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Transgenni rostliny obsahujici bakterialni dioxygenasu

TRANSGENIC PLANTS CONTAINING BACTERIAL DIOXYGENASE
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Dle Stockholmské konvence jsou perzistentni organické
polutanty slouceniny, které pretrvavaji v zivotnim prostfedi,
jsou Siroce rozsifené, hromadi se v tukovych tkdnich a jsou
toxické pro Clovéka a dalsi zivocichy. Jejich snaha o odstranéni
z zivotniho prostiedi se zvysila pii studiu bakterii schopnych
tyto latky metabolizovat. OvSem mikroorganismy maji fadu
nevyhod pro pouziti pfi remediaci. Nevytvaii dostate¢né mnoz-
stvi biomasy, jsou nichylné na zménu podminek, mohou byt
pathogenni a také je nelze sledovat pouhym okem. Oproti tomu
pouziti rostlin nesoucich mikrobialni degrada¢ni geny posky-
tuje vyhody rostlinného i bakterialniho systému. Velmi ¢astym
zpusobem, jak bakterie odbourdvaji organickd xenobiotika,
je vyuziti enzymu z fady dioxygenas. Substrit je oxidovan na
méné toxické produkty za spotfeby polