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1. Co jsou transgenni rostliny
a jakym zpusobem je lze pripravit

Transgenni rostliny vyuZivané v praxi jsou v dne$ni dobé
predevsim zemédélské plodiny se zvySenou rezistenci k hmy-
zim §kddctim, virovym infekcim, nebo herbicidim'. Déle jsou
to takové rostliny, které jsou zdrojem potravin s vyssi nutri¢n{
hodnotou (sloZeni a obsah nenasycenych mastnych kyselin,
vitamint), rostliny odolngjsi vuci extrémnim povétrnostnim
podminkdm, nebo s upravenou schopnosti dozravani. Kromé
téchto vyhod, uplatiiovanych hlavné v zemédélské produkci
(pSenice, kukufice, sdja, fepka olejnd, bavlna atd.), byly pfi-
praveny takové geneticky modifikované (GM) rostliny, které
jsou schopné produkovat farmaceuticky vyznamné latky (pro-
tilatky), enzymy atd”. Na za&itku 90. let se technologie trans-
gennich rostlin posunula k novému odvétvi. Je to vyuziti rost-
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lin jako heterolognich expresnich systému, mj. pro antigeny
sav¢ich patogent. Od té doby byly rtizné 1ékarsky vyznamné
antigeny exprimovany v transgennich rostlindch, jako napft. povr-
chovy antigen hepatitidy B (cit.%), krali¢i virovy glykoprotein®.

Jak je patrné z predchoziho odstavce, jsou genové manipu-
lace v rostlinné biotechnologii stdle vice vyuzivany. Rizné
transgeny maji vliv na kvalitu drody, geny reguluji dozravani,
slozeni tukd a kvalitu proteinti v semenech. Vyzkum tkdnové
specifickych promotor dovoluje genovému inZenyrstvi vy-
tvofit nové kategorie transgennich rostlin tvoficich zadané
produkty4.

Neméné dtlezité a v literatuie stdle Castéji diskutované je
vyuziti transgennich rostlin k odstrafiovdni kontaminantd ze
zivotniho prostiedi a vyuZiti transgennich rostlin se zvySenou
schopnosti akumulace nebo premény latek znecistujicich zi-
votn{ prostfedl’5 .

V neddvné dobé vyvolalo stile se rozsifujici vyuZiti trans-
gennich rostlin velké diskuse. Jde hlavné o zemédélské plodi-
ny, kultivované ve velkém méfitku jako suroviny pro lidskou
vyZivu. Tyto obavy zpisobily i vétsi pozornost politikti a napt.
v nasi republice iniciovaly pfipravu a schvdleni zdkona O na-
kladédni s geneticky modifikovanymi organismy a produkty,
ktery plati od 1.1.2001.

Vétsina argumentl proti pouZziti GMO, pfedevsim nékte-
rych aktivisti hnuti Greenpeace, Déti Zemé atd., je nepo-
dloZend a lze je i védecky vyvratit. AvSak na druhé strané je
bezesporu nutnd obezietnost pii manipulaci, kultivaci a vy-
uzivani geneticky modifikovanych organismi a je nezbytné
dokonalé ovétovani rizika spojeného s uvddénim téchto suro-
vin do Zivotniho prostfedi ¢i pfimo na trh. Vyroba potravin je
pfedmétem novely zdkona o potravindch schvdlené v roce
2000 a novelizované vyhlasky 24/2001 ¢l. 7 Sb., kterd plati od
1.6.2001 s vyjimkou paragrafu tykajiciho se povinnosti znacit
geneticky modifikované potraviny s obsahem transgenni DNA
1 % a vySe (bude platit od 1.1.2002). Kontrolu zajistuji stédle
se rozvijejici a zdokonalujici detekéni metody pro piftomnost
transgend.

1.1. Metody piipravy
transgennich rostlin

Revoluci v rostlinné biotechnologii zptisobily piedevsim
dva vyznamné objevy. Nejprve to bylo objeveni unikdtn{
schopnosti jednotlivych rostlinnych bunék regenerovat a vy-
tvorit celou rostlinu. Neméné dilezity byl objev zatim nej-
vhodnéjsiho vektoru pro pfenos gend, coz je Ti plazmid, ktery
se vyskytuje v ptidnich bakteriich Agrobacterium tumefaciens,
resp. Ri plazmid v A. rhizogenes.

VyuZiti agrobakteridlniho prenosu je jednou z hlavnich
technik vyuzivanych v soucasnosti pro vneseni pozadovanych
genti do rostlinného genomu®. Tato technika je pomérné Siroce
rozsifend, ma vSak nékolik limitujicich faktort, které omezu-
ji v n€kterych piipadech jeji pouziti. Agrobakteridlnich plaz-
mida jako vektoru se pouzivd piedevsim pro dvoudélozné
rostliny, ale jsou jiz zndmé i ptipady jejich aplikace na jedno-
délozné rostliny (chrest, kukufice, ryze, p§enice)7. Dalsi tech-
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Obr. 1. Schéma prenosu cizorodého genu (FG) pomoci A. tumefa-
ciens do rostlinné bunky

nikou vyuzivajici ,,pfirozeny* pfenos je vyuziti virdlnich vek-
tort, které vSak vede k pfechodné, nikoli stabilni transformaci.

V ptipadech, kdy nelze pouzit vySe zminéné techniky,
nastupuji dalsi metody prenosu. Nékteré se rozvinuly az po
objevu technik, které umoznuji regeneraci celych rostlin z ka-
lusu nebo z jediného protoglastu. Jsou to techniky, které
vyuzivaji piimy prenos DNA®, elektroporaci, vakuovou infil-
traci DNA, rtizné chemické tpravy, mikroinjekci, nebo balis-
tické metody9.

1.1.1. Transformace rostlinnych bunék pomoct bakterit
rodu Agrobacterium

Tato metoda prenosu genetické informace do rostlinnych
bunék je zaloZena na prirozené vlastnosti bakterii Agrobacte-
rium tumefaciens a A. rhizogenes napadat vyssi rostliny, vnd-
Set do nich své specifické geny, lokalizované do ¢ésti velkého
plazmidu, oznacovaného Ti (tumour inducing) nebo Ri (root
inducing)’, a indukovat morfologické zmény téchto napade-
nych rostlin. PfendSend Cdst Ti a Ri plazmidi se nazyvd
T-DNA (transferred DNA). Plazmid Ti ma obvykle délku
v rozmezi 150 000-200 000 pért bdzi, coz je asi 3 % délky
chromosomu A. fumefaciens. Ti plazmid obsahuje dva hlavni
useky:

T-DNA, kterd do rostlinnych bunék vstupuje, ale sama
nemd zadné geny pro vlastn{ integraci,

usek virulence, ktery obsahuje geny nutné pro funkce
podminujici pfenos T-DNA do rostlinnych bunék a jejich
integraci do rostlinného genomu.

Pro funkci plazmidu v bakteridlnich burikdch a pro inter-
akci mezi bakteriemi a rostlinnymi buitkami jsou nutné i dalsi
useky genomu, ¢dstecné lokalizované téz v bakteridlnim chro-
mosomu.

T-DNA obohacuje rostlinny genom o dvé zdkladni skupi-
ny gend’:

Geny pro biosyntézu rostlinnych hormond, auxinti a cy-
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tokinint. Ty zpisobuji dediferenciaci rostlinnych bunék
a jejich rtst jako nediferencované nadory, pfipadné kotin-
ky typu ,hairy root*.

Geny pro syntézu nddorové specifickych litek, tzv. opint.
Opiny slouzi jako zdroj uhliku, dusiku a energie pro typ
bakterie, ktery transformaci indukoval. Pfenos T-DNA z
plazmidu Ti do jednoho z chromosomt rostlinného bu-
nécného jadra je zachycen na obr. 1.

K souc¢asnym genetickym manipulacim se ovSsem nevyuzi-
va prirodni divoky kmen agrobakteria, nybrz kmeny s modi-
fikovanymi Ti plazmidy. Byly odstranény geny pro rostlinné
hormony, jez byly pfic¢inou vzniku tumoru, a geny pro tvorbu
opint, které jsou v téchto pripadech zbytecné. Soucasné byly
do ptvodni T-DNA vneseny geny, slouzici jako selekéni
markery. Mezi nejvice vyuzivané markerové geny patii bak-
teridlni B-glukuronidasovy (GUS), luciferasovy a v posledni
dobé téZ gen kodujici ,.green fluorescent protein“ (GFP).
Vzhledem k tomu, Ze pfirodni Ti plazmid je pfili§ veliky, coz
zpusobovalo problémy pii praci, byla T-DNA s hrani¢nimi
sekvencemi vnesena do mensich plazmidi odvozenych od
PBR 322, nyni jiz bézné komercné dostupnych. V oblasti
T-DNA téchto nové pfipravenych plazmidd existuji unikdtn{
restrikéni mista, do kterych mizeme vlozit pfipraveny kon-
strukt urceny k prenosu do rostlinného genomu.

Geneticky konstrukt, ktery chceme vnést, musi obsahovat
promotor (napf. nejcastéji pouzivany konstitutivni promotor
z viru kvétdkové mozaiky CaMV 35S, promotor fidici expresi
ubichinonu u kukufice, ¢i jiné organové a pletivové specifické
promotory fungujici v rostling), sekvenci kédujici pozadovany
gen a terminacni signdl. V soucasné dobé se vyzkum soustie-
duje na nalezeni dalsich promotori indukovanych napf. vlivy
zivotniho prostiedi (t€zZké kovy apod.).

1.1.2. Dalsi metody vyuZivané v rostlinné genetice

Protoplasty jsou vhodné pro genové manipulace, nebot
u nich mize za specifickych podminek dojit k fizi bunék
blizkych, ale i zcela odliSnych rostlinnych druhti za vzniku
somatickych hybridd. Protoplasty mizeme ziskat z rostlin-
nych pletiv nebo z kalusovych a suspenznich kultur'®. Po fizi
a preneseni protoplastti na Zivné médium, které musi obsaho-
vat cytokininy a auxiny ve vhodném poméru pro tvorbu a vy-
voj kalusového pletiva, k némuz dochdzi zhruba po péti az
deseti dnech po tvorbé nové bunécné stény a zacatku bunéc-
ného déleni, dochdzi k diferenciaci bunék a vzniku embrya.
Toto embryo se miZe vyvinout v plné funkéni rostlinu se
zménénym genetickym vybavenim.

Dalsi vhodné metody jsou tzv. balistické metody, které
umoziuji pfenaset geny do bunék i do celych neporusenych
rostlin. Tyto metody jsou zaloZeny na vyuziti urychlenych
c¢astic tézkych kovti (zlatych nebo wolframovych) pokrytych
genetickym materidlem’. Jsou to pomérné nové metody a na-
chdzeji uplatnéni pfedevsim u téch rostlinnych druht, u nichz
selhaly metody vyuZzivajici agrobakteria. S uspéchem Ize tyto
metody vyuZit i pro dalsi aplikace, véetné pfimé transformace
genomu organel ¢i rychlého vpraveni genetické informace do
bunék bez poruseni tkdni a pletiv, napt. do ristového meristé-
mu.

Dalsi znamou metodou pienosu DNA je mikroinjekce, pfi
niZ je DNA vpravovdna do bunék pod mikroskopickou kon-
trolou'!. DNA muize byt umisténa do konkrétnich subceluldr-
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nich ¢asti jednotlivych protoplasti, do izolovanych bunék
nebo také do jednotlivych bunék ve vicebunécnych struktu-
rdch. Tato metoda je nejucinnéjsi (uc¢innost az v desitkdch
procent) a je pouZitelnd i s rostlinnymi pletivy’. Béhem jedno-
ho pokusu Ize vSak ovlivnit jen malé mnozstvi bunek.

Vétsina pracovist ddva z vyse uvedenych postupt prednost
agrobakteridlni transformaci (vysoka efektivita, nizky pocet
kopif, intaktni transgeny) a balistickym metoddm (moZnost
transformace bez ohledu na rostlinny druh).

2. Sméry vyuZiti transgennich rostlin

2.1. Zemédélstvi a potravindfstvi

rozporuplné nazory laické verejnosti nasly transgenni rostliny
v zemédelstvi a ndsledné i v potravindrstvi.

Jako nejvétsi problém, jenz by mohl byt §ir§im vyuzitim
transgennich rostlin vyfesen, se jevi stdle se zvySujici potieba
mnozstvi potravin. Nedavny prizkum casopisu The Econo-
mist (bfezen 2000) ukazuje, Ze svétova populace vzrostla za
poslednich 40 let 0 90 %, zatimco produkce potravin vzrostla
jen o 25 %. Dal§im problémem jsou kazdorocni ztrdty po
napadeni hmyzem nebo jinymi $ktidci (ztraty az 40 % trody),
pricemz mnozstvi pouzivanych chemikadlif, at uz pesticidd,
insekticidti nebo herbicidt, neni z ekologického hlediska moz-
né neustdle zvySovat.

Hlavnim cilem genetické modifikace je zasdéhnout do rost-
linného genomu tak, aby doslo k vytvofeni organismd rezis-
tentnich k herbicidtim, odolnych vi¢i skidctim, bakterialnim,
plisnovym a virovym infekcim, extrémnim podminkdm, nebo
ke zvySeni nutri¢ni hodnoty potravin.

V praxi zatim nejvyznamnéjsi aplikaci predstavuje vnase-
ni odolnosti viici herbicidim a hmyzim sktdcim. V USA byly
uvedeny na trh séja (Roundup Ready), bavinik a fepka olejnd
rezistentni k herbicidu glyfosatu a od roku 1996 jejich podil
na celkové vymeére vyrazné vzrostl. Velkou ¢dst rostlinnych
geneticky modifikovanych organismt (GMO) tvoii odridy
odolné vic¢i hmyzu. Tyto rostliny obsahuji ve svém genomu
geny pro toxiny pochdzejici z bakterie Bacillus thuringiensis.
Drive byly extrakty této bakterie pouzivany ve formé postiika,
coz mnohdy nemeélo predpoklddany efekt. Ziskané zkuSenosti
vedly ke konstrukci GMO obsahujicich geny kédujici vznik
toxinu, tzv. bt toxinu, schopnych odoldvat napadeni hmyzimi
skiddci (napf. kukufice, tabak).

V soucasnosti jsou schvélené, kultivované a distribuované
na trh nékteré GM rostliny, viz tab. L.

Zajimavym pitkladem GMO jsou transgenni rajcata. Ge-
nom rajcat byl upraven tak, Ze dochdzi k opozdénému zran{
a delsf trvanlivosti.

Existuji dva typy téchto transgennich rajcat. Prvni typ jsou
tzv. rajcata ,flavr savr’'%. Ta obsahuji transgen, ktery inhibu-
jenebo alespori tlumi (ko-supresorem) funkci genu pro tvorbu
enzymu polygalakturonasy (PG), ktery katalyzuje hydrolyzu
a-1,4 vazby polygalakturonové kyseliny, vyskytujici se jako
slozka bun&énych stén v oplodi rajéat'®. PG je syntetizovéana
béhem zrdni a svym rozkladem pektinu ve stfedni lamele
bunééné stény plodu zptisobuje méknuti rajéat. U plodu trans-
gennich rostlin se silné€ redukovanou aktivitou PG (pod 10 %)
doslo k nékolika zméndm vlastnosti. Plody byly podstatné
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vétsi, méné napaddny bakteridlnimi a houbovymi chorobami,
Stava méla hustsi konzistenci, vetsi viskozitu a vice suSiny.
Jinak se ale, proti pdvodnimu pfedpokladu, pfili§ nezménila
jejich tendence k méknuti.

Druhym typem jsou rajcata, do jejichZ genomu byl vnesen
transgen, ktery zamezuje expresi rostlinného genu pro syntézu
ethylenu, plynného rostlinného hormonu, jenz spousti kromé
jiného kaskddu procest vedouci ke zran{ plodd.

Modifikovana kukufice, rezistentni k herbicidu fosfino-
thricinu a hmyzu, obsahuje oproti klasickym odriiddm navic
tii geny. Transformaci pfimou metodou s vyuzitim protoplasti
byly vneseny do rostlinného chromosomu:

a) geny pro rezistenci k herbicidu fosfinothricinu (obchodnf{
nazvy: Basta, Liberty, Finale, Radicale). Je to novy typ
herbicidu, ktery zptisobuje blokaci enzymu glutaminsyn-
thetasy, klicCového enzymu metabolismu dusiku,

gen pro d-endotoxin z Bacillus thuringiensis, ¢imz je
zajisténa odolnost proti hmyzim Skddctim,

gen pro B-laktamasu, podmitiujici rezistenci k ampicilinu.
Tento gen umoznuje selektovat modifikované rostliny.

b)

Tabulka I
Piiklady geneticky modifikovanych rostlin jiz pouzivanych
v zemédélské velkovyrobé a jejich vlastnosti

GM rostlina  Vlastnost

Séja zvySend produkce olejové kyseliny,
rezistentni vi¢i hmyzim Skddctim
a herbicidiim

Kukufice rezistentni vi¢i hmyzim Skddctim
a herbicidim

Papaya rezistentni vici virim

Brambory rezistentni vi¢i hmyzim Skddctim

Bavlna rezistentni vi¢i hmyzim Skidctim

Repka rezistentni vii¢i herbicidim, zvysené
mnozstvi laurové kyseliny

Rajce opozdéné dozravani

2.2. Produkce farmaceuticky
vyznamnych ldtek

Oblast pfipravy farmaceuticky vyznamnych litek zatim
nevyvoldvd zdaleka takovou pozornost a negativni kritiku
laické vefejnosti jako vyuziti GMO v zemédé€lstvi. Je to prav-
dépodobné zptisobeno hlavné tim, Ze studie vedouci k ziskan{
takovych GMO jsou zatim provadény v laboratornim, maxi-
madlné poloprovoznim méfitku. V prvni fadé se jednd o syntézu
antigenl savc¢ich patogent, které by po konzumaci piislusné
rostliny mohly vyvolat imunitni reakci a fungovat jako vakci-
ny. Kromé toho b?/la ovéfovdna exprese imunoglobulind, nebo
jejich fragmentii'*. V transgennich bramborich se podafilo
exprimovat a ovéfit funkénost (u mysi) vakciny pro hepatitidu
B (povrchovy antigen), posléze byla stejnd vakcina exprimo-
vana v tabaku. Kromé toho byly popsdny napi. exprese ente-
rotoxinu (LT-B) z E. coli, nebo kapsidového proteinu Norwalk
viru, glykoprotein B Clytomegaloviru, podjednotka B toxinu
cholery a n&které dal3i".
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2.3. Pfiprava transgennich rostlin
pro uicely fytoremediace

V poslednim stoleti primyslova vyroba, téZebni priamysl
a rizné méstské aktivity zpusobily rozsdhlou kontaminaci
pldy. Jednou z moznosti odstranén{ kontaminanti z pidy jsou
fyzikdlné-chemické postupy. Tyto techniky jsou ovsem eko-
nomicky ndro¢né a vétsSinou poskozuji Zivotni prostiedi. Proto
se v soucasné dobé vyzkum orientuje na pouZziti biologickych
metod. Jednou z nich je fytoremediace. Fytoremediace je
definovdna jako uziti zelenych rostlin k pfesunu, akumulaci
a odstranéni polutantl ze Zivotniho prostfedi nebo zmirnén{
jejich skodlivého siteni'®. Je to technologie, kterd muze byt
uplatnéna pri odstrafiovani anorganickych i organickych po-
lutantd piitomnych v piidé, vodé a ve vzduchu'’. V roce 1999
predstavovalo uplatnéni fytoremediacnich postupt trzni hod-
notu vycislenou na 35 miliont americkych dolart. Predpokld-
da se, Ze tato hodnota se béhem 5-ti let zvysi desetindsobné.

Je obecné platné, ze fytoremediace je nejlépe vyuzitelnd
na velkych plochach, kde kontaminace dosahuje maximalné
do hloubky 5-ti metrt. Podle riznych zpGsobu uplatnéni se
fytoremediace obecné déli do nékolika oblasti'®!8

Fytoextrakce (né€kdy nazyvana fytoakumulace) je zaloze-
na na schopnosti rostlin odebirat $kodlivé litky z pady a aku-
mulovat je v nadzemnich ¢dstech. Tato metoda je vétSinou
spojovdna s odstranovanim tézkych kovl. VétSina rostlin je
schopna akumulovat t€7ké kovy pfitomné v pudé nebo ve
vodé. Rostliny obsahujici téZké kovy jsou nakonec sklizeny,
zpopelnény a uloZeny na urcitych mistech, nebo se dale vyuziji
ke znovuziskdni kovd.

Fytotransformace je vyuziti rostlin k pfeméné organic-
kych polutanti.

Fytostimulace ptedstavuje stimulaci mikrobidlni degrada-
ce ptsobenim rostlinnych exsudatt.

Rhizofiltrace je vyuziti rostlinnych kofent k absorpci nebo
adsorpci polutantd, predevsim kovi, ze spodnich vod. Z mno-
ha testovanych rostlin se jako jedny z nejucinnéjsich ukazaly
hydroponicky péstované slunecnice, které byly vyuzity k od-
stran&ni radionuklidi z povrchové vody v okoli Cernobylu®.

Fytostabilizace je metoda, kdy pomoci rostlin dochdz{
k redukci dosazitelnosti a rozSifovdni polutanti v Zivotnim
prostiedi.

Fytovolatilizace je ptijem a prevedeni nékterych polutantl
do plynné faze pomoci rostlin.

UZiti rostlin k odstranéni polutantii ze vzduchu — predsta-
vuje schopnost rostlin akumulovat, piipadné metabolizovat
toxické latky ze vzduchu.

Predmétem zdkladniho vyzkumu je urcit, které rostliny
se nejvice hodi pro fytoremediace. Ne vSechny druhy rostlin
jsou schopné metabolizovat nebo akumulovat polutanty. Po-
zadavkem na rostliny odstranujici tézké kovy je, aby rychle
rostly v kontaminovaném prostiedi, byly pokud mozno rezis-
tentni, akumulovaly toxické kovy a pievddély kationty nebo
oxyanionty do skliditelnych (nadzemnich) ¢asti, nebo je pre-
ménovaly na méné toxické formyzo. Vyhodné jsou také rost-
liny, které jsou schopné odstraniovat vice nez jeden polutant,
protoze znecisténi nebyva vétSinou pouze jednou slouc¢eninou.

Pii remediaci organickych polutantl je zddouci, aby je
rostliny zcela mineralizovaly na netoxické produkty.

Je zfejmé, Ze polutanty mohou byt odstranény diky radé
biofyzikdlnich a biochemickych procest, sorpci, transportu
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a translokaci, akumulaci nebo transformaci. Mnoho elemen-
tarnich polutantli vstupuje do rostlin prostfednictvim zaklad-
nich transportnich systémi uréenych pro transport Zivin. Rada
xenobiotik je ndsledné ukldddna do vakuol jako ochrana proti
toxickému plsobeni. Zejména pii akumulaci tézkych kovd,
ale i odstrailovan{ organickych sloucenin je hlavnim limituji-
cim faktorem pouZziti rostlin dlouhd doba pottebna k dekonta-
minaci pidy. Proto je v soucasnosti uplatiiovdna snaha Slech-
ténim ¢i genovymi manipulacemi ziskat rostliny upravené na
miru pozadavkiim fytoremediace. V neddvné dobe¢ se jiz obje-
vily v odborné literatufe zminky o moZnosti zvySeni exprese
existujicich gent, nebo vneseni bakteridlnich nebo sav¢ich
gentli do rostlin, jejichZ exprese by zajistila zvySeni pfiroz-
enych reakci a schopnosti rostlin. Zatim pouziti geneticky
modifikovanych rostlin pro tento tucel nebylo realizovdno
v praxi v $irSim méfitku, presto je to v§ak pouze otdzka Casu,
kdy dojde i k polnim pokustim.

V tabulce II jsou uvedeny piiklady transgent a transgen-
nich rostlin, které byly dosud pfipraveny pro zvySeni akumu-
lace, rezistence a transportu nékterych anorganickych polutan-
th. V tabulce III jsou pak dokumentovany piiklady transgen-
nich rostlin se zvySenou schopnosti transformace organickych
polutantd.

Samotnd exprese pifslusnych transgent v rostling a jeji
zvySend ucinnost v praktickém méfitku pro fytoremediace
znecisténych ploch nebyla zatim ovéfovana a pokusy, jeZ mély
ukdzat chovani rostlin s ,,vylepSenymi vlastnostmi®, byly vét-
Sinou provadény v laboratornim méfitku, kdy rostliny rostly
na agaru nebo hydroponicky (viz tab. II, III). Na kontami-

nované 5pﬁdé bylo testovdno jen nékolik transgennich rost-
lin22232

2.3.1. Fytoremediace prostredi znecisténého rtuti

V diivéjsich dobach byla v chemickém, papirenském a té-
Zebnim primyslu hojné vyuzivana rtut. Vzhledem k nedostat-
ku znalosti o toxicité rtuti a potencidlnim dopadu na Zivotni
prostiedi, dochazelo k vypousténi odpadnich vod do blizkych
vodnich zdrojd. To zptisobilo dvé rozsdhlé otravy lidi v Ja-
ponsku v 60-tych letech. Klinické vyzkumy ukazuji, Ze orga-
nické derivity, jako napf. kation methylrtuti (CH;Hg"), jsou
zdkladni formy rtuti, které se akumuluji v rybach a v jejich
konzumentech a zpiisobuji neurodegenerativni symptomy~".

Methylrtuf je vzdcnéjsi odpadni produkt, ale mizZe byt
produktem mikrobidlni konverze anorganické rtuti. Kation
CH;Hg" je v sedimentech méné& pevné védzan v komplexech
s organickymi a anorganickymi ligandy neZ sil dvojmocné
rtuti Hg(II), a proto je vice biologicky dostupny27. Kromé toho
je vice rozpustny v lipidech, coz jesté umociiuje jeho toxicitu.

Vzhledem k vysoké cené tézby a skladovdni nebezpec-
nych sedimentd nebylo doposud remediovano mnoho mist
kontaminovanych slouc¢eninami rtuti.

Gramnegativni bakterie, které rostou v ptdé kontami-
nované rtuti, maji vyvinutou rezistenci ke rtuti, kterd je gene-
ticky kédovéana mer operonem®. Ten obsahuje 5 az 6 genl
(citlivé reguldtorové proteiny, transportni proteiny, organo-
merkurilyasu a reduktasu rtuti). V rdmci tohoto operonu jsou
dva geny, merA a merB, které kéduji enzymy katalyzujici
reakce premény rtuti. MerB kéduje organomerkurilyasu, kte-
rd katalyzuje Stépeni vazby uhlik-rtuf v mnoha organortutna-
tych sloucenindch, jako je acetat methylrtuti a fenylrtuti.
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Tabulka IT

Priklady transgennich rostlin se zvySenou schopnosti transformovat organické polutanty

Transgen Produkt Zdroj Transgenni Ucel/efekt Kultiva¢ni

rostlina medium

PETNred*! pentaerythritol Enterobacter N. tabacum odbourdvani vybusnin, schopnost ~ agar
tetranitrat reduktasa  cloacae PB2 ristu na nékterych vybu$nindch

cyp2EI° dehalogenasa savel N. tabacum 640-ti ndsobnd oxidace TCE, hydroponie
cytP450 2E1 debrominace EDB

bph C* dihydroxybifenyl- = Comamonas N. tabacum odbourdvani hydroxyderivatt agar
-dioxygenasa testosteroni PCB, zvySeni rezistence

Tabulka IIT

Piiklady transgennich rostlin se zvySenou akumulaci, rezistenci nebo zvySenym transportem tézkych kovi, (pfevzato a upraveno

dle Krdmer a ChardonnenSZI)

Transgen Produkt Zdroj Transgenni Ucel/efekt Kultivacni
rostlina medium

mer A Hg (II) reduktasa G~ bakterie  Liriodendron tulipifera zvySend akumulace Hg agar,
Nicotiana tabacum + vypafovani

mer A Hg (II) reduktasa G bakterie  Arabidopsis thaliana zvys$enad tolerance Hg agar,

mer B lyasa + vypafovani roztok

APSI ATP sulfurylasa A. thaliana  Brassica juncea dvojnédsobna akumulace Se hydroponie

MT-1 MT*? mys$ N. tabacum 20-ti ndsobna rezistence Cd agar

CUPI MT? S. cerevisiae  B. oleracea 16-ti ndsobnd rezistence Cd hydroponie

HisCUP]**% polyHis-MT* S. cerevisiae N. tabacum akumulace Cd 190 % agar, puda

gsh2 GSH-synthasa E. coli B. juncea akumulace Cd 125 % hydroponie

gsh 1 v-Glu-Cys synthasa E. coli B. juncea akumulace Cd 190 % hydroponie

NtCBP4 kandl pro M+° N. tabacum  N. tabacum tolerance Ni, akumulace Pb 200 %  hydroponie

ZATI transport Zn A. thaliana  A. thaliana zvyseni tolerance Zn hydroponie

ACCH ACC® deaminasa bakterie Lycopersicon zvys$end rezistence, akumulace puda
esculentum Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn

FRO2* reduktasa Zelezitého A. thaliana  A. thaliana redukce Fe(III) na Fe (IT) hydroponie

cheldtu S. cerevisiae  N. tabacum na povrchu kofent

“MT = metalothionein, ® M+ = kation, ¢ ACC = aminocyklopropan-karboxylova kyselina

Produkt této reakce, sil dvojmocné rtuti Hg(II), je substratem
pro enzym reduktasu iontd rtuti, kédovanou merA. Tento
enzym je rozpustnd NADPH-dependentni, disulfidovd oxi-
doreduktasa obsahujici FAD, kterd katalyzuje redukci Hg(I)
na méné toxickou Hg(0) (schéma 1).

Tyto reakce snizuji relativni toxicitu kovu a umoziuji vy-
parovani ze systému. OvSem vyuziti bakterii je z hlediska vel-
ké plochy neefektivni, a proto byla navrZzena remediace takto
znecisténych pid a sedimentd pomoci geneticky modifikova-
nych rostlin.

Pfi jejich ptipravé byla prvnim krokem exprese merA
z bakteridlniho transposonu Tn21 v rostlinach®?%, Ackoliv byl
pouzit velmi dc¢inny rostlinny systém, nebyl detegovdn Zadny

R-CH,-Hg"+ H" — R-CH, + Hg**  merB

Hg?* NADPH — Hg’ + NADP* H* merA

Schéma 1
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merA-protein. Plivodni bakteridlni merA je GC bohaty (67 %)
v porovndni s rostlinnymi geny, navic ma merA hojnost CpG
dinukleotidovych sekvenct, které jsou potencidlnimi misty pro
DNA methylaci a ndsledné tlumeni genii. Proto Rugh a spol.?®
zkonstruovali mutantni merA s modifikovanym kédujicim
usekem (merA9) a vlozili jej do rostliny Arabidopsis thaliana.
Semena kli¢ila a sazenic¢ky rostly v médiu obsahujicim az
100 uM rtuti (HgCl,). Transgenni rostlinky uvolfiovaly dva az
tiikrdt vice elementdrni rtuti Hg® neZ kontrolni rostliny. Rost-
liny se také ukdzaly jako rezistentni k toxické hladiné slouce-
nin obsahujicich Au**. K uréeni efektivity vyuZiti transgen-
nich rostlin pro fytoremediace zneciSténi rtuti byl vybran zluty
topol (Liriodendron tulipifera) pro své zadouci biologické
a strukturn{ charakteristikyzg. Bylo prokédzdno, ze transgenni
topol uvolnuje desetkrdt vice elementdrni rtuti Hg0 Vv porovna-
ni s kontrolni rostlinou. Ackoliv nebyl tento systém testovan
v polnich podminkdch, z vysledki je ziejmé, Ze genetické
inZenyrstvi mize zvysit schopnost rostlin odstraiovat polu-
tanty z pidy. Vzhledem k tomu, Ze uvoliiovani rtuti do ovzdusi
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je z ekologického hlediska nezddouci, byly ptipraveny dalsi
rostliny, které rtut akumuluji.

2.3.2. ZvySend akumulace téZkych kovii

V piirodé bylo popsdno nékolik druhi rostlin s vysokou
schopnosti akumulovat tézké kovy. Tyto tzv. hyperakumuld-
tory jsou schopny hromadit mnohondsobné vétsi mnozstvi
kovu nez jiné druhy rostouci ve stejnych podminkéch na téze
lokalité. Hyperakumuldtory, nalezené vétSinou v oblastech,
kde na povrch vystupuje ruda s vysokym obsahem kovu (napf.
Kongo, Nova Kaledonie apod.), se vSak obvykle vyznacuji
tvorbou malého mnoZstvi biomasy a ziejmé se nehodi k po-
uziti pro fytoremediaci. Mechanismy hyperakumulace nejsou
dostate¢né prozkoumadny, avSak jsou snahy zvysit ucinnost
akumulace tézkych kovii u rostlin vytvéfejicich zna¢né mnoz-
stvi biomasy. S timto cilem byly pfipraveny transgenni rostli-
ny se zvySenou tvorbou glutathionsynthasy ¢i fytochelatinsyn-
thasy, coZ v obou piipadech vedlo ke zvySeni akumulace Cd
(cit.*®), a jsou studovany transgenni rostliny s vnesenymi geny
pro bilkoviny transportujici kovy pfes membrany, viz tabul-
ka IIT. Nékolik pracovist vneslo do rostlin geny kédujici néko-
lik typt metalothioneini (sav¢i, kvasni¢né, hmyzi i humanni),
tato snaha vedla vSak vétSinou pouze ke zvySeni rezistence
vii¢i nékterym t&zkym kovim®*** nikoliv ke zvy3eni aku-
mulace. Pro zvySeni vazebné kapacity byla studovdna moz-
nost zavedeni dalsi vazebné oblasti s vysokou afinitou k t&éz-
kym kovim do implementované bilkoviny, jak popsali Macek
a spol.?? Takto byl kombinaci genu CUP! pro kvasniény me-
talothionein ze Saccharomyces cerevisiae a genu pro histidi-
novou kotvu z komeréniho plazmidu pTrcHis (Invitrogene)
pripraven konstrukt vneseny pomoci A. tumefaciens do tabd-
ku*%. Srovnani geneticky modifikovanych linif tabdku s kon-
trolnimi rostlinami ukdzalo zvySeni rezistence a dobry rist
v pidé kontaminované kadmiem i vyrazné zvyseni akumulace
kadmia pfi kultivaci v hydroponii a v pisku s kadmiem (190 %
kontroly)®.

