» Kombinace genl - kfizeni,
- metoda vybér -fenotypu, - vynosovych ukazateli

» Moderni Slechténi od 1960
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> Kombinace genu - kiizeni

» Mutageneze, EMS, NaN3, x -ray

» In vitro kultury, androgeneze

> Vybér pomoci molekularnich markeru
RFLP, RAPD, AFLP, SSR markery

» Genetické inzenyrstvi od 1983

» Technologie pro cileny prenos zadaného genu




Molekularni biologie

Transgenoze
Genetické modifikace

Ludmila Ohnoutkova

Laborator rustovych regulatort
Prirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
& Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i.
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Transgenoze — genetické modifikace

« Co vilastné geneticky modifikované organizmy jsou
a jak se pripravu;ji?

« Cotojsou NGT?
* Praktické vyuziti?

« Jaka jsou pravni opatreni pri nakladani s nimi?



v GMO Geneticky modifikované organizmy

Vyznamové stejné oznaceni :

v GM Geneticka modifikace
GM Crops, GM Plants

v’ Biotech  Biotech Crops, Biotech Plants

v NGT New Genomic Techniques

New Breeding Technologies
Nové techniky Slechténi

New techniques in biotechnology
Nové biotechnologické techniky

Precision breeding



Interdisciplinarni technologie

DNA Genomika
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Metody genového inzenyrstvi

 Rekombinantni technologie

« Transformace, Transgenoze rostlin

- Editace genu, gene-editing

Bakterie, kvasinky, houby, rasy, rostliny, zvirata

» Zakladni vyzkum, studium funkce genti

» Aplikovany vyzkum, slechteni



v' Technologie rekombinantni DNA

Obecné oznaceni postupu, které umoznuiji vytvaret nové kombinace
molekul DNA, které se v pfirozeném stavu spolecné
nevyskytuji.

Do genomu rostliny mizeme vnaset geny rizného puvodu

Ovlivnéni metabolickych drah rostliny
Nutnost znalost syntetické drahy
- Databaze

* Vyklonovat

. Gene Synthesis Services by GeneArt®, http://www.invitrogen.com

» Nad-exprese zadaného genu
» Umlceni genu

» Mutace genu, funkcéni €asti, promotoru

DNA RN A Protein



Objev struktury DNA

23.4.1953 byl oznamen objev struktury DNA a jeji mechanizmus

v nejvétsi objev 20. stoleti

www.oced.ca

Maurice Wilkins Rosalind Franklinova



DNA

* Deoxyribonukleova kyselina
* Deoxyribonucleic acid

» DNA je biologicka makromolekula - polymer
v podobe retézce nukleotidu slozenych

« z cukru deoxyribozy I

 fosfatove skupiny

* a jedné ze ctyr nukleovych bazi

derivaty
purinu (Adenin, Guanin)
pyrimidinu (Cytosin, Thymin)
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Centralni dogma molekularni biologie

1957, definoval Francis Crick, publikoval 1958
- popisuje cestu prenosu informace mezi biopolymery (DNA, RNA a proteiny)

PROTEIN

o ! tranclaton
ra?hcahm Q

lRepIikace

s s
’ ,
¥ Y

r\Transkripcer\ Translace

DNA —>‘ RNA ——> Protein

Reverzni
transkripce



DNA polymerazy

1957, Arthur Kornberg, prokazal existenci E.coli polymerazy

» Objev umoznil syntézu DNA in vitro
E.coli vsak byly izolovany jen Pol |, Il a llI:

DNA polymeraza | - pfedevSim opravuje DNA

DNA polymeraza Il - pfedevSim opravuje DNA

DNA polymeraza Ill - hlavni DNA polymeraza bakterii polymeraza
IV - méné vyznamna

DNA polymeraza V - méné vyznamna

Roger Kornberg
2006 — Nobelova cena za chemii, transkripce u eukaryotnich organismu

*Taq polymeraza

1969, Thomas Brock a Hudson Freeze objevili extrémni druh termofilni bakterie, kterou
pojmenovali Thermus aquaticus v povodi dolniho gejziru v Yellowstonském narodnim parku1
1976, Alice Chien a John Trela z University of Cincinnati izolovali pojmenovanou Taq polymerazu,
teplotni preferenci 75-80 C
1988, byla poprvé izolovana a pouzita termostabilni DNA polymeraza v PCR

*‘Reverzni transkriptazy
Objeven 1970, Horward Termin (David Baltimore) umozhujici syntézu DNA podle RNA vzoru,

jde o vyjimku z puvodniho Crickova centralniho dogmatu, které konstatuje, Ze RNA vznika na zakladé
DNA a nikoliv naopak



Restrikéni enzymy

1960

bakterialni enzymy
1978 Nobelova cena fyziologie a medicinu

Werner Arber, Daniel Nathansen a Hamilton Smith objevili specifické

Baktérie dokazi zabranit ("restrict,) moznosti utoku cizi DNA pomoci
restrikCnich enzymd.

Werner Arig

Enzymy, které stepi dvousroubovici DNA
na urCitych specifickych mistech tzv.

restrikCnich mistech.

KOHEZIVNI STEPENI

|

KOHEZIVNI KONCE TUPE KONCE

TUPE STEPENI AT sl

' /  dpoll
y / " Al
R |
> /,(n.:l
B i pDonor 201 A
4470 bp
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Restrik€éni enzymy

* RestrikCni enzymy Typu Il a lll $tépi fetézce DNA na mistech specifické sekvence

 Tyto enzymy rozpoznavaji sekvence 4, 6 nebo vice bazi a stepi je.

* Nazvy téchto enzymu pouZzivaji 3-pismenny kod (psany kurzivou):
1. pismeno oznacuje rod, 2. a 3. pismeno druh organismu
napr. EcoRlI je prvni restrikCni enzym nalezeny v kmeni R baktérie E.coli.




T4 DNA LIGAZA (objev 1967) | \19'
Meselson a Weigle 1961, Kellenberger et al. 1964, Young a Sinsheimer 1965 a Bode a Kaiser 1967

T4 DNA ligaza ziskana z bunék E. coli infikovanych fagem T4.

« Katalyzuje formaci fosfodiesterové vazby mezi 5’ fosfatem a 3° OH skupinou
v DNA nebo RNA.

* Enzym opravuje jednoretézcové stépy v DNA, RNA, nebo hybridnich molekulach
DNA/RNA. T

« Spojuje DNA fragmenty s kohesivnimi nebo tupymi konci. Ke své €innosti
vyzaduje jako kofaktor ATP.

T4 DNA ligase \DNA damage recognition
"

G AATTC
CITAA + G

g Slicky ends

Ligation |

GAATTC
CTTAAG

» proces je oznacovan jako ligace



Vektory

1952, Joshua Lederberg, obdrzel Nobelovu cenu 1958 za objev a popis konjugace u bakterii

« Molekula DNA, ktera slouzi jako pfenaseC genetické informace do buriky

» Obecné je tvoreny vlozenou sekvenci DNA a vétsi sekvenci DNA, které slouzi jako
nosna konstrukce.

» Pouzivaji pro pfenos genetické informace do bunky s cilem pomnozeni a exprese

Plasmidy, bakterialni, kvasinkove
molekuly s dvouvlaknovou cirkularni DNA strukturou cilené Casti DNA.

Virové vektory

jsou velmi ¢asto uméle konstruovany a obsahuji modifikovanou DNA nebo RNA.
Jejich upravy je zbavuji vlastni infeknosti, ale zachovavaiji si schopnost priniku a
pomnozeni v burice.

pSa-ORI

;) npt1 LB
: 7~ =
% colEl ori
= RB y 35S-Hyg-nos
/V
Stul (7154)\\
Sacl (6752) ' right ITR
i . . pBract214 . pAds
" | nosterm 3' Reverse primer b ——  Sacl (2315) 44064 bp
—= 9165 bp
nos terminator \\
<Z[ attR2_ g \\XhoI (2653) Pmel
g ccdb A HindIII (2674
= Smal (6004/);;/ ( N
= o \\ Xhol (3383)
Xmal (6002) >
o Ccm(R) | \ Ubipromoter
8 attR1 HApaI (3742) BamHI

nAH Ubi nromD nrimer forward



DNA
opiCi vir
SV40

Rekombinantni technologie

1972 Paul Berg, Waldemar Gibertem, Frederic Sangerem
1980 Nobelova cena za chemii https://www.youtube.com/watch?v=aA5fyWJh5S0

1973 Herbert Boyer a Stanley Cohen

> Vytvorili prvni transgenni organismus vlozenim genu s antibiotikovou rezistenci
do plasmidu bakterie Escherichia colli.

> Prenesli zabi ribozomalni RNA do E. coli.
Bakterie byly prvnim geneticky

modifikovanym organismem.

Bacterial cell lacZ gene Human
— e (lactose cell
breakdown)

Cut DNA molecules with restriction
enzyme EcoRl to generate complementary
sequences on the vector and the fragment

Restriction i
site (

ampf gene  Bacterial it
(ampicillin  plagmid Gene of
resistance) interest

Fragment bakt. viru

lambda
,,,,,,, Sticky -
ends - } Insulin
@ gene
Join vector and chromo- Q &
somal DNA fragment,
using vanous enzymes

Q00

Recombinant DNA plasmids

=
97
|

http://www.youtube.com/watch?v=G3H-Uzts108
Recombinat bacteria manufacture insulin

Recombinant DNA Molecule



https://www.youtube.com/watch?v=aA5fyWJh5S0
http://www.youtube.com/watch?v=G3H-Uzts108
http://www.youtube.com/watch?v=G3H-Uzts108
http://www.youtube.com/watch?v=G3H-Uzts108

Rekombinantni technologie

bunka Escherichie coli DNA jin¢ho organismu

extrakce plazmidu z bunky

é E pfenaseny gen -»

§ —

‘ plazmid *
cirkularni chromozom +
prestithnuti ~Vystrizen
plazmidu > genu -
restrikénim restrikcnim
enzymem [ J«—— enzymem
zabudovani
transformace pfenasencho genu do
bakterialni bunky <+ § plazmidu enzymem
rekombinovanym ligaza
plazmidem

rekombinovany plazmid
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Rekombinantni klonovaci systémy

Gateway® Technology - Invitrogen Cre—lox recombination:
Cre-ative tools for plant biotechnology
The basics of Gateway® Reactions - marker free

- BP reaction—to create a Gateway® entry clone
- LR reaction—to create a Gateway® expression clone

lox sites

Cloning PCR Products into Entry Clones

/i}} = TrnA Trnl
i i 7 ¥ W Transformed plastid genome
Directional K\T'OPO-Activaeb +
TOPp@ Erm?ﬁ\(ectar/‘ PCR Product
Cloning Nuclear genome-encoded Cre
lTOPO@
L1 L2
=
Entry Clone TrnA Trnl
Km*
IBP Clonase™ Mix
T P1 ) - +H+  +/-
Recomb!natlon  _B=Epe. b ® Cre
Cloning (\ DonorVector )+ +/ ’
S attB PCR
Km Product <
Invitrogen
Bacteriophage lambda ,1990 e Wetosoniopies Bacteriophage P1,1992


http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=10600
http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=10600

Co potrebujeme pro uspésnou transformaci rostlin?

* Vektor /Plazmid

« Zajmove geny / GOI
* Promotor

» Selekcni geny

* Reportéerove geny

 Metodu prenosu

» Optimalizace metod pro jednotlivé druhy
- nizka efektivita transformace

> Vyvoj novych typu vektort

http://www.rencin.cz/



Gen a jeho sekvence

dapA
atgttcacgggaagtattgtcgcgattgttactccgatggatgaaaa
aggtaatgtctgtcgggctagcttgaaaaaactgattgattatcatg
tcgccagcggtacttcggcegatcgtttctgttggcaccactggecgag
tccgctaccttaaatcatgacgaacatgctgatgtggtgatgatgac
gctggatctggctgatgggegcattccggtaattgccggaccggcege
taacgctactgcggaagccattagcctgacgcagcgcttcaatgaca
gtggtatcgtcggctgcctgacggtaacccttactacaatcgtcegt
cgcaagaaggtttgtatcagcatttcaaagccatcgctgagcatact
gacctgccgcaaattctgtataatgtgccgtcccgtactggetgega
tctgctcccggaaacggtgggcecgtctggcgaaagtaaaaaatat
tatcggaatcaagaggcaacagggaacttaacgcgtgtaaaccaga
tcaaagagctggtttcagatgattttgttctgctgagcggcgatga
tgcgagcgcgcetggacttcatgcaattgggeggtcatggggttattt
ccgttacgactaacgtcgcagcgcegtgatatggcccagatgtgcaaa
ctggcagcagaagaacattttgccgaggcacgcgttattattcageg
tctgatgccattacacaacaaactatttgtcgaacccaatccaatcc
cggtgaaatgggcatgtaaggaactgggtcttgtggcgaccgatac
gctgcgcectgccaatgacaccaatcaccgacagtggtcgtgagacg
gtcagagcggcgcttaagcatgccggtttgctgtaa

Dokonala znalost syntetické drahy

mdapA
892 bp
dapA forward: CTG CAG GAT CCA TGT TCA CGG
dapA reverse: GAG CTC CCT AAACTT TAC AGC
1 2 3 4 S 6 7 8
75 kDa
DHDPS from E.coli
DHDPS from transgenic barley '
} —
e
vzorky —
- < 100 kDa
4+ 50kDa
. - B <« 38kDa



GeneArt® Gene Synthesis

The GeneArt® Gene Synthesis service
offers chemical synthesis, cloning, and
sequence verification.

GeneArt® TALs For Plant Engineering

GeneArt® Site-Saturation Mutagenesis
GeneArt® Subcloning
& Express Cloning Service

Track your GeneArt® project with our improved
GeneObserver™ online tracking system

My Projects My GeneObserver™ News Custom Gene Synthesis | Need help: (7

Status of your orders
Last update 14-Oct-2014; all dates are shown in Central European Time

Project Name Project ID . Start Date Items on Schedusle Project Schedule
» Alpha 2014AAAAAP 13-Oct-2014 1of1 @
» Bravo 2014AAAACP 10-Oct-2014 1of 1 o
¥ Charlie 2014AAAAEP 10-Oct-2014 20f2 @
¥ Construct Name Service Type  ConstructID Dependenton Due Date@ New Due Date @ Process Information  In Time
GeneSyn 14AAAAAP 13-Oct-2014 QOligo synthesis ]
-

GENE

Select your
language

« English
o French
o Italian
o Japanese
o Spanish

Optimized

The requested sequence contains following motifs. Highlighted motifs have to be Project
eliminated before ordering. ID: 5353

Type Result

Pattern Plant: poly(A)-site (03) |,
(hidden) [55=
Paticrn Plant: poly(A)-site (03)
(hidden)

612 5 AAGAA

GGATCCATGGCACCAACTGTGATGGCTTCTAGCGCCACTTCTGTTGCTCCATTCCAGGGC

L_ K S T A G L P V.S R R S N A S S A S V

CTCAAGTCTACTGCTGGCCTTCCTGTTTCACGCCGCTCAAACGCTTCATCTGCCTCCGTG

T P..M D B K ¢ NV.CRA.S L KK XTI D ¥

ACCCCTATGGACGAGAAGGGCAATGTGTGCCGGGCATCATTGAAGAAGCTTATCGACTAC

BE.v.aA .86 T 08 K. T V SSEWig P ¢ ¢ E § AT

CACCTG\CAFCTGGCACTTCGGCTATTGTGTCTGTGGGGACTACTGGGGAGTCTGCTACA

L N H D E_H A D V.V MM T L D L A D G R

technolog


https://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis.html?icid=fr-geneart-main
https://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis/geneart-precision-tals/plant-geneart-tals.html
https://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis/geneart-plasmid-services/geneart-subcloning-service.html
https://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis/geneart-plasmid-services/geneart-subcloning-service.html

Konstrukce transgennich rostlin - expresni systém

| '\lgr

+¢* DNA konstrukt

Ubi-promotor

dapA nos

** Klonovani

ORI

Polatek replikace
. \, Promotor

Misto nasedani
primer(l

Primer

| Apal
Ncoll
Not|
EcoR|
EcoRV
Sall
Y BamH |

KLONOVACI VEKTOR MCs

_Klonovaci misto

Série restrikénich mist v MCS

Primer

Gen pro rezistenci

k antibiotiku nebo o e Misto nasedani
jiny selekéni Terminacni primerd
marker sekvence

* Selekéni geny

* Reportérové geny

colEl ori
RB |

Stul (7154@
Sacl (6752) v

\
nosterm 3' Reverse primer
—

35S-Hyg-nos

pBract214

——  SaclI (2315)
9165 bp

nos terminator

attR2__ g

ccdb A&

Donorovy vektor

>

\_ Xhdl (2653)
HindIII (2674
Smal (6004)
.
Xmal (6002) : Xhol (3383)
Cm(R) I Ubi promoter
Apdl (3742)

pAH Ubi promD primer forward




Metody transformace

Pomoci Agrobacteria tumefaciens




Metody transformace

,Kmotra rostlinnych biotechnologii“ Mary-Dell Chilton

V roce 1977 objevila prenos ¢asti plasmidu Agrobacteria tumefaciens do DNA rostlin.
2002 cenu Benjamina Franklina

Plant cell

T-DNA

Plant
chromosomes

Ti-plasrmd

Aorobacterium cell




Transgenni linie jeCcmene nadprodukujici

heterologni fytasu v zrnu
SCLW-GP-PHYA

Cor2”

Mg?*

Soli kyseliny fytové

; f b B S A
AT ! (TR T

Exkrementy nezatézuji Zivotni prostredi!




Z Aspergillus niger byl izolovan gen (phyA)

podminujici zvyseni vytvareni enzymui umoznujicich rozklad fytat

a tim zvyseni vyuziti fosforu a zvyseni Ca?*, Fe3*, Zn?*a;j.

