(tedy jen za urcitych vnéjsSich podminek). Nadpoloviéni vétsina téchto rostlin vsak nebyla schopna vy-
tvafet hlizy, coZ je povazovano za hlavni nedostatek, nebot’ prave hlizy meély byt produkénim orginem
rostliny. Navic se ocekava, Ze v hlizich bude vznikat smésna surovina pro vyrobu plastické biodegra-
dovatelné hmoty (smés se skrobem). Nejvyssi produkce polyalkanatt bylo dosazeno v suspenzni kul-
tufe bunék z transgenni rostliny, které byl navic do média pfidiavan prekurzor tvorby polyalkanata.
Maximalni produkce vsak byla jen 0.9% suché vahy a pro porovnani, celé rostliny produkovaly dva-
cetkrit méné pozadované suroviny.
2.5.2.2 Transgenni rostliny a produkce pavoutiho vlakna

Pavoudi vlakno ma v porovnani s jinymi materidly (napf. ocel) vétsi pevnost a pruznost. Pokud
bychom z pavouciho vlakna dokézali vyrobit lano o tloust’ce obycejné tuzky, pak takové lano udtzi na
zemi pii vzletu Boening 747. Je pevnéjsi nez KEVLAR, ktery se pouziva na vyrobu nepristfelnych vest.
Vlikno ma pravidelny povrch, takZe se vyuziva 1 pfi pfipravé dutych optickych vliken (ispésné pokusy
v Ciné). Velké nadéje se vkladaji do vyuziti pavouéich vldken v mediciné (Siti ran, ndhrada poskozené
kize, podplirnd membrana pro rist savcich bunék). Bylo jiz zkouseno vice systému k produkci vétsiho
mnozstvi vlakna. Nejvétsiho uspéchu bylo dosaZzeno pfi produkci pavoucich proteinti v kozim mléce
(kanadska firma Nexia), avéak i rostliny jsou schopné produkovat dostatené mnozstvi pavoucich pro-
teint. Pfitom schopnost produkce pavouciho proteinu na rozdil od produkce polyalkanati (viz kapitola
5.2.1.) pfi opakované kultivaci rostlin neklesa. Produkce proteini bylo dosaZeno v husenicku, v tabaku 2

rovnéz v hlizach transgenniho bramboru.
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Pro genetickou modifikaci bramboru byl pouzit synteticky gen, jehoZ jedna Cast byla vytvofena pod-
le genu pro protein $plhactho vldkna sité nefily americké (Nephila clavipes) a druha Cast byla tvofena sto-
nisobnym opakovanim jednotky lidského elastinu. Tento protein je rostlinou velmi dobfe snasen a
v hlizéch tvoii a2 4 % rozpustnych proteind. AZ 69% transgennich rostlin produkovalo synteticky pro-
tein v mno¥stvi vétsim nez 0,5 % viech rozpustnych proteint, coz také svédci o tom, Ze tyto proteiny
jsou rostlinami dobfe snseny. Pavoudi proteiny je snadné oddélit od ostatnich proteind, nebot’ jejich
agregace a rozpustnost ma reverzibilni charakter v zdvislosti na zménach teploty. Tak lze napfed roz-
pustné rostlinné proteiny vysrazet pfi teploté + 95° C a z takto precistené tekutiny nasledné selektivné
vystiZet pavoudi protein. Ten lze nisledné rozpustit za nizké teploty v limitovaném objemu vody a do-
sihnout vysoké koncentrace roztoku proteinu. Z roztoku lze pfipravit vysuSené membrany, které¢ se daji
dobie skladovat, nebo lze pfimo vytahovat vlikno. V soucasnosti se predevsim fesi technicky problém
strojového vytazeni vldkna a jeho spfadini. Transgenni brambory se syntetickym genem jsou overovany
v polnim pokusu v Gatersleben (Némecko) (zidost B/ DE/04/160), ktery byl povolen 10.5.2005.
2.5.2.3 Transgenni rostliny a produkce protilatek

Jiz od roku 1987 bylo ovéfovano, jestli by rostliny dokdzaly syntetizovat protilatky, tedy proteiny, kte-
1é se v rostlinich pfirozené nevyskytuji. Zahy bylo ovéfeno, Ze lehké a tézké fetézce, které tvofi protilat-
ku, se v rostliné sklidaji do spravné struktury. Vysledek byl publikovin poprvé v roce 1989. Protlatky
produkované rostlinami maji shodné vlastnosti s protilitkami produkovanymi v savCich systémech a
maji tedy i stejné pouziti. Hodi se tedy v mediciné k prevenci pred nikazami u lidi a zvifat, k vyvijeni di-
agnostickych testii, nebo ptimo k 1é¢bé onemocnéni. Posledni zptsob vyuziti ma také prvni komercni
protilitka produkovanai tabidkem s komerénim oznacenim Guy's 13. Jedna se o protilitku ucinnou proti
povrchovému antigenu baktérie Streptococcus mutans, ktera se podili na rozvoji zubniho kazu. Rostliny ta-
biku dokizaly protilatku produkovat v mnozstvi 1% vsech rozpustnych proteinti. Jiné protilatky produ-
kované rostlinami na své vyuziti v mediciné ¢ekaji. Klinické testy s riznymi protilatkami byly zahajeny
v roce 2005. V pramyslové vyrobé vakcin by protilatky tvofené rostlinami umoznily levnéjsi a ucinnou
purifikaci téchto vakcin.