2.3.3. Biodegradace vybusnin

Dalsim aktudlnim problémem je znecisténi Zivotniho pro-
sttedi vybusninami. Mezi obvyklé vybusSniny fadime: 2,4,6-
-trinitrotoluen (TNT), hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX),
oktahydro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazocin (HMX) a je-
jich aminoderivaty®. Studie ukazaly, Ze rostliny mohou trans-
formovat TNT bez pomoci mikroorganismi. Vétsina studif se
zaméfila pravé na TNT, ackoliv se jen ziidkakdy vyskytuje
sdm na znecisténych mistech.

Nekteré experimenty se zabyvaji studiem schopnosti vod-
nich rostlin Myriophyllum spicatum, Myriophyllum aqua-
ticum a hairy root kultur Catharanthus roseus absorbovat
a transformovat TNT?’. Bylo prokdzéno, Ze tyto rostliny jsou
schopné transformovat TNT rychle a hlavné bez akumulace
aminonitrotoluenti nebo azoxy dimérd. Vzhledem k vyS$e uve-
denému poznatku se dalsi studie zaméfily na urceni Casu
pottebného k transformaci TNT a stanoveni jeho vedlejsich
produkta®’. Paralelné dochdzi ke stanoveni kinetickych para-
metri degradace aminodinitrotoluenu (ADNT-2 isomery) na
diaminonitrotoluen (DANT-2 isomery) a dalsi produkty, prav-
dépodobné triaminotoluen (TAT).

French a spol.*! studovali degradaci zbytki vybusnin po-
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moci pidnich bakterie Enterobacter cloacae PB2 a proka-
zali schopnost této bakterie utilizovat nitrdty vybusnin jako
je pentaerythritoltetranitrat (PETN) a glyceroltrinitrdt (GTN)
jako jediny zdroj dusiku k rastu. Denitrifikace je tc¢innd di-
ky NADPH-dependentni PETN-reduktase. Studie ukazuji, ze
PETN-reduktasa je schopnd degradovat aromatické vybus-
tant vojenskych tzemi. Jiz delsi dobu je zndmo, Ze rostlinné
buriky mohou denitrifikovat GTN. Pfedpoklddd se, Ze deni-
trifikace probihd glutathion-dependentnim mechanismem, po-
dobné jako je tomu u sav¢ich bunék. Transgenni tabdk (Ni-
cotiana tabacum cv. xanthi) byl oproti kontrolnim rostlindm
schopen kli¢it a rGst v médiu obsahujicim 1 mM GTN ne-
bo 0,05 mMm TNT. PrestoZe nebyly identifikovdny produkty
redukce TNT PETN reduktasou, je ziejmé, Ze jsou mensi-
mi inhibitory kli¢enf rostlin nezZ produkty normdlniho meta-
bolismu TNT v rostlindch (aminodonitrotolueny a diaminodi-

Z vyse uvedeného tedy vyplyvd mozné vyuziti exprese
PETN reduktasy v rostlindich k detoxifikaci TNT rezidui.
Predpokladd se také, Ze exprese PETN reduktasy mize vést
k rezistenci k nitroaromatickym herbicidim, coz by mélo
nemaly vyznam pro zemédélstvi.

2.3.4. Vyuziti cytochromu P450 pro bioremediace

Cytochrom P450 je zndmy svou schopnosti podilet se na
oxidaci Sirokého okruhu sloucenin, mezi které patii i xenobio-
tika®%. Cytochrom P450 se nachdzi v mikroorganismech, stej-
né tak i v rostlindch a zvifatech, a podili se zde na mnoha
typech chemickych transformaci, jako napftiklad alifatickd
hydroxylace, epoxidace, dealkylace, dehalogenace a jiné riz-
né mechanismy urcené k inaktivaci a detoxifikaci. Mnohé
z téchto reakci jsou klicem pro bioremediace. Mikrobidln{
P450 jsou zvldsteé uzite¢né pro biodegradace, nebot jsou vSu-
dypfitomné a maji silny redukéni a oxidacni potencidl. Neddv-
né studie ukdzaly schopnost piirodné se vyskytujicich P450
degradovat slouceniny jako atrazin, thiokarbamatové herbici-
dy a haloalkany.