* PAMFIT (prof. C. Fogher, Katolicka Universita v Piacenze, Italie)

Orientace funkcni éasti plazmidu:

promotor
barley a-Amylase

leader sequence
pro barley a-Amylase

phyA gen

Mopalin synthase
terminator

>




» Méreni aktivity fytasy

Spektrometricky, molybdenan/vanadi¢nanova metoda.
Béhem inkubace se uvoliuje anorganicky fosfat, inkubace je zastavena
pridavkem molybdovanadatového Cinidla, méreni pfi vinoveé délce 415 nm.

Aktivita fytazy transgennich linii T5 generace

3500

3000

2000
1500
1000
500 —] I
0 4

GPUK 1080 1083 1129 1131

N
a
o
o

Aktivita fytazy (FTU/kg)

Jedna fytasova jednotka (FTU) je definovana jako mnozstvi enzymu, které uvolni
1 umol fosfatu za minutu z 0,0054 mol/l roztoku fytatu sodného za podminek reakce
(37°C, pH 5,5).



Linie vykazujici zvySenou aktivitu fytasy
oznacené SCLW-GP-PHYA byly v roce 2011
na zaklad& povoleni MZP &.j.: 42029/ENV/11
uvedeny do zivotniho prostredi.

Maroparcelkové pokusy byly realizovany ve
spolupraci AGRA GROUP a.s. v Lukavci u
Pacova.

Cil _polnich pokusu:
- Ovéreni pfenosu a stability transgenu

- Zhodnoceni rozdild exprese transgenu phyA

Ministerstvo Zivotniho prostredi

ODESILATEL:

Ing. Karel Bldha, CSc.

feditel odboru environmentélnich rizik
Ministerstvo zZivotniho prostiedi
VrSovickd 65

100 10 Praha 10

ADRESAT:

Vazena pani

doc. RNDr. Eva Zazimalova, CSc.
feditelka UEB AV CR, v. v. i.
Ustav experimentélni botaniky
AV CR, v. V. i.,

Rozvojova 263

165 02 Praha 6 - Lysolaje

V Praze dne 23. kvétna 2011

Cj.: 42029/ENV/11
K¢é,j.: 13194/ENV/11
Vyfizuje: Ing. Routa
Tel:: 267122554

.. . . T Rozhodnuti

a aktivity fytasy u jednotlivych linii

Ministerstvo Zivotniho prostiedi jako spravni tfad piislusny podle § 5 zdkona ¢&. 78/2004 Sb.,
o nakldddni s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni
pozdéjsich predpist, (ddle jen ,,zdkon) a § 10 zdkona ¢. 500/2004 Sb., spravni ¥dd, ve znéni
pozdgjsich predpist,

-Sledovani fenologickych a vynosové
charakteristiky v podminkach polniho
péstovani. eozlsndlo

podle § 5 odst. 8 zdkona ve véci zadosti Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i.,
se sidlem Rozvojovd 263, 165 02 Praha 6, o uvedeni geneticky modifikovaného jarniho
je¢mene SCLW-GP-PHYA se zvySenou produkei enzymu fytasy v zrnu do Zivotniho
prostiedi takto:

Ustavu experimentilni botaniky AV CR, v. v. i.
Rozvojova 263
165 02 Praha 6

se udéluje povoleni

k uvadéni
geneticky modifikovaného jarniho jecmene SCLW-GP-PHYA se zvySenou produkei
enzymu fytasy v zrnu

do zivotniho prostredi.

Ministerstvo Zivotniho prostfedi, VrSovicka 65, 100 10 Praha 10, (+420) 26712-1111, www.mzp.cz, info@mzp.cz



Scientific publication

. M GM CROPS & FOOD .
‘i{ GM CrOPS & FOOD 2025, VOL. 16, NO. 1, 607625 Taylor &Francis
eeaaslagy 1% 231 ' https://doi.org/10.1080/21645698.2025.2559488 Taylor & Frandis Group
i B OPEN ACCESS | ® creokorioses

Transgenic barley over-expressing Aspergillus niger phytase phyA in field trials
T VI¢ko (2, V Psota(»®, R Koprna (<, W Harwood (9, and L Ohnoutkova (53¢

3 aboratory of Growth Regulators, Institute of Experimental Botany, Czech Academy of Sciences, Olomouc, Czech Republic; Research Institute
of Brewing and Malting, Brno, Czech Republic; “Department of Chemical Biology, Faculty of Science, Palacky University, Olomouc, Czech
Republic; “Department of Crop Genetics, John Innes Centre, Norwich Research Park, Norwich, UK; eLaboratory of Growth Regulators, Faculty of
Science, Palacky University, Olomouc, (zech Republic

ABSTRACT ARTICLE HISTORY

Phytic acid is the main storage of phosphate in grains of staple crops. As phytic acid is hardly Received 27 March 2025

digestible for non-ruminants microbial phytases are used to supplement animal feed to enhance ~ Revised 2 September 2025

phosphate digestibility. A fungal phytase gene was introduced into barley with the aim of  Accepted 5 September 2025
enhancing phosphate digestibility. Transgenic homozygous barley over-expressing fungal phytase

GM Crops & Food phyA shoglzd a gsfold i'r?crease fr): matusrg grain phyt?;% activity. I)-Lleld tria):?at twn(?locagt;iong iztthe #;Yngg,::? za,,ey. phytase;
Czech Republic were conducted in a five-year experiment to test transgene stability and activity androgenesis; hyt}idizatio,',;
under field conditions. Increased phytase activity gradually decreased over the generations show-  field trials

. . . ing the most significant drop in the initial years of field trials. Molecular analysis revealed methyla-

Biotechnology in Agriculture tion in the coding sequence of the phyA transgene, suggesting transcription gene silencing. On the

and the Food Chain other hand, herbicide resistance used for selection of transgenic plants was functional over all
generations. The feasibility of crossing the transgene into the feeding cultivar Azit was demon-
strated with subsequent stabilization of hybrid progeny through androgenesis. Our results indicate

Funding

s . - - - Thi k ed by the [EU 5th fi k] und
that the Azit genetic background tended to reduce phytase activity in mature grains of hybrids.  co. ‘é’oéa;,j}‘(‘:’fj’s"[lgkééfs&%mlljf'm;h] ey
Tovior & Frarm i Grain-specific over-expression of fungal phytase driven by an amylase promoter improved phos- Czech Republic] under Genomics and proteomics in plant
e oS B phate levels during germination. Unfortunately, a malting experiment revealed that phytase over- breeding [1M06030]; [MSMT] under New biotechnology pro-

- - = 5 - - - P - ducts IEB CAS [CZ.1.05/3.1.00/14.0327]; [MZE of the Czech
expression did not significantly improve malting parameters. In fact, the higher nitrogen contentin i) " Suppi,f [MZE-RO1923)

unmalted grain negatively affected the quality of the malt produced from them. [MSMT of the Czech Republic] under TANGENC: Towards
next generation crops [CZ.02.01.01/00/22_008/0004581].



Viﬂigr
2025: Field trials, T3 generation, Olomouc

Objective of the Field Trials

Decision of the Czech Ministry of Environment in 2025 ) . .
No. MZP/2025/750/1238 . Confirmation of the stability of two

—— Odbor environmentalnich rizik homozygous Iines, vail1 +1 and

Ministerstvo Zivotniho prostredi a ekologickych skod

Vrsovicka 1442/65 H Vpil 1 -2 .

100 10 Praha 10

. Verification of agronomic

Praha dne 26. biezna 2025 Vazeny pan

C. j.: MZP/2025/750/1239 RNDr. Jan Martinec, CSc. = = =

Sp. 2n.5 ZN/MZP/2025/750/29 Fedite ' u characteristics and phenological
Vyfizuje: Ing. Hana Jirdkova, Ph.D. Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i. .

Tel.: 267 122 470 Rozvojova 263 b

E-mail: hana.jirakova@mzp.gov.cz 165 02 Praha 6 - Lysolaje o servatl ons H

especially plant height and
Rozhodnuti o opravnéni k uvadéni GMO do Zivotniho prostredi v ramci polniho aSSOCiated inte rn Ode Iength .

pokusu s jarnim jeémenem TL-GP-PIL 1

. Yield and grain quality indicators will
also be evaluated.
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2025: Field trials, T3 generation, Olomouc

Utility model TL-GP-PIL1




First field trial with gene-edited barley in the EU

“.mlll

Barley ABC transporters involved
in abiotic stress response

Jifi Duda$, Ludmila O

Laboratory of mmm-msmawmyumwum
of the Czech Repubic, v. v I, Siechittsld 27, Olomouc, Czech Republic

Departmant of Chemical Doiogy, Facuity of Scimeca, Paiacky Unfverslty in Clomcuc, Casct Reputdc
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=== Background s
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Zajmove geny (GOI)

*Tolerance k herbicidum, napf. glyphosatu
* Rezistence ke skudcum, napr. Bt kukufrice

* Rezistence k houbovym patogentm (fuzariim, rzim)

* Rezistence k virovym chorobam (BYDV, WDV)

 Tolerance vuéi biotickym a abiotickym stresiim:
zasoleni, sucho, nadbytek vody

 Zlepseni agronomickych i nutri€nich vlastnosti
aminokyselin a vitaminu (beta-karoten)
zvyseni gluteninu, glutaminu, beta glukanu

« ZvysSeni produkce a slozeni biomasy pro vyrobu biopaliv

* Produkce latek pro vyrobu biodegradovatelnych plastu

» Schopnost fytoremediace

* Produkce uzite¢nych bilkovin, protilatek, vakcin, hormonu

> molekularni farmareni



- Kam vkladame gen?

- Dedicnost transgenu ?




Nové biotechnologické metody a
NGT - New Genomic Techniques

Skupina metod specificky fizenych nukleas - Site-Directed Nucleases,
SDN techniky:

* Meganukleasy Scel

Genome targeting technologies

A
z Zinc Finger Nuclease (ZFN) S IR B
 Programovatelné nukleasy 3+ ZF modules, 3 bp each N200CC3000C. _o~OECaEtCEuzCen
x2 for specificity §o. et
. ” fused to a nuclease
Zinkové prsty (ZNF)
TAL Effector Nuclease (TALEN) DE0NELAE0G0. “"n‘&am.

TALE Ny 10+ TAL modules, | bp each dE00CAE0ERACI™ plclelddArriadTs | |

x2 for specificity AAAAAAAAL

fused to a nuclease

a systém CRISPR

CRISPR/Cas9
| targeting RNA
bound by a nuclease

> Cilené editovani genomu pomoci nukleas, poskytuje rychlou a presnou zménu
genomu:
- knock-out, vytvaret rostliny s vyblokovanymi geny
- knock-in, vnaset nové sekvence do genomu

v" Technologie s vysokym potencialem uplatnéni v zakladnim, aplikovaném
vyzkumu a ve Slechténi rostlin.



Mechanismus bakterialni rezistence

imunitni systém CRISPR/Cas

2. Imunitni reakce

1. Imunizace

irovd DNA

Vybér protospaceru Efektorovy enzymCawR@_-/-
@ s integ ym pr p em
Integrace protospaceD

Jor

Dvojfazovy princip obrany

Schopnost zaélenit pomoci
enzymu Cas Casti virové DNA
do svého genomu.

Kratké repetice nukleotidu
virové DNA obsahuijici kratké
segmenty exogenni DNA,
spacer DNA — mezerniky.

Repetice a spacerové
prepisované useky jsou a jsou
zpracovany na malé CRISPR
RNAs (crRNAs), navadéci,
cilové sekvenace

- protospacery.



G
CRISPR by

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
seskupené pravidelné se stridajici palindromické opakovani

- shluky s nahromadénymi pravidelné rozmisténymi kratkymi useky
nukleotidu

Imunitni systému bakterii proti bakterialnim virim a plasmidim,
vyskytuji se u 40 % genomu bakterii a 90 % genomu archea

Cas

CRISPR associated protein
- jsou schopné degradovat virovou DNA

RNA-DNA enzym, ktery je spojeny s CRISPR Pt 1231 com/photo
Jsou syntetizovany po vniknuti virové DNA do bakterie,

do sebe integruji molekulu crRNA, ziskanou z vlastniho CRISPR lokusu.
Cas9 (protein 9imunitni systém bakterie Streptococcus pyogenes.
Cas3, Cas 12a, Cas12b



Vyuziti

» Zakladni vyzkum

> Medicina, genova terapie

> Farmaceuticky pramysl, produkce proteinu, vakcin
» Zemeédeélstvi

> Prumysl
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Celosvetova produkce GM plodin
v roce 2020: 190 mil. ha

Nature|News Feature
GM crops: A story in numbers

Nature 497, 5-6 (02 May 2015) 170 million
hectares

- - of GM crops
1.5 billion hectares 4—"# :._a_\ : worldwide

Araeble landd worldhwicde

- ,Q.
r Q’

18 million
hectares

Rest of world

USA 152 million
Brazilie

Argentina hectares

Indie Intop five countries

Kanada podil EU 0,07 %

http://www.nature.com/news/gm-crops-a-story-in-numbers-1.12893



Celosvetova produkce GM plodin

Popular crops Popular traits

GM soya bean, maize (corn), cotton and canola crops accounted for Of some 30 traits that are currently engineered into plants for commercial use, the most
nearly all GM crops grown in 2012, popular are those that confer herbicide tolerance, insect resistance or both ‘stacked’ traits.

160 o — - 120

Conventional

140 | [ Biotech

- Herbicide tolerance
- |nsect resistance

100 - Herbicide tolerance
and insect resistance
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SOYA BEAN COTTON MAIZE

Nature 497, 5-6 (02 May 2013)



Zakladni pravni predpisy v oblasti v EU a CR

GMO v EU: Princip predbézné opatrnosti

Nakladat s GMO a genetickymi produkty Ize jen na zakladé
opravnéni podle pravnich predpist tak, aby byla zajisténa
ochrana zdravi ¢lovéka a zvirat, zivotniho prostredi a
biologické rozmanitosti.

\ B

» Zakon o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty €. 78/2004 Sb. ve znéni zakona €. 346/2005 Sb.

» ES 1829/2003 o geneticky modifikovanych potravinach a krmivech
» ES 18030/2003 o sledovatelnosti a oznacCeni geneticky
modifikovanych organismu a sledovatelnosti potravin

> Potvrzeni o opravnéni nakladani s GMO (MZP)
- Vv uzavreném prostredi

> Povoleni k uvadéni (MZP)
- uvolnéni do zivotniho prostredi
- uvolnéni do obéhu



Definice GMO -

V'\lgr

* Geneticky modifikovany organismus (GMO) je organismus (kromé
¢lovéka) schopny rozmnozovani, jehoz dédicny material byl zménén
genetickou modifikaci provedenou nékterym z technickych postupu
stanovenych zakonem.

 Rekombinantni_techniky, pfipravené mimo organismus a prenesené
vektorem do organismu pfijemce a jeho naslednym zaclenénim do
organismu prijemce, ve kterém se normalné nevyskytuje, ale ve kterém je
schopen dalsiho mnozeni.

* Pfimy pfenos NK, jakymkoli zplisobem mimo organismus pfimo do
organismu pfijemce, mikroinjekce, biolistické metody,

*Techniky bunécéné fuze, véetné transformace protoplastu,




"\lgr
Rozhodnuti Soudniho dvora EU ze dne 25. ¢ervence 2018

Jazyk dokumentu : ECLI:EU:C:2018:583 Tisk

ROZSUDEK SOUDNIHO DVORA (velkého senatu)
http://curia.europa.eu/juris/document/document.jsf;jsessionid=E0D4A987E8AB76AEF61C5A6D98536BB7 ?text=&d

ocid=2043é7&pageﬂ15d@gr08@b@laog3(:5&mode=Ist&dir=&occ=ﬁrst&part=1 &cid=262792

.Rizeni o piedbézné otdzce - Zadmérné uvolfiovani genetlcky modifikovanych organismt do Zivotniho prostredl Mutageneze Smérnice 2001/18/ES - Clanky 2 a 3 - Piilohy I A a I B - Pojem
.aeneticky modifikovany organismus' - Dlouho pouZivané technlky/metody genetlcke modifikace, které jsou povazovany za bezpecné - Nové technlky/metody mutageneze - Neprlzmve ucinky na
lidské zdravi a Zivotni prostred| Prostor clenskych statd pro uvazeni pfi provadenl smérnice - Smérnice 2002/53/ES Spoletny katalog odriid druhd zemédélskych rostlin — Odriidy rostlin
odolnych proti herbicidtim - Clanek 4 — Zptsobilost geneticky modifikovanych odriid ziskanych mutagenezi pro zapis do spoleéného katalogu — PoZadavky v oblasti ochrany lidského zdravi

a Zivotniho prostredi — Vyjimka™

Organismy ziskané fizenou mutagenezi jsou GMO

> SD rozhodl, ze organismy ziskané novymi technikami mutageneze (editaci genu,
technikami jako je CRISPR aj.) mohou predstavovat obdobné riziko jako pouziti
transgenoze, a ze tudiz vysledné organismy spadaji pod predpisy o GMO.

> To znamena, ze nakladani s nimi musi byt povoleno na zakladé hodnoceni rizika, po
uvedeni na trh musi byt oznac¢ovany atd.

Z pusobnosti smérnice o GMO vyriaty organismy ziskané tradiénimi®, dlouhodobé pouZzivanymi

postupy mutageneze pomoci radiace nebo chemickych latek.



Legislativa GMO v EU a CR lgr

Ministerstvo Zivotniho prostredi

pfiroda a krajina

AN
ﬂ > Témata > Rizika pro Zivotni prostredi

Témata Rizika pro zZivotni prostiedi

Specificka rizika pro Zivotni prostiedi (rizika environmentalni) jsou zabezpedovana v
gesci odbor environmentalnich rizik a ekologickych 3kod (OERES). Jedna se o
environmentalni rizika v oblasti chemickych latek, zavaznych pramyslovych havarii s nimi
spojenych a v oblasti naklidani s geneticky modifikovanymi organismy (GMO). OERES
Odpadové hospodafstvi vytvari celostatni koncepce prevence skod v téchto oblastech, vytvaii systémy
hodnoceni téchto rizik a navrhuje indikatory jejich sledovani a zajistuje vykon
specializované statni spravy vyplyvajici z pfislusnych zdkond.

