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GENETICKA TRANSFORMACE ROSTLIN

Cilend genetickd transformace kulturnich rost-
lin je v soucasnosti nejen iicinnym dopliikem kon-
vencnich §lechtitelskych metod, ale také otevird
moZnosti, jaké klasické Slechténi objektivné ne-
poskytuje. Dnes je moiné — alespori teoreticky —
introdukovat gen z libovolného donora (bakteri-
dlniho, rostlinného, Zivocisného) do libovolného
recipienta a zajistit jeho expresi v cilovém orgd-
nu rostliny. Praktickd realizace tohoto postupu
nardZi samozrejmé jesté na Fadu technickych
problémii, nicméné velmi razantni postup zdklad-
niho vyzkumu spolu s komercializaci prvnich
transgennich odrid rostlin v pritbéhu 90. let na-
znacuje jasné, kterym smérem se bude moderni
Slechténi rostlin ubirat. Priznacnd je v této sou-
vislosti rychlost, s jakou byly teoretické poznatky
realizovdny v praxi. Prvni transformacni experi-
menty na klasickych rostlinnych modelech (tabdk,
petiinie) probéhly pocdtkem 80. let a ukdzaly ob-
rovské potencidlni mozZnosti nové technologie.
DosazZené vysledky prakticky ihned iniciovaly
strategicky vyzkum transgenoze u hospoddrsky
vyznamnych plodin. Tak nap¥. jiZ koncem osmde-
satych let (1988) bylo publikovdno vytvoreni her-
bicid-tolerantni sdje, zacdtkem devadesdtych let
probéhlo jeji masivni zkouSeni na nékolika desit-
kdch lokalit v USA a v roce 1995 byla Roundup
Rea(lyTM soja povolena pro komercni péstovani.
V roce 1999 byla transgenni séja v USA péstovd-
na na 15 milionech hektarii, coZ predstavuje pl-
nych 50 % veskerych ploch sdje péstované v USA;
v Argentiné byla transgenni sdja péstovdna v roce
1999 dokonce na 90 % ploch. Séja tak jednoznac-
né dominuje svétovému trhu transgennich plodin
(54 %) a je v soucasnosti ndsledovdina zejména
transgenni kukurici (28 %), Fepkou (9 %) a bavl-
nikem (9 %). Po roce 2000 se ocekdvd, Ze na
svetovém trhu budou k dispozici transgenni odrii-
dy asi u 25 rostlinnych druhii. S plochami pésto-
vdni transgennich plodin souvisi i globdlni trh —
béhem péti let (1995-1999) se triby za produkci
transgennich plodin zvysily tricetkrdt (ze 75 mi-
lionit USD v roce 1995 na odhadovanych 2,3 bi-
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lionu USD v roce 1999) a progndza na rok 2000
je 3 biliony USD a na rok 2005 25 bilionii USD.

Z hlediska vlastnosti / znaki, které byly do kul-
turnich rostlin genetickou transformaci vneseny,
byla pozornost nejprve vénovdna vlastnostem
souvisejicim s péstebnimi technologiemi (toleran-
ce k herbicidiim, rezistence k hmyzim Skitdciim
a viriim) a teprve pozdéji nutri¢ni ¢i technologic-
ké kvalité produktii (kvalita a kvantita obsaho-
vych ldatek plodii a semen — proteiny, Skrob, tuky
a jejich skladba; chutové vlastnosti; regulace do-
zravdani plodii ve vztahu k transportu a skladovd-
ni; modifikovany lignin u drevin, umoZniujici jeho
snazsi extrakci z celulozy, aj.). Specifickou oblasti
Jsou okrasné rostliny s transformacemi zamérenymi
zejména na zmény barvy kvétii. V soucasnosti nej-
novéj$im (a patrné také nejperspektivnéjsim)
trendem genetické transformace rostlin je tzv.
,molecular farming“, tedy konstrukce rostlin
schopnych produkovat v ekonomicky uspokojivém
méritku vysoce hodnotné bioprodukty typu vakcin,
farmaceutik a fFady jinych specifickych sloucenin
(nap¥. komponent pro biodegradovatelné plasty).

Monotematické cislo casopisu Czech Journal
of Genetics and Plant Breeding pFindsi zaintere-
sovanému ctendri soubor prehlednych cldnki
o stavu vyzkumu a praktickych aplikaci genetické
transformace u vybranych skupin kulturnich rost-
lin. Tyto prehledy pochopitelné nemohou proble-
matiku postihnout vycerpdvajicim zpiisobem, ne-
bot v uvedené oblasti bylo ve svété publikovdno
nekolik desitek tisic piivodnich védeckych praci
a rovnéZ velké mnoZstvi odbornych prehledit ci
ekonomickych statistik a analyz. Diiraz je tedy
kladen predeviim na ty védecké poznatky, které
JiZ v soucasnosti nalezly praktické uplatnéni ve
Slechteéni rostlin ¢i priumyslovém zpracovdni rost-
linnych produktit a které slibuji praktické prinosy
v blizké budoucnosti. Vzhledem k omezenému
rozsahu Cisla ¢asopisu pldnujeme zvefejnit dalsi
prehledy o transgenozi u dalSich vyznamnych
plodin (obiloviny, brambory, luskoviny, okrasné
rostliny) postupné v roce 2000.

RNDr. Miroslav Griga, CSc.
AGRITEC, spol. s r. o., Sumperk



GENETIC TRANSFORMATION OF HIGHER PLANTS

Targeted genetic transformation of higher
plants represents an efficient supplement of con-
ventional breeding methods, and — at the same
time — it offers the possibilities which cannot be
objectively achieved via classical plant breeding.
Recently, it has been possible — at least theoreti-
cally — to introduce a gene from any donor or-
ganism (bacterial, plant or animal one) to any
recipient and regulate its expression in target
plant organ. Practical realization of this general
procedure is still connected with a number of
technical problems; however, rapid progress in
basic research together with the commercializa-
tion of the first transgenic plant varieties in the
first half of nineties shows clearly the trends of
modern plant breeding. The speed at what the
theoretical knowledge was applied in practice is
very characteristic of this process. First transfor-
mation experiments with plant model species (to-
bacco, Petunia) were carried out at the beginning
of the eighties and demonstrated an enormous po-
tential of the new technology. The results imme-
diately initiated practically orientated strategic
research on genetic transformation in economi-
cally important crops. Thus, e.g. in 1988 the con-
struction of herbicide-tolerant soybean was pub-
lished in the USA, the large-scale field testing of
these materials followed during the first half %’
the nineties, and finally the Roundup ReadyT
soybean was released for commercial growing in
1995. In 1999 transgenic herbicide-tolerant soy-
bean was grown on 15 million hectares in the
USA, which represented 50% of the total US soy-
bean area; in Argentina, the transgenic soybean
was grown even on 90% of the national growing
area of soybean in 1999. Thus, soybean explicitly
dominates the global market of transgenic crops
(54%) followed by corn (28%), canola / rapeseed
(9%) and cotton (9%). Transgenic varieties in ca.
25 plant species are expected on the market after
2000. The global market for transgenic crop prod-
ucts has grown rapidly during the period 1995 to
1999 — the revenues have increased by approxi-
mately thirty times (from 375 million in 1995 to
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estimated $2.3 billion in 1999) and global market
is projected to reach $3 billion in 2000 and $25
billion in 2005.

From the point of view of traits incorporated
to culture crops by genetic transformation, the
attention was initially paid to characters related
to growing practices (herbicide-tolerance, insect-
resistance, virus-resistance) and only later to en-
hanced nutritional or technological quality of the
plant products (quality and quantity of com-
pounds in the fruits and seeds — proteins, starch,
oils and their composition; taste characters;
regulation of fruit ripening as related to transport
and storage; modified lignin in trees facilitating
its easy removal from cellulose etc.). A specific
area is the transformation of ornamentals di-
rected mainly to flower-colour changes. Recently,
the new and probably the most promising trend
in plant genetic transformation has been “mo-
lecular farming“, i.e. the construction of plants
able to produce high-value bioproducts such as
vaccines, pharmaceuticals and specialty chemi-
cals (e.g. components for biodegradable plas-
tics).

The monothematic issue of the Czech Journal
of Genetics and Plant Breeding brings to inter-
ested readers several reviews dealing with recent
state and practical applications of genetic trans-
formation in selected culture crops. These re-
views, of course, cannot cover the topic exhaus-
tively because up todate several tenths of
thousands of original papers as well as many
reviews and economic analyses have been pub-
lished dealing with plant transgenosis and its
economic impact. Thus, the stress is laid mainly
on these results, which were practically applied
in plant breeding or processing of plant products
and which promise practical application in the
near future. As the issue of the journal is limited
by pages we plan to publish further reviews
about plant transgenosis in other economically
important groups of plants (cereals, grain leg-
umes, potatoes, fodder grasses, ornamentals)
successively in 2000.

RNDr. Miroslav Griga, CSc.
AGRITEC, Ltd., Sumperk
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UVOD DO PROBLEMATIKY TRANSGENOZE ROSTLIN

INTRODUCTION TO PLANT TRANSGENOSIS

M. Ondfej

Institute of Plant Molecular Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Ceské
Budéjovice, Czech Republic

ABSTRACT: A possibility of introduction of cloned foreign genes into the plant genome arose in 1978 by demonstration
of transfer of a small part of Ti plasmid of Agrobacterium tumefaciens into the plant genome. It opened the door for broad
plant transgenosis research. The tools of plant transgenosis are A. tumefaciens mediated gene transfer and direct gene transfer,
mostly by biolistic method. Currently there are about 50 new transgenic plant varieties, there are plants resistant to herbicides,
insect pests, virus diseases, transgenic plants with manipulated spectrum of seed storage oils, tomatoes with increased shelf
life and plants with pollen sterility. The main transgenic crop species are maize, cotton, soybean, rape, potato, tomato, tobacco,
chicory, squash, carnation. A much broader spectrum of species and transgenes are in preparation. Despite that transgenic
plants, which allow to reduce the use of agrochemicals, are more friendly to the environment and human health than classical
large-scale industrial agriculture practices, there are worries about the possible hitherto undetected deleterious effects which
are reviewed. No adverse effects have actually been found. Only during the last year, there were some small problems
connected with the B. thuringiensis 8-endotoxin transgene already used in crop varieties and other insect resistance transgenes,
which are not yet used in crop varieties. They are analysed in detail and it is shown that they do not present any serious
problems.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens; T-DNA; transgene; herbicide tolerance; virus resistance; insect pests resistance

ABSTRAKT: Transgenoze rostlinného genomu z hlediska tvorby novych odrid kulturnich rostlin pfedstavuje pfirozené
rozsifeni metod vyuZivanych ve Slechténi rostlin, jak se postupné vyvijely v tomto stoleti: od vybéru a hybridizace k vyuZiti
polyploidie, indukce mutaci, metod tkafiovych odriid a bun&nych manipulaci aZ ke genovym manipulacim. Prvni transgenni
odruda byla trzné uvolnéna v roce 1994 a v soucasné dobé se ve svété péstuje pres 50 transgennich odrud na plose 400 000
km?. Soutasné transgenni odridy pfedstavuji stdle jeSt€ prvni generaci a jsou zaloZeny na transgenech, které byly vyvinuty
pfed asi patndcti lety. Transgeny soucasnych transgennich odrid podmifiuji toleranci k herbicidim, odolnost k hmyzim
Skidcim, zmény sloZeni zasobnich oleji a proteinii semen, prodlouZeni trZni zralosti plodi raj¢at a Zivotnost fezanych kvéta,
pylovou sterilitu pro heterozni $lechténi a dali $lechtitelsky vyznamné znaky. Pfipravuje se fada dalSich transgeni, které
podmiiiuji odolnost k bakteridlnim a houbovym chorobam, fyziologické a vyvojové zmény, produkci vyznamnych vzacnych
proteini pro farmakologické vyuZiti a nové typy transgennich rostlin pro primyslové vyuZiti. Jednd se o nové genotypy,
a proto je nutnd pfedb&Zni opatrnost, aby se zabranilo pfipadnym nepfiznivym vlivim transgennich rostlin na pfirodni
prostiedi, biodiverzitu a zdravi lidi a zvifat. Tato opatrnost je zaji§téna aktivitou biologu i legislativnimi opatfenimi. U nés
funguje Ceskd komise transgenoze rostlin, ktera je poradnim orgdnem Ministerstva Zivotniho prostiedi, a do zavéretné faze
se dostava pfiprava zakona o geneticky modifikovanych organismech. Zdkon by mé&l platit od 1. zafi 2000. Je tfeba konsta-
tovat, a prozatimni zkuSenosti to ukazuji, Ze transgenni odridy jsou Setrn&j$i k Zivotnimu prostfedi neZz dosavadni b&Zné
velkovyrobni zemédélské technologie.

Klicova slova: Agrobacterium tumefaciens; T-DNA; transgen; tolerance k herbicidum; rezistence k virim; rezistence ke
Skudcim

MECHANISMUS TRANSGENOZE

V roce 1978 bylo prokazano, Ze pfi indukci rostlin-
nych nador pisobenim bakterii Agrobacterium tume-
faciens dochazi k pfenosu genetické informace z bak-
terie do rostliny. Toto zjiiténi nastartovalo vyzkum
transgenoze rostlin. Prvé transgenni rostliny s geny ji-
nymi neZ pivodnimi, vnaSenymi do rostlinného geno-
mu prostfednictvim A. tumefaciens, byly k dispozici
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roce 1982 a jiZz v témZe roce se podafilo ziskat také
transgenni rostlinné buiiky vzniklé pfimou transfor-
maci prostfednictvim rekombinovanych plazmida,
bez pouZiti A. tumefaciens. V roce 1983 se objevily
prvni Slechtitelsky vyuZitelné transgenni rostliny
s transgeny pro rezistenci k herbicidim, hmyzim
Skidciim, virim a dal$i. V roce 1994 se v USA ob-
jevila prvni transgenni odrida ,FlavrSavr* se zvyse-
nou trvanlivosti plod.
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V prvni etapé se pii aplikaci ve §lechténi rostlin
vychézelo z klonovanych gend, které byly k dispozici,
a Slechtitelsky cil se Fidil moZnostmi jejich vyuZiti.
V soucasné dobé je jiz klonovano velké mnoZstvi genti
riznych organismi a u mnoha z nich je k dispozici
zna¢né kvantum informaci o funkci. Diky tomu je moz-
né pouzivat jinou strategii — stanovovat Slechtitelské
cile, kterych mé byt dosaZeno transgenozi, a pak hledat
odpovidajici klonované geny, kterymi bude pravdépo-
dobné moZno tohoto cile dosdhnout.

Bakterie Agrobacterium tumefaciens obsahuji velky
plazmid Ti (o velikosti stovek kilobazi), jehoZ pomérné
konstantni ¢ast, zvana T-DNA, se pfi interakci bakterii
a rostlinnych bunék pfenasi do rostlinného genomu
a integruje se do rostlinnych chromozomi. T-DNA
muzZe prenaset jakékoli geny. Jediné sekvence DNA,
které museji byt stdle zachovavany, aby T-DNA plnila
svou funkci, jsou tzv. hrani¢ni sekvence — tseky 25 part
bézi (bp) na obou koncich DNA. Tento pienos T-DNA
je vlastné pozménény proces bakteridlni konjugace.

Funkce, potiebné pro vystfizeni T-DNA z plazmidu
Ti a jeji konjugativni pfenos do rostlinnych bunék, jsou
uloZeny na ¢asti plazmidu Ti, ktera se do rostlinnych
bunék nevnési — jeho tseku virulence. Integrace T-DNA
do rostlinného genomu je podminéna spolupisobenim
proteinii nesenych dsekem T-DNA z bakteridlni buiiky
a enzymu pro reparaci genetického poskozeni v rostlin-
né buiice.

K prenosu T-DNA do rostlinného genomu dochazi
i tehdy, jestliZe T-DNA a usek virulence jsou na ruz-
nych plazmidech. To je velmi vyhodné proto, Ze
z T-DNA se pouZivaji jen hrani¢ni sekvence, které tvo-
fi hranice useku prenaseného do rostlin, ktery obsahuje
zcela jiné geny neZ puvodni pfirodni geny T-DNA. Pie-
nos takovéto T-DNA do rostlinnych bunék zprostred-
kovava plazmid Ti, jehoZ celd T-DNA byla odstranéna,
ale usek virulence zustal neposkozen (nazyva se po-
mocny plazmid). Novd T-DNA je na malém vektoro-
vém plazmidu, ktery se snadno upravuje metodami ge-
nového inZenyrstvi. Upravend T-DNA musi obsahovat
gen, ktery umoZiiuje selektovat transformované rostlin-
né buniky v kulturich in vitro. Viechny takovéto geny
musi mit regula¢ni dseky (promotor na 5’-konci a ter-
mindtor na 3’-konci) z rostlinného genomu, gent
T-DNA nebo gent rostlinnych vird. Velice se osvédci-
ly n&které geny pro rezistenci k antibiotikiim (kanamy-
cinu, hygromycinu) a nékteré geny pro rezistenci
k herbicidim (fosfinothricinu). Krom& toho T-DNA
obsahuje také gen, ktery chceme do rostlinného geno-
mu pienést. MiZe to samoziejmé byt i nékolik gent
soucasné. Vektorovy plazmid obsahuje pocatek repli-
kace, ktery funguje jak v buiikich A. tumefaciens, tak
v buiikach E. coli (protoZe tam se provadi vlastni dpra-
va vektorového plazmidu). Musi déle obsahovat nejmé-
né jeden gen pro rezistenci k antibiotiku, ale tentokrat
s pavodnimi bakterialnimi regulaénimi sekvencemi pro
selekcei bakterii E. coli a A. tumefaciens, které vektoro-
vy plazmid obsahuji. Geny mimo T-DNA se obvykle
do rostlinného genomu nepienéseji, ale prenést se mo-
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hou. Prvni vektorové plazmidy binarnich vektor byly
k dispozici v roce 1982. Takovéto vektory paradoxné
jiZ ve stejném roce staly u zrodu piimé transformace,
bez bakterii A. tumefaciens. Rostlinné protoplasty byly
kratkodobé kultivovany v Zivném roztoku, ktery obsa-
hoval vektorovy plazmid bindrniho vektoru. U rostlin,
regenerovanych z takto ovlivnénych protoplasti, se
vzacné objevovaly znaky podminéné geny T-DNA (re-
zistence k antibiotikim) V dal§im vyvoji se zdhy zjis-
tilo, Ze pfi pfimé transformaci se neuplatfiuji hranicni
sekvence T-DNA a nemuseji tedy byt soucasti vekto-
rovych plazmidi pro pfimou transformaci.

Aby bylo mozZné selektovat transformované buiiky,
musi byt rezistentni k urCité latce v prostiedi — Zivném
médiu pro tkanové kultury. Geny, které podmifiuji ta-
kovouto odolnost, se nazyvaji selektovatelné geny, pro-
toZe umoziiuji selektovat klony pochazejici z transgen-
nich bunék. Koédujici sekvence genl pro rezistenci
k antibiotikim pochazeji z bakteridlniho genomu, ale
jejich regula¢ni sekvence je z rostlinného genomu, ge-
nomu T-DNA nebo genomu rostlinnych virti. Takovéto
geny, sestavené z Casti pochdazejicich z riznych geno-
mi, se nazyvaji chimérické geny. Bylo vyzkouseno
mnoho genl pro rezistenci k antibiotikiim, ale zvIasté
dobre vyuzitelny je gen pro rezistenci ke kanamycinu.
Jeho kddujici sekvence pochazi z bakteridlniho trans-
pozonu TnS a kdduje enzym neomycinfosfotransfera-
zu II (nptll), kterd ptsobi inaktivaci kanamycinu jeho
fosforylaci. VyuZiti kanamycinu ma tu vyhodu, Ze toto
antibiotikum je pro své zdvazné vedlej$i ucinky pouZi-
vano v mediciné pomérné zfidka. Podobné se vyuZiva
gen pro rezistenci k hygromycinu, ktery kéduje hygro-
mycinfosfotransferazu. Hygromycin je antibiotikum,
které je toxické jak pro prokaryontni, tak pro eukary-
ontni bunky a k léCeni lidi se nepouZiva vibec. V la-
boratofi je s nim tieba zachazet velmi opatrné, protoZe
je toxické ve stopovych mnoZstvich i pro Elovéka. Cas-
to se jako selektovatelny pouZiva gen pro rezistenci
k herbicidu fosfinothricinu, ¢imZ piipadné problémy,
vyplyvajici z rezistence transgennich rostlinnych pletiv
k antibiotikiim, zcela odpadaji.

Signalni (reportérové) geny jsou takové, jejichZ pro-
jev lze snadno sledovat, a tim zjistit, zda a jak je dany
inzert v daném misté genomu aktivni, jak jsou u dané-
ho organismu a v daném pletivu aktivni jeho promotor
a dalsi regulacni sekvence. Kone¢né je moZné konstru-
ovat chimérické geny, které koduji chimérické protei-
ny, jejichZ jedna &4st ma aktivitu proteinu, kédovaného
reportérovym genem, a druhd ¢ast enzymovou aktivitu,
kterou jsme chtéli do rostlinnych bunék vnést pro zlep-
Seni jejich Slechtitelskych znaki.

Existuje nékolik zdkladnich, hojné uZivanych typu
reportérovych geni:

1. Gen GUS pro B-glukuronidizu E. coli. Enzym $t&pi
ruzné prirozené i syntetické glukuronidy. Né&které
syntetické glukuronidy davaji po roz§tépeni nefluo-
reskujicho substratu fluoreskujici latku nebo tmavé
modie zbarvenou krystalickou, ve vodé nerozpust-
nou latku, ktera obvykle zustava lokalizovana v buii-
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kach, v nichZ byla roz§t&pena, a dochazi tak k jejich
histochemickému barveni. Gen GUS je jiZ vice neZ
deset let reportérovym genem Cislo jedna.

2. Gen LUC pro luciferazu ze svétlu¥ky Photinus py-
ralis nebo bakterie Vibrio harvei — enzym, ktery
pusobi svétélkovani substratu luciferinu. To Ize sle-
dovat ve tmé vysoce citlivou televizni kamerou, ale
také luminimetrem, popf. scintilaénim poc&itatem,
nebo je lze zaznamenat na fotograficky film. Subs-
traty a zafizeni jsou jiZ podstatné draZ3i, a proto ten-
to systém nedoznal ani zdaleka takového rozsiteni
jako systém pfedchozi.

3. Gen pro GFP (green fluorescent protein — zelen&
fluoreskujici protein). Gen pochazi z medizy Aego-
ra victoria a je §iroce vyuZivan zv1asté pro transge-
nozi Zivodichii ke sledovani vyvojovych, cytogene-
tickych a virologickych otdzek. U rostlin byl v prvé
konstrukci genu jen malo ucinny, protoZe tam neby-
la z vice diivodi dostateénd exprese proteinu, ale to
se jiZ podafilo odstranit.

METODY TRANSGENOZE

Klasickou metodou transgenoze rostlinnych bun&k
prostiednictvim bakterii Agrobacterium tumefaciens je
tzv. diskovd metoda, kterou vyvinul Horsch se spolu-
pracovniky od firmy Monsanto (Horsch, Klee, 1986).
Spodiva v tom, Ze suspenzi bakterii Agrobacterium se
pusobi na disky vysekané korkovrtem z listovych Cepe-
li mladych, sterilné kultivovanych rostlin. Vysekavani
diski korkovrtem zaruCuje stejnou plochu poranéného
pletiva, na které bude pusobit bunéna suspenze (pora-
néni rostliny je zdkladnim pfedpokladem transgenoze
bakteriemi Agrobacterium). V praktickych pokusech
s riznymi materidly se nemusi pracovat pravé s listo-
vymi disky, ale vyhovuji jakékoli Cerstvé asepticky na-
fezané segmenty sterilné kultivovaného rostlinného
materidlu, u nichZ jsou zkuSenosti, Ze na pouZzitych mé-
diich pro rostlinné explantity budou mit dobrou schop-
nost kalogeneze a organogeneze. PouZivaji se také seg-
menty hypokotyld, lodyh nebo kofend. Po pusobeni
bakterif se disky kratce osusi a umisti na agarové Zivné
médium, které obsahuje rastové latky (analogy auxint
i cytokinin) v hladinidch vhodnych pro indukci kalo-
geneze. Na tomto médiu se ponechaji jen kratce (1-3
dny), aby byl poskytnut dostateCny &as pro transfor-
maci, ale aby bakterie neprerostly segment rostliny.
Pak se prenesou segmenty na jiné agarové médium,
které obsahuje antibiotika pro eliminaci bakterii Agro-
bacterium (Carbenicilin, Claphoram nebo dalsi) a dale
antibiotika, na zéklad& kterych je moZné selektovat
transformovana rostouci pletiva (kanamycin, hygromy-
cin) pfipadné herbicidy, které umoZiiuji obdobnou selekci
(Basta), podle selektovatelného transgenu v DNA. Da-
le musi Zivné médium obsahovat rustové latky v kon-
centracich podporujicich kalogenezi a jesté vice orga-
nogenezi. Nékdy dochazi ke kalogenezi a organogenezi
transgennich pletiv paralelng, jindy je tfeba rostlinné
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segmenty postupné& pfenaset na dvé média (pro kaloge-
nezi a pak pro organogenezi). Za dva aZ Ctyfi tydny se
obvykle objevi kalusy v mistech poranéni rostlinnych
segmenti a soucasné nebo o néco pozdéji také regene-
race pupeni. Regenerované pupeny se pasazuji na dalsi
médium, obvykle bez riistovych latek nebo s ristovymi
latkami, které stimuluji tvorbu kofent, ale stéle s anti-
biotiky pro eliminaci bakterii a pro selekci transformo-
vanych pletiv. V kone&ném stadiu, kdy je zndmo, Ze
transgenni rostliny jiZ neobsahuji bakterie Agrobacte-
rium (bakterie se nedaji nakultivovat), je moZno trans-
genni rostliny prenést do zemé.