Byla prokdzdna schopnost cytochromu P450 IIE1 oxido-
vat trichlorethylen (TCE), tetrachlormethan (TCM), dibrom-
ethylen (DBE) a nékteré dal3i chlorované slou¢eniny™’. TCE
je oxidovdn pomoci cytP450 IIE1 na chloral, ktery je ddle
metabolizovan na trichlorethanol, trichloroctovou kyselinu,
popiipadé oxid uhlicity, chloridovy ion, a vodu. Tento pozna-
tek vedl k zavedeni genu pro cytochrom P450 IIE1 do tabaku
a topolt. Pro zajiSténi aktivity a stability enzymu byly soucas-
né s nim vloZeny geny pro oxidoreduktasu a cytochrom BS5.
Tyto tfi proteiny tvofi komplex v buné¢nych mikrosomech.
Vytvofené transgenni rostliny budou testovdny na zvysenou
schopnost metabolizovat TCE a jiné slouceniny.

3. Vyhody a nevyhody pouziti GMO

Pro pfipravu a vyuziti transgennich rostlin je mnoho da-
vodi. Jsou to predev§im moznost vyssich vytézka zemédél-
skych plodin na téze plose, piiprava odrid odolnéjsich vici
vné&jsim poskozenim véetné $kidcd, zvyseni nutri¢ni hodnoty
potravin, produkce novych latek (monoklondlni protildtky,
vakciny, enzymy, inzulin) a obnoveni piidniho fondu znecis-
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téného cizorodymi latkami. Odstranéni znecisténi je podmin-
kou pro zabranéni vstupu toxickych ldtek do potravnich fetéz-
cl, coz prispivd k zachovdni zdravi Clovéka a biologické
diverzity. Z tohoto pfehledu je zfejmé, Ze transgenni rostliny
nasly uplatnéni v praxi a své privrzence. Jako nevyhody jsou
oponenty GMO uvddény predevsim tyto:

1) Vzhledem ke slozitosti rostlinného genomu nelze odhad-
nout v§echny zmény a jejich disledky,

Moznost horizontdlniho pfenosu a vznik plevelnych rost-
lin odolnych vii¢i hmyzim $kddctim a virtim,

Nutnost pouzivani stale vétsiho mnozstvi herbicidt diky
vzniku novych odrtd rostlin rezistentnich vi¢i obvyklym
herbicidim,

Vznik alergickych reakci na produkty GMO,

Nahrazeni bohaté mistni fléry monokulturami — ztrata
biodiverzity,

Vyvoldni nezddouci rezistence k antibiotiktim u lidi, zvi-
fat, eventudlné mikroorganism,

Snaha firem produkujicich GMO prosadit své zdjmy pres
negativni efekty, které by se zavedenim GMO mohly
objevit.

Znacnou Cdst téchto argumentl lze vSak pii dostatecné
analyze problému a detailn{ diskusi vyvrdtit. Vyhody pak Ize
obecné shrnout do ndsledujicich bodu:

1) Zvyseni rtstu a produkce vyuzitelného rostlinného pro-
duktu,

Zvyseni kvality véetné nutri¢nich a skladovacich vlastnos-
ti,

Zvyseni schopnosti adaptovat se na specifické podminky
zivotniho prostiedi zplsobujiciho stres, véetné prostied{
kontaminovaného anorganickymi a organickymi polutanty,
Zvyseni rezistence vici nemocem a rostlinnym skadcim,
Nizsi spotfeba agrochemikalif a redukce nezddoucich pii-
stupti pouzivanych v zemédeélstvi ohrozujicich Zivotni pro-
stiedi, coZ vyrazné ohrozuje zisky firem produkujich her-
bicidy atd.,

Produkce novych latek,

VyuZiti novych surovin,

Moznosti tc¢innéjsich a rozsdhlejsich fytoremediaci.

2)

3)

4
5)

6)

7)

2)

3)

4
5)

6)
7)
8)

4. Zavér

Diky nejriiznéjSim havériim a neSetrnym vyrobnim tech-
nologiim nartistd zneciSténi Zivotniho prostiedi zatim stdle
rychleji, nez se je daii odstrafiovat. Proto jsou zapotfebi nové
postupy remediace, ic¢inné a pritom natolik ekonomicky pfi-
jatelné, aby mohly byt pouZzity v dostatecné velkém méfitku.
Klasické chemické a fyzikdlni metody nelze z ekonomickych
divodi pouzit napiiklad k remediaci rozlehlych osevnich
ploch, odkud toxické latky vstupuji piimo do potravindiskych
surovin. PouZiti rostlin a jejich kofenového systému pfi odstra-
novani polutantd a xenobiotik z pidy, vody, sedimentti i vzdu-
chu; fytoremediace a rhizoremediace patii k piistuptim, které
mohou piispét k feSeni problému. Podle dosavadnich vysledk
mize byt vyuziti transgennich rostlin vyznamnou soucdsti
zminénych technologii. Pouze sniZovani kontaminace prostre-
di mGze zabranit vstupu toxickych latek do potravniho fetézce,
prispét k zachovani biologické diverzity (kterou ohrozuje jisté
vice zneciSténi prostfedi nez pouziti transgennich plodin),
a tak prispét k udrzitelnému rozvoji.
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Prague): Transgenic Plants — a Potential Tool for Decon-
tamination of Environmental Pollutants

Transgenic plant technology showed many obvious ad-
vantages over conventional plant breeding approaches to crop
improvement. Recent discoveries allowed the engineering of
new transgenic plants generating desirable products, such as
enzymes, polymers and vaccines. Among new approaches, the
use of transgenic plants specifically tailored for the bioreme-
diation of organic pollutants and heavy metals have recently
occurred. This paper gives an overview of results of present
research in phytoremediation of the polluted environment
using transgenic plants and their improved properties. Prepa-
ration and properties of genetically modified plants changing
mercury into less toxic forms, plants with improved abilities
of Cd accumulation, degrading explosives (TNT) or other
substances and oxidising TCE (trichloroethylene) are descri-
bed. Advantages and disadvantages of the use of GM plants
are discussed.
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