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Genetické modifikace rostlin
pro zvyseni akumulace tézkych kovu

GENETICAL MODIFICATIONS OF PLANTS TO INCREASE ACCUMULATION OF HEAVY METALS
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Tézké kovy jsou vyznamnymi environmentalnimi kontami-
nanty, maji vysokou toxicitu, organismy jsou snadno akumulo-
vany a piitomnosti v potravnim fetézci ohrozuji i lidské zdravi.
Fytoremediace pud, kontaminovanych tézkymi kovy s vyuzitim
pfirozenych rostlinnych hyperakumuldtort ¢i pfipravenych
transgennich rostlin, je levny a ekologicky Setrny postup, oproti
klasickym fyzikdlné-chemickym metodam. Rostliny vhodné pro
fytoremediaci by mély disponovat nékolika typickymi znaky:
— schopnosti tolerovat a akumulovat kovy,

— rychle rast a tvofit velké mnozstvi akumulujici biomasy,
— byt snadno skliditelné a mit vyhodné agrotechnické vlastnosti.

Populace rostlin tolerantnich ¢i hyperakumulujicich kovy se
prirozené vyskytuji na mistech bohatych na kovy. Tyto rostliny
vsak nejsou pro fytoremediaci idedlni, protoze obvykle nesplriuji
zminéné podminky, pfedevsim pak podminku rychlého rastu
a mnozstvi biomasy. Z tohoto duvodu byly navrzeny postupy
piipravy transgennich rostlin zalozené na vlastnostech organismi,
kdy hyperakumulace kovu byva kontrolovana nékolika klicovymi
geny. Ty jsou pfendSeny do rostlin s dobrymi ristovymi vlastnost-
mi. Metalothioneiny (MT) jsou proteiny vytvafené pomoci trans-
la¢niho aparatu a jsou charakterizovany jako nizkomolekuldrni,
na cystein bohaté proteiny vidzajici kovy. Binz a Kigi vytvorili
klasifikaci, kde vzali v Givahu taxonomické parametry a vzor
distribuce cysteinovych zbytka v sekvenci metalothioneinového
proteinu. Tak vzniklo celkem 15 rodin MT, z nichZ patnictd,
pfipadajici na rostlinné metalothioneiny, byla rozdélena na 4 typy
podle distribuce jejich cysteinovych zbytkt a oblasti bez cystei-
nt. Dosud je jedinym rostlinnym metalothioneinem izolovanym
z pfirozeného zdroje metalothionein E,. z obilek rostliny Triticum
aestivum. Vsechny dalsi aminokyselinové sekvence rostlinnych
metalothionein( jsou odvozeny ze sekvenci mRNA nebo cDNA.
Nadprodukce rekombinantnich metalothioneini zvySuje v rost-
lindch rezistenci ke koviim, podporuje jejich akumulaci a muze
byt povazovina za slibny piistup k vytvoreni rostlin vhodnych
k fytoremediaci. Exprese kvasnicného metalothioneinu CUP1
zlepsila toleranci rostliny Brassica oleracea na Cd*, ale tyto rost-
liny nevykazovaly zvySenou akumulaci kovu. Rostlina Nicotiana
tabacum s genem CUP1 akumulovala Cu* v listech, ale ne Cd*".
Rostliny Nicotiana tabacum byly také transformovany genem
HisCUP, kde byl gen CUP1 spojen s histidinovou kotvou, a tyto
rostliny mély zvySeny fytoextrakéni potencidl pro Cd*. ZvySena
akumulace Cu* byla zjisténa v rostlinich Arabidopsis thaliana
exprimujicich gen PsMTa z rostliny Pissum sativum. Fytoche-
latiny (PC) jsou syntetizovany v odpovédi na vystaveni rostliny
fyziologickym a nefyziologickym iontim kovi. Jsou to peptidy
s obecnou strukturou (y-Glu-Cys),-X (n = 2-11, X je Gly, Ser,
B-Ala, Glu, Gln nebo beze zbytku). Na rozdil od metalothioneint
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jsou fytochelatiny syntetizovany enzymaticky transpeptidasovou
reakci z glutathionu (y-Glu-Cys-Gly) nebo jeho homologt (iso-PCs)
y-glutamylcysteindipeptidyltranspeptidasou. Pro tento enzym se
Castéji pouziva trividlni nazev fytochelatinsynthasa (PCS). Studie
s bunécnou kulturou rostliny Silene cucubalus ukazala, ze syntéza
fytochelatint je striktné zavisla na piitomnosti kovu nebo metaloi-
du v analyzovaném pufru. NejsilnéjSimi aktivitory PCS jsou ionty
Cd* nisledované ionty Pb*, Zn**, Cu®, Sb*, Ag’, Hg*" a AsO,”.
V piitomnosti jejich nadbytku jsou tyto kovy efektivné vaziny PC
a poté ukladiny ve vakuole. Nadprodukci PCS TaPCS1, ptivodem
z rostliny Triticum aestivum, v kotenech rostliny Arabidopsis thali-
ana, byl podpoten prenos Cd** do nadzemnich ¢asti, nasledovany
snizenim akumulace kovu v kofenech v porovnini s kontrolou.
Konstitutivni nadprodukce PCS TaPCS1 v rostliné Nicotiana glau-
cum zvysila toleranci k Pb* a Cd** a zlepsila akumulaci Cu*,
Zn**, Pb*" a Cd** ve vyhoncich. Naproti tomu, pifima nadprodukce
PCS AtPCS1 v listech rostliny A. thaliana pouze zvysila toleranci
k Cd*, ale akumulace v nadzemnich astech nebyla ovlivnéna.
Nadprodukce AtPCS1 v rostliné N. tabacum zvysila 14x hladinu
fytochelatinu, zlepSila toleranci a kumulaci Cd*, ale pienos
z kofent do nadzemnich ¢asti zastal neovlivnén. Glutathion a jeho
analogy piitomné v burikach nejsou jen prekurzory fytochelatint
a iso-fytochelatint, ale dcastni se i dalSich mechanismu zahrnutych
v odpovédi na stres tézkymi kovy. Glutathion pfimo eliminuje