Ochrana ovzdusi

Voda

Pfiroda a krajina
Rovnéz zabezpeduje v oblastech své plsobnosti aktivity, vyplyvajici z Elenstvi v
mezindrodnich organizacich (UNEP, OECD - chemicky program a pracovni skupiny pro
prevenci pramyslovych havarii, biotechnologie a nanomaterialy) a z ratifikovanych
Rizika pro Zivotni prostredi s . c v N A e T
mezinarodnich amluv (Rotterdamska dimluva, Helsinska iumluva o prfeshrani¢nich
ucincich pramyslovych havirii, Cartagensky protokol (PDF, 2 MB) o biologické
bezpeénosti, Stockholmska amluva o persistentnich organickych polutantech).

Ochrana klimatu a energetika

Geneticky modifikované organismy
(GMO)

Staré ekologické zit&Ze a kontaminovana mista v Ceské republice jsou priibézné feieny
Ministerstvem Zivotniho prostiedi ve spolupraci s daléimi resorty. Ro¢né jsou tak
realizovany prazkumné prace a ndpravna opatfeni na desitkdach lokalit. Za danou oblast
je gestorem odbor environmentilnich rizik a ekologickych skod (OERES).

Havane
Staré ekologické zatéze
Chemicke latky

Stav Zivotniho prostredi

Environmentaini politika a nastroje






e Odborné posouzeni zadosti provadi

g efs a = Evropsky urad pro bezpecnost potravin (EFSA)

European Food Safety Authority - zg CR V&decky vybor pro GM potraviny a krmiva
QL
~ |
MOLEKULARNI BEZPECNOST
CHARAKTERIZACE POTRAVIN A KRMIV
*biochemie toxikologie
*molekularni biologie a * immunologie
+ Ad-hoc experti genetika svyziva & krmiva
nové techniky *Slechténi rostlin *potravinova chemie
mikrobiologie *mikrobiologie *biotechnology + Ad-hoc experti
ODHAD Pot‘r:vinéfské'v:‘at"(‘iy ‘
ENVIRONMENTALNICH F\. 4 g,
RIZIK | Y
rostlinné biologie ;
- ekologie !

* agronomie
* entomologie
* biometrika a statistika

+ Ad-hoc experti
Environmentalni védy




Pouzivani GM potravin a krmiv v EU
« Potraviny se vyskytuji velice zfidka
 Dovoz GM krmiva (2021)

S¢ja: 13 milionu tun, 20 modifikaci

22 milionud tun séjovych pokrutin a vyrobku
Kukufice: 2,5 milionut tun, 31 povoleni pro GM Kukufici
Repka: 2 miliontd tun fepky, 4 povoleni
Bavinik: 0,1 milion0 tun baviny, 1/2019
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‘ OSTATNI ZEME 1.9 mr .-

GM sdja predstavuje 81 % svétové produkce, kukufice 35 %, Fepka 30 %.



GMO databaze

Geneticky modifikované organismy (GMO)
Ministerstvo Zivotniho prostiedi - //\www.mzp.cz/cz/geneticky modifikovane organismy

5
W

GMO- geneticky modifikované organismy
) ’1 I:INISTERSTVO ZEMEDELSTVI
CESKE REPUBLIKY

http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy

efcqe  EFSA-GMO, Genetically Modified Organisms
Eropean Food Sty Authorky http://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/gmo.htm?witrl=01

GMO-Compass
http://www.gmo-compass.org/eng/gmo/db/

US Food and Drug Administration (FDA) http://www.fda.gov/
Databases of US and International Field Tests of GMOs

Database of International Commercialized GMOs



http://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/gmo.htm?wtrl=01
http://www.isb.vt.edu/cfdocs/fieldtests1.cfm
http://www.isb.vt.edu/cfdocs/globalfieldtests.cfm
http://www.agbios.com/dbase.php?action=ShowForm
http://www.gmo-compass.org/eng/gmo/db/
http://www.gmo-compass.org/eng/gmo/db/
http://www.gmo-compass.org/eng/gmo/db/
http://www.mzp.cz/cz/geneticky_modifikovane_organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy
http://eagri.cz/public/web/mze/zemedelstvi/gmo-geneticky-modifikovane-organismy

‘\?‘~ INTERNATIONAL SERVICE
FOR THE ACQUISITION
OF AGRI-BIOTECH
ISAAA APPLICATIONS

Join our
Crop Biotech Update

mailing list

ISAAA in Brief | ISAAA Programs | Knowledge Center | Biotech Information Resources | GM Approval Database | ISAAA Blog -

J ISAAA ;| GM Approval Database

GM Plants

GM Approval Database

Alfalfa

Argentine Canola

ISAAA presents an easy to use database of Biotech/GM crop approvals for various biotechnology
stakeholders. It features the Biotech/GM crop events and traits that have been approved for

Bean commercialization and planting and/or for import for food and feed use with a short description of the
Carnation crop and the trait. Entries in the database were sourced principally from Biotechnology Clearing House
of approving countries and from country regulatory websites. We invite corrections, additions/deletions,
and suggestions for the improvement of the database. Contact us at gmapproval@isaaa.org or fill out
Cotton our feedback form.

Chicory

Creeping Bentgrass

. Jump to an Event: ST 88 EI

Maize
Melon Advanced Search (Beta)
Papaya Crop |Select... [~]
Petunia Commercial Trait ﬂ
Plum Developer [Any[~]
i |
Polish canola Country n
Poplar
Type of Approval Any |~ |
Potato -
Rice
Rose
Soybean Quick Links:
Squash
Sugar Beet Display events by commercial trait Display events by developer
Sugarcane

e Abiotic Stress Tolerance e Agricultural Biotech Research Institute (Iran)
Sweet pepper e Disease Resistance e Agritope Inc. (USA)
e Herbicide Tolerance e BASF
Tobacco e Insect Resistance e Bayer CropScience (including fully and partly owned
e Modified Product Quality companies)
Tomato e Pollination control system Bayer CropScience and MS Technologies LLC
Wheat Beijing University

Bejo Zaden BV (Netherlands)
Central Institute for Cotton Research and University

Display events by GM trait



Plochy GM rostlin v CR, 2020

Plochy oseté kuku¥iéi MON 810 v CR od roku 2005
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Oznacovat se musi GMO produkty a vyrobky ve vSech statech EU

*Podle zakona o potravinach z roku 2002 je znaCeni potravin obsahujici
nezivée GMO povinne.