V pfipadé velkych problémi s kalogenezi a regene-
raci rostlin se né€kdy pouZivd metoda plsobeni na ris-
tové vrcholy, kultivované in vitro. Suspenzi agrobakte-
ria se pusobi na co nejmensi usek ristového vrcholu
(téméf jen vrcholovy meristém) a nasledné se materiél
pfenese na agarovou Zivnou pudu, kterd obsahuje anti-
biotika pro eliminaci bakterii A. tumefaciens. Pak se
aplikuje médium s antibiotikem, které umoZiiuje selek-
ci transformovanych bunék. Pokud dojde k transforma-
ci, vegeta&ni vrcholy a z nich déle rostouci pletiva jsou
chimérické a vyselektovat pouze transformovana pleti-
va z chimérického stavu je obtiZné. Proto je ucinnost
této metody pomérné mald a pouZiva se ziidka.

Pro kokultivaci s bakteriemi A. rumefaciens k ziska-
ni transgennich rostlin je moZno vyuZit také rostlinné
protoplasty. Tato metoda byla jednou z prvnich, které
byly pro transformaci rostlin vyuzity. Ziskalo se ji
mnoho zajimavych teoretickych vysledki u tabaku, ale
dnes se jiz prakticky nepouZiva.

Pouze u modelové rostliny Arabidopsis thaliana se
podarila transformace ve stadiu bobtnajicich semen ne-
bo otevirajicich se kvéti. Transformované rostliny se
pak v nizké frekvenci objevuji v nasledujici generaci.
Pfi metodé transformace nové se vytvarejicich kvéti se
vyuZiva vakuové infiltrace bakterii do rostlinnych ple-
tiv. Tato infiltrace se pak zacala pouZivat i pro trans-
formaci segmenti rostlin a obecné jsou s ni dobré zku-
Senosti — zvySuje frekvenci transformaénich udélosti.

V prvnich fazich vyuZiti bakterii A. tumefaciens by-
lo konstatovano, Ze této metodé je piistupna vétSina
druhti dvojdéloZnych rostlin, nékteré rostliny nahose-
menné, ale prakticky Zadné jednodéloZné. VyuZivanim
vysoce virulentnich kment A. tumefaciens (z nichZ né-
které maji zdvojeny nékteré geny tdseku virulence)
a soucasnym vylepSovanim metod kokultivace rostlin-
nych pletiv s bakteriemi, stejné jako metod regenerace
rostlin po kokultivaci se spektrum rostlinnych druhu
podstatné rozsifilo a zahrnuje i hlavni jednodéloZné
kulturni rostliny, pfedevsim obilniny. V soudasné dobé
lze prakticky veSkeré kulturni rostliny transformovat
bakteriemi A. tumefaciens, ale i¢innost je velice razna.
Pro nékteré rostlinné druhy je vyhodng&jsi vyuZit pfimé-
ho vnaseni exogenni DNA, bez vyuZiti bakterii A. tu-
mefaciens.

Existuje celd fada metod pfimé transformace,
z nichZ n&které jsou zaloZeny na aplikaci roztoku cizo-
rodé DNA na rostlinné protoplasty, jiné na cela pletiva.
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Viechny metody maji spolecné to, Ze gen nebo skupina
gen, které maji byt vneseny, jsou na vektorovém plaz-
midu, pfipadné smé&si dvou plazmidd. Plazmidy jsou
namnoZeny v buiikach E. coli, vyizolovany a pouZity
k transgenozi. Stejn& jako pfi transgenozi providéné
pomoci bakterii A. tumefaciens, obsahuje plazmid se-
lektovatelny gen, projevujici se v rostlinch, a gen, kte-
ry ma byt do rostlin vnesen. Plazmid pro pfimou trans-
formaci obsahuje také gen pro rezistenci k antibiotiku,
vyuZivany v bakteriich E. coli, s bakteridlnimi regulac-
nimi sekvencemi, ktery se muZe, ale nemusi zabudovat
do rostlinného genomu (zabudovani je v podstaté na-
hodny proces, ktery vyuZiva rostlinnych enzymi pro
opravu genetického poskozeni.

Bylo zkou$eno také pouZiti celkové, neklonované
DNA donorového organismu. Tam vSak je gen, ktery
mé byt pfenesen, mnohoradové zfedén ostatni genomo-
vou DNA a pravdépodobnost detekce pozitivniho vy-
sledku bez mozZnosti vyuziti selektivniho tlaku je prak-
ticky nulova. Jen tehdy, jestlize se do protoplastt
vnasela celkova DNA rostliny, transformované predtim
T-DNA se selektovatelnym genem pro rezistenci ke
kanamycinu, se podafilo v suspenzi protoplasti, do
nichZ byla tato DNA vnesena, s extrémné nizkou frek-
venci vyselektovat za silného selekéniho tlaku trans-
genni mikrokalusy, rezistentni ke kanamycinu.

Nejvice se v soucasné dobé vyuZiva nastrelovani mi-
kroprojektily, tj. aplikace na intaktni pletiva. Vstielovéani
mikroprojektili — mikroskopickych kulicek ze zlata nebo
jiného inertniho kovu, na jejichZ povrchu ulpéla vektoro-
va DNA, umoZznilo transformovat vSechny rostlinné ob-
jekty bez rozdilu, i kdyZ jen s malou ucinnosti.

Aplikaci na protoplasty je moZno provadét pfi sti-
mulaci pfijmu cizorodé DNA polyetylenglykolem, pul-
zy elektrického naboje (elektroporaci) nebo mikroin-
jekcemi do buné&nych jader. Pro mikroinjekce je jiz
mozno vyuZzit, s mensi ucinnosti, i mnohobunécné
ttvary (napi. embrya).

Existuji jesté dalsi metody, jejich ucinnost neni uni-
verzalni — v n&kterych pfipadech jsou G¢inné jen v la-
boratofich, v nichz byly vyvinuty. Jednou z nich je me-
toda makroinjekci — injekci pufrl, které obsahuji
vektorovou plazmidovou DNA v mnoZstvi fadové de-
sitek mikrolitrii, Takovymito mikroinjekcemi do stébla
pod klas v dobé meioze bylo dosaZeno transformace
u zita. Jinym piikladem je metoda piisobeni exogenni
DNA na mikrospory a kli¢ici pylové lacky, kterd byla
vyvinuta pro obiloviny. Inkorporace exogenni DNA do
jader bunék (obvykle embryogennich) bunécné suspen-
ze byla stimulovédna azbestem nebo silikon karbidem.

Obéma metodami, pfimého vnaseni DNA i vnasSeni
prostfednictvim bakterii A. tumefaciens, lze sledovat
také docasnou (tranzientni) expresi reportérovych ge-
ni. Jedna se o to, Ze bezprostfedné po plisobeni bakterif
A. tumefaciens nebo aplikaci cizorodé DNA do bunéc-
nych jader pronikd mnoho vldken cizorodé DNA.
K transkripci vnesenych gend dochazi i na zakladé
DNA, neintegrované do chromozom. Sou¢asné docha-
zi k degradaci vnesené DNA a nékdy k inkorporaci je-
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jiho malého podilu do chromozomi. mRNA, kterd
vznikla na zakladé transkripce neintegrovanych kopii
genu, podmini kratkodobou expresi reportérového genu
(obvykle GUS) v rostlinnych protoplastech nebo pleti-
vech. Tranzientni exprese za¢ina nékolik hodin po pi-
sobeni exogenni DNA a konéi po nékolika dnech.

Dalsim zajimavym jevem, spojenym s transformaci
bakteriemi A. tumefaciens, je agroinfekce, tj. infekce
virem, jehoZ genom byl vnesen do rostlinnych bunék
na T-DNA. Predpokladem je, aby byl na T-DNA pfi-
tomny v tandemové kopii. Takto byl do genomu rostlin
vnesen virus Zilkové mozaiky kvétaku (CaMV), gemi-
nivirus kukufice MDV — maize dwarf virus. Timto zpi-
sobem, ve formé kopii DNA, je moZné do genomu sen-
zitivnich rostlin vnaset také viroidy. Nepodaiilo se to
ale u vird, jejichZz dédi¢nou slozkou je DNA. Mecha-
nismus agroinfekce neni stile zcela jasny.

Obecné lze konstatovat, Ze metody transgenoze
prostrednictvim A. tumefaciens maji ¢etné vyhody proti
metodam bezvektorového pfenosu DNA. Prostiednic-
tvim T-DNA lze do akceptorové rostliny vnaset i velky
isek cizorodé DNA (byly preneseny tseky delSi nez
100 kb), zatimco pri pouZiti bezvektorového pienosu se
délka pohybuje jen v kilobazich DNA. Pokud je tfeba
transgenozi prenést pfi bezvektorovém pienosu vice
nez dva geny soucasné, Ize to nejsnadné&ji provést tzv.
kotransformaci, vyuzitim smési dvou nebo vice riz-
nych vektorovych plazmidi.

EXPRESE TRANSGENU

Transgeny, zvI4sté ty, které jsou pouZiviny pro obo-
haceni genomu kulturnich rostlin, obvykle nejsou jen
klonované geny z jinych organismu. Jsou to soucasné
geny upravené. Upravy &asto spoivaji v tom, Ze pi-
vodni promotor je nahrazen jinym, ktery zajistuje v da-
ném piijemci vhodnou expresi, at jiZ konstitutivni, or-
ganove specifickou nebo specifickou pro uréité stadium
vyvoje ¢i kone¢né specifickou pro uréité vnéjsi pod-
minky, pfipadné pro kombinaci riznych uvedenych
moznosti. Promotor musi pochazet z rostlinného geno-
mu, genomu T-DNA nebo genomu rostlinného viru,
jehoZz dédi¢nou slozkou je DNA. Nékdy je tfeba dodat
i dal§i nekodujici Casti gent (koncovy nepiekladany
usek, piipadné intron). Transgeny se tedy zpravidla
skladaji z dseki DNA z riznych organismi. Transge-
ny, slozené z useki DNA, pochazejicich z riznych or-
ganismi, se také nazyvaji chimérické geny. V pfipadé,
Ze k6dujici sekvence transgenu pochézi z taxonomicky
odli$ného donora, je tieba k optimalizaci exprese pro-
vést tpravy, které zajisti maximalni intenzitu transkrip-
ce a stabilitu mRNA, pripadné i zvysi stabilitu protei-
nu, ktery je genem kédovan. Takovéto tipravy je moZno
provadét cilenou mutagenezi, ale v fadé pfipadi se pro-
vadi dokonce resyntéza kodujici sekvence genu na za-
kladé znalosti puvodni sekvence a znalosti sloZeni sou-
boru mRNA akceptora a dalSich parametri jeho
genomu, piipadné i empiricky.
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MuZeme rozli$it asi tii hlavni typy transgenii:

1. Transgeny, které pochdzeji z nepiibuznych geno-
mu (Zivo¢i§nych, bakterialnich, virovych a genomu ne-
pribuznych rostlin).

2. Transgeny, které pochazeji z genomu identického
nebo velmi podobného donorovému, ale jsou pozméné-
ny (mutaci, k niZ do$lo jiZ v donorové rostliné nebo
ktera byla vyvolana cilenou mutagenezi klonovaného
genu in vitro, nebo jsou zménény resyntézou pivodni-
ho genu). Né&které transgeny, podmifiujici napf. rezis-
tenci rostlin ke specifickému systémovému herbicidu
glyfosatu, jsou pravé tohoto typu.

3. Transgeny, které koduji antisense RNA. Antisen-
se RNA je komplementirni k mRNA nebo virové
RNA, v buiikdch s ni vytvafi dvojvlaknové duplexy,
které nejsou transkripcné aktivni, jsou rozeznavany
rostlinnymi RNazami a jsou degradovany. Vysledkem
je Caste¢na nebo tplnd inhibice funkce piivodniho ge-
nu, pfipadné inhibice replikace proteinu.

4. Zatim pomérné malo vyuZivané jsou transgeny,
kédujici ribozymy, tedy katalytickou RNA, kterd je
schopna zpusobit specifické zlomy v isecich daného
typu RNA a tim eliminovat jeji funkci.

Transgeny mohou mit v akceptorovém genomu dva
odlisné typy pusobeni:

1. Jejich expresi vznikd novy protein a novy znak.

2. Jejich expresi dochazi ke sniZeni nebo k eliminaci
funkce nékterého v akceptorovém genomu pfitom-
ného genu nebo genové rodiny, pfipadné viru. Tuto
funkci nemusi mit jen transgeny, uvedené pod moz-
nostmi 3 a 4, ale za ur€itych podminek i ty, které
jsou uvedeny pod moznostmi 1 a 2. ZvySeni poctu
kopii genu totiZ nékdy vyvolava inhibici exprese ge-
nu jiz v rostliné pfitomného a s nim homologniho
transgenu, nebo inhibici replikace viru. Zakonitosti,
kterymi se tato inhibice fidi, jsou znamy jen v hru-
bych rysech a chovéni celého systému je zavislé i na
struktufe akceptorového genomu. To vysvétluje,
pro¢ mé transgen pfitomny v jedné kopii asto vyssi
expresi neZ transgen pfitomny v mnoha kopiich, za-
timco v jinych genomech a u jinych transgenu je
intenzita exprese umérnia poctu kopii transgenu
a v jeSté jinych neni Zadna zavislost mezi poctem
kopii transgenu a intenzitou exprese.

Je tieba uvést, Ze intenzita exprese transgenu zavisi
i na jeho misté integrace v genomu akceptora a inten-
zita exprese v jednotlivych transgennich liniich se mu-
Ze pohybovat od nulové az do velmi vysoké. Tuto va-
riabilitu lze podstatné omezit pouZitim tzv. SAR
(scaffolding attachment regions) eukaryontni jaderné
DNA, pokud jsou lokalizovany ve vektoru v blizkosti
obou konci transgenu.

Jednotlivé typy transgennich rostlin, vyuZitelnych
ve Slechténi, byly opakovang autorem popsény (Ondfe;j,
1992, 1997, 1999; Ondfej, Drobnik, 1997). Zde by-
chom se chtéli soustfedit vyhradné na typy transgend,
které se jiZ pouZivaji v soucasnych odriidach, a na zku-
Senosti s nimi.
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DETEKCE TRANSGENU

Prvou indikaci transgenoze je rust piedpoklddang
transgennich pletiv za selektivnich podminek (na mé-
diu s kanamycinem v pfipadé pouZiti selektovatelného
transgenu nptll, na médiu s hygromycinem v piipadé
pouZiti selektovatelného transgenu hptll nebo na médiu
s fosfinothricinem v pfipadé pouZiti selektovatelného
transgenu pat nebo bar). To v8ak neni postacujici dikaz —
nevylu€uje to fyziologickou adaptaci nebo genovou
mutaci. Objektivni dikaz pfinaSi aZ molekularni detek-
ce transgenu v rostlinném genomu. Provadi se metodou
Southernovy hybridizace, tedy detekce ¢asti DNA ak-
ceptora, schopné na membrané hybridizovat se sondou
insertu. Je moZno pouZit také metody PCR, zvl4sté ta-
kovych jejich variant, které vyluduji artefakty (zahniz-
déna PCR - nested PCR), a identitu se sekvenci celého
transgenu je moZno prokézat sekvenovianim DNA am-
plifikované pfi PCR. Samotna pfitomnost transgenu
v§ak je$té nemusi nutné znamenat jeho aktivitu — tu lze
zjistit na zdkladé specifickych testi na drovni proteini
nebo jejich enzymatické aktivity, pfipadné jejich dal-
Sich produkta.

TYPY TRANSGENU JIZ UZIVANYCH
V TRANSGENNICH ODRUDACH

Transgeny pro rezistenci k herbicidiim

Toto téma jsme jiz podrobné zpracovali (Ondiej et
al., 1998), a proto zde uvadime jen zdkladni shrnuti.
1. Transgeny pro rezistenci ke glyfozatu. Glyfozat blo-

kuje aktivitu enzymu, ktery zprostifedkovava syntézu
aromatickych aminokyselin (fenylalanin, tryptofan,
tyrosin). Podstatou rezistence dodané transgenem je
nadprodukce enzymu nebo tvorba odli§ného enzy-
mu.

2. Transgeny pro rezistenci k herbicidim typu fosfi-
notricinu. Herbicid blokuje enzym glutaminsyntézu,
ktera detoxikuje amoniové ionty vzniklé redukci du-
sicnanu, degradaci aminokyselin a dal§imi cestami.
Transgen pochazi z genomu aktinomycety Strepto-
myces hygroscopicus a jim kédovany enzym, fosfi-
nothricin acetyltrasferdza, detoxikuje herbicid.

V soucasné dobé existuji transgenni odridy rezis-
tentni k herbicidiim obou typu, které se péstuji na plo-
chach jdoucich do set tisic Ctverecnich kilometri.

Transgeny pro rezistenci ke $kiadcim

V soucasnych odridich je zatim pouZivan pouze
transgen pro &-endotoxin B. thuringiensis. Poprvé byl
objeven v Japonsku v roce 1902 v podniku, ve kterém
se péstoval bourec moruSovy. Bakterie tam plisobily
masovy tGhyn motyli. Pak byl znovu objeven v Duryfi-
sku biologem jménem Berliner a podle n&ho byl v roce
1911 pojmenovan. B. thuringiensis je Gramm-pozitivni
bakterie, ktera pfi sporulaci syntetizuje insekticidni
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krystalicky protein. Protein je tvofen uspofddanim jed-
né nebo nékolika poplypeptidovych podjednotek. Aby
ziskal entomocidni aktivitu, musi byt rozpustén v alka-
lickém prostfedi ve stfevé hmyzu a aktivovin protea-
zami, které specificky od§tépuji C-termindlni vysoko-
molekuldrni &st krystalického o 130 kDa a nékolik
aminokyselin na aminokonci. Tim teprve vznika toxic-
ky protein 60-70 kDa. Existuje mnoho riznych kmeni
B. thuringiensis, které syntetizuji rizné typy 8-endoto-
xind. Prvni C4ste€ni sekvence genu pro 8-endotoxin
byla publikoviana v roce 1983. V soucasné dobé je jich
zndmo asi 130 a jejich proteiny mohou byt rozdéleny
do 20 skupin. Kazdy typ je toxicky pouze pro jeden
nebo n&kolik druhii hmyzu. Specifita je dina interakci
receptoru a toxinu, uritou tlohu hraje i rozpustnost
krystalli a aktivace proteizami. Geny a proteiny byly
utfidény do skupin podle jejich specifity piisobeni na
hmyzi Fady: Jiz davno jsou znamy typy toxické pro
larvy motyld, jiné jsou toxické pro larvy dipter a teprve
nedavno se objevily typy toxické pro brouky. Toxin se
specificky védZe na proteiny kartickovité membrany
stfevniho epitelu hmyzu a pusobi na sodikovou pumpu.
Dochézi k destrukci plazmatické membrany a k naru-
Seni stievnich epitelidlnich bunék. Bakterie B. thurin-
giensis se pouZivaji jako biopreparity k oSetfovani ze-
médélskych kultur.

Prvni postiiky smési spor a proteinovych krystalt se
provadély jiz kolem roku 1930, ale vétSiho rozsifeni
bylo dosaZeno aZ v roce 1950, kdy byl zaveden prepa-
rit Thuricide™, a pak nésledovaly dal3i preparaty riz-
nych firem.

Daleko lep$im feSenim je proto vneseni genu pro
d-endotoxin pfimo do rostlinného genomu. Transgenni
rostliny, u nichZ dochézi k expresi genu pro 8-endoto-
xin, se také nazyvaji ,rostlinné pesticidy®. Jsou vyuZi-
vany zatim predevsim u kukufice, baviniku a bramboru
a snizuji naklady na o3etfovéni porosti. Diky pomé&rné
nizkému rozsahu pusobnosti 8-endotoxinu pusobi
v podstaté jen na cilového $kiidce, ale ne na jiny hmyz.
Transgenni rostliny nejsou univerzalnim feSenim likvi-
dace hmyzich $kidcu, ale mohou se stit souastmi no-
vych, a¢innéjSich systému integrované ochrany rostlin.
Prvni transgenni rostliny s timto genem byly ziskany
v roce 1983 a prvni transgenni odridy byly uvolnény
v roce 1996. Celkem 13 let tedy trval vyzkum raznych
ekologickych a dal¥ich hledisek vyuZiti téchto trans-
gennich rostlin v zemédélstvi. Uvedené prvni transgen-
ni rostliny byly rostliny tabaku odolné k ly$aji Mandu-
ca sexta a dal§im motylim, jejichZ larvy poskozuji
rostliny tabaku (Heliotis virescens, Spodoptera). Nyni
je transgen Bt jiz v fadé kulturnich rostlin, i kdyZ ne
vSechny jsou uzndny jako odrudy.

Vyuziti genu pro 8-endotoxin Bacillus thuringiensis
jako transgenu pro navozeni rezistence rostlin k hmy-
zim Skudcim je znamy systém, ktery byl poprvé vyuzit
jiZ asi pied deseti lety (Pefeon, 1997). V posledni dobé
byla jeho ucinnost podstatné zvySena a spektrum hmy-
zich fadu, na které pusobi, bylo podstatné rozsifeno
(Coleoptera, Lepidoptera, Diptera). Jednotlivé poddru-
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hy a kmeny produkuji proteiny s riznym spektrem cit-
livych hmyzich taxoni. Geny pro tyto proteiny byly
klonovany a prostfednictvim T-DNA v¢lenény do rost-
linného genomu. Pro zvySeni uginnosti se pouzivaly
zkracené varianty proteinu. Jejich dCinnost byla i tak
obvykle dosti nizka. Pfi¢inou byla pfedeviim nestabi-
lita mRNA v rostlinnych buiikach. Pavodni geny byly
proto modifikovany. Gen pro d-endotoxin z B. thurin-
giensis var. tenebrionis byl znovu syntetizovan tak, aby
bylo vyuzito degenerovanych kodonu, vyskytujicich se
v rostlinném genomu nejéastéji, pfi zachovani struktu-
ry vysledného proteinu. Takovyto gen byl vnesen do
genomu bramboru a byla zji§téna vysoka rezistence
k mandelince bramborové, tj. vysoka ucinnost uprave-
ného genu. Transgenni brambory jsou odolné k mande-
lince bramborové, jejich vynosové a jakostni parametry
zlstavaji stejné a mikrobiélni populace na transgennich
rostlindch se jen nepatrné lisi od téch, které byly nale-
zeny na standardnich odridach. U tabaku bylo publiko-
vano dal3i podstatné zvySeni proporce 8-endotoxinu v
proteinech listd, jestlize byl protein smérovéan do chlo-
roplasti (McBride et al., 1995). Obdobné byl upraven
také gen pro rezistenci k motylim $kidcim, pro 3-en-
dotoxin crylA (b) B. thuringiensis, ktery se ptenasel do
genomu ryZe se sekvenci bazi v kddujicim useku upra-
veném tak, aby poskytoval maximalni expresi v geno-
mu ryze.

Tr e k virim

geny pro r

Hostitelska rostlina, u které dochazi k expresi urci-
tych sekvenci nukleovych kyselin patogena, se miZe
stat rezistentni k tomuto patogenu (Baulcombe et al.,
1996). Takto byla zji$téna rezistence transgennich rost-
lin tabaku, v jejichZ genomu se projevuje gen pro plas-
tovy protein, k viru tabdkové mozaiky. V soucasné do-
bé se projev transgenu pro plasfovy protein povazuje
za obecné pusobi mechanismus rezistence k odpovida-
jicimu viru.

Nespravna funkce mutovanych virovych gena, po-
uZitych jako transgeny, také vSeobecné podmifiuje re-
zistenci k viram, i kdyZ se téchto mechanismu pro na-
vozovani rezistence kulturnich rostlin zatim pro
§lechténi nevyuZiva. Napiiklad gen pro virovou repli-
kazu viru Y bramboru, pouZity jako transgen, navozuje
rezistenci kulturnich rostlin k piislu$nému viru. Kon-
stitutivni projev genu vSak vedl ke zpomaleni rustu
rostlin.