reaktivni kyslikové radikaly indukované tézkymi kovy v burikach.
Prizptsobeni Cd hyperakumulujici rostliny Sedum alfredii na
kontaminované prostfedi je zdvislé spiSe na nadprodukci GSH
nez na fytochelatinech. GSH je syntetizovan z aminokyselin ve
dvou krocich, ATP-dependentni katalyzou prostfednictvim y-glu-
tamylcysteinsynthetasy (y-ECS) a poté glutathionsynthetasou (GS).
Konstitutivni nadprodukce y-ECS pochizejici z bakterie E. coli
a kédované genem gshI v plastidech rostliny B. juncea zvysila
3x uroven GSH v hydroponicky péstovanych transformantech.
Mnozstvi PC2 ve vyhoncich a PC2, PC3, PC4 v korenech této
rostliny pii stresu zptisobeném 200 pM Cd* bylo zvysené o 30 %
oproti kontrole, a vedlo k vy33i toleranci a akumulaci Cd** v nad-
zemnich ¢astech. Péstovani rostlin v hydroponickych systémech
je vyznamnym ndstrojem vyzkumu v oblasti fytoremediacnich
technik toxickych kovt. Transport esencidlnich kova pres plaz-
matickou a organelovou membrinu zptsobem primarniho a se-
kundérniho aktivniho transportu ma hlavni vyznam v homeostazi
kovl v rostlinich. Pomérné Siroka substratova specifita je ¢ini
vyuzitelnymi pro zvysSeni efektivity akumulace t€Zkych kova pri
fytoremediaci. Nadprodukci pfenasee NtCBP4 v rostliné Nicoti-
ana tabacum, ktery se v této rostliné pfirozené vyskytuje, vede
ke zvySeni absorpce a pfenosu Pb** do nadzemnich ¢asti, coz se
odrazilo ve vyssi citlivosti oproti kontrole. Zvysena tolerance,
akumulace (ve vakuolich) a translokace Cd** a Pb** do vyhonku
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bylo dosazeno v rostliné A. thaliana expresi kvasinkového vakuo-
larniho pfenasece YCF1. Na regulaci membranovych potencialti
se ale podili napf. i fytohormony brassinosteroidy, které zvysuji
pifjem drasliku a soucasné snizuji pifjem Cd, Zn, Pb, Cu, Cs a Sr
ze spadu. Velké mnoZstvi rostlinnych druhti bylo pouzito pro
piipravu transgennich rostlin schopnych tolerovat ¢i akumulovat
t&7ké kovy. Casto se jednd o modelové rostliny, ale nékteré jsou
i druhy z exotickych krajin. V nasi laboratofi pracujeme s rostlinami
Inu setého (Linum usitatissimum). Jednd se o rostlinu pfirozené
péstovanou v nasich klimatickych podminkach, jak pro potravi-
narské, tak pramyslové dcely. Pravé vyuziti technickych odrad pro
zakoncentrovani t€zkych kovt z velkych ploch mze byt vyhodné
i s ohledem na oddéleni od potravinarského pramyslu. Je tak
zamezeno kontaminaci potravinaiskych surovin geneticky modi-
fikovanymi organismy. Pii piipravé transgennich rostlin pracujeme
s genem HisCUP, ktery koduje kvasni¢ny metalothionein a navic
obsahuje i histidinovou kotvu se Sesti histidinovymi zbytky v fadé.
Tento motiv je dalsi vazebnou doménou pro kovy. Jako promotor
je pouzit promotor proteinu RUBISCO. Nejedna se o konstitutivni
promotor, ale je regulovany svétlem a udavi se, Ze je az 8X silngjsi
nez bézné pouzivany CaMV-35S promotor. Pii selekci transgennich
rostlin se dnes ustupuje od pouzivani antibiotik. V nasi laboratori
byl jako selekéni marker zvolen gen pro fosfomannosaisomerasu,
kterd umoZiiuje pfeménu mannosa-6-fosfatu, ktery je pro rostliny
toxicky, na fruktosu-6-fosfat. Rostlinny konstrukt s genem HisCUP
pod promotorem proteinu RUBISCO byl vnesen do Agrobacterium
tumefaciens, ktera bude pouzita pro transformaci Inu setého.
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Phytoremediation is method which uses plants for absorption, accu-
mulation and degradation of pollutants in the environment. Heavy
metals present in soil or water are not degraded in comparison to
organic contaminants. This is the reason, why the high efficiency of
absorption and accumulation of heavy metals is required in shoots
of these plants. There are plants naturally accumulating metals in
high concentration on heavy metals contaminated soil in the nature
called hyperaccumulators. Mostly these plants are small, create
small amount of biomass and therefore they are not exploitable for
phytoremediation. However the recognition of their mechanisms
of heavy metal detoxification allows the preparation of transgenic
plants, which growth quickly, accumulate heavy metals in shoots
and simultaneously create enough of biomass. The sulphur-rich
compounds participate in detoxification of heavy metals in plants.
Overexpression of these compounds leads to the fact that heavy
metals in plants are binded and transported to vacuole. The uptake
of heavy metals can be enhanced by expression of membrane
transporters. Many plants with the ability to accumulate heavy
metals were prepared by these approaches. These plants could be
the alternative to usual physico-chemical methods, which are very
expensive.
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