*Na obalu vyrobku musi byt podle vyhlasky 24/2001 uvedeno oznaceni:

~geneticky modifikovano®
,obsahuje geneticky modifikovany organismus®
,vyrobeno z geneticky modifikované ...”

v'V§echny produkty z GMO, nebo obsahujici GMO
v Produkty vyrobené z GMO napf. mouka, olej, apod.

= GM potraviny zivo€iSného plvodu se v EU nevyskytu;ji

Jedly sdjovy olej
jednodruhovy
Je vyroben z vysoce hodnotnych séjovych
bobdl. (vyroben z geneticky modifikované
s6ji) Vhodny Kk vareni, peceni, smazeni a
fritovani, k pfipravé salatti a majonéz.

Chrante pred slunecnim zarenim.
Skladujte pri teploté do 20°C.
Tepelna odolnost do 175°C.

& Deformace PET lahve neoviiviiuje kvalitu oleje.

Marketingové sdéleni vyrobcu potravin.



EU, respektuje pravo spotrebitele na informace, zajist'uje oznacovani
a sledovatelnost GMO !

v Produkty, které obsahuji vice nez 0,9 % geneticky modifikovanych slozek, musi byt
nutné oznaceny "obsahujici GMO,,.

v Produkty klasického a ekologického zemédélstvi do 0,9 % jsou pfimési GMO
tolerovany (technické nevyhnutelné primeési.

v" Pokud nejsou GMO schvalené ,do obéhu” tak nesmi obsahovat zddné GMO.

European | English
n Commission . @ 9

Food, Farming, Fisheries

Food Safety

Home | Animals v | Food v Horizontal topics v

Home > Plants > Genetically Modified Organisms > GMO register

GMO register GMO reqister (europa.eu)

Genetically Modified Organisms

1829/2003) and the GM products withdrawn from the market. EU Register of authorised GMOs

Search the register for products containing GMOs e.g. if you type "cotton’, you will get a list of all products containing cotton in their description.

For example, if you search in the register for authorised GM cotton, you will get a list of all This search covers the EU GMOs register (Regulation EC 182912003) and the producls subject to EC decisions on withdrawal from the market
. ) - - - » K d| Registered / Withd Cate
authorised GM cottons and their description. epordte) coctored Atherawn i

| ‘Reg\stered ‘malze

GMOs authorised under Directive 2001/18/EC, for example GM carnations, can be found here


https://food.ec.europa.eu/plants/genetically-modified-organisms/gmo-register_en

CLANKY TEMATICKY

KNIHOVNA NBT

ORGANISMU

FILMY A VIDEA
LABORATORE

PRO SKOLY
PUBLIKACE
ZAKONY CR A GMO

ZAJIMAVE STRANKY

D ¥ B

BIOTRIN, z.s. Vam pravidelné piinasi aktualni informace ze svéta biotechnologii.
Pokud mate zajem o odbér téchto novinek a jejich zasilani na Vas email, kliknéte,
prosim ZDE. Z odbé&ru novinek se Ize kdykoliv odhlasit.

Geneticky modifikované bakterie detekujici nadorovou
DNA

Rakovina ve svych mnoha podobach je bohuZel stale jednim
z prevaZujicich ddvod( pfedéasného Gmrti. Pokrok v jeji
prevenci a zlep3eni diagnostiky slibuje novy vyzkum, ktery...
vice

Véda a vyzkum - NBT 13.11.2023

Nové schvalené geneticky modifikované rostliny v
Nizozemsku nejsou rizikem pro zZivotni prostiedi

Jednim z ¢astych argument( proti geneticky modifikovanym
(GM) rostlinam je riziko pro Zivotni prostfedi v dané oblasti a
vznik zmén v mistnim ekosystému. Tyto obavy se u nové...
vice




Knihovha NBT organismu

avokado (plod
hruskovce)

| okurka
pampeliska
petinie
rajce plané

prase

prase

praZman japonsky

psenice

psenice

snizené hnédnuti duZiny plodu

zvy$ena tvorba plodd

zvétSeni korenové biomasy, zvyseny vynos inulinu i

prirodniho kaucuku

delsi doba kvétu

zlepSeny rast, vice kvétl. vatsi plody, v&tsi obsah

lykopenu

odolnost vici virové chorob& - PRRS (reprodukéni a

respiracni syndrom prasat)

delece epitopi a-Gal a Neu5Gc, sniZzeni humoralni

bariéry pro xenofransplantace

zvyseny rist svaloviny

odolnost proti houbové chorobé

delsi klidové obdobi semen

zménéna barva plodu

zvyseny obsah zdravi prospésné GABA
usnadnéni sklizné

tolerance k herbiciddm (sulfonylmogoviny a
imidazoliny)

tolerance k herbiciddm (imidazoliny)

zvy$ena pevnost Sesulf

zvy$ena odolnost proti hnilobé stonku

| CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

zinkové prsty

CRISPR/Cas9
TALEN

CRISPR/Cas9
CRISPR/Cas9
CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

mutageneze pomoci

oligonukleotidd

mutageneze pomoci

oligonukleotidd
CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9



Duvody pro nizsi produkci GM plodin v EU

Evropsky spotrebitel nema rad GM plodiny
« Etické, filosoficke, politické a psychologické duvody
« Masivni negativni kampané ruznych organizaci — ,kult GMO*

* Problematika GMO se obtizné vysvétluje, snadno se s ni strasi

Laura De Francesko:
, Je to pouze rozhodnuti verejnosti, socialni a politické,

nikoliv védeckeé*.
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