Transgenni rostliny, které maji ve svém genomu
konstitutivné pfitomny Casti virové RNA, i takové, jez
jsou krati neZ gen, jsou rezistentni k infekci timto vi-
rem, pravdépodobné proto, Ze konstitutivné pfitomna
¢ast RNA brani normalni replikaci viru.

T D

Transgeny pro zmény

ich oleji
Jednim ze Slechtitelskych cili ve §lechténi fepky je

sniZeni obsahu kyseliny erukové. Bylo toho dosaZeno
i tradi¢nim Slechténim fepky olejné. V USA se péstuje
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fepka, kterd ma velmi nizky obsah kyseliny erukové.
Existuje jiZ cela fada typi a linii transgennich rostlin
fepky se zménénym spektrem mastnych kyselin v ole-
jich semen nejen pro potravinaiské, ale i pro primys-
lové vyuziti (Murphy, 1996)

Oleje semen fepky obsahuji 1-2 % kyseliny stearo-
vé a mén& neZz 0-1 % kyseliny laurové. Existuji linie
s obsahem 40 % kyseliny stearové a 40 % kyseliny
laurové v olejich semen. Odriida s vysokym obsahem
kyseliny laurové byla jiZ v roce 1995 v USA uvolnéna
pro komer¢ni vyuZiti. Jsou i dalsi linie novoslechténi,
z nichZ kaZda obsahuje jeden transgen, ktery méni ob-
sah mastnych kyselin v olejich semen. Odrida s vyso-
kym obsahem kyseliny laurové obsahuje gen pro lau-
royl-ACP thioesterdzu z genomu jiné rostliny. Tento
enzym zpusobuje pfedCasné ukonceni fetézce a hroma-
déni mastnych kyselin C;, (kyseliny laurové) misto
C,g (kyseliny stearové a olejové). Oleje s pfevahou ky-
seliny laurové jsou vyuZitelné hlavné pro vyrobu mydel
a detergent, ale také v cukrovinkafskych tucich a na-
hrazkdch mléka. Odruda s vysokym obsahem kyseliny
stearové obsahuje antisense kopii genu pro stearét de-
saturazu z fepky. Tato antisense genova konstrukce in-
hibuje projev genomového genu pro stearat desaturdzu,
coz vede k hromadéni oleji s nadbytkem kyseliny stea-
rové, protoZe je blokovana jeji desaturace na Kyselinu
olejovou. Olej s vysokym podilem kyseliny stearové je
zvla$t€ vhodny pro vyrobu margarinu.

Yavant sbenhintoh PRI

Transgeny pro zmény pr

Zlepseni vyzivné hodnoty semen, tj. dosaZeni opti-
malniho spektra aminokyselin v zdsobnich proteinech,
bylo dlouholetym cilem programu $lechténi rostlin,
zv1asté u obilovin a lusténin. V klasickém §lechténi by-
lo dosaZeno uspéchu tim, Ze u kukufice byla identifi-
kovana mutace s vysokym obsahem lyzinu v seme-
nech. Pfirozena variabilita v obsahu siru obsahujicich
aminokyselin v proteinech semen je v zdsobnich protei-
nech ale pomérné mald. Detekce mutaci ve tkanovych
kulturach, rezistentnich k toxickym analogiim amino-
kyselin, zatim nepfinesla pro 3lechténi vznik novych
typl rostlin se zdsobnimi proteiny pozménénymi tak,
aby to zvySilo podil nedostatkovych aminokyselin
v zédsobnich proteinech. Proto je zcela na misté fesit
tento Slechtitelsky problém predev§im transgenozi.
Dobry prehled o dosavadnich vysledcich podali Tabe
a Higgins (1998).

Cely problém je moZno rozdélit na dvé souvisejici
Casti: Prvni je zvySeni syntézy nedostatkovych amino-
kyselin a druh4 zvy3eni proporce zasobnich proteini,
které obsahuji ve vétSi mife tyto nedostatkové amino-
kyseliny. Je snaha pfedeviim o ziskani dvou typu ge-
netickych zmén v souvislosti se zménami proporce ne-
dostatkovych aminokyselin v semenech. Prvni pfistup
spo¢ivad v manipulaci regulace biosyntézy aminokyse-
lin, aby se zvysila syntéza nedostatkového methioninu.
Druhy pfistup je inzerce a exprese geni, které koduji
proteiny bohaté na siru.
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Pokud jde o manipulaci biosyntézy nedostatkovych
aminokyselin, je to pfedevdim problém zvyseni obsahu
volného methioninu a lyzinu. Methionin vznika v as-
partatové draze biosyntézy aminokyselin, pfi které
vznikaji i dal§i esencidlni aminokyseliny: lyzin, threo-
nin a izoleucin. Kli¢ovymi enzymy pfitom jsou aspartat
kin4za a dihydropikolinat syntetiza (DHPS). U rostliny
maji aspartét kindzovou aktivitu dva izoenzymy a je-
jich aktivita je inhibovana zpétnou vazbou threoninem
a lyzinem. DHPS je inhibovéna zpétnou vazbou lyzi-
nem. Byly ale jiZ klonovany bakteridlni geny pro as-
partitkinazu i DHPS, které zpétnou vazbou inhibovany
nejsou. Tyto geny byly pieneseny do rostlinného geno-
mu s konstitutivnimi organové specifickymi promoto-
ry. Exprese takovychto geni silné zvySuje obsah vol-
ného lyzinu v transgennich rostlinich. Napfiklad
v semenech s6ji a fepky lze transgenozi takovymito ge-
ny zvysit obsah volného lyzinu aZ stonasobné a 17krat
zvysit obsah threoninu, ¢im se sou¢asné zvysil odpovida-
jici mérou i obsah methioninu. ProtoZe vSak aminokyse-
liny v semenech jsou stabilni aZ jako soucast proteini,
a biosyntéza proteint s vy$3i frakci téchto aminokyse-
lin se zvysila jen mirné, celkové zvySeni obsahu nedo-
statkovych aminokyselin v zdsobnich proteinech semen
predstavovalo jen nékolik procent. Dostatecna zisoba
volnych aminokyselin je pfedpokladem syntézy odpo-
vidajicich zésobnich proteint, avSak koneCnym feSe-
nim problému zvySeni obsahu nedostatkovych amino-
kyselin je teprve transgenoze geny pro zasobni proteiny
s vysokym obsahem aminokyselin methioninu a lyzinu.

Pokud jde o transgenozi geny pro zdsobni proteiny
semen, relativné bohaté na lyzin, bylo pouZito klono-
vanych geni pro nékolik typi proteint:

1. Prvni z pokusi Ize hodnotit jako netspé$ny. Gen
pro B-fazeolin Phaseolus vulgaris byl modifikovén
dodédnim 45 nukleotidi kddujicich dsek bohaty na
methionin z genu pro zein 15 kD. Ackoliv transkrip-
ce tohoto genu byla v transgennich rostlinich dosta-
te¢né intenzivni, protein byl nestabilni a ke zvySeni
obsahu methioninu v semenech transgennich rostlin
tedy nedoslo.

2. Dal8i moZnosti je vytvofit na zakladé existujicich
geni pro zdsobni proteiny synteticky gen s vysokym
obsahem methioninu. Synteticky gen, kodujici za-
sobni protein s vysokym obsahem methioninu, byl
vnesen do genomu patatl (sladké brambory, Ipomea
batatas), coz vedlo k vyznamnému zvy3eni obsahu
methioninu v celkovém obsahu proteint, ale proti
ocekavani i k celkovému zvy¥eni obsahu proteini.
Transgenni sladké brambory jsou ve stadiu polniho
péstovani.

3. Byl klonovan gen pro zein 21 kDa, v némzZ 28 %
aminokyselin tvofi methionin. Gen je vyuZivan pro
transgenozi.

4. V obilkich ryZe byl zjiStén prolamin 10kDa, obsa-
hujici 20 % methioninovych rezidui a odpovidajici
gen byl klonovan.

5. Dalsim genem je gen pro 2S albumin z paraofechu
Bertholetia excelsa, ktery obsahuje 18 % albuminu.
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6. Albumin 2S ze slune¢nice ma rovnéZ vysoky obsah
methioninu. Odpovidajici klonovany gen se rovnéz
pouZiva k transgenozi s cilem zvySit obsah methio-
ninu v zdsobnich proteinech semen.

Téchto Sest gent jiZz bylo pouZito v raznych typech
transgennich rostlin (kukufice, fepka, fazole, Lupinus
angustifolius, Vicia narborescens) pro zvySeni obsahu
lyzinu a methioninu v semenech. Gen ze slunecnice
byl vyuZit u Trifolium subterraneum ke zvySeni obsahu
methioninu v listech. Odridy kulturnich rostlin se zvy-
Senym obsahem methioninu zatim nebyly trzné uvolné-
ny, ale jsou ve stadiu odridovych zkousek.

Transgen v genomu rajéat se zvySenou trvanlivosti plodi

Tato rajéata maji transgen pro antisense sekvenci
genu polygalakturondzy, ktery se projevuje ve zrajicich
plodech rajéat (Smith et al., 1988). Polygalakturondza
je hlavni enzym, ktery degraduje polygalakturonidy ja-
ko komponenty pektini v bunécné sténé. Tento enzym,
ktery se projevuje v plodech, je u rajéete syntetizovan
de novo na potitku zrani plodi. Enzym je u rajcete
kdédovan jedinym genem. Vznikla my$lenka zavést do
genomu gen pro antisense RNA k tomuto genu, jehoZ
exprese by mé&la vést k potladeni aktivity ptivodniho
genu. Konecnym cilem bylo zabrénit méknuti dozravaji-
cich plodi. Vysledky pokust ukazaly podstatnou redukci
aktivity polygalakturonazy. Ackoli mé&knuti plodii bylo
sniZeno jen nevyznamné, rajcata ziskala necekané nové
dobré trzni vlastnosti: zvySenou viskozitu §tavy plodd,
zvySenou odolnost proti mechanickému poskozeni
a zvySenou odolnost k poskliziovému napadeni hou-
bami.

Vneseni antisense genu pro polygalakturondzu neni
jedinym zpisobem manipulace zrani raj¢at. Jinym zpi-
sobem je vyuZiti antisense genu posledniho enzymu pri
biosyntéze etylénu pro enzym, ktery zprostfedkovava
pfeménu l-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny
(ACC) na etylén. Tim se blokuje cely komplex genu,
jez jsou spoustény pod vlivem etylénu u zralych plodu
rajéat. Synchronniho dozrani je moZné dosidhnout po
dopravé na misto prodeje — kratkodobym umisténim
v uzaviené nadobé€, do niZ je zaveden etylén. Tohoto
principu se vyuZiva nejen u rajcete k prodlouZeni Zivot-
nosti plodu, ale také u karafidtu k prodlouZeni Zivot-
nosti kvétin ve vaze.

Transgeny pro pylovou sterilitu

Prakticky vyznam pylové sterility v klasickych
Slechtitelskych postupech spociva predevsim v nuce-
ném cizospraSeni pro produkci heterozniho osiva. Pii
tvorbé transgennich odrid je Casto pozadavek, aby
transgen nebyl piendSen pylem, tj. poZadavek pylové
sterility. Pylova sterilita, vyuZitelna ve lechténi (jaderné-
-cytoplazmaticky typ s obnoviteli fertility) neexistuje
u viech druhl kulturnich rostlin a transgenoze poskytla
Siroce vyuZitelny systém, ktery vyuZiva chimérického
genu pro barndzu z Bacillus amyloliquifaciens (Chen,
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Nagarajan, 1993). Barnaza je extracelularni RN-dza té-
to bakterie. Je syntetizovéana jako neaktivni pre-proen-
zym, u kterého pfi opusténi bakterialni buiky a odstra-
néni signalniho peptidu dochazi k jedné tpravé
a teprve potom vné bakteridlnich bun€k ke druhé upra-
v& a vzniku aktivniho enzymu. V bakteridlnich bun-
kach soucasné existuje vnitrobunéény inhibitor, protein
barstar, ktery ma 89 aminokyselin. Pfislu§ny gen byl
rovnéZ klonovén. Upraveny, zkraceny gen pro barnazu
(zbaveny sekvenci, jeZ jsou u vzniklého proteinu upra-
vovény) byl zafazen za promotor, specificky pro tape-
tovou vrstvu bunék tabaku (oznaceny TA29) a vnesen
transgenozi do genomu tabaku a fepky olejné. Tam pi-
sobil selektivni destrukci tapetovych bunék prasniki
a nasledné degeneraci pylovych zrn. Stejny vliv mél
i chiméricky gen pro ribonukledzu T, z Aspergillus
oryzae s promotorem TA29 . Pokud se pouZzije obdob-
nym zpusobem v jiné transgenni linii gen barstar se
stejnym promotorem, pak tato linie miZe pusobit ob-
dobné jako obnovitel fertility pfi klasické nukleocyto-
plazmatické pylové sterilité.

TYPY DALSICH TRANSGENU VYUZITELNYCH
V TRANSGENNICH ODRUDACH

Existuje fada fyziologickych zmén rostlin, navoze-
nych transgenozi. Pfikladem takovéto fyziologické
zmény, vyhodné ve Slechténi bramboru, maze byt inhi-
bice tmavnuti mechanicky poSkozenych &asti hliz
bramboru pfi skladovani a pfi vyrob& bramborovych
lupinkti. Bylo toho dosaZeno tim, Ze do do genomu
bramboru byl vnesen chiméricky gen, ktery obsahoval
jako promotor antisense sekvenci genu pro polyfenol
oxiddzu. V polnich pokusech s nasledujicim skladova-
nim hliz bramboru bylo zji§téno podstatné sniZeni
tmavnuti poskozenych hliz. Jinym $lechtitelsky vyuZi-
telnym fyziologickym znakem je odolnost proti vyta-
hovéni, podminéna napfiklad nedostatkem svétla pri
hustém sponu rostlin. U genomu tabdku toho bylo do-
saZeno vnesenim transgenu pro syntézu fytochromu A.
Vytahovani rostlin je podminéno uéinky fytochromu B,
celkova reakce rostliny vSak zavisi na poméru fytoch-
romu A a fytochromu B. Expresi transgenu pro fytoch-
rom A se méni tento pomér ve prospéch fytochromu
A a v dusledku toho se sniZuje vytahovani zplsobené
zastinénim. VndSeni geni pro nové cesty biosyntézy
flavonoidi a antokyani umoZiiuje navozovat zmény
barvy kvéti, pfedev§im u petinie. Vnesenim transgenu
pro novy enzym biosyntézy antokyanii (dihydroflavo-
nol-4-reduktizu) bylo dosaZeno nové, cihlové ¢ervené
barvy kvétl petinie. Jiny typ zmén kvétnich barviv byl
navozen vnesenim transgenu pro antisense enzymu pro
chalkonsyntazu, ktery zprostfedkovava jeden z prvnich
kroku biosyntézy antokyanl. Vysledné zbarveni nebo
absence zbarveni kvétd zavisi na expresi transgent
v riznych ¢astech kvéti. Pokud je transgen exprimo-
van jen v nékterych Castech okvéti, pak jsou tyto &asti
bezbarvé a ostatni barevné. Ddle bylo zji$téno, Ze vne-
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seni dal3iho genu pro chalkonsyntizu jako transgenu do
rostlin, které jiZz svij vlastni gen pro chalkonsyntizu
maji, miZe vést rovnéZz ke sniZeni aZ dplné ztraté ex-
prese piivodniho genu v genomu. Existuji také klono-
vané geny, které méni charakteristickym zptisobem ¢a-
sovéni vyvoje rostlin. Jednim z nich je gen Leafy
Arabidopsis thaliana. Pokud je pouZit jako transgen,
urychluje néstup kveteni rostlin. Je rovnéz vyzkousena
fada transgenu, které podmifiuji zvySenou odolnost
transgennich rostlin k bakteridlnim a houbovym pato-
genim.

Existuje cela fada dalSich klonovanych gent nejriz-
n&jsich organismi, které mohou svym vélenénim do
rostlinného genomu podminit syntézu nového typu prote-
inu, ktery v rostlinach nikdy syntetizovan nebyl. Nékteré
z téchto proteinii pozméiiuji biochemické, fyziologické
a morforegulaéni procesy v rostlinach §lechtitelsky Za-
doucim smérem nejen pro lidskou vyZivu, ale také pro
prumyslové zpracovani. Jiné vedou k syntéze proteind,
které maji farmakologické vyuZiti. Zatim neexistuje
zadna povolena odrida tohoto typu. Lze vSak piedpo-
kladat, Ze vyzkum takovychto transgent se provadi ja-
ko firemni vyzkum za G¢elem patentovéni, jehoZ vy-
sledky nemohou byt plné publikovany. Nékteré zpravy
o takovychto genech jsou velmi struéné.

Jednim z prvnich zajimavych systému jak s farma-
kologickym vyuZitim, tak s vyuZitim pro $lechténi je
produkce protilatek. Geny pro specifické imunoglobu-
liny ur€itého typu, které jsou dale stalé, byly klonovany
z hybridomovych bunék produkujicich monoklonalni
protilatky. Imunoglobuliny obsahuji tézky fetézec
a lehky fetézec, které jsou kddovany riznymi geny. Do
rostliny je tieba pienést oba geny. T€Zky i lehky feté-
zec obsahuje konstantni a variabilni (i hypervariabilni)
oblasti, a pravé ty variabilni jsou dileZité pro uréeni
antigennich determinant. Kédujici sekvence nemusi byt
celé, staci syntéza jen specifickych dseki pro variabilni
useky, postacujicich k imunitni reakci. Predpoklada se,
Ze transgenni rostliny budou zdrojem nejlevnéjich pro-
tilatek. Bylo prokdzano, Ze transgenni rostliny budou
vhodné také pro pasivni imunizaci, kterd spocivé v zis-
kani imunity sliznic st a traviciho traktu. Napriklad
protilatky proti Streptomyces mutans, pivodci kaZeni
zub, které byly vneseny do genomu rostlin, pisobily
proti této bakterii, pokud byly rostliny konzumovany
v syrovém stavu. Firma Monsanto vyvinula transgenni
rostliny s protilatkami proti herpesvirim. Protilatky
produkované rostlinami mohou byt namifeny také proti
rostlinnym patogeniim (napf. virovym proteinim). Mo-
hou byt také vyuZity pfi fytoremediaci, tj. odstrafiovéni
toxickych sloZek z prosttedi, napt. pudy pomoci rostlin.
Uvazuje se o vyuZiti rekombinovanych protilatek na
povrchu rostlinnych bunék, aby polutanty byly zachy-
ceny rostlinami.

Obdobnym typem je vyuZiti rostlinnych proteint ja-
ko antigenl. Transgenni rostliny mohou produkovat
proteiny, které jsou vlastni lidskym patogeniim vstupu-
jicim do lidského t&€la membrénami epitelidlnich bungk.
Jsou to predevsim bakterie a viry, které puisobi nachla-
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zeni, pfipadné ty, které jsou pfenaSeny kontaminovany-
mi potravinami. Rostlinné vakciny, G&inné proti témto
infekcim, stimuluji mukézni imunitni systém k produk-
ci imunoglobulind IgA. Tato imunitni odpovéd vznika
v buiikdch epitelu respiraéniho a traviciho traktu.
K imunizaci dochazi pojidanim vhodné transgenni Cer-
stvé zeleniny nebo jinych rostlinnych produkti. Nékte-
ré z takovychto transgennich rostlin byly jiz v USA
patentovény.

Dal¥im moZnym vyuZitim je produkce nékterych
farmakologicky vyznamnych, drahych proteint trans-
gennimi rostlinami. Existuji napfiklad transgenni fep-
ky, které ve svych semenech akumuluji protein pijavky
kofiské — hirudin. Ten tvofi komplexy s trombinem
a brani sraZeni krve. Farmakologicky se pouZiva ob-
dobné jako heparin. Dalsi skupiny proteind, o jejichZ
produkci prostiednictvim transgennich rostlin se uva-
Zuje, jsou nékteré minoritni proteiny lidské krevni plaz-
my. Jednim z nich je cytokin GM-CSF, ktery je potieb-
ny po transplantaci kostni dfené, nebot zvySuje imunitu
a sniZzuje tak riziko fatdlnich infekci. Dal$im kandi-
datem je gen pro faktor srazlivosti krve pfi léCeni he-
mofilie F VIII a cela fada dalSich.

Transgenni rostliny také skytaji nové moZnosti pri-
myslového vyufZiti. Jeden z takovychto typt produkuje
poly(3-hydroxyalkanoléty). Tyto latky jsou vyuZitelné
jako biodegradovatelny obalovy material (pouZivany
k vyrobé lahvi na kokakolu). Transgenozi bylo dosaZe-
no také akumulace fruktani v rostlinnych pletivech.
Fruktany jsou polyfruktézové molekuly, které jsou syn-
tetizovany nékterymi bakteriemi a rostlinami a slouzi
jako zasobni molekuly cukrii. Zatimco rostlinné frukta-
ny se skladaji z 5 aZ 60 zbytka fruktézy, bakteridlni se
skladaji az z 100 000 zbytka fruktézy. Gen SacB z Ba-
cillus subtillis, ktery k6duje levansachardzu, zodpovéd-
nou za syntézu fruktanu, byl prenesen do rostlin, které
pak akumulovaly nové, vyuZzitelnéjsi typy fruktana.

Existuji také transgenni rostliny s modifikaci synté-
zy ligninu. Pfedpoklada se, Ze dievo takovychto trans-
gennich stromil bude zvlasté vhodné pro vyrobu papiru.
Dale existuji transgenni rostliny schopné modifikovat
zbarveni ligninu, a dfevo takovychto transgennich stro-
mui bude pravdépodobné vyhleddvané pro nabytkaisky
pramysl. Transgenozi byl rovnéz modifikovan genom
baviniku tak, aby produkovani bavina méla modré
zbarveni a byla piimo vyuZitelna v textilnim pramyslu
jako stalobarevny material bez dal§iho dobarvovéni
(napf. na dZinovinu). V tomto pfipadé se jednd o typic-
ky firemni vyzkum, jehoZ detaily nikdy nebyly publi-
kovény.

Transgenozi se podafilo modifikovat také syntézu
Skrobu. Existuji transformanty bramboru, které ze dvou
hlavnich soucasti bramborového $krobu — amylopekti-
nu a amylézy — produkuji jen amylopektin. Takovyto
bramborovy $krob je pak daleko vhodn&jsi pro rtizné
typy prumyslového zpracovani.

V experimentdlnim stadiu je vneseni genii pro n&-
které bakteridlni enzymy do rostlinného genomu. Do
rostlin byl také vnesen gen pro alfa-amylazu z Bacillus
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licheniformis. Enzym je primyslové vyuZivin pro
tipravu Skrobu a dal§i potravindiské biotechnologie.
V transgennich buiikdch je¢mene bylo dosaZeno pro-
dukce enzymu endo-f-(1,4)-glukanazy z dfevokazné
houby Trichoderma reesei. Enzym se muZe pfiznivé
uplatiiovat v pivovarnictvi a potravinifském pramyslu.
Jinymi transgeny, vnesenymi do rostlin, jsou transgeny
pro bakteridlni xylanazy. Uplatiiuji se v papirenském
a potravinafském primyslu, pro dpravu Inu a pro tpra-
vu pice. Do rostlinného genomu byl prenesen také gen
z plisn& Aspergillus niger kodujici fytazu. Fytaza je
enzym, ktery podmifiuje degradaci kyseliny fytové,
hlavni zasobni formy fosforu v semenech. Fytaza z As-
pergillus niger preménuje kyselinu fytovou na dalsi
formy a pak dochézi aZ k pfeméné na anorganicky fos-
for. To je dulezité v travicim traktu dribeZe, protoze
vétSina organického fosforu ziistivd nespotiebovina
a je vyhodné, aby hladina fytazy v travicim traktu dra-
beZe byla zvy$ena. UvaZuje se o biotechnologické pro-
dukci enzymu prostiednictvim rostlinnych bunék.

Specifickym typem jsou transgenni rostliny pro fy-
toremediaci. Byly vyvinuty, ale jejich pouZivani zatim
nebylo povoleno. Existuji napfiklad transgenni rostli-
ny, které jsou schopné akumulovat rtut nebo kadmium.
Takovéto transgenni rostliny musi byt spéaleny pii vy-
soké teploté a popeloviny, které maji relativné nepatr-
ny objem, musi byt bezpe¢né& uloZeny.

Termindtorova technologie

Systém byl patentovian v roce 1998. Nebude tedy
podrobné publikovan, ale z toho, co je zndmo, je moz-
né se dohadovat, jaké jsou jeho principy. Je povaZovan
za nejveétsi, ale i nejproblematic¢téj$i novinku roku
1998. Jde o postup genového inZenyrstvi, ktery zpiso-
buje, Ze semena transgennich rostlin jsou v dalsi gene-
raci nekli¢iva, protoZe protein, kédovany transgenem,
pusobi letdlné na embrya. Nova semena musi tedy ze-
médélci odebirat od biotechnologické firmy, piesévani
je vylouceno. Patent byl podan v ¢ervnu 1998 spolec-
nosti Delta and Pine Land Company (DPL). Letdlni
pusobeni na embrya se projevuje jen tehdy, jestlize se
na semena pied prodejem pusobi ur€itou latkou (prav-
dépodobné tetracyklinem). Proces se tedy sklada
z téchto kroku:

1. Do genomu kulturni rostliny se transgenozi pfidal
terminatorovy systém.

2. Biotechnologickd spolecnost pfed prodejem semen
aktivuje termindtorovy proces tim, Ze semena oSetii
specifickou latkou — induktorem.

3. Zemé&délci vyseji semena, vypéstuji rostliny a sklidi
vyvinuta, ale nekli¢iva semena.

Gen pro toxin, pusobici letdlné na embrya (toxinovy
gen), je fizen pozdnim promotorem (LP). Ten je aktivni
pouze v prubéhu pozdni embryogeneze. Mezi pozdnim
promotorem a kédujici sekvenci toxinového genu, je
usek DNA (blokada), ktery ru$i schopnost promotoru
zapinat gen.
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PREDBEZNA OPATRNOST

Jiz od samych po&éatku genového inZenyrstvi (pred
dvaceti lety) je uzndvano, Ze rekombinovand DNA ve-
de ke vzniku novych kombinaci geni a je tfeba s nimi
nejprve pracovat v uzavieném systému, chranéném od
vn&jsiho prostiedi bariérami tak, aby bylo znemoZnéno
jejich neplanované §ifeni v prostfedi. Teprve po prove-
deni pokusi prokazujicich, Ze organismy s rekombino-
vanou DNA nemaji nepfiznivé vlivy, je mozné je krok
za krokem a pfipad od pfipadu uvadét do prostredi.
V prabéhu dvaceti let, kdy nebyly Zadné negativni vli-
vy geneticky modifikovanych organismi zjist€ny, byla
pavodni opatfeni zmirnéna, ale stale je nutné je dodr-
Zovat,

V uzavieném systému jsou transgenni organismy
chranény od prostiedi fyzikalnimi (st€na laboratofe,
stény kultivacnich nadob, pfipadné cirkulace vzduchu
v uzavieném systému), chemickymi (dezinfeké&ni a dal-
§i chemické prostredky) a biologickymi (vlastnosti po-
uZitych specidlnich mutovanych bakteridlnich kmeni,
jejich auxotrofni a dal§i mutace, podminujici specific-
ké naroky na prostfedi) bariérami. KaZdy transgenni
organismus nového typu musi projit stadiem uzaviené-
ho nakladani. Jeho experimentalni vysledky se vyhod-
noti a pfi absenci negativnich vlivii je mozné postupné
uvadéni do prostiedi. Podrobny souhrnny C¢lanek
o moznych impaktech transgennich rostlin publikovali
Ondiej a Rakousky (1997).

Byly vzneseny namitky proti selektovatelnym ge-
niim pro rezistenci k antibiotikiim, které jsou soucasti
plazmidovych vektort, aby bylo moZno na zakladé nich
selektovat bakterie, do nichZ byl plazmidovy vektor
vnesen, nebo selektovat transgenni buiiky v populaci
rostlinnych bunék, pfevazné netransgennich. Zcela nezdi-
vodnéné jsou obavy, Ze by geny mohly byt preneseny do
genomu bakterii a zvySovat tak mnoZstvi bakterii rezis-
tentnich k antibiotikim (viz Ondfej, Rakousky 1997).
Byly rovnéZ vzneseny namitky proti velkoplo§nému
vyuZivani rostlin odolnych ke specifickym typim her-
bicidi. Ty se tykaly toho, Ze samotna transgenni rost-
lina by se mohla zacit nekontrolované §ifit jako plevel
nebo by se gen pro rezistenci k herbicidu mohl pro-
stfednictvim pylu pfenést do genomu pleveli.

U gent pro rezistenci k virovym chorobam, pocha-
zejicim z virového genomu (genu pro plastovy protein),
jsou obavy z toho, Ze bude dochazet k tzv. transenkap-
sidaci. Cizi virovy genom se s malou G¢innosti bude
balit do plastového proteinu, ktery vznikd v dusledku
aktivity transgenu. Takovyto ,pfevleceny* virus pak
bude mit schopnost infikovat i rostliny, které nejsou
jeho ptivodnimi hostiteli. Tato schopnost je viak jen
velice doCasnd, pfi nasledujicim reprodukénim cyklu
(pokud bude v cizim hostiteli viibec dokon&en) si virus
vytvofi svij pivodni obal. Druhé moZzné riziko je re-
kombinace virového genomu. Je zvy$ené pravdépodob-
nost, Ze genom libovolného viru, jenZ pronikl do trans-
genni rostliny a replikuje se v ni, bude rekombinovat
s mRNA genu pro plastovy protein, ktery vznika v du-
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sledku &innosti transgenu. K obéma jeviim viak b&zné
v pfirodé dochazi pfi infekci rostliny dvéma viry sou-
Casné.

UvaZuje se také o moznych toxickych a alergogen-
nich G&incich herbicidi. Transgeny vnasené do rostlin-
ného genomu jsou sekvenéné charakterizovény a je ta-
ké znama sekvence aminokyselin a struktura proteinu,
ktery byl do rostlin vnesen. Toxické Gcinky transgenii
pouzivanych v odridach jsou proto vylouceny. Z hle-
diska alergennich d¢inka existuji proteiny v potravé,
které pusobi alergie. Je ale v§eobecn& pouZivano takové
pravidlo, Ze pokud néktery organismus je potencidlné
alergogenni, nelze pouZit jeho geny pro transgenozi
s cilem tvorby novych odrid, pokud neni prokazino,
Ze protein, ktery je kédovan danym transgenem, aler-
genni neni. Kromé toho lze alergennost nového typu
rostliny prokézat nebo vyloudit pfedb&éZnymi testy.

Zadné z uvedenych typli nepfiznivych d&inkd trans-
gennich rostlin nebyly prokazany. Jediné stopy moz-
nych problematickych aspekti se objevily v souvislosti
s transgeny pro odolnost k hmyzim $kadcim. Jejich
impakty je vSak tfeba porovnavat s impakty klasické
velkoplo$né zemédélské vyroby, kterd pouZivd agro-
chemikaélie. Z takovéhoto srovnani transgenni rostliny
vychazeji daleko lépe. Transgenni rostliny zde tedy ne-
piedstavuji nic nového. Namitky proti jejich vyuZivani
nejlépe vyvraci souCasnd praxe — vysledky péstovani
transgennich rostlin a na milionech hektari po dobu
péti let .

AKTUALNI OTAZKY

Téméf vZdy se pfi transgenozi jednd o obohacovéni
rostlinného genomu novym genem, ktery vznikl v pfi-
buznych taxonech béhem fylogeneze, ale jeho potieba
u dané kulturni plodiny je dana novymi naroky na ze-
médélské velkoplo$né monokultury, potfebami zpraco-
vatelského primyslu nebo specidlnimi potfebami no-
vych typt vyuZiti.

Ve viech pfipadech je tfeba hodnotit velmi kom-
plexné vlivy novych transgent na transgenni rostliny,
na biocenézy i na zdravi ¢lovéka, pfipadné Zivocichu.
To se pfi vyzkumu transgen a pfi uznavacim fizeni
novych transgennich odrid déje v daleko vétsi mife
neZz u odrud netransgennich.

Transgenni rostliny mohou podstatné pfispét k fese-
ni problematiky nedostatku potravin i zlepSeni kvality
rostlinnych produkti v mnoha smérech. Podminkou
k tomu je, aby byly oteviené piijimany vefejnosti. Bio-
logové k tomu mohou podstatnym zpisobem pfispét
podavanim pravdivych, objektivnich informaci o trans-
gennich rostlinach.

V posledni dobé se namitky ekologickych aktivisti
soustiedily pfedevSim na jeden typ transgenu — na
transgeny pro rezistenci ke $kidcim. V souasnych
transgennich odridach se vyuZiva jen jeden typ trans-
genil — gen pro 3-endotoxin Bacillus thuringiensis. Fak-
tem je, Ze prvni linie (ale ne jiZ odrudy) transgennich
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rostlin mély vétSinou nedostatedny stupeii rezistence ke

hmyzu. Prvni transgenni rostliny bavlniku mély byt re-

zistentni k motylu Heliotis virescens a Pectinophora
gossypiela v USA a jes§té k dal§im dvéma druhim

z r. Helicoverpa v Austrilii, ale jiZ v roce 1996 se vy-

skytly prvni problémy. V tomto roce se piemnofZili

Sktdci baviniku Helicoverpa. Jejich mnoZstvi dosahlo

dvaceti- aZ padesatindsobku mnoZstvi v jinych letech.

Faktem je, Ze transgenoze genem pro d-endotoxin ne-

predstavuje stoprocentni ochranu pied $kadci. Chrani

jen z 90 aZ 95 % a ptedpoklada se, Ze zbytek Sktdct
se zlikviduje ob&asnym postfikem pesticidy (Tabashnik
et al., 1998). Zatimco béZné se u bavlniku pouZiva 5 aZ

12 postfiki na vegetaci, u transgenniho materialu s ge-

nem pro d-endotoxin se pouZivaji maximalné tii postii-

ky za vegetaci.
Byly vypracovéany razné typy zvladani rezistence

(Roush et al., 1997):

1. Refugia netransgennich hostitelskych rostlin, na
nichZ se mohou vyvijet citlivé genotypy hmyzu bez
expozice Bt-toxinem. Tato strategie je nejucinnéjsi
tehdy, jestlize rostliny maji vysokou expresi genu
pro &-endotoxin. Naprostd v&tSina mutaci na rezis-
tenci k 8-endotoxinu B. thuringiensis jsou mutace
recesivni. Monofaktoridlni recesivni genetické zalo-
Zeni nese v sobé princip, na zdkladé kterého lze tyto
mutace pomérné u¢inné eliminovat pravé metodou
refugii. Takovéto mutace se ovSem neprojevi bez-
prostfedné po svém vzniku. Aby se mutace projevi-
la, tedy aby vznikl recesivni homozygot kifiZenim
dvou heterozygotnich jedincii, musi tato mutace byt
jiz do jisté miry v populaci rozifena. Na poli
s transgenni plodinou, projevujici transgen Bt, jsou
schopni preZivat pouze rezistentni recesivni homo-
zygoti. Pokud jsou oplozeni opét recesivnimi homo-
zygoty, v nasledujici generaci jiZz pfeZiva vSechno
potomstvo. Pokud vSak jsou oplozeni senzitivnimi
dominantnimi homozygoty, pak v nésledujici gene-
raci vzniknou heterozygoti, ktefi budou senzitivni
a nebudou schopni na poli s transgenni plodinou
prezit. Jako zdsobdrna dominantnich senzitivnich
homozygotu slouZi refugia. Refugia jsou kultury té-
Ze, ale netransgenni plodiny, kultivované pobliZ plo-
diny transgenni. Hmyz s rezistentnim genotypem
pak nalétava na sousedni pole s transgenni plodinou
a samecci tam oplozuji samiky gametami s domi-
nantnimi alelami pro senzitivitu. Otazky vzdalenosti
refugia, jeho velikosti vzhledem k velikosti pole
s transgenem a dal$i okolnosti jsou jiZ zdleZitosti
znalosti intimniho Zivota hmyzu. V pfipadé baviniku
a jeho 3kudce se predpoklad4, Ze refugia by neméla
byt od pole s transgenem vzdalena vice nez 800 m,
ale zna¢né neshody panovaly v doporuceni optimélni
velikosti refugia vzhledem k velikosti pole s transgen-
nim materidlem, ktery by mél byt chranén. V lofiském
a leto$nim roce byly pravé v USA a Kanadé velké do-
hady o dostate¢né velikosti refugia. Pivodni doporu-
Ceni bylo refugium o velikosti minimalné 5% plochy
pole s transgennim materidlem, pokud se na refugiu
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nebudou pouZzivat insekticidy. Ameri¢ti a kanadsti
farméfi se v8ak nemohli smifit s tim, Ze ztrati 5 %
trody, protoZe refugium bude bez insekticidi znag-
n& poni¢eno hmyzem, a pro jistotu refugium stfikali
insekticidy. Pak ov8em 5 % plochy nestacilo a do-
porudeni v tomto pfipadé znélo na 20 % plochy.
V letosnim roce se vyskytli extremisté, kteii proka-
zovali, Ze obg &isla jsou podhodnocena a Ze optimal-
ni by bylo, kdyby velikost refugia bez oSetfeni in-
sekticidem byla 20 % a s oSetfenim insekticidem
50 %. Tak velkou Cast plochy nechat jako netrans-
genni, s niz§im vynosem, ale farmafi jiz nechtéli po-
nechat. Vznika zasadni otdzka, jak je moZné, Ze pro-
blém vznikl jiZ tak brzy po zavedeni transgenniho
materidlu. Odpovéd je v tom, Ze jiZ nékolik desitek
let se pouzivaly kultury B. thuringiensis jako biolo-
gicky insekticid a jiz tehdy vznikla rezistence.

2. Stiedni exprese toxinu, takZe néktefi necitlivi jedinci
hmyzu pfeZivaji. Vzhledem k tomu, Ze byly zjiStény
rezistentni mutace nejen recesivni, ale i s intermedi-
arnim stupném dominance, ani tato strategie se
obecné nedoporucuje, protoze pii ni dochazi k hro-
madéni intermediarnich dominantnich mutaci.

3. Transgenni rostliny s geny pro razné typy 8-endoto-
xinu Bacillus thuringiensis rozseté mozaikovité na
daném uzemi. Tato varianta, stejné€ jako néasledujici,
se jiz nedoporucuje, protoze bylo zji§téno, Ze jeden
gen u Skudce diamantovy motyl (Plutella xylostella)
muZe pienaset rezistenci ke Ctyfem riznym Bt-toxi-
nam.

4. PoufZiti odrid, kde kazda rostlina obsahuje smés to-
xinu. Jak uvadéji Losey et al. (1999), pyl transgenni
kukufice odolné proti zavije¢i kukuficnému (Ostri-
nia nubilalis), ktery obsahuje protein zvany &-endo-
toxin Bacillus thuringiensis, $kodi larvim motyla
monarcht Danaus plexippus. Pyl kukufice je rozpra-
Sovén vétrem i na okolni porost, a mezi plevely, kte-
ré se pravidelné vyskytuji na okrajich americkych
kukufiénych poli, se vyskytuje klejicha (Asclepias),
a ta je vyhradni potravou larev motyli monarchu.
Pfi laboratornim pokusu, popsaném v citované pra-
ci, se zjistilo, Ze jestlize je vSak hojné poprasena
pylem uvedené transgenni kukufice, je pro larvy mo-
tyla toxicka. Motyl monarcha neni v pfirodé nijak
ohroZen, naopak je hojny.

Neni pochyb o tom, Ze béhem nékolika let budou

k dispozici transgenni odridy kukufice s genem pro

d-endotoxin, ktery se v pylu neprojevuje. Existuji

transgeny, které se projevuji jen v pylu, a pomoci tech-
niky tzv. antisense DNA nebo pouZitim jiného promo-
toru v chimérickém genu lze takovéto transgenni rost-
liny ziskat. Av8ak neZ budou moci byt vyuZiviny jako
odrudy, uplyne jesté nékolik (nejméné pét, spise deset)
let. Co do té doby? Zakazat transgenni kukufice s ge-
nem pro 8-endotoxin? Je tfeba uvést, Ze k tomu, aby se
eliminovala vétSina recesivnich mutaci zavije¢e kuku-
ficného, biotechnologické firmy, které davaji transgen-
ni kukufici s genem pro 8-endotoxin na trh, doporuduji,
aby v sousedstvi pole s transgenni kukufici byla ales-
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poii mald polika s kukufici netransgenni (refugia pro
hmyz), ktera nebudou oSetfovana insekticidy. Na poli
s transgenni kukufici se mohou vyselektovat recesivni
mutace, rezistentni k 3-endotoxinu Bacillus thuringien-
sis, v homozygotnim stavu. V populacich zavijeCe ku-
kufi¢ného se uz do ur€ité miry nahromadily, protoZe
bakterie Bacillus thuringiensis se pouZivaji jako bio-
pesticid, daleko SetrnéjSi k Zivotnimu prostfedi neZ
bézné insekticidy, v USA jiz 40 let. Na refugiich se budou
larvy citlivych zaviject kukufiénych nerusené vyvijet az
do stadia dospé€lého motyla. VétSina téchto motylu pieleti
na pole, na némz dokoncilo svij vyvoj jen malé mnoZstvi
rezistentnich, homozygotné recesivnich jedinci. Motyli
z refugia predaji potomstvu dominantni alelu genu, kte-
rd podmifiuje citlivost k 3-endotoxinu, a larvy nésleduji-
ci generace budou d-endotoxinem zahubeny. Refugii Ize
vyuZit i pro ochranu faraoni. Americti agronomové radi
farmairm, aby piisti rok refugia situovali jako ochranny
pas na kraj pole. Pyl pSenice je pomérné tézky a i pri
silném vétru pada maximalné do vzdalenosti 60 metr od
otcovské rostliny; vét§ina ho spadne do vzdalenosti
8 metru. Jestlize pas nejméné 8 metra na kraji pole bude
tvofen netransgenni kukufici, vétSina pylu, ktery se z pole
dostane na okolni rostliny klejichy, bude pyl netransgenni
kukufice, o kterém podle autort Losely et al. (1999) bylo
prokazano, Ze nemd nepfiznivy vliv na vyvoj faraont.
Ochranit faraony letos jiZ nelze, ale v pfiStim roce to ne-
bude téZké.

Existuji i dalsi transgeny pro rezistenci k hmyzim
$kidctim, i kdyZ se v transgennich odridach jesté ne-
uplatnily. V leto$nim roce byla publikovana podrobnéj-
§i zprava o lektinu snéZenky (Birch et al., 1999). Je to
lektin (GNA — Gallanthus nivalis agglutinin), ktery se
védze na mandzu a pusobi in vitro proti mnoha druhiim
msic. Jeho primarni pisobeni nespociva v pfimé toxi-
cité pro m8ice nebo prevenci po§kozeni m$icemi, ale ve
zpomaleni vyvoje msic a sniZovani jejich reprodukéni
schopnosti v nésledujici generaci. JestliZe je gen piene-
sen do transgenniho tabaku a bramboru, sniZuje to roz-
mnoZovéani m$ic, tzn. zpomaluje jejich vyvoj. Také
viak dochazi k poskozoviani larev motyla a brouki, coz
bylo zndmo jiz diive. To znamena, Ze na jedné strané
byla vytvofena ur€ita ochrana proti $kidcim (Leptino-
tarsa decemlineata), ale na druhé stran& tim mohou byt
postiZeni i pfirozeni nepfatelé msic. Jednim z nich je
Adalia bipunctata (Hymenoptera). Byla provadéna stu-
die, ktera prokazala, Ze mSice, které se Zivi na trans-
gennich bramborich s genem pro GNA jako potrava
Adalia bipunctata, pusobily opravdu sniZenou plod-
nost, Zivotaschopnost vaji¢ek a délku Zivota. Naproti
tomu obdobné nutri¢ni pokusy, provadéné s transgen-
nimi rostlinami pro 8-endotoxin B. thuringiensis, podob-
né nepfiznivé vlivy na necilovy hmyz, predatory cilo-
vého hmyzu, bud nevykazaly, nebo vysledky jsou
zatim sporné. Vliv nebyl zjistén v publikaci autord Do-
gan et al. (1996) — gen Bt v transgennich bramborich,
kde pusobil proti mandelince bramborové, nemél nega-
tivni vliv na m3icemi se Zivici Hippodamia convergens.
V jiné studii vSak kukufice s genem pro 8-endotoxin,
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podmifiujici rezistenci k zavijeCi kukuficnému, ovliv-
fiovala Zivotnost larev predatora larev v potravnim fe-
tézci (Chrysoperla carnea) (Hilbeck et al., 1998).

SOUCASNE ROZSIRENI A DALSI PERSPEKTIVY
ODRUD TRANSGENNICH ROSTLIN

Transgenni odrudy se péstuji na polich od roku
1994. V roce 1999 tvofila celkova plocha transgennich
rostlin ve sv&t& 400 000 km? a podle piedpokladu se
v roce 2001 zvysi na trojnasobek. V soudasné dobé se
transgenni rostliny péstuji pfevazné v USA, Kanadg,
Brazilii, Argenting a Cing.

Transgenoze umoziiuje vytvaret nové odrudy kultur-
nich rostlin, vhodné&jsi pro lidskou vyZivu. Spojenym
asilim sité védeckych pracovist byla vytvorena trans-
genni ryZe s vysokym obsahem vitaminu A a Zeleza
a umoznujici G¢inngjsi vyuZiti fosforu. Pfirodni ryZe
neobsahuje Zadny vitamin A ani B-karoten, ktery se
v lidském téle m&ni na vitamin A. Do této ryZe byly
v€lenény Ctyfi transgeny, které méni pfitomny prekurzor
na fB-karoten. Geny pro dva enzymy byly klonovany z ge-
nomu narcisu a dva z bakteridlniho genomu. Syntéza
a ukladani B-karotenu v obilkéch se projevovaly velmi
vyrazné — zatimco endosperm béZnych obilek ryZe je
bily, tento byl Zluty. Transgenozi byla vytvofena také
nova linie ryZe s vy$8§im obsahem Zeleza a fosforu, kte-
ra obsahuje tfi transgeny. Jeden z nich koduje enzym
fytazu. Rostliny schraiiuji fosfat v semenech ve formé
fytatu, coz je molekula, ktera obsahuje Sest fosfatovych
skupin pfipojenych k pozménéné glukéze. Odbourava-
ni fytatu v travicim traktu ¢lovéka neni pfili§ G¢inné,
ale enzym fytdza mu napomaha. Druhy transgen koduje
protein, ktery vaZe Zelezo, a tieti kéduje protein bohaty
na siru, ktery pomaha vstiebavani Zeleza v lidském tra-
vicim ustroji. Linie s vysokym obsahem vitami-
nu A byla nakfiZena s linii, ktera zvySené dodava lid-
skému organismu Zelezo a fosfor a hybrid kombinuje
obé vlastnosti. Zda se, Ze tim byla ziskana nova plodi-
na, kterd mozna pomuze prekonat Spatnou vyZivu mi-
liont lidi tfetiho svéta. Deficience vitaminu A postihu-
je asi 400 miliond lidi na svété a puasobi oslepnuti
milionti déti. Anémie z nedostatku Zeleza je ve statech,
kde je ryZe hlavni potravou, jesté rozsifenéjsi. V po-
sledni dobé byla ziskana transgenni linie ryZze, ktera ma
snizeny obsah cholesterolu. Déle transgenoze slibuje
moznost zvySeni aktivity vitaminu E v rostlinach. Vi-
tamin E plsobi jako antioxidant, a tedy je schopen mi-
mo jiné sniZovat vyskyt nadorovych onemocnéni.
V lidské vyZivé je v suboptimalnim mnozstvi. Nadéjné
experimenty s transgenozi v tomto sméru byly prove-
deny zatim na modelové rostliné Arabidopsis thaliana.
Uznéani odpovidajicich kulturnich odrad je véci blizké
budoucnosti. Transgenni plodiny tedy nepfinaseji jen
zvySeni vynosu, ale jsou schopné podstatnym zpuso-
bem prispét ke zdravéjsi lidské vyzive.

Vzhledem k perspektivaim zavadéni t&chto novych
typu transgennich rostlin a vzhledem k tomu, Ze se hro-
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madi zku3enosti s velkoplo$nym péstovanim transgen-
nich rostlin a s jejich vyuZivanim v lidské vyZivé, aniz
by vznikly jakékoli skutecné problémy, lze predpokla-
dat, Ze v budoucnosti bude diivéra evropskych spotfe-
bitell v transgenni rostliny postupné vzristat a bude se
zvétSovat i plocha, na niZ se budou transgenni rostliny
v Evropé péstovat.

SITUACE V CR

V Ceské republice se na transgenozi rostlin experi-
mentaln& pracuje jiZz pies dvacet let, od doby uplnych
zalatku této problematiky ve svété. Transgenoze rostlin
tvofi podstatnou ¢4st pracovni népln€ Ustavu moleku-
larni biologie rostlin AV CR. Na problematice transge-
noze se pracuje i v dal$ich tstavech AV CR (Biofyzi-
kalni ustav, Ustav experimentalni botaniky), na
univerzitnich pracovistich (pfirodovédecké fakulty
v Praze a Brné) i na pracovistich zemé&délského vyzku-
mu (Vyzkumny ustav rostlinné vyroby a dalSi). V pri-
b&hu price bylo v CR napsino cca 200 védeckych
a odbornych publikaci o problematice transgenoze. JiZ
v roce 1989 vznikla Ceskd komise transgenoze rostlin,
ktera je v souCasné dobé poradnim orgdnem Minister-
stva Zivotniho prostiedi. Ze zdkona ¢&. 92 z roku 1996
o odrudach, osivu a sadbé péstovanych rostlin vyplyva,
Ze kazda fyzickd nebo pravnicka osoba, kterd chce na
tizemi CR péstovat transgenni rostliny za i¢elem regis-
trace odridy, k tomu musi mit povoleni Ministerstva
zivotniho prostiedi. V poslednich tfech letech pozadaly
velké mezinarodni biotechnologické spolecnosti
(AgrEvo, Monsanto a dal$i) Ministerstvo Zivotniho pros-
tredi CR o moZnost péstovat na naSem tzemi transgenni
rostliny za Ggelem piredregistrace nebo registrace odrtd.
Jedna se o maloplosné pokusy (s celkovou plochou ne-
presahujici 1 ha) s transgennimi odriidami, které se zkou-
Seji nebo jsou jiZ v povolovacim fizeni i v jinych evrop-
skych statech. Ceska komise transgenoze rostlin posuzuje
pro Ministerstvo Zivotniho prostiedi takovéto zadosti,
pribézné sleduje pokusna pole s transgennimi rostlinami
v prub&hu kultivace a testuje identitu a pritomnost trans-
genu v transgennich rostlinach. Soucasné se podili na pfi-
pravé nového zakona o transgennich organismech, ktery
by mél vstoupit v platnost v zafi roku 2000.
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TRANSFORMACE REPKY OLEJNE (BRASSICA NAPUS L.)
A JEJI PRAKTICKE VYUZITI

TRANSFORMATION OF OILSEED RAPE (BRASSICA NAPUS L.) AND
ITS PRACTICAL USE

J. Ovesna, V. Kuéera, M. Vyvadilova, I. Novakova, L. Kucera

Research Institute of Crop Production, Prague-Ruzyné, Czech Republic

ABSTRACT: Oilseed rape (Brassica napus L.) belongs to the most important species world-wide. Across centuries rape has
been bred to meet changing needs of the mankind. In the last decade new techniques have been developed which offer new
possibilities for the breeders and industry. Using molecular techniques and plant transformation, new traits can be introduced
rapidly into the rapeseed. Oilseed rape has also become the object of biotech research and development because it is a very
valuable crop, meaning that seed companies are willing to invest their money in research and development costs. As a result,
oilseed rape now dominates field trials of genetically-modified crops in many countries, Canada being the leading one. Several
features make oilseed rape relatively easy to transform using genetic engineering. Rape cells accept the transfer of genes from
other species more readily than do many other crops. A second reason why oilseed rape is suited for genetic transformation
is that it rejuvenates well from tissue cultures. Tissue culture is a comparable process. Once oilseed rape cells have been
genetically modified, it is relatively easy to grow whole plants directly from these modified cells using special growth
chambers. Several tissue type can be used ranging from hypocotyl and leaves segments to microspores. Microspores are
recommended for their abundance in plant flowers. Efficient protocols are available for their regeneration into haploid
embryos and for their transformation using image analysis and green fluorescent protein technology. Both Agrobacterium
mediated transformation and particle bombardment can be used. Several genes have been transformed in the oilseed rape
genome. Sense and antisense constructs for research purposes were used. Many traits have been manipulated for final
commercialisation. Work under way includes:

— Genetic transformation to make canola varieties more disease and pest tolerant;

— Research to develop canola with better meal quality;

- Research to make canola resistant to herbicides; and

- Research to modify canola oil to give it a wider variety of uses.

Besides genes generally used in many economically important species coding e.g. for herbicide resistance / tolerance based
on resistant or detoxifying enzymes, pest resistance, disease tolerance/resistance specialised constructs influencing seed
metabolism have been used. Rapeseed varieties with modified oilseed composition have been developed and some of them
were introduced to the market. The oils can be used for manufacturing of detergents, lubricants, margarine, for the pharma-
ceutical industry, cosmetics. Some of them could overcome problems with nonspecific harmful products in margarine pro-
duction. Several genes have been cloned to increase laurate biosynthesis or erucic acid content. “Laurate canola* was realised
for the market. Other lines are under development. Artificial male sterility is another highly required trait. It simplifies F1
hybrid production and it is another example how to meet breeders requirements for high yielding varieties. The system is
based on barnase activity, which destroys pollen development in sterile lines, Barnstar in fertility restorer, which inhibit
barnase action and herbicide resistance, which ensures that only hybrid seeds will produce plants. This technology was
introduced to American, European and Asian markets. Research is currently underway in many locations to alter the qualities,
giving rape many potential uses in industry, animal and human nutrition, and even medicine. Over 1 000 patents have been
taken out for new industrial uses of oilseed rape. Although some doubts about biosafety of transgenic oilseed rape are arising,
oilseed rape is a powerful crop and it is expected the experiments and trial will successfully continue.

Keywords: Brassica napus; transformation; gene; storage oils; resistance; male sterility

ABSTRAKT: Repka (Brassica napus L.) patfi mezi nejvyznamné;si technické plodiny - v Evropé predstavuje nejdileZit&jsi zdroj
oleje. Slechténi fepky bylo vidy zaloZeno na strategii kiiZeni a vybéru. V poslednim desetileti umoznily techniky molekuldrni
genetiky cilenou manipulaci s genomem fepky. Repka dobfe regeneruje v podminkich in vitro. Byly vypracovany uc¢inné techniky
transformace, regenerace a selekce. Kromé genii navozujicich odolnost vuéi herbicidim, hmyzim $kidciim a dal§im patogentim
jsou do fepky vnaseny geny ovliviiujici sloZeni zasobnich oleju. Tyto oleje jsou pak vyuZivany v primyslu pro vyboru margarin,
mazadel nebo detergenti. Na trhu je zajem o systém umélé saméi sterility, ktery se vyuZiva pro produkci hybridniho osiva.
Zijem o nové genotypy fepky je minimalné ze strany pramyslu vysoky a lze pfedpokladat, Ze nadile poroste.

Kli¢ova slova: Brassica napus; transformace; gen; zdsobni oleje; odolnost; saméi sterilita
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UvoD

Rod Brassica zahrnuje celou fadu hospodaisky du-
leZitych druht. Nejvyznamnéjsi z nich je fepka olejnd
(Brassica napus L. var. oleifera). PouZiva se pro vyro-
bu oleju k potravindfskému i technickému vyuZiti, ma-
zadel, detergenti a bionafty. Repkové vylisky (pokru-
tiny) a extrahované §roty se vyuZivaji jako bilkovinni
krmiva ve vyZzivé hospodatskych zvifat. Repka je tieti
nejvyznamnéjsi olejninou ve svété (obr. 1). Po staleti
byly vybirdny nejvhodnéjsi genotypy, které spliiovaly
ménici se pozadavky ¢lovéka. V poslednim desetileti
umoznily techniky molekularni genetiky pfipravu zcela
novych genotypu, které se vyznacuji lepS§im vyuZitim
potenciélu fepky. Jsou zavadény modifikované pésteb-
ni postupy a zejména je mozné fepky vyuZivat jako
zdroje cennych surovin.

Tento pfispévek se zabyva védeckymi poznatky,
které v posledni dobé& vedly k aplikaci transformace
u fepky a k uvedeni transgennich odrid na svétovy
trh.

Priprava geneticky modifikovanych rostlin zahrnuje
fadu krokl od spravného vybéru genu a pfipravy kon-
struktu, ktery je do bunky vpravovan, pres charak-
terizaci a vybér transformovanych linii aZ po kontrolu
jejich zdravotni nezavadnosti. Usp&Snost pfipravy ge-
neticky modifikovanych plodin zavisi na mnoha fakto-
rech.

1. Uginnost transformace — souvisi s regeneraéni
schopnosti daného pletiva in vitro, zavisi na vybéru
vhodného zplisobu transformace, na dostupnosti totipo-
tentnich (regenerace schopnych) bunék pro Agrobacte-
rium nebo DNA dopravovanou do bun¢k pomoci Cas-
ticovych stiel. Nezbytna je i dostate¢né Gcinna selekce
potencialnich transformanta.

2. Vybér znaku, ktery ma byt genetickou modifi-
kaci pozménén — vyzaduje znalost pozadavku Slechti-
telt a potieb trhu, dostate¢né hlubokou znalost bioche-
mickych drah, které maji byt v bunce pozménény,
a znalost moZnosti, jak toho dosahnout. Rovnéz je tie-
ba zvolit vhodné nastroje molekuldrni genetiky, které

1993 - 1997
Celkova produkce: 70.6 Mt
Hodnota: 45 miliard US$

umozni zddanou zménu navodit (klonovani gend, jejich
zafazeni za vhodné promotory atd.). Samoziejmé jsou
rostliny transformovany i pro védecké ucely s cilem
detailné studovat metabolické procesy, fyziologii rost-
liny.

3. Vybér vhodnych transformovanych rostlin. Ex-
prese genu a jeji stabilita vSak zdviseji i na okoli mista,
kam je gen zaclenén. N&kdy dochdazi k utlumeni (silen-
cing) Cinnosti genu, vyjimecné i k jeho vystfizeni. Pro-
to musi byt kontrolovdna mira exprese a jeji stabilita
v naslednych generacich. Existuje nékolik faktora, kte-
ré v tomto procesu hraji roli. Selekce se provadi vétsi-
nou z desitek ¢i stovek transformovanych rostlin.

4. Odhad rizika uvedeni geneticky modifikované
rostliny do prostiedi. Geneticky modifikované rostli-
ny se neprodukuji pouze pro védecké ucely, ale vysled-
kem jsou i komer¢ni odridy. Pred jejich uvedenim na
trh je tfeba zvazit rizika, které by takova rostlina mohla
zpusobit Zivotnimu prostiedi. Hodnocena je samoziej-
mé i vhodnost pro vyzivu lidi a zvitat.

PARAMETRY OVLIVNUJICI UCINNOST
TRANSFORMACE U REPKY

Explantitové kultury a regenerace in vitro

Druhy r. Brassica obvykle dobfe regeneruji in vitro.
Byly popsény metody jak pylové a somatické embryo-
geneze, lak organogeneze, coZ je zakladnim predpokla-
dem pro uspéSné zvladnuti transformace. Regenerace
bylo dosaZeno z raznych rostlinnych pletiv, jako jsou
hypokotyly (Yang et al., 1991), délozni listy (Hachey
et al., 1991), listy (Radtke et al., 1988), mikrospory
(Lichter, 1982) nebo protoplasty (Glimelius, 1984). Bylo
prokazano, Ze regeneracni schopnost je ovliviiovina celou
fadou faktord. Riznd pletiva potfebuji odlisné sloZeni
kultivaéniho média vcetné reguldtort rustu, a rovnéz bylo
zjiSténo, Ze regeneracni schopnost zdvisi na genotypu
rostliny (Khechra, Mathias, 1992; Poulsen, Nielsen, 1989;
Ovesna et al., 1993; Pental et al., 1993).

2008 - 2012
Celkova produkce: 108 Mt
Hodnota: 70 miliard US$

Soja Palma
(18 Mt) (15 Mt)
Repka ;
(10 Mt) ostatni
Slunecnice (20 Mt)

(@ mt)

Soja
(25 Mt)

Palma
(30 Mt)

ostatni
(20 Mt)

Slunecnice
(8 Mt)

1. OCekdvany narist produkce fepkového oleje — Expected increase in rapeseed oil production
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Metoda transformace

Zakladni protokoly pro transformaci fepky byly op-
timalizovany na pfelomu 80. a 90. let. Pfehled z tohoto
obdobi zpracoval Poulsen (1996). Obecné se pro trans-
formaci fepky pouZiva jak Agrobacterium, tak bezvek-
torovy prenos. Agrobacterium bylo testovdno jiZz na
konci 80. let. V ramci rodu Brassica bylo moZné nejlépe
transformovat B. juncea (Charest et al., 1989), B. rapa
(Ohlsson, Ericksson 1988), nasledované B. napus.

Nyni se pro pfenos Zadanych genl pouZivaji bindrni
vektory ve specidlné upravenych kmenech, které maji
vy§8i a&innost transformace diky duplikaci vir genti
a dal§im dpravam v genomu. Pro transformaci se vy-
uZivaji riznd pletiva. Nejvitan&j$i jsou mikrospory,
protoZe pylovou embryogenezi vznikaji zcela homozy-
gotni dihaploidni regeneranti (Pechan, 1989; Swan-
sson, Ericksson, 1989). Nejvice se vSak v prvni polo-
viné 90. let pouZivaly segmenty hypokotyll, protoze
prace s nimi je pomérné jednodudsi (Moloney et al.,
1989). Z prehledu publikaci je ziejmé, Ze nejresponziv-
né&j8im genotypem pro transformaci byla kanadska jarni
odrida Westar. Postupem ¢asu pak byly transformova-
ny moderni vykonné odridy jako Hanna, Arabella nebo
Topas (Fry et al., 1987; Pua et al., 1987; Stefanov et
al., 1994; Schroder et al., 1994; Jones-Villeneuve et
al., 1995).

Kromé transformace pomoci agrobakteria byly tes-
tovany dalSi zpisoby pienosu DNA do genomu fepky.
Jednalo se zejména o metody indukovaného pfenosu
DNA do protoplasti pomoci PEG (polyethylenglykol)
nebo elektroporaci (Chapel, Glimelius, 1990; Berg-
mann, Glimelius, 1993; Hervé et al., 1993). Velké na-
déje se vkladaly do mikroinjekci DNA do embryi od-
vozenych z mikrospor (Neuhaus er al.,, 1987).
Vzhledem k celkové nédroCnosti postupu a problémim
s naslednou regeneraci celistvych rostlin se tyto meto-
dy v soucasné dobé prili§ nepouZivaji. Spise se vyuziva
transformace pomoci Easticovych stiel (particle bom-
bardment), kterou poprvé publikovali Chen a Bevers-
dorf (1994).

Pro selekci transformovanych rostlin se pouziva re-
zistence k antibiotikim nebo herbicidim. Nejéasté&ji se
jedna o gen nptll (neomycinfosfotransferazu). Bylo
zjisténo, Ze nékteré vektory obsahuji mutovany gen,
coZ muze vysvétlovat odlisné vysledky s kanamycinem
jako selekénim agens (Yenofsky et al, 1990). Jako
mozZnd alternativa byla testovdna odolnost k hygromy-
cinu (Waldron et al., 1985), streptomycinu (Schroder
et al., 1994) nebo methotrexatu (Pua et al., 1987). Dal-
§im typem selekénich markerti je odolnost k herbici-
dim. Nejcastéji se u fepky vyuZziva odolnosti k herbi-
cidu bialaphos (De Block et al., 1989) nebo herbicidim
na bazi sulfonylmocoviny (Miki et al., 1990).

V soucasné dobé se pro vysoce da¢innou transforma-
ci fepky rozsifilo zejména pouziti mikrosporovych kul-
tur. I kdyZ embryogeneze bylo v tomto systému dosa-
Zeno i u jinych rostlinnych druht, nikde se nyni
nepouZiva pro pienos cizorodych genu tak masové jako
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pravé u této plodiny. Vyhodou systému je, Ze z jediné-
ho poupéte je mozné ziskat tisice mikrospor a z nich
pfimou pylovou embryogenezi odvodit haploidni rege-
neranty a po jejich diploidizaci zcela homozygotni
rostliny. Vzhledem k jeji silné bunécné sténé se mik-
rospora puvodné zdéila nevhodna pro kokultivaci
s agrobakteriem. S dspéchem vSak zaCaly byt vyuZiva-
ny Casticové stiely a pozdgji byl optimalizovén i pro-
tokol pro vyuZiti agrobakteria (Fukuoka ef al., 1998;
Dormann et al., 1998). Zékladem tspéchu transformace
je optimalizovany regeneraCni protokol a G¢inna selekce.
Pro vybér embryogennich mikrospor Ize s tispéchem po-
uZivat pratokovou cytometrii a pro selekci transformanti
nedestruktivni metodu zaloZenou na detekci zeleného
fluoreskujiciho proteinu (GFP) a na obrazové analyze
(Schulze et al., 1998). Tento postup dnes vyuZziva fada
firem, napf. AgBiotech (http://www.Ag.Biotech).

VYBER ZNAKU

Stejné jako u dalSich plodin je usili védeckych tymu
a zejména Slechtitelskych spole¢nosti zaméifeno na
zlepSeni hospodarskych znakd fepky. Nékteré transgenni
odrudy jiZ byly uvolnény pro trh, na dalSich se pracuje
(tab. I a II). Dostupné techniky molekularni biologie za-
tim dovoluji ovliviiovat tyto monogenné podminéné
znaky:

— odolnost viici patogenim a hmyzim $kddcim
— odolnost k herbicidim

— kvalita pokrutin a extrahovanych $rota

— sloZeni zdsobnich oleju a vosku

— uméla samdi sterilita.

Jiz na pocatku 90. let bylo zfejmé, Ze v budoucnu
by fepka olejka méla slouzZit jako zdroj riznych mast-
nych kyselin. V soucasné dobé je patrné, Ze se §lechti-
telské firmy a producenti osiv budou snaZit vyjit vstfic
pozadavkim chemického a farmaceutického primyslu
(Friedt, Luhs, 1998). Jsou proto studovéany biosyntetic-
ké drahy v fepce (Ohlrogge, 1994; Ohlrogge, Browse,
1995; Galili et al., 1998 — obr. 2), zejména pak ve
vyvijejicich se semenech. Cilem je nalézt enzymy, kte-
ré umoziuji produkci nejZadanéjSich typu mastnych
kyselin. Zakladni souéasti fepkového oleje je triacyl-
glycerol (TAG).

Bylo jiz klonovano nékolik genu, které se ucastni
biosyntetické drahy mastnych kyselin, a fada z nich byla
prenesena do genomu fepky (T6pfer et al., 1995). Nyni
existuje n&kolik velice zajimavych transgennich linif,
které jsou zdkladem novych odrad.

Laurical™

12:0-ACP thioesteraza ze stromu Umbellularia cali-
fornica (Davies et al., 1993) usp&$né interaguje s bio-
syntetickou drdhou mastnych kyselin v plastidech fep-
ky a muZe dochazet k akumulaci lauratu (Voelker et
al., 1992, 1996). Gen fizeny napinovym promotorem
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1. Pfehled povolenych odrud fepek v zemich OECD — A list of registered oilseed rape varieties in OECD countries

Majitel odridy Linie Prvni stit, ve kterém bylo povoleno
AgrEvo, Canada Inc. HCN92 Kanada, 1995
Monsanto, Canada Inc. GT73 Kanada, 1995
Calgene pCGN3858-212 USA, 1994

Plant Genetic System (PGS) MS|1, RF1 Velka Britanie, 1994
Monsanto, Canada Inc. GT200 Kanada, 1996
AgrEvo, Canada Inc. HCN28 Kanada, 1996
AgrEvo (PGS) MS8/RF3 Kanada, 1996

PGS PHY 14, PHY35 Japonsko, 1997
AgrEvo (PGS) MSI/RF2 Kanada, 1995

PGS PHY36 Japonsko, 1997
AgrEvo T45 USA, 1997

AgrEvo HCNI10 Kanada, 1995
Pioneer Hi-Bred PHI-CAC-IMI-IR Kanada, 1997
Monsanto, Canada Inc. ZSR500, ZSR 502, ZSR503 Kanada, 1997

Rhone Poulenccanada Inc. Oxy-235 Kanada, 1996

PGS RF2+PAT v registarci

Pioneer Hi Bred kvalita oleje Kanada, 1997
Calgene Laurate Kanada, 1996

GT73 - odolnost k herbicidu Roundup, vnesené geny pro oxidoreduktizu glyfozitu

HCN10 - odolnost k fosfinotricinu, obsahuje gen fosfinotricinacetyltransferasu (PAT)

HCN28 - odolnost k herbiciddm na zikladé fosfinotricinu

kvalita oleje — vysoky obsah kyseliny olejové/nizky obsah linoleové

LAURATE - vysoky podil lauritu a myristitu

MS1 x RFI (hybrid) — bar, NPTII, sami sterilita, obnovitel fertility na zdkladé systému barstar/barnase

MS1 x RF1 - produkce hybridniho osiva — samdi sterilita, obnovitel fertility na ziklad€ systému barnasa/barstar, odolnost k fosfinotricinu —
bar, NPTII

MS8/FR3 produkce hybridniho osiva — sam{i sterilita, obnovitel fertility na zdklad€ systému barnasa/barstar odolnost k fosfinotricinu — bar,
NPTII

Oxy-235 - tolerantni k bromoxynilu; gen nitrilasa z bakterie Klebsiellu | ie ssp. ozanae

pCGN3828-212/86 — zménéné sloZeni oleji, vnesend ACP thioesterdza z Umbellularia californica a odolnost ke streptomycinu a NPTII
z E. coli

PHI-CAN-IMI-IR - odolnost k herbicidim imidazolinového typu, modifikace genu patficich do rodiny acetolaktdz (ALS). V kanadskych
podkladech lze pro tyto materidly najit oznaCeni NS738, NS1481, NS1438

PHY 14, PHY - produkce hybridniho osiva - sam¢i sterilita, obnovitel fertility na ziklad€ systému barnasa/barstar odolnost k fosfinotricinu —
bar, NPTII

PHY 36 — (hybrid) — produkce hybridniho osiva bar, NPTII, saméi sterilita, obnovitel fertility na ziklad& systému barnasa/barstar, odolnost
k fosfinotricinubar, NPTII

T45 — odolnost k fosfinotricinu, obsahuje gen fosfinotricinacetyltransferasu (PAT)

ZSRS500, ZSR502, ZSR 503 — kfiZenec transgenni Brassica napus GT73 (Roundup ready) a Brassica rapa

II. Transgenni odrady/linie ve zkouSkich — Transgenic varieties/lines submitted to tests

Produkt v semeni Zamyslené pramyslové uZiti Prvni polni testy
40 % kyseliny stearové (18:0) margariny, kokosové méslo 1994

60 % kyseliny laurové (12:1) detergenty 1996

80 % kyseliny olejové (18:1) potraviny, mazadla 1995
Petroselenova kyselina (18:1) polymery, detergenty 1998-1999
Vosky z jojoby (C20, C22) kosmetika, mazadla 1997

40 % kyseliny myristové (14:0) detergenty, mydla 1996

90 % kyseliny erukové (22:1) polymery, kosmetika, farmaceuticky pramysl 1998
Ricinoleovi kyselina (18:1-OH) lubrikanty, plasty 1997
Polyhydroxybutyréty biodegradovatelné plasty 1998
Fytizy krmivo pro zvifata 1994
Enzymy fermentace, vyroba papiru 1998-1999

112

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 35, 1999: 109-117




®

- Modifikovany acyl-CoA l

s s /20:1 —»22:1—>24:1 L:A
ceP _a.—> ceP @ 281, :;’ - 18:1 : :::fzﬂ @ 1A @

G l® @ :23% o > 18:2—» o183 i

N Y=t =S G o l
80 1820 TAG

@MCA kyselin @ l

Meloma-CoA .\ 8:01018:0 Sigosins

l Zralé ol
AceykCoR 24sobni télisko
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3. Procento fepkovych linii se zm&nénym

obsahem olejii ukazuje na vzristajici vy-

znam této genetické modifikace — Percent-

age of oilseed rape lines with modified oil

content indicates an increasing importance
of this genetic modification

byl prenesen do fepky. Puvodni transformanti vykazo-
vali §irokou variabilitu v obsahu laurdtu jako nésledek
odli$né exprese transgenu a tedy odli$né thioesterazové
aktivity. Tyto linie daly vzniknout odriidé znimé jako
,Laurate canola®, ktera se v USA péstuje od roku 1995.
Olej, ktery nese oznaceni Laurical ™, nachazi uplatné-
ni pfi vyrobé mydel a detergentu.

Obohaceni oleje transgennich fepek o laurét korelu-
je s mnozstvim 12:0-ACP thioesterazové aktivity ex-
primované v semenech. I kdyZ je mozné tuto aktivitu
déle zvySovat, napf. vnesenim dal$ich kopii geni, zvy-
Seni jiZ neni tak vyznamné (Voelker et al., 1996). Bylo
ale zjiSténo, Ze enzym acyltransferaza lyzofosfatové
kyseliny (LPAAT) vykazuje silnou preferenci pro subs-
traty 18:1 (Oo, Huang, 1989). Byly pfipraveny linie
nesouci LPAAT z kokosu a byly kfiZeny s liniemi
s-vysokou produkci lauratu.

Ostatni stfedné dlouhé mastné kyseliny

Touto problematikou se zabyvali zejména védci fir-
my Calgene. Byla klonovana fada acyl-ACP thioesteraz
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z odlisnych rostlinnych druht. Exprese nékterych
z nich vedla ke zvySeni 14:0 mastnych kyselin na
40 %. Byla rovnéZ pripravena fepka s vysokym obsa-
hem kyseliny myristové nesouci thiosterdzu z Cupea
lanceolata. Ke zvySeni podilu kyseliny oleové vedlo
i vneseni genu pro acetyl-coenzym A carboxyldzu
z Arabidopsis thaliana. Jeho exprese je fizena napino-
vym promotorem a gen byl opatien signdlnim pepti-
dem specifickym pro chloroplasty (Roesler et al.,
1997).

Repka s vysokym obsahem erukového oleje

Kyselina erukova (22:1) se pouZiva k vyrobé maza-
del a obvykle se ziskava z fepek s vysokym obsahem
kyseliny erukové (tzv. HEAR = high erucic acid rape).
Takovy olej slouZi nejen jako zdroj pro erukova rezi-
dua, ale je vhodny i pro nékteré klinické aplikace. Pro
zvySeni produkce erukové kyseliny v HEAR odradach
byly zvoleny dva pfistupy. Prvni se zamé&fil na clongag-
ni systémy a téméf nulovou pfitomnost VLCFA (very
long chain fatty acid) (Stumpf, Pollard, 1983), druhy
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na vyuZiti LPAAT z Limnathes alba (Lassner et al.,
1995).

Alkoholy a estery voskil

V3echny zatim zminéné projekty se tykaly zmény
obsahu mastnych kyselin. Dalsi jsou pak zaméfeny na
nahrazeni jednoho typu zasobnich lipidd jinymi. Napf.
se jednd o estery vosku, které by se pak uplatnily
v primyslové vyrobg. Zadany je napf. ester vosku, kte-
ry se vyskytuje v jojob&. Metz et al. (1994) predstavili
prvni linii fepky transformovanou pro tyto G¢ely. Weier
et al. (1998) pouZili enzym klonovany z E. coli (sn-1-
-acylglycerol-3 fosfat acylesterazu). V semenech trans-
formované fepky byly nalezeny oleje s dlouhou uhlika-
tou kostrou. Vyrazné bylo zménéno stereochemické
sloZeni oleju, které se pak mohou uplatnit ve speciél-
nich vyrobach.

Oleje s vysokym obsahem kyseliny stearové

Pro vyrobu ztuZenych tuku, okolady a cukrafskych
vyrobki se Casto pouZivaji steardty, jejichZ kostra se
sklad4 z 18 uhliku a neobsahuje Zadnou dvojnou vazbu
(18:0). Zatim se pro vyrobu margarini bézné vyuZivaji
hydrogenované rostlinné oleje. Proces zvyS$uje ndklady
na vyrobu zadanych produkti. Soucasné bylo prokaza-
no, Ze vznikaji i mastné kyseliny s vazbami typu
Htrans®. Tyto typy mastnych kyselin zvySuji riziko ko-
ronarniho onemocnéni srdce. Faccioti et al. (1999) zis-
kali fepku transformovanou genem z Garcinia mangos-
trata (GarmFatA1l) upravenym mutagenezi in vitro.
V semenech byl detekovan zvySeny obsah steardtu aZ
0 68 %. Jde o jeden z prvnich pfikladi tprav enzymi,
resp. jejich gent, vedouci ke zvySeni specifické aktivi-
ty, ktery se vyuZiva pro transformaci rostlin. I pfi mo-
difikacich obsahu mastnych kyselin se bude kromé
vnaseni funk&nich genti zfejmé& vyuZivat antisense tech-
nologie, jak to naznacuji prace na A. thaliana (Cartea
et al., 1998).

Odolnost vici pat hmyzim $ktdcim

a herbicidim

£

Odolnost vuci patogenim je jednim z cilu Slechtite-
14. Kromé integrované ochrany lze s Gspéchem apliko-
vat techniky molekularni genetiky. Kromé genu pro
8-endotoxin a inhibitory protedz a dal3i testované geny
s obecnou platnosti u dalSich plodin se do fepky vna-
Seji geny, které mohou zménit strukturu povrchu listu —
voskovou vrstvu a hladkost. Takové zmény mohou
rovnéz zvysit odolnost rostlin viaci hmyzu (Palaniswa-
my et al., 1996).

Pro zvySeni odolnosti k patogenim se u geneticky
modifikovanych rostlin pouZivaji obecné zndmé me-
chanismy, stejné pro rizné rostlinné druhy. Jsou popsé-
ny v tvodnim piispévku tohoto &isla (Ondrej, 1999).
Podobné je tomu s odolnosti vici herbicidim. Je tfeba
zminit pouze novou technologii, kterou v leto$nim roce
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predstavila firma NOVARTIS. Technologie je vedena
pod ochrannou zndmkou Acuron TM. Gen zavedeny do
rostlin je bude chranit proti herbicidiim, které jsou zna-
my jako inhibitory oxidaz protoporfirinii (PPOs). Jedna
se o herbicidy, které rostliny pfijimaji jak kofeny, tak
listy. Proto se hodi pro oSetieni porosti v irokém ¢&a-
sovém rozmezi. Herbicidy této tfidy a transgenni odru-
dy by se mély objevit na trhu po roce 2003 (NOVAR-
TIS NEWS, Feb. 19, 1999). V soucasné dobé jsou jiZ
na trhu geneticky modifikované odridy fepky, které
jsou odolné vici herbicidim. Nejznaméjsi je technolo-
gie firmy MONSANTO, USA, zahrnujici odrudy
s oznaCenim ,Roundup ready®, nebo odruada Inovator
firmy AgrEvo odolna vidi herbicidu Liberty.

Do fepky se vnaseji i dal$i geny, které mohou zvysit
jeji trzni hodnotu. Morissete et al. (1998) pfipravili
fepku, v jejichZ semenech se nevyvijeji chloroplasty.
Semena beze stop zeleného barviva jsou pak na trhu
cennéjsi.

Hybridni fepka

Hybridni odrady fepky dosahuji o 15 az 20 % vys-
§iho vynosu semen ve srovnani s tradi¢nimi liniovymi
odridami. Pfi Slechténi hybridi lze dosud prakticky
vyuZit dvou genetickych systémi autosterility — sporo-
fytické autoinkompatibility (AI) a cytoplazmatické ste-
rility (CMS), které umoZiiuji kontrolované opylovani
pfi produkci hybridniho osiva. Na rozdil od zelenino-
vych druhii rodu Brassica, kde vétiina soucasnych F1
hybridi vznikla na zdkladé Al, je u prevazné samo-
spra$né fepky pfirozeny vyskyt AI minimalni. Uginné
alely S podmifiujici Al lze do genotypu fepky vnaset
pomoci resyntézy linii vzdalenou hybridizaci puvod-
nich vychozich druht B. oleracea a B. rapa. Pokusy
o pienos genii Al transformaci nebyly zatim Gspé$né.
Dal$im problémem je ekonomické mnoZeni Al linii
vzhledem k vysoké potiebé osiva.

V praxi je vyuZivano nékolik systémia CMS vznik-
lych mutacemi jadernych a cytoplazmatickych faktort
nebo vzdilenou hybridizaci. Zadny z nich neni plné
uspokojivy pro nestabilitu sterility vlivem podminek
prostiedi, netplnou obnovu fertility a nepfiznivé vlivy
cizi cytoplazmy na hospodafsky vyznamné znaky.

Nova metoda tvorby hybridnich odrad fepky je za-
loZena na pouZiti transgennich rodi¢ovskych linii
s barnasa (bakteridlni RNAasa) geny, fizenymi speci-
fickym promotorem (TA29). Utinek téchto genil v ta-
petovych buiikdch fepkovych kvéti vyvolava pylovou
sterilitu. Jiny gen nazyvany barstar dekéduje inhibitor
barnasy. Kfizenim pylové sterilnich linii, obsahujicich
gen TA29-barnasa a pylové fertilnich linii s genem
TA29-barstar vznikaji pylové fertilni hybridy. Gen
TA29-barstar tak pusobi jako dominantni obnovitel
pylové fertility. Jak barstar, tak barnasa geny jsou ve
vazbé s genem nazyvanym bar &i pat, ktery vyvolava
rezistenci vaci nékterym herbicidim (Basta, Liber-
ty). Enzym Bar ucinek herbicidné aktivniho tripepti-
du inaktivuje. Novy hybridizaini systém nazyvany
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SEEDLINK (tm), vyvinuty firmou Plant Genetic Sys-
tems NV, usnadiiuje tvorbu hybridnich odrud fepky a
mnoZeni linii s geny obnovy fertility. Matefské kom-
ponenty hybrida se skladaji z 50 % pylové sterilnich
rostlin s herbicidni rezistenci a 50 % pylové fertilnich
rostlin, které mohou byt odstranény plosnou aplikaci
herbicidu ve fizi dvou aZ &tyf listi. Tento systém umeé-
le indukované sterility se ukazuje jako stabilni. U trans-
gennich linii nebyl zaznamenan nepfiznivy vliv na
agronomické a hospodarské znaky.

Stabilni exprese vneseného genu

Pfi vybéru vhodné transgenni rostliny se poZaduje
dédicnost transgenu v souladu s Mendlovymi zékony
a stabilni exprese vneseného genu. Bylo vSak zjisténo,
ze aktivita genu se nékdy miiZe u ¢4sti potomstva ztra-
cet nebo Ze dochazi zcela ke ztraté genu. Zeslabovani
aktivity genu se oznacuje jako silencing a dochazi k né-
mu nékolika zpusoby. Metz et al. (1997) popsali silen-
cing u transgenni fepky nesouci PAT. Konstatovali, Ze
k takové uddlosti mize dojit i pfi mnoZeni osiva, coz
mize mit dosti neblahé nasledky. U fepky zatim nebyl
nalezen specificky zptisob inaktivace transgent, odlis-
ny od jinych rostlin.

Odhad rizik spojenych s uvedenim novych odrid do
prostiedi

Prenos gent z kulturnich rostlin do pleveli hraje
dulezitou roli ve vyvoji jak modernich odrtd, tak ple-
veld. Stejné jako se mohou kfizit v rdmci r. Brassica
b&7né odrudy a plevele, tak se mohou plevele kfiZit
s transgennimi odradami (Jorgense et al., 1996). Pfi
studiu moznosti spontanniho vzniku hybridi mezi kul-
turni Brassica napus a plevelnou Brassica campestris
bylo zjisténo, Ze zalezi na nékolika faktorech. Nejdule-
Zit€j§imi jsou doba kveteni a hustota porosti obou dru-
ha. Hybridni rostliny se vak 1i8i dormanci, ktera je Cini
ponékud méné konkurenceschopnymi, nez je samotna
B. campestris. Piekvapivé byla zjiSténa zdvislost
schopnosti preziti hybridi na vychozi odradé repky
(Hauser et al., 1996). Pomérné snadny pienos transge-
ni z B. napus byl také do hoic€ice plané. I kdyz vétSina
potomstva byla sterilni, néktefi hybridi produkovali se-
mena a jejich potomstvo neslo sledovanou odolnost k
herbicidu (Nair et al., 1996).

Scott a Wilkinson (1999) studovali moZnost pfenosu
transgenti do pribuznych druht fepky a jako zdroj po-
uzili fepku, ktera méla gen pro EPSPS (odolnost ke
glyfosatu) integrovany v genomu chloroplasti (Daniell
et al., 1998). Zjistili, Ze pfenos transformovanych plas-
tidt do B. rapa se muZze uskute¢nit velice zfidka a jen
v ur€itych smésnych populacich. K pienosu dochazi
s daleko mensi pravdépodobnosti neZ u transgenl in-
tegrovanych v jaderné DNA.

Kromé moznosti prenosu jednotlivych genu do ple-
velnych druht se v pripadé gent odolnosti zkouma je-
jich vliv na Skidce. Obecné se poukazuje na moZnost
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vzniku velmi odolnych forem hmyzu. Ramachandran et
al. (1998) zjistili, Ze smésné kultury transgennich
a b&Znych odrid nesniZuji riziko vzniku rezistentnich
gkiideti. Zkouma se vliv miry exprese B.t. genu na pii-
mé Skidce rodu Brassica i na dalsi lepidoptera (Ste-
wart et al., 1996). Picard-Nizou et al. (1997) sledovali
vliv inhibitoru trypsinu z bobu, chitinazy a B 1,3 glu-
kandzy v transgenni fepce na vcely. Pfitomnost inhibi-
toru trypsinu a glukanézy v pylu ovliviiovala urcité
schopnosti vCel. Popsané testy mohou slouZit i jako
bioindikétor pfi vyzkumu vlivu transgenii na uzitecny
hmyz. Zvlastni pozornost je vénovéna vedlejSimu efek-
tu transgennich rostlin na predatory Skadcu. Je velmi
pravdépodobné, Ze skuteény efekt bude mozné zjistit az
v dobg, kdy se transgenni rostliny budou péstovat na
rozsahlych pozemcich. Schuller et al. (1999) konstatu-
ji, ze studium vlivu vnesenych transgeni na tritroficky
systém musi byt sledovéno stejné, jako je tomu u che-
mickych pesticidi.

ZAVER

Diskuse o geneticky modifikovanych rostlinach pro-
biha na drovni védecké i politické. Problematika se do-
tykd kazdého ¢lovéka. Védeckd komunita se vétSinou
stavi za rozvoj transgennich technologii. Zejména
v Evropé se zvaZzuji vice rizika neZ pfinosy. U tak roz-
sifené plodiny, jakou je fepka, ktera ma mnohé primys-
lové vyuZiti, bude v8ak vyzkum a pfiprava transgen-
nich materiala pokracovat. Ziskané modifikace, které
umozni jeji vyuziti v dalSich oblastech, budou pfi na-
rastajici spotfebé lidstva stale zadanéjsi.
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SOUCASNY STAV TRANSGENOZE U PICNICH
LEGUMINOZ

TRANSGENOSIS IN FORAGE LEGUMES

J. Repkova', J. NedéInik’

1Masaryk University, Faculty of Science, Department of Genetics and Molecular Biology,
Brno, Czech Republic
2Forage Crop Research Institute, Ltd., Troubsko, Czech Republic

ABSTRACT: Forage legumes are very important components of animal feed and are capable to supply nitrogen demand
from symbiotic associations with Rhizobium. Genetic variability of alfalfa (Medicago sativa), red clover (Trifolium pratense)
and white clover (7. repens) appears to be limited. Therefore incorporation of various genes from other species via genetic
transformation offers a definite potential. The use of genetically engineered plasmids carried by Agrobacterium tumefaciens
is considered an ideal system for forage legumes. The use of A. rhizogenes also offers a convenient technique for genetic
manipulation of legumes. Limited transformation success with particle bombardment of intact meristems and pollen has been
reported. Most of the currently used transformation methods require regeneration of transformed cells into whole plants from
cell suspension or callus tissue culture. Advanced cultivars of most forage legumes have not shown a high level of plant
regeneration. This low frequency of regeneration may create problems with transformation methods. Molecular engineering
is impacting modern agriculture and opens tremendous possibilities. Gene technology has proven to be a powerful tool to
help create variability that would not occur with conventional means. The first transgenic alfalfa cultivars will be marketed
early into the 21st century. They will possess characteristics such as herbicide resistance, insect resistance, enhanced forage
yield, improved digestibility and a variety of stress tolerance traits. Output traits such as better protein utilisation and plant
vaccines are also being considered.

Keywords: forage legumes; genetic manipulation; resistance genes; stress tolerance; digestibility
ABSTRAKT: Genetické manipulace se stivaji u vyznamnych picnich legumindz (vojtéska seta, jetel plazivy, jetel lu¢ni)

daleZitym ndstrojem zlep3eni jejich agronomickych vlastnosti. Cilem genového inZenyrstvi je introdukce gend rezistence
k nejcastéj§im puvodciim chorob, geni tolerance k abiotickym stresovym faktorim (suchovzdornost, zimovzdornost, vysoké

koncentrace soli), zlepSeni kvality bilkovin, stravitelnosti a schopnosti fixace vzdu$ného dusiku.

Klicovi slova: picni legumindzy; transgenoze; geny rezistence; tolerance ke stresiim; stravitelnost

Uvod

V roce 1999 byly geneticky modifikované plodiny
péstoviany v celosvétovém méfitku na 40 milionech
hektard. Dominantni postaveni zaujima sdja, dal§imi
plodinami jsou kukufice, fepka a nékteré druhy zelenin.
Picni legumindzy z tohoto pohledu zatim zaujimaji re-
lativné malou plochu. Pfesto i na né je soustfed&n in-
tenzivni zdjem genetikl a $lechtiteld. Davodu je néko-
lik. Picni leguminézy (pfedevsim vojtéska, jetel ludni
a pfibuzné druhy) tvoii duleZitou sloZku vyZivy zvifat,
patii ke druhiim schopnym fixovat vzdu$ny dusik, jsou
nepochybné plodinami zlep3ujicimi a stabilizujicimi
pudni drodnost. Klasickymi $lechtitelskymi postupy
bylo dosaZeno témér limitu ve zvySovani vynosového
potenciilu a také vyuZivani genetické variability, napf.
u rezistence vuci biotickym Cinitelum, je omezené. Pro-
to se tyto i dal$i agronomicky vyhodné vlastnosti, jako
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je tolerance ke stresovym faktorim (vysoké koncentra-
ce soli, suchovzdornost, mrazuvzdornost), kvalita bil-
kovin, stravitelnost nebo schopnost fixace vzdu¥ného
dusiku, stdvaji cilem genetické manipulace, tedy intro-
dukce nékterych dileZitych geni z jinych nejen rostlin-
nych druht cestou transgenoze. Obecné se oCekava, Ze
geneticky modifikované odridy mohou pfinést zvySeni
a stabilizaci vynosi, omezeni mnoZstvi aplikovanych
pesticidi, sniZeni péstitelského rizika a v neposledni
fad€ vice moZnosti pro rotaci plodin v osevnich postu-
pech.

Zékladnim piedpokladem vyuZiti riznych metod
transgenoze u picnin je vypracovani spolehlivych tech-
nik regenerace celistvych rostlin z riznych explantata
in vitro, piedevsim z kalusovych nebo suspenznich kul-
tur. Z kofenovych kultur bylo dosaZeno regenerace
rostlin po kultivaci s agrobakteriemi u vojtésky (Spano
et al., 1987) a Stirovniku riZzkatého (Petit et al., 1987;
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Webb et al., 1990). Vétsina komeréné vyuZivanych od-
rid picnich leguminéz nema dostateCny embryogenni
potencial, coZ pfinasi problémy pfi praktické aplikaci
riznych metod transgenoze. Embryogenni potencial
vojt&sky a jetele lu¢niho je geneticky determinovén
(McLean, Nowak, 1998; Wann et al., 1988; Wofford et
al., 1992). Opakovana selekce pfinesla vyznamné zvy-
Seni regeneracni schopnosti u obou druht (Bingham,
1989; Quesenberry, Smith, 1993; Repkové, Ned&lnik,
1998; Smith, Quesenberry, 1995). U jetele plazivého
byly vytypovédny vhodné explantaty pro pfimou rege-
neraci rostlin (White, Voisey, 1994).

Vhodnym systémem pro pfenos genil u vyssich rost-
lin je vyuzZiti Agrobacterium tumefaciens. Plati to i pro
picni legumindzy, u nichZ bylo A. tumefaciens Gispé$né
vyuZito. Jako vhodny vektor se pro genové manipulace
nabizi také A. rhizogenes. Piesto, Ze zatim byl zazna-
menan pouze ojedinély uspéch u alternativni metody
transgenoze prostfednictvim bombardovani intaktnich
meristematickych pletiv (Songstad et al., 1995) a pylo-
vych zrn (Ramaiah, Skinner, 1997), jsou i tyto meto-
dické pristupy dale rozpracovavany.

Uginnost transgenoze s vyuZitim A. tumefaciens se
1i$i mezi jednotlivymi druhy i mezi genotypy v ramci
jednoho druhu (Webb et al., 1987; Quesenberry et al.,
1996). Transgenni linie jetele luéniho, jetele plazivého
a §tirovniku razkatého se lisily v poctu zaclenénych in-
zertd po inokulaci A. rhizogenes. Linie jetele plazivého
obsahovaly jednu T-DNA kopii, zatimco linie jetele
luéniho mély jeden aZ pét inzerti. Rostliny regenero-
vané z nékolika linii Stirovniku razkatého mély dva az
osm inzerti (Webb et al., 1990).

Z picnich leguminoz je nejdileZzitéjsi picninou
v mnoha &astech svéta vojtéska setd (Medicago sativa
L.). Je to alogamni autotetraploidni druh vykazujici
zna¢nou inbredni depresi. Pravé tetraploidie je velkou
nevyhodou pfi transgenozi. SpiSe jako modelovy druh
je vyuZivana M. truncatula Gaertner, ktera je jednoleta,
autogamni a diploidni. Je proto vhodné&jsi pro moleku-
larni analyzu, ale také z hlediska dspésné regenerace in
vitro a transgenoze (Neves et al., 1999; Trinth et al.,
1998). Modelovym genotypem se pro transgenozi
u vojtésky stal vysoce embryogenni genotyp Re-
gen S (D’Halluin et al., 1990; McKersie et al., 1993).
Bylo vSak dosaZeno transgenoze i u dalSich genotypu
vysoce dormantnich (Blake et al., 1991; Schroeder et
al., 1991) i nedormantnich (Pezzoti et al., 1991; Shanin
et al., 1986; Sukhapinda et al., 1987). Na spolehlivé
a udinné metodé transgenoze komerénich vysoce vy-
nosnych a rezistentnich odrid se intenzivné pracuje.
Desgagnés et al. (1995) optimalizovali metodu transge-
noze prostiednictvim A. tumefaciens u nékolika novo-
Slechténi, kterd jsou rezistentni vici pavodci tracheal-
niho vadnuti Verticillium albo-atrum.

Hospodaisky nejvyznamnéj$imi druhy rodu Trifoli-
um jsou jetel luéni (7. pratense L.) a jetel plazivy
(T. repens L.). Jde o vytrvalé druhy, které jsou Casto
napadény riznymi patogeny a $kidci. Usp&$na transge-
noze prostiednictvim Agrobacterium byla dosaZena
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u jetele plazivého (Voisey et al., 1994; White, Green-
wood, 1987) i jetele luéniho (Quesenberry et al., 1992,
1996).

Stirovnik razkaty (Lotus corniculatus L.) je vhodnym
druhem pro studium exprese cizich gent prostfednictvim
transgenoze s A. rhizogenes. Byly vypracoviny metody
regenerace z kalusi ziskanych z vegetativnich ¢asti
rostlin (Vessabur, Grant, 1995; Webb et al., 1987)
a z buné&&né suspenze (Swanson, Tomes, 1980). Jako
modelovy druh je ke studiu transgenoze vyuZivan také
L. japonicus (Larsen), ktery je autogamni a diploidni
s pomérné malym genomem (Stiller et al., 1997). Oger
et al. (1996) vypracovali jednoduchou metodu transge-
noze zaloZenou na inokulaci mladych semendcka in
planta a schopnosti spontdnni regenerace vyhoni z dé-
loh.

Tolerance ke stresovym faktoriim

Aklimatizace k chladu u vojtésky je doprovazena
specifickou expresi nékolika genti. Uroveii exprese
téchto genu je v pozitivni korelaci se stupném zimo-
vzdornosti u nékolika odrid vojtéky. Pfi transgenozi
vojtésky byl vyuzit gen Mn-Sod z genomu Nicotiana
plumbaginifolia (McKersie et al., 1996) pro enzym su-
peroxiddismutdzu. Tyto enzymy Kkatalyzuji pfeménu
superoxidovych radikald, které vznikaji v rostlinnych
buitkdch ve zvySené mife ve stresovych podminkach
mrazu nebo sucha. Transgenni rostliny testované v pol-
nich podminkach vykazovaly vy$8i odolnost k nizkym
teplotam (McKersie et al., 1999).

U jetele luéniho byly vyuZity cDNA sondy genu
vojtésky kodujicich rezistenci k chladu, s cilem detek-
ce té€chto genli v genomu jetele. UskuteCiiuje se intro-
dukce geni chladu z genomu vojtésky (Samac et al.,
1998).

Podarilo se ziskat rostliny s introdukovanym genem
pro metalothionein (Samac et al., 1998). Transgenni
rostliny jsou testovany na svoji schopnost vazat nékteré
toxické t€Zké kovy pro perspektivni vyuZiti ve znecis-
ténych oblastech. Zvyseni tolerance vojtésky k zasoleni
kombinuje selekci variant ziskanych kultivaci bunék in
vitro. Po regeneraci tolerantnich rostlin jsou identifiko-
vany geny kédujici tuto toleranci. Gen Alfinl byl izo-
lovan z bunécné linie tolerantni k vysokym koncentra-
cim soli. Gen kdéduje regula¢ni bilkovinu, ktera
reguluje expresi geni prevazné v kofenech (Winicov,
Bastola, 1997).

Rezistence k pivodctim chorob a Skiidciim

Ochrana vidéi virovym patogenim je zaloZena na
metodé, ktera zabraruje Siteni virové infekce. Introduk-
ce genu pro plastovou bilkovinu viru mozaiky vojtésky
byla uispésna u jetele plazivého. Bylo dosaZeno exprese
transgenu a ziskdny rostliny rezistentni k tomuto viru
(Clive, 1997). V polnich pokusech jsou testovany také
rostliny s alternativnimi geny pro plastové bilkoviny
(Dudas et al., 1998).
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Jsou klonovany geny kédujici bilkoviny aktivované
patogeny. V polnich pokusech je testovana transgenni
vojtéska se zlepSenou expresi geni kodujicich bilkovi-
ny s enzymatickou aktivitou chitindz a glukanaz, jez
zvySuji rezistenci k houbovym patogeniim (Samac et
al., 1998). U vojtésky je studovana biosyntéza izofla-
vonoidniho fytoalexinu medicarpinu a klonuji se geny
klicovych enzymu (chalkonsyntaza, izoflavon metyl-
transferaza) (Groose et al., 1996).

S cilem zlepSeni rezistence vojtésky k hmyzim
gkidcim byl do jejiho genomu (Samac et al., 1998)
a do genomu Stirovniku ruZkatého (Skot et al., 1990)
introdukovén gen pro Bt toxin z Bacillus thuringiensis.
Groose et al. (1996) se pokusili o introdukci genu ké-
dujiciho inhibitory proteinaz. Cilem bylo opét vytvore-
ni zérode¢né plazmy vojtésky rezistentni k hmyzim
skadcum.

Rezistence k herbicidiim

Transgenoze vojtésky genotypu Regen S pomoci
A. tumefaciens a vznik 59 transgennich linii obsahujicich
gen bar kodujici rezistenci k herbicidu glufosinit-amo-
niu byla vysledkem préce kolektivu autori (D’Halluin
et al., 1990). Rogers a Parkes (1995) se pokusili intro-
dukovat do genomu vojt&€¥ky gen kédujici rezistenci
k herbicidni latce glyfosatu. Transgenni rostliny jsou
testovany v polnich podminkach.

Fixace vzdus$ného dusiku

Transformacni systém prostiednictvim Agrobacteri-
um je vyuZzivan ke studiu regulace gen, které determi-
nuji asimilaci vzdu$ného dusiku u rostlin, a to jak bak-
teridlnich gent (nod, nif a fix), tak gent pro noduliny
z genomu rostlin. Noduliny jsou specifické proteiny,
které jsou syntetizovany v kofenovych hlizkach. K no-
duliniim, jejichZ funkce byla ur¢ena, patii leghemoglo-
bin. U Stirovniku rizkatého byla studovana exprese ge-
nu pro leghemoglobin séje (Stougaard et al., 1986)
a genu GS15 kédujiciho glutaminsyntetdzu (Vincent et
al., 1997) z genomu séje. Schopnosti regenerace z ko-
fenovych vlaskd u Stirovniku rdzkatého se Siroce vy-
uzivd pii studiu exprese a regulace genu determi-
nujicich proces fixace vzdusného dusiku (Stougaard et
al., 1986). Pii asimilaci CO, b&hem symbiotické fixace
dusiku v hlizkach leguminoz hraje daleZitou dlohu fos-
foenolpyruvat karboxyldza (PEPC). U vojtésky byl izo-
lovan a charakterizovan gen PEPC7 (Pathirana et al.,
1997).

Vedle vySe uvedenych postupt se v posledni dobé
objevily i informace o tvorbé& genotypt vojté¥ky uréené
k odebirani pfebyte¢ného dusiku z pudy. Jsou to rost-
liny, kterym chybi schopnost vazat vzdusny dusik a na-
opak by mély upfednostiiovat dusik pudni. VyuZiti této
vojtésky se predpoklada pfi odstranovani dusiku z pu-
dy kontaminované odtoky hnojiv nebo piehnojené
umélymi hnojivy predtim, néz se kontaminanty dosta-
nou do podzemnich vod.
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Tvorba enzymi

Je snaha vytvofit geneticky pozménéné materily
vojtésky produkujici ve zvySené mife latky vyuZitelné
ve vyrobé farmaceutik nebo enzymi. Jedna se prede-
viim o vy3§i produkci fytaz, alfa-amyldz nebo peroxi-
daz. Fytazy jsou vyuZitelné pfi lep§im vyuZivani Zivin
u nepiezvykavci, alfa-amyldzy se pouZivaji pfi kon-
verzi $krobu na cukr, peroxidazy jsou potencialné vy-
uzitelné pii vyrobé papiru.

Kvalita bilkovin

Bilkoviny picnich leguminéz jsou relativné chudé na
aminokyseliny obsahujici siru. Z tohoto divodu se vy-
zkum v oblasti zlepSeni kvality bilkovin zaméfil na
zvyseni jejich obsahu prostfednictvim introdukce genu
GIL pochézejiciho z kukufice, jenz koduje zasobni bil-
kovinu gama-zein. U transformovanych rostlin vojtés-
ky vSak byla hlavnim problémem nizka koncentrace
gama-zeinu (Bellucci et al., 1997). Také do genomu
jetele plazivého se podarilo introdukovat gen kukufice
kédujici zasobni bilkovinu semen delta-zein. U vSech
ziskanych transgennich rostlin dochazelo k expresi
transgenu, a to v fapicich, internodiich, kofenech a se-
menech (Sharma et al., 1998).

Syntéza tanint

Stirovnik rizkaty se vyuZiva pfi studiu gend kédu-
jicich taniny. Prvnim pfikladem genetické modifikace
biosyntézy tanini u Stirovniku byla introdukce genu
DFR z genomu hlediku kodujiciho enzym dihydrofla-
vonol reduktazu (Bavage et al., 1996). Gen pro enzym
chalkonsyntazu z fazolu obecného byl introdukovan do
genomu Stirovniku (Colliver et al., 1994). Studium
a izolace genu kodujicich taniny umozZni jejich prenos
do genomt rostlinnych druhi, které tyto geny nemaji,
napf. do genomu vojtésky.

Vysledky polnich pokusi s transgennimi picnimi
leguminézami

Polni pokusy ukdzaly dobrou stabilitu testovaného
transgenniho materidlu, coZ je zdkladnim pfedpokladem
pro jeho néasledné praktické vyuziti. Vojtéska byla mezi
prvnimi 25 geneticky modifikovanymi druhy rostlin, kte-
ré byly roku 1988 uvolnény pro polni pokusy. Od té doby
se nejvice polnich pokusii uskute¢nilo krom& vojt&sky
také s jetelem plazivym. V Kanadé tvofily roku 1990 plo-
chy s transgenni vojtéskou 3 % z celkové vyméry trans-
gennich plodin. Roku 1995 to bylo 5 % a roku 1997 2 %
(Clive, 1997). V Australii pfevazuji polni pokusy s trans-
gennim jetelem plazivym predevsim s rezistenci vadi viru
mozaiky vojtésky (Clive, 1997). Komer¢ni vyuZiti prv-
nich transgennich odrid vojtésky se planuje na zacatek
21. stoleti (Loiselle, McCaslin, 1999). Budou to odridy
rezistentni k herbicidim a hmyzu, se zlepSenym vynosem,
stravitelnosti a lepsi odolnosti ke stresovym faktorim.
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RECENZE

TRAVY NASE KAZDODENNE - NETRADICNE

ROZPRAVANIE O TRAVACH

8. Gaboréik, N. Gaboréik

Banskd Bystrica, Horizont s. r. 0., 1998. 118 s.

Nevidét jenom vynos zelené ¢i suché hmoty, kvalitu
a vibec hospodafské vlastnosti, ale také krdsu, vini,
ladnost a poezii u rostlinného materiélu, ktery pretva-
fime, neni d4no kaZdému. Proto je tato neobycejné za-
jimava a poutava kniha ,,0 travach z druhé stranky*
znamého slovenského Slechtitele, nyni jiZ emeritniho,
Ing. Stefana Gabor&ika, ktery zasvétil travim podstat-
nou ¢ast svého Zivota, a jeho syna, doc. Ing. Norberta
Gaborcika, DrSc., vedouciho védeckého pracovnika
Vyzkumného ustavu travnich porostd a horského ze-
médélstvi v Banské Bystrici, dilkem ojedinélym. Po-
skytuje jak Slechtitelim, tak mnoZitelim travnich semen,
i tém, ktefi se zabyvaji travniky, a Siroké picnindiské
vefejnosti viibec spoustu uZitecnych informaci o tra-

vach a jejich cennych vlastnostech, nazvech naSich
i cizich odrad, o tom, Ze travy uZz ddavno nejsou pouze
potravou preZvykavcu, ale mohou se stat v budoucnu
cennou energetickou, stavebni ¢i farmaceutickou suro-
vinou, nebo tim, co pomuZe zlidstit spolecnost 21. sto-
leti a zacelit rdny na Zemi, které ¢lovék svou neuvazenou
¢innosti zpusobil. Druhou a neméné cennou hodnotou
knihy je to, Ze autofi nasbirali, shromaZdili a ¢tendafi pied-
loZili spoustu pfikladi z historie, folkloru a poezie, kde
trdva, jako subjekt, se kterym se Clovék stiedovéky
i dnesni potkava na kazdém kroku, slouZi jako ,,motiv*.
Jde o publikaci na rozhrani literatury odborné a beletrie.
Je napsana Ctivou, pfistupnou formou a svym krasnym

slovenskym jazykem poté&si jisté i Ceského Ctenére.

Ing. Bohumir Cagas, CSc.

OSEVA PRO s. r. o., Vyzkumnd stanice travindrskd, RoZnov-Zubii
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METODY A VYSLEDKY TRANSGENOZE LNU"

METHODS AND PROSPECTS OF FLAX TRANSGENOSIS

S. Rakousky', E. Tejklova®

Unstitute of Plant Molecular Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Ceské
Budéjovice, Czech Republic
’AGRITEC, Research, Breeding and Services, Ltd., Sumperk, Czech Republic

ABSTRACT: Flax, which is known as a traditional source of fibre, is now cultivated also for good quality oil (linseed) and
compounds favourable for human health. Although being thought to be a marginal crop it offers new possibilities for
non-traditional use, e.g. in automotive-, paper and pulp industry, remediations, cosmetics, pharmaceutics etc. Comparing to
other crops the potential of the environment friendly no-waste processing of whole plants should be mentioned, too. Flax
breeding was originally based on classical hybridization and mutation techniques. Various mutants were induced both by
y-rays and chemicals, the most important among them the lines accumulating low levels of y-linolenic acid in their seeds
were recognized. Low content of y-linolenic acid in oil of mutant analogs of cvs. Glenelg and McGregor enables its easier
industrial processing. But mutation techniques have their own limits due to the absence of gene resources for resistance to
some pathogens and qualitative traits. The necessity to accelerate flax and linseed breeding has stimulated the development
of alternative techniques based on tissue cultures and gene manipulations. The aim of the article presented here is to describe
some recent advances and potential of flax biotechnologies. Flax belongs to a still limited group of temperate crops where
positive results in gene transfer have already been achieved. First attempts aimed at transfer of whole unmodified T-DNA of
Agrobacterium tumefaciens and A. rhizogenes were later changed for integration of model procaryotic genes and specific
genes coding for resistance to herbicides into flax genome. Agrobacterium-derived vectors were also used to induce mutations
and for transfer of mobile Ac/Ds elements which could be useful in mutagenesis, genome mapping and gene isolation.
Although efficient procedures of plant regeneration from various parts of plant body and different kinds of tissue cultures
were developed, most of flax transformation techniques rely on co-cultivation of hypocotyl slices with vector bacteria and
selection of transformants on media containing kanamycin. Common disadvantage of such techniques is a great number of
non-transformed plants (escapes) among the regenerants. Many attempts were done to enhance the efficiency of flax trans-
formation procedures including removal of epidermis, prolonged co-cultivation and callus induction phase. Alternative pro-
cedures based on the use of other selectable genes coding for either herbicide tolerance or resistance to other antibiotics
(spectinomycin, hygromycin) were developed and successfully applied, too. Another possibility is offered by particle gun
(biolistic) method adopted to flax in the Crop Development Centre (Univ. Saskatchewan, Saskatoon, Canada). Several
laboratories around the world are now applying their transgenic technologies to improve flax quality and characteristics. Based
on transformation various flax lines tolerant to either sulfonylurea or glyphosate and phosphinotricine herbicides were
obtained and field tested for many seasons. Up to now the only transgenic cultivar “CDC Triffid“ was described and
introduced into agricultural practice. It bears in its genome a gene conferring resistance to sulfonylurea herbicides residues
in soil. Attempts were also done to establish genetic variability in flax using the transformation. In T2 generation some lines
with altered plant morphology and shortened growing period were found. Selected genotypes will be characterized in greater
deal in the next seasons. Although genes for various agronomically useful traits are isolated in many laboratories around the
world, they will not probably be as much of importance for flax due to its specific breeding programs and results already
achieved during their careful application. Instead, flax breeding will benefit more from the isolation and modification of other,
more specific genes, e.g. those that modify fatty acid composition, straw and fiber characteristics and retting or breakdown
processes. Some programs are also focused on the introduction of greater tolerance to abiotic or environmental stress and use
of antisense DNA. In future, various flax species could be used for the production of high value products like pharmaceuticals.

Keywords: Linum usitatissimum; flax: linseed; flax biotechnology; overview

* V této prici jsou uvedeny i nékteré vysledky. kterych bylo dosazeno pii feseni projektu Grantové agentury Ceské republiky &. 521/97/1135
wInzeréni mutageneze u Inu*.
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UvoD

Len sety (Linum usitatissimum L.) je v naSich pod-
minkdch p&stovan pfedev§im jako vyznamna textilni
rostlina, ktera je zdrojem nejen piirodniho vldkna, ale
i dalSich surovin. V poslednich letech nabyva na vy-
znamu také péstovani olejnych typa (Staud, Vasdk
a kol., 1997). Ln&ny olej je nepostradatelnou kompo-
nentou pii vyrobé pfirodnich fermezi, laki a barev,
imitaci kiZe apod. Z farmakologického hlediska vyni-
ké len nad ostatnimi plodinami mimofadné pfiznivym
obsahem kyseliny y-linolenové a lignani (Ulbricht,
Southgate, 1991; Chan et al., 1991; Cunnane et al.,
1993; Hrebitek et al., 1993). Nezanedbatelni je také
skute¢nost, Ze bezezbytkové zpracovani této plodiny

* nezat€Zuje Zivotni prostfedi odpadnimi produkty. Stile
Casté&ji se proto objevuji projekty zaméfené na netradic-
ni vyuZiti Inu napf. v automobilovém priamyslu, pfi vy-
robé celuldzy, léciv, kosmetiky apod. (Kessler, Kohler,
1996; Kozlowski, 1998; Smollny et al., 1998).

Ve slechténi Inu se uplatnily klasické hybridizacni
i mutaéni techniky. Byly popsany mutanty ziskané y-za-
fenim (Green, Marshall, 1984) a chemomutageny (Po-
spigil, 1972; Green, 1986; Nichterlein et al., 1988;
Rowland, 1991; Rowland, Bhatty, 1990; Tejklova,
1990a). Bezesporu nejvyznamnéjsimi materialy, jeZ by-
ly ziskdny pomoci chemomutagenu etylmetansulfonatu
(EMS), jsou mutantni linie odvozené od cv. Glenelg
(Green, 1986) a cv. McGregor (Ntiamoah a Rowland,
1997) s velmi nizkym obsahem kyseliny linolenové
v semenech. Hlavnim omezenim mutaénich technik je
viak absence genovych zdroja pro odolnost k nékterym
chorobam a pro kvalitativni ukazatele. Také potieba
urychlit §lechtitelsky proces a prizpusobit jej novym
pozadavkum vedla k rozvoji alternativnich postupti ex-
plantatovych kultur a genovych manipulaci (Tejklova,
1990b; Rowland, Wilen, 1998). V této oblasti patfi
v soucasnosti len k nékolika malo plodindm, u nichz
bylo dosaZeno vyrazného pokroku.

GENOVE MANIPULACE U LNU

Transgenni rostliny Inu se podafilo ziskat po infekci
pletiv bakteriemi Agrobacterium tumefaciens jiz v roce
1983 autorim Hepburn et al. (1983), poté i celé fadé
dalSich autort. Zatimco zpocatku, obdobné jako u ji-
nych objektd (viz napf. Ondiej, 1999), byly pienaSeny
celé useky T-DNA, pfipadné modelové prokaryontni
geny (Basiran et al., 1987; Dong, McHughen, 1993a;
Mlynérova et al., 1994; Bretagne-Sagnard, Chupeau,
1996), pozdéji autofi usilovali o pifenos hospodaisky
vyznamnych gent (Jordan, McHughen, 1988a;
McHughen, 1989; McHughen, Holm, 1995) ¢&i navoze-
ni mutaci prostfednictvim cizich gent (Rakousky et al.,
1999). Pokusy o vyuZiti bakteridlnich vektori na bazi
Agrobacterium rhizogenes byly méné uspé$né vzhle-
dem k tomu, Ze bylo pouZito tzv. neodzbrojenych vek-
tort obsahujicich v T-DNA onkogeny, tj. pivodni geny
plazmidu zodpovédné za tvorbu novotvari. Regenero-
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vani jedinci méli plagiotropni kofeny, abnormalni mor-
fologii nadzemni Casti rostliny a Casto i niZsi Zivota-
schopnost (Zhan et al., 1987). Proto se v tomto sméru
s transformacemi déle nepokracovalo. V soucasné do-
bé, kdy jsou bézné ,,odzbrojené* vektory prosté onko-
gent, nic nebrani tomu danou oblast déle rozvijet.
U Inu byla také uspésné ovérena technika vnaSeni mo-
bilnich element Ac/Ds, znamych z kukufice, které Ize
vyuzit k indukci mutaci, mapovani genomu, oznaceni
geni za Gcelem jejich izolace, ale i jako moZny vektor
prenosu cizich gena (Finnegan et al., 1993).

Techniky bunéénych a genovych manipulaci

U Inu jsou k dispozici efektivni postupy regenerace
rostlin organogenezi z kultur organt, zejména hypoko-
tyld (Gamborg, Shyluk, 1976; Mathews, Naraynaswa-
my, 1976; Lane, 1979; Chlyah et al., 1980), apikélnich
meristémi (Lane, 1979) a stonkovych fizka (Murray et
al., 1977; Chlyah et al., 1980; Zhang et al., 1987).
Z explantatd nezralych zygotickych embryi byly rege-
nerovany nékteré genotypy i cestou somatické embryo-
geneze (Prefova, Williams, 1986). O deset let pozdéji
se podarilo timto zpusobem regenerovat rostliny z kul-
tur bun&nych suspenzi (Gomes da Cunha, Ferreira,
1996). Uspésné byly také techniky regenerace rostlin
z protoplastovych kultur nékolika genotypt kulturniho
Inu L. usitatissimum a fady planych druhi Inu (Binding
et al., 1982; Barakat, Cocking, 1985; Ling, Binding,
1987).

Nevyhodou stadvajicich transformacnich postupt
u Inu, zaloZenych na spoleéné kultivaci ¢asti rostliny
s vektorovymi bakteriemi, je pomérné nizkd vytéZnost
transformanta, tj. ,,ic¢innost transformace®, ktera je do
zna¢né miry také zévisla na G¢innosti postupl pouZi-
tych k vlastni regeneraci vyhont z takto oSetfenych
pletiv. Z tohoto diivodu vétSina metod pouZziva takové
Casti rostliny, které za normalnich podminek poskytuji
nejlepsi odezvu, tj. vysoky pocet regenerovanych jedin-
ct na explantat. Jednim z nejlépe regenerujicich systé-
mu jsou hypokotylové fizky, zejména jejich epidermis
(Link, Eggers, 1946). K regeneraci dochézi organogen-
ni cestou, tj. nejdfive se z vétSiho poCtu meristematic-
kych bunék formuje zdklad pupenu nadzemni &asti
rostliny, ktery prorasta ve vyhon. Ten pozdéji muzZe
samovolné zakoferiovat. Z hlediska transgenoze je di-
lezité, Ze za umélych podminek, ,.in vitro“, tato rege-
neraéni schopnost Inu zistiva uchovana nebo se do-
konce zvySuje (Gamborg, Shyluk, 1976; Lane, 1979;
Tejklova, 1992). Napriklad v naSich kontrolnich poku-
sech se tfemi rozdilnymi liniemi Inu (na bazi cv. Areco,
cv. Jitka a novoslechténi NLN) regenerovalo vyhony
v zdvislosti na genotypu 82,6 % az 98 % hypokotylo-
vych fizki (Rakousky et al., 1999). Avsak ucinnost
transformace i v dobfe zavedenych laboratofich nepre-
sahuje drovei nékolika malo procent. Z tohoto divodu
rozpracovava Spickové pracovisté Univerzity v Saska-
tchewanu v Kanadé metodu vyuZzivajici bombardovéni
rostlinnych pletiv ¢asticemi nosi¢e pokrytymi DNA,
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particle gun®, kde zastoupeni transformovanych rostlin
Inu v populaci regenerantdi piesahuje 10 % (McHug-
hen, 1998 — osobni sdéleni). Alternativni metoda trans-
formace protoplasti kulturniho Inu, kterou rozpracovali
Ling a Binding (1997), zatim nedoznala vétsiho uplat-
néni zejména vzhledem k nizké ucinnosti regenerac-
nich postupi.

Metody selekce transformanti

Od samého pocitku je dal$im Gstfednim problémem
transformace Inu nalezeni vhodného postupu pro selek-
ci transformantli. AZ na malé vyjimky jsou béZzné po-
stupy zaloZzeny na tom, Ze transformovana rostlinna
pletiva ziskaji soucasné zvySenou odolnost k antibioti-
ku kanamycinu (Mlyndrova et al., 1994; Polyakov et
al., 1998 a dalsi). Pomérné ojedinélé jsou prace vyuZzi-
vajici selektovatelnych gent rezistence k herbicidu.
McSheffrey er al. (1992) ve svych pokusech vyuZili
genu pro acetolaktatsyntazu (ALS), jeZ podminuje to-
leranci k herbicidiim na bézi sulfonylmocoviny, Jordan
a McHughen (1988a) kombinace genu pro neomycin-
fosfotransferdzu II (npt) a genu pro 5-enolpyruvyl$ika-
mat-3-fosfatsyntazu (EPSP), ktery umoziuje toleranci
ke glyfostu. Rada praci je vénovana problematice vy-
skytu chimérismu u transformovanych jedincu, tkafio-
vé specifické expresi genti (Dong, McHughen, 1993a)
a zdokonalovani postupti transformace (Dong, McHug-
hen, 1991). S vyuZitim modelového genu pro bakteri-
alni B-glukuronidazu (GUS) bylo totiz prokazano, Ze
prevazna vétSina netransformovanych rostlin Inu rege-
neruje z bunék epidermis (Dong, McHughen, 1991),
a proto jsou v nékterych postupech hypokotylové fizky
zbavovany pokoZkové vrstvy, coZ je vSak znacné prac-
né. Soucasné se ukdzalo, Ze prodlouzenim doby kokul-
tivace na 5 az 7 dni se vyrazné zvySuje frekvence trans-
formovanych bunék explantitu. Na druhé strané je pak
velmi obtizné zbavit infikovand pletiva vektorovych
bakterii. Vyssi ucinnosti transformace je také dosaho-
vano predpéstovanim fizki na neselektivnim médiu
pfed kokultivaci (Dong, McHughen, 1993b). Jinou
moznosti je vhodnym zplsobem zvysit selekéni tlak ve
prospéch transformovanych bunék. Tuto variantu zvo-
lili Basiran et al. (1987) a Mlynarova et al. (1994) .
Z infikovanych pletiv autofi neregeneruji hned rostli-
ny, ale naopak pomoci rastovych litek typu auxind
podpofi tvorbu nediferencované rostoucich pletiv, ka-
lust, které pak prenesou na pudy s vyss§i koncentraci
selektivné pusobici latky (v daném piipadé 100~
200 mg.l‘l kanamycinu), a to vzhledem k tomu, Ze ka-
lusové buiiky tyto vysoké koncentrace toleruji snéze
nez diferencované buiiky hypokotylu a regenerujicich
vyhonii. Opakované ale bylo prokazino, Ze i presto se
vytviii mnoho netransformovanych vyhon, jeZ pocha-
zeji z netransformovanych bungk, které byly obklopeny
transformovanymi buiikami, a tudiZz chran&ny pied
t¢inkem selekéniho agens (Jordan, McHughen, 1988b;
McHughen, Jordan, 1989). ProtoZe pouZitim kanamy-
cinu nebylo dosahovino uspokojivych vysledk, vypra-
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covali Bretagne-Sagnard a Chupeau (1996) metodiku
zaloZenou na toleranci transformantd k jinému antibio-
tiku — spektinomycinu. PfestoZe podle téchto autori
bylo snaze docileno vyssi selektivity, uvedeny postup
zatim nedoznal §ir§iho uplatnéni. Prakticky paralelné
(v roce 1997) byly v naSich laboratofich zahajeny ex-
perimenty v ramci projektu GA CR (521/97/1135) ,In-
zeréni mutageneze u Inu®, kde jednim z dilcich cili bylo
vypracovani alternativni metody selekce transformanti.
Na zdkladé piedchozich zkuSenosti s jinymi objekty
bylo v pokusech vyuZito prenosu selektovatelného ge-
nu pro hygromycin. Timto zptisobem byly ziskiny
transformované rostliny u nékolika linii Inu, pficemZz
piitomnost transgenu v jejich pletivech byla jednoznac-
né prokazana molekularnimi metodami (Rakousky et
al., 1998). Vzhledem k tomu, Ze mezi regeneranty na-
dale prevaZovali netransformovani jedinci, byla dand
metodika dale zdokonalovana. V soucasné dobé zahr-
nuje rovnéZ kalusové stadium. Obdobnou metodiku vy-
vinuli 1 na pracovisti CPRO-DLO ve Wageningenu,
kde podil transformantii, detekovanych v populaci re-
generantl polymerazovou fetézovou reakci, Cini az
95 % (Toonen, 1999 — tstni sdéleni).

Praktické vyuziti transgennich rostlin Inu

Vyuzitim transgenoze byly ziskany linie Inu rezis-
tentni k herbicidim glyfosatu (Jordan, McHughen,
1988a), sulfonylmocoviné (Jordan, McHughen, 1988a;
McHughen, 1989) a fosfinotricinu (McHughen, Holm,
1995a). Nékteré z nich byly po nékolik sezon zkouSeny
v polnich podminkach (McHughen, Holm, 1991,
1995b; McHughen, Rowland, 1991; McSheffrey et al.,
1992). Zatim jedinou registrovanou transgenni odridou
Inu je cv. CDC Triffid, vykazujici zvySenou toleranci
k reziduim herbicida typu sulfonylmocoviny v pudé
(McHughen et al., 1997). Rakousky et al. (1999) vy-
uzili transformace k indukci mutaci v nékolika liniich
pradného i olejného Inu. V polnich pokusech realizo-
vanych spolec¢né se spolufesiteli z AGRITEC, s. r. o.,
Sumperk byly v roce 1999 na trovni rostlin T2 gene-
race nalezeny genotypy lisici se oproti kontrolam vyskou
stébla, nékterymi morfologickymi charakteristikami a ra-
nosti. Charakterizace vybranych genotypt bude pokra-
Covat i v dal$im obdobi s cilem zjistit dédi¢né zaloZeni
znaku a jejich pfipadnou vyuzitelnost ve Slechtitelském
procesu.

ZAVER

Priklady nékterych recentnich bunéénych a moleku-
larnégenetickych piistupl ve Slechténi Inu jsou uvede-
ny napi. v piehlednych pracich autortt Rowland et al.
(1995) a Rowland, Wilen (1998). PfrestoZe jsou v mno-
ha laboratofich na celém svété izolovany nejrizngjsi
geny pro hospodérsky vyuzitelné znaky, nepfedpoklada
se, vzhledem ke specifité plodiny i vysledkim dosaZe-
nym konven¢nim $lechténim, jejich vyraznéjsi uplatng-
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ni v transgenozi Inu. Pfi §lechténi Inu se bezesporu
uplatni jiné izolované a modifikované geny specifické-
ho uginku, jeZ se podileji na vytvéieni takovych kvali-
tativnich znakd, jakymi jsou napf. sloZeni oleje a cha-
rakteristiky stonku a vldkna. Zdmérem nékterych
autord je u olejného typu Inu docilit pomoci transgen-
nich technik nadprodukce mastnych kyselin a zmén je-
jich spektra. Jiné projekty jsou zaméfeny na dosaZeni
zmén ve sloZeni komponent bunécné stény a tim i cha-
rakteristik a vlastnosti vldkna, zvy$eni odolnosti viici
abiotickym faktoram (napf. zasoleni pudy), jakoZ i vy-
uZiti pfistupt zaloZenych na protismyslovych DNA
a RNA. Takové projekty byly jiZ zahdjeny ve Francii,
Velké Britanii, Kanad€ a Australii (Van Soest, 1999 —
ustni sdéleni).

LITERATURA

Barakat M. N., Cocking E. C. (1985): Plant regeneration
from protoplast-derived tissues of Linum usitatissimum L.
(flax). Plant Cell Rep., 4: 146-147.

Basiran N., Armitage P., Scott R. J., Draper J. (1987): Gene-
tic transformation of flax (Linum usitatissimum) by Agrobac-
terium tumefaciens: Regeneration of transformed shoots via
a callus phase. Plant Cell Rep., 6: 396-399.

Binding H., Nehls R., Jorgensen J. (1982): Protoplast rege-
neration in higher plants. In: Fujiwara A. (ed.): Proc. 5th Int.
Congr. Plant Tisssue Culture, Tokyo: 576-578.
Bretagne-Sagnard B., Chupeau Y. (1996): Selection of trans-
genic flax plants is facilitated by spectinomycin. Transgenic
Res., 5: 131-137.

Cunnane S. C., Ganguli S., Menard C., Liede A. C., Hamadeh
M.J., Chen Z. Y., Wolever T. M. S., Jenkins D. J. A. (1993):
High alpha-linolenic acid flaxseed (Linum usitatissimum):
Some nutritional properties in humans. Brit. J. Nutr., 69:
443-453.

Dong J. Z., McHughen A. (1991): Patterns of transformation
intensity on flax hypocotyls inoculated with Agrobacterium
tumefaciens. Plant Cell Rep., 10: 555-560.

Dong J. Z., McHughen A. (1993a): Transgenic flax plants
from Agrobacterium mediated transformation: incidence of
chimeric regenerants and inheritance of transgenic plants.
Plant Sci., 91: 139-148.

Dong J. Z., McHughen A. (1993b): An improved procedure
for production of transgenic flax plants using Agrobacterium
tumefaciens. Plant Sci., 88: 61-71.

Finnegan E. J., Lawrence G. J., Dennis E. S., Ellis J. G.
(1993) : Behaviour of modified Ac elements in flax callus
and regenerated plants. Plant Mol. Biol., 22: 625-633.
Gamborg O. L., Shyluk J. P. (1976): Tissue culture, proto-
plasts and morphogenesis in flax. Bot. Gaz., 137: 301-306.
Gomes da Cunha A. C., Ferreira M. F. (1996): Somatic em-
bryogenesis, organogenesis and callus growth kinetics of
flax. Plant Cell Tissue Organ Cult., 47: 1-8.

Green A. G. (1986): Genetic modification of seed fatty acid
composition in Linum usitatissimum L. J. Austral. Inst.
Agric. Sci., 52 (3): 175-176.

128

Green A. G., Marshall D. R. (1984): Isolation of induced
mutants in linseed (Linum usitatissimum) having reduced li-
nolenic acid content. Euphytica, 33: 321-328.

Hepburn A. G., Clarke L. E., Blumdy K. S., White J. (1983):
Nopaline Ti-plasmid, pTiT37, T-DNA insertions into flax
genome. Mol. Appl. Genet., 2: 211-224.

Hrebi&ek J., Chmela Z., Rypka M. (1993): Sbornik pfednaSek
Sjezdu chemickych spole¢nosti, Olomouc: 211-216.

Chan J. K., Bruce V. M., McDonald B. E. (1991): Dietary
alpha-linolenic acid is as effective as oleic acid and linoleic
acid in lowering blood cholesterol in normolipidemic men.
M. J. Clin. Nutr. Baltimore, Md. American Soc. Clin. Nutr.,
53: 1230-1234.

Chlyah H., Squalli-Khalil M., Chlyah A. (1980): Dimor-
phism in bud regeneration in flax (Linum usitatissimum).
Can. J. Bot,, 58: 637-641.

Jordan M. C., McHughen A. (1988a): Glyphosate tolerant
flax plants from Agrobacterium mediated gene transfer. Plant
Cell Rep., 7: 281-284.

Jordan M. C., McHughen A. (1988b): Transformed callus
does not necessarily regenerate transformed shoots. Plant
Cell Rep., 7: 285-287.

Kessler R. W., Kohler R. (1996): New strategies for exploit-
ing flax and hemp. ChemTech (Dec.): 34-42.
Kolodziejczyk P., Kozlowska J. (1993): Linseed in health
food and nutrition. In: Proc. III Eur. Regional Workshop on
Flax, Bonn, Germany: 61-67.

Kozlowski R. (1998): Present situation and future prospects
in the field of flax and hemp production/processing. In: Proc.
Symp. Bast Fibrous Plants Today and Tomorrow, Breeding,
Molecular Biology and Biotechnology Beyond 21st Century,
St. Petersburg, Russia, September 28-30: 22-31.

Lane D. W. (1979): Influence of growth regulators on root
and shoot initiation from flax meristem-tips and hypocotyls
in vitro. Physiol. Plantarum, 45: 260-264.

Ling H. Q., Binding H. (1997): Transformation in protoplast
cultures of Linum usitatissimum and L. suffruticosum media-
ted with PEG and with Agrobacterium tumefaciens. J. Plant
Physiol., 15]1: 479-488.

Link G. K. K., Eggers V. (1946): Mode, site, and time of
initiation of hypocotyledonary bud primordia in Linum usi-
tatissimum L. Bot. Gaz., 107: 441-454.

Mathews V. H., Naraynaswamy S. (1976): Phytohormone
control of regeneration in cultured tissues of flax. Z. Pflan-
zenphysiol., 80: 436-442.

McHughen A. (1989): Agrobacterium mediated transfer of
chlorsulfuron resistance to commercial flax cultivars. Plant
Cell Rep., 8: 445-449.

McHughen A., Holm F. A. (1991): Herbicide resistant trans-
genic flax field test: Agronomic performance in normal and
sulfonyl-urea containing soil. Euphytica, 55: 49-56.
McHughen A., Holm F. A. (1995a): Development and preli-
minary field testing of a glufosinate-ammonium tolerant
transgenic flax. Can. J. Plant Sci., 75: 117.

McHughen A., Holm F. A. (1995b): Transgenic flax with
environmentally and agronomically sustainable attributes.
Transgenic Res., 4: 3-11.

McHughen A., Jordan M. (1989): Recovery of transgenic
plants from ,escape* shoots. Plant Cell Rep., 7: 611-614.

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 35, 1999: 125-129



McHughen A., Rowland G. G. (1991): The effect of T-DNA
on the agronomic performance of transgenic flax plants.
Euphytica, 55: 269-275.

McHughen A., Jordan M., Feist G. (1989): A preculture pe-
riod prior to Agrobacterium inoculation increases production
of transgenic plants. J. Plant Physiol., /35: 245-248.
McHughen A., Rowland G. G., Holm F. A, Bhatty R. S.,
Kenaschuk E. O. (1997): CDC Triffid transgenic flax. Can.
J. Plant Sci., 77: 641-643.

McSheffrey S. A., McHughen A., Devine M. D. (1992):
Characterization of transgenic sulfonylurea-resistant flax (Li-
num usitatisimum). Theor. Appl. Genet., 84: 480-486.
Mlynarova L., Bauer M., Nap J. P., Prefovd A.(1994): High
efficiency Agrobacterium-mediated gene transfer to flax.
Plant Cell Rep., /3: 282-285.

Murray B. E., Handyside R. J., Keller W. A. (1997): In vitro
regeneration of shoots on stem explants of haploid and di-
ploid flax (Linum usitatissimum). Can. J. Genet. Cytol., 19:
177-186.

Nichterlein K., Marquard R., Friedt W. (1988): Breeding for
modified fatty acid composition by induced mutations in linseed
(Linum usitatissimum L.). Plant Breeding, 107: 190-199.
Ntiamoah C., Rowland G. G. (1997): Inheritance and char-
acterization of two low linolenic acid EMS-induced McGre-
gor mutant flax (Linum usitatisimum). Can. J. Plant Sci., 77:
353-358.

Ondiej M. (1999): Uvod do problematiky transgenoze rost-
lin. Czech J. Genet. Plant Breed., 39: 95-108.

Polyakov A. V., Chikrizova O. F., Kalyaeva M. A., Zakhar-
chenko N. S., Balokhina N. V., Buryanov Y. 1. (1998): The
transformation of fiber flax plants. Russ. J. Plant Physiol.,
45: 764-769.

Pospisil B. (1972): Vyzkum vyuziti chemomutageni ve
Slechténi Inu. [Zavére¢nd zprdva tkolu RV-3-2/2.] VUTPL
Sumperk.

Pretovd A., Williams E. G. (1986): Direct somatic embryo-
genesis form immature zygotic embryos of flax (Linwm usi-
tatissimum L.). J. Plant Physiol., /126: 155-162.

Rakousky S., Tejklova E., Wiesner 1., Wiesnerové D., Koci-
bek T., Ondiej M. (1998): T-DNA induced mutations and
somaclonal variants of flax. In: Proc. Symp. Bast Fibrous
Plants Today and Tomorrow, Breeding, Molecular Biology
and Biotechnology Beyond 21st Century, St. Petersburg,
Russia, September 28-30: 244-246.

Rakousky S., Tejklova E., Wiesner L., Wiesnerova D., Koci-
bek T., Ondiej M. (1999): Hygromycin B — an alternative in
flax transformant selection. Biol. Plantarum, 42: 361-369.
Rowland G. G. (1991): An EMS-induced low-linolenic acid
mutant in McGregor flax (Linum usitatissimum L.). Canad.
J. Plant Sci., 71: 393-396.

Rowland G. G., Bhaty R. S. (1990): Ethyl methane-sulfonate
induced fatty acid mutations in flax. J. Amer. Oil Chem. Soc.,
67: 213-214.

Rowland G. G., Wilen R. (1998): New trends in linseed breed-
ing. In: Proc. Symp. Bast Fibrous Plants Today and Tomor-
row Breeding, Molecular Biology and Biotechnology Be-
yond 21st Century, St. Petersburg, Russia, September 28-30:
22-31.

Rowland G. G., McHughen A., Bhatty R. S., Mackenzie S.
L., Taylor D. C. (1995): The application of chemical muta-
genesis and biotechnology to the modification of linseed (Li-
num usitatissimum L.). Euphytica, 85: 317-321.

Smollny T., Wichers H., Kalenberg S., Shahsavari A., Peter-
sen M., Alfermann A. W. (1998): Accumulation of podo-
phyllotoxin and related lignans in cell suspension cultures of
Linum album. Phytochemistry, 48: 975-979.

Staud J., Va3ik J. a kol. (1997): Zaklady pé&stovani pfadného
a olejného Inu. Praha, Institut vychovy a vzdélavani Minis-
terstva zem&dglstvi CR.

Tejklova E. (1990a): Vyzkum metod explantitovych kultur
u Inu. [Zavérend zpriva tkolu P 11-329-808-05.] VUTPL
Sumperk.

Tejklova E. (1990b): Lan. In: Seman I. a kol.: Biotechnolo-
gické metédy v STachteni polnych plodin. Bratislava, Priro-
da: 156-166.

Tejklova E. (1992): Dlouhodoba kultivace shlukii pupent
a regenerace rostlin Inu (Linum usitatissimum L.) in vitro.
Rostl. Vyr., 28: 1009-1022.

Ulbricht T. V. L., Southgate D. (1991): Coronary heart dis-
ease: seven dietary factors. Lancet, 338: 985-992.

Zhan X. C., Jones D. A., Kerr A. (1988): Regeneration of
flax plants transformed by Agrobacterium rhizogenes. Plant
Mol. Biol., 711: 551-559.

Zhang J. (1987): Studies on the plantlet regeneration of flax
and induction factors. Acta Bot. Boreali-Occidentalia Sinica
(China), 7: 29-36.

Doslo 2. 11. 1999

Kontakini adresa:

RNDr. Slavomir Rakousky, CSc., Ustav molekuldrni biologie rostlin Akademie véd Ceské republiky, BraniSovska 31,
370 05 Ceské Budgjovice, Ceska republika, tel.: + 420 38 777 55 37, fax: + 42 414 75, e-mail: ray @umbr.cas.cz

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 35, 1999: 125-129

129


mailto:ray@umbr.cas.cz

Z VEDECKEHO ZIVOTA

Zivotni jubileum Slechtitele Ing. Antonina Fojtika, CSc.

Ve vyznamny den, 17. listopadu 1999, se uprostied
svych trav a jeteli doZil 65 let jeden z naSich nejzna-
méjsich $lechtitelti picnin, Antonin Fojtik. Jeho osoba
je zivoucim dokladem toho, kolik lze stihnout prace za
relativné kratky Casovy tsek i na tak komplikovaném
poli lidské Cinnosti, jako jsou sice zajimavé, ale tolik
riiznorodé a navic cizosprasné travy.

Jubilant se narodil ve Starojické Lhoté na Novoji-
¢insku a prvé poznatky o krase, ale i téZkostech prace
v zemé&délstvi ziskal na rodinném hospodafstvi. Po ma-
turité v Opavé a absolutoriu Vysoké Skoly zemédélské
v Brné& spojil sviij Zivotni osud v roce 1960 se Slechti-
telskou stanici v Hladkych Zivoticich. Pongkud pionyr-
ské podminky na tehdejSim pracovisti, osobnost jeho
blizkého spolupracovnika a vedouciho stanice Ing. V.
Svétlika, CSc., laska k rostlinné genetice a jeho vlastni
intuice, to byly snad okolnosti a zérovein mantinely,
které formovaly jeho praci. Inspiraci mu moZnd byl
i jeho velky krajan, Gregor Mendel, ktery fidil z obréaz-
ku v jeho pracovné jeho kroky pfi tvorbé novych odrid
trav dosud netradi¢énimi metodami. To ostatné naznacil
1 svou disertacni praci z roku 1975, jejimZ ustfednim
tématem byly indukce genomovych mutaci u jilku jed-
noletého.

Praktickym vyuZitim sloZité problematiky genomo-
vych mutaci byla i zménéna apomixie u lipnice lu¢ni,
ktera nagla uplatnéni pfi vzniku novych kvalitnich od-
rid tohoto druhu pro picni i trdvnikaiské vyuZiti (Sle-
zanka, Krasa, Moravanka a Bohemia).

Od mutaci neni daleko k polyploidii a tvorbé tetra-
ploidnich odrtd trav a jeteld; rok 1974 znamenal zave-
deni prvnich odrid tohoto typu do zemédélské praxe
u néds (Jitral, Kvarta). Poté vy$ly z jeho $lechtitelské
dilny odridy Lolita, Tarpan, Radegast, Jivet, Jiskra,
Luha, Lubina, Mustang, Vesna a Beskyd. Podilel se
rovnéZ na vyslechténi tetraploidniho Zita Beskyd a je-
tele zvrhlého Trend.

Cas mu dal za pravdu pfi tvorbé mezirodovych hyb-
ridd; v dobé, kdy zapadoevropské travinafstvi dispono-
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valo n&kolika mélo nevyznamnymi mezirodovymi kfi-
Zenci, vySlechtil se svym kolektivem vykonné hybridy
Odra, Felina, Bedva, Hykor, Korina, Perun a Lofa,
z nichZ posledni byla ocenéna v roce 1997 Zlatym kla-
sem.

Pii pochiizkdch zasnénou pooderskou pfirodou se
nevraci vétSinou s prazdnou. Odrida kostfavy rakoso-
vité Kora a fada nadéjnych novo$lechténi zatazenych
ve statnich odridovych zkouSkdch maji sviij pivod pra-
vé v ekotypech z blizkého okoli.

Do 3lechtitelského procesu u trav a jeteli zavedl
metodu tkanovych kultur, bez které by vznik novych
odrid nebyl mozZny. Vyznamna byla i cesta zvySeni se-
mendafské vykonnosti tetraploidnich odrid jetele lu¢niho
jako kombinace pfirozeného vybéru rostlin s urCitym ty-
pem kvitkid a jejich oSetieni ristovymi regulatory.

Pro své hluboké teoretické znalosti, které dovedl
skloubit s praxi, je Ing. Antonin Fojtik, CSc., vyhleda-
vanym oponentem diplomovych, disertatnich a vy-
zkumnych praci nejriznéj§iho typu. Mimo prace na
dalSich vykonnych odridéch picnin se v souc¢asné dobé
podili na feSeni vyzkumnych projekti smérovanych do
oblasti vyuZiti androgeneze ve Slechténi a alelopatic-
kych vztaht jetelovin a trav. Je ¢lenem védeckych rad
nékolika vyzkumnych dstavi, ¢lenem redakéni rady na-
$eho &asopisu, Elenem odboru rostlinné vyroby CAZV,
pracuje v Ceskoslovenské biologické spole&nosti
a v Genetické spolecnosti G. Mendla. Od roku 1990
pracuje jako piedseda sekce picnin v Ceskomoravském
svazu $lechtiteld a Ceskomoravské Slechtitelské a se-
menéi'ské asociace.

Ing. A. Fojtik, CSc., je vyraznou osobnosti v nasem
Slechténi, nejen vdZenou pro své odborné znalosti, ale
také oblibenou pro své charakterové rysy. Piejeme ju-
bilantovi pfedevi§im hodné zdravi a je§t¢ mnoho ino-
vacnich a inspira¢nich podnéti, kterymi on a jeho spo-
lupracovnici obohati na$e odriidy trav a jetelt pro pristi
tisicileti tak, aby Cestné obstaly v tvrdé zahrani¢ni kon-
kurenci.

Za viechny jeho spolupracovniky
Ing. Bohumir Cagas, CSc.
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POKYNY PRO AUTORY

Casopis uvefcjiiuje pavodni védecké price, kratka sdéleni
a vyb&rové i prehledné referaty. tzn. price. jejichz podkladem
je studium literatury a které shrnuji nejnovejsi poznatky v da-
né oblasti. Price jsou uverejiiovany v Eedtiné. slovenstiné nebo
angli¢ting. Rukopisy musi byt doplnény kritkym a rozsifenym
souhrnem (v&etné klicovych slov).

Autor je plné odpovédny za puvodnost prace a za jeji véc-
nou i formdlni spravnost. K praci musi byt pfilozeno prohld-
Seni autora o tom, ze priace nebyla publikovdna jinde.

O uvefejnéni prace rozhoduje redakéni rada Casopisu, a to
se zietelem Kk lektorskym posudkim. védeckému vyznamu
a piinosu a kvalité prace.

Rozsah védeckych praci nesmi piesdahnout 15 strojopisnych
stran véetné tabulek. obrazkl a graft. V prdci je nutné pouzi-
vat jednotky odpovidajici soustavé mérovych jednotek SI
(CSN 01 1300).

Vlastni iprava rukopisu: format Ad, 30 fadek na stranku.
60 thozt na fadku. mezi fadky dvojité mezery. K rukopisu je
tfeba prilozit disketu s praci pofizenou na PC a s grafickou
dokumentaci. Tabulky. grafy a fotografie se dodivaji zvIast,
nepodlepuji se. Na viechny prilohy musi byt odkazy v textu.

Pokud autor pouZzivd v praci zkratek jakéhokoliv druhu, je
nutné, aby byly alespon jednou vysvétleny (vypsdny). aby se
piedeslo omylam. V ndzvu prace a v souhrnu je vhodné zkra-
tek nepouzivat.

Nazev price (titul) nemd piesdhnout 85 thozu. Jsou vylou-
Ceny podtitulky ¢lanku.

Kratky souhrn (Abstrakt) je informa¢nim vybérem obsa-
hu a zavéru ¢lanku, nikoliv vSak jeho pouhym popisem. Musi
vyjadfit viechno podstatné, co je obsazeno ve védecké prici.
a md obsahovat zdkladni ¢iselné udaje véetné statistickych
hodnot. Musi obsahovat klicovi slova. Nema prekrocit rozsah
170 slov. Je tieba. aby byl napsdn celymi vétami. nikoliv hes-
lovité. Je uvefejiovin a m&l by byt dodin ve stejném jazyce
jako védecka price.

RozsiFeny souhrn (Abstract) je uverejiovin v anglicting,
mély by v ném byt v rozsahu cca 1-2 strojopisnych stran ko-
mentovany vysledky prace a uvedeny odkazy na tabulky a ob-
razky, popf. na nejdalezitgjsi literdarni citace. Je vhodné jej
(v&etné ndzvu price a kli¢ovych slov) dodat v angli¢ting, popf.
v ¢esting ¢i slovensting jako podklad pro preklad do anglictiny.

Uvod mi obsahovat hlavni divody. pro¢ byla prace realizovd-
na, a velmi stru¢nou formou ma byt popsin stav studované otizky.

Literarni prehled ma byt kratky, je tieba uvadét pouze
citace majici Gzky vztah k problému.

Metoda s¢ popisuje pouze tehdy. je-li pavodni. jinak po-
staCuje citovat autora metody a uvadét jen pripadné odchylky.
Ve stejné kapitole se popisuje také pokusny material.

Vysledky — pfi jejich popisu se k vyjadieni kvantitativnich
hodnot dava piednost grafim pied tabulkami. V tabulkich je
tfeba shrnout statistické hodnoceni naméfenych hodnot. Tato
Cast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale
pouze faktické ndlezy.

Diskuse obsahuje zhodnoceni price, diskutuje se o moz-
nych nedostatcich a prace se konfrontuje s vysledky dfive
publikovanymi (poZzaduje se citovat jen ty autory. jejichZ prace
maji k publikované praci blizsi vztah). Je pfipustné spojeni
v jednu Kapitolu spolu s vysledky.

Literatura by méla sestavat hlavné z lektorovanych perio-
dik. Citace se fadi abecedné podle jména prvnich autort. Od-
kazy na literaturu v textu uvadéji jméno autora a rok vydani.
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