Jestlize protilitky izolované z transgennich rostlin dok4#{ chranit zdravi &lovéka, pak dokazi chranit
také zdravi rostlin. V takovém piipadé zlstivaji a pusobi v samotné rostlin€. Od roku 1993 je pouzivan
transgenni arty¢ok odolny viéi virové ndkaze. V soucasnosti se intenzivné fe$i privé problematika
odolnosti hlavnich plodin proti virovym nikazim (viz kapitola 5.). Zatimco zavidénim genl pochazeji-
cich z riznjch vird pro plddt'ovy protein fesi otizku odolnosti jen k jednomu konkrétnimu viru, nale-

zenim cilové struktury, kterd je nezbytni pro rozvoj virové nikazy a spolecna pro celé skupiny viru, 2
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nislednym zavedenim genti pro tvorbu odpovidajici protilatky by transgenni rostlina ziskala odolnost
proti Sirokému spektru virovych chorob.
2.5.2.4 Transgenni rostliny jako jedlé vakciny

Myslenka pfipravovat vakciny za pomoci geneticky modifikovanych rostlin je rovnéz starsiho data.
Pii téchto uvahach se vychizelo ze skutecnosti, Ze tak bude mozné vakcinu pfipravit ve velkém mnoz-
stvi, ze bude mozné takovou vakcinu skladovat stejnym zpusobem jako sklizené plodiny, dokonce v ne-
kterjch piipadech ji uchovavat a pfevazet po vysuseni, coz by byla velkd vyhoda proti podminkam, za
kterjch se skladuji a prevazeji vakciny pfipravované piimo pavodcl chorob. RovnéZ administrace (v
podobé piijimané potraviny — odtud nizev jedld vakcina) bude jednodussi nez pti injekéni aplikaci kla-
sické vakciny. Bylo spoéitino, ze niklady na vakcinaci se v primeéru snizi tisicindsobne.

Prvni vakcinou pfipravenou v rostlinich (patentové chrinénou) byl povrchovy antigen A z baktérie
Streptococcus mutans (patent z roku 1990). Jedna se o stejnou baktérii, proti niz byla vyvinuta komercni
protilitka Guy's 13 (viz kapitola 5.2.2.). Pii piipravé jedlych vakcin nebyly brany v uvahu pouze nemoci
¢lovéka a jejich pvodci, ale i nemoci hospodatskych zvifat. Byly proto vybirany nejrizné€jsi rostliny. Je-
tel plazivy byl pouzit pro piipravu vakciny proti dobytéimu zdpalu plic zpisobenému baktétii Mannbe:-
mia haemobtica. Proti dobytéimu moru virového pivodu byla jedla vakcina pfipravena v podzemnici
olejné. Jedla vakcina z rotaviru, ktery vyvolava onemocnéni zvifat i lidi, byla pfipravena v rostlinach voj-
tésky. Pro 1é¢eni lidi byla vybrana naptiklad mrkev (vakcina proti spalnickim) nebo kukufice (vakcina
proti enterotoxické Escherichia col).

Od samého pocatku vzniku myslenky vyuziti jedlych vakcin byl za nejvhodnéjsi rostlinu povazovan
baninovnik. Jeho plody jsou chutné a daji se jist syrové, konzumace celosvétove rozsifena a strom se
péstuje v tropickych oblastech, kde jsou nejvétsi problémy s klasickou vakcinaci. Koncem devadesatych
let byly jiz k dispozici véechny nezbytné nalezitosti k ptipravé geneticky modifikovaného baninovniku
(systém pienosu DNA do rostlin pomoci agrobaktéria, vhodné tegulacni sekvence pro expresi vna-
Senych gentl), avsak uspéchu bylo dosazeno az v roce 2005. V Indii byly pfipraveny transgenni rostliny
baninovniku se zabudovanym genem pro povrchovy antigen viru hepatitidy B (HBsAg). V rostlinach,
které nejvice antigen exprimovaly, byl tento nalezen a kvantifikovin v listech. V plodech vsak nebyl
v dobé publikovini HBsAg nalezen, pouze bylo ovéfeno, Ze i v plodech se piislusny gen prepisuje.
Dneéni doba viak pouziti baninovniku jako jedlé vakciny piili§ nepfeje. Bude tfeba naptfed zachranit
baninovnik jako rostlinny druh. Nejvice rozsiten odrida baninovniku Cavendish, kterd pochazi z In-
die, je napadené chorobou Sigatoga (zptsobenou houbou Mycosyphaerella fijiensis). Protoze se jedna o ste-
rilni odrady, nelze k jejich zichrané pouzit klasické piikfizovani geni odolnosti z pfibuznych druht a

dokud se tento baninovnik nepodafi ochrénit proti chorobé genovou modifikaci (napiiklad zavedenim
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protilitky, viz kapitola 5.2.3.) a znovu dostateéné rozmnozit, je prace na piipravé jedlych vakcin neeko-
nomicka.

Jinou, znaéné rozsifenou plodinou, je brambor. Brambor byl, na rozdil od baninovniku, pouzit pro
pfipravu jedlé vakciny jiz vicekrat. Uéinnost takto pfipravenych vakcin byla prokizina na mysich a také
na lidskych dobrovolnicich. Na mysich byla potvrzena ucinnost jedlé vakciny proti cholefe a proti viru
HPV, jeho? p¥itomnost v lidském téle vyvoliva rakovinu. Pfimo u lidi byla potvrzena ucinnost jedlé
vakciny proti Norwalk viru (gen pro kapsidovy protein), viru hepatitidy B (gen pro hlavni povrchovy
antigen) a enterotoxické Escherichia coli (B podjednotka labilniho toxinu). V posledné uvedené klinické
studii dobrovolnici dostali jednou tjdné, tfikrat po sobé, davku syrovych brambor 50 g nebo 100 g U
dobrovolnikid byla prokdzana mukosalni a sérologickd imunita proti patogenni baktérii. Stejné dspésné
byly i klinické zkousky s jedlou vakcinou proti Norwalk viru. Na lidskych dobrovolnicich byly doposud
testovany i jedlé vakciny v podobé kukufi¢né mouky, listd saltu a listd spenatu. Z4dny s testd ne-

prokazal negativni vedlejsi ucinky po poziti vakcin.

3 Zavér (Mozna budoucnost a brzka skutecnost)

Piiklady transgenéze rostlin dokladaji prospé$nost této techniky genovych modifikaci nejenom pro
péstitele (geneticky modifikované rostliny I. typu), ale téz pro zpracovatele a spotiebitele (geneticky mo-
difikované rostliny II. typu). Plochy, na kterych jsou geneticky modifikované rostliny péstovany, se kaz-
dym rokem zvétuji (zejména ve statech, kde jiz maji s pouzitim transgennich rostlin dobré zkuSenost).
Velice vyznamnou roli pro dalii rozvoj lidské spolecnosti budou v blizke budoucnosti hrat geneticky
modifikované rostliny III. typu. Uvedl jsem zde jen nékolik duleZitych piikladd vyuZiti transgennich
rostlin jako 1é¢iv, nebo jako novych zdroji doposud nevyuZivanych surovin pro rozvijejici se odvétvi
pramyslu.

Uvahy o vyuziti schopnosti transgennich rostlin v$ak dnes sméfuji dokonce za hranice pozemské bi-
osféry. Takovy ptikladem jsou ivahy o osidleni planety Mars. I kdyz Mars ma také atmosféru, pak tato

atmosféra neni pro ¢lovéka dychatelna, nebot’ obsahuje jen 0,13 % kysliku (proti pozemskym 21 %). Je

pravdépodobné, Ze rostliny, které by mély k dispozici marsovskou vodu, jejiz pfitomnost jiz prokazala
sonda Mars Express, by do atmosféry pottebny kyslik dodaly. Existenci rostlin na Marsu (kromé vy-
sokych davek zateni) brani také nizké teploty povrchu (v priméru —30 °C), které se pohybuji od 90 °C
do snesitelnych —8 °C (v letnich mésicich na rovniku). Zdrojem vhodnych gend, ktere by mohly
ochranit rostliny pfed nizkjmi teplotami, je také baktérie Pyrococcus furiosus. Tato baktérie je schopna
prezivat bez jakékoliv djmy na Zivotaschopnosti nihlé zmény teploty zivotniho prostiedi o vice jak
70 °C. Tato schopnost s velkou pravdépodobnosti souvisi s pfitomnosti dvou proteini CipA a CipB

(cold-inducible proteins). Uéinky téchto dvou proteini budou testoviny v nékolika druzich rostlin.
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Pokud rostliny produkujici proteiny Cip budou schopny pfezivat pfi nizkych teplotich, bude to prvni

kracek na cesté k osidleni tak nehostinného prostfedi, jakym je v soucasnosti povrch Matsu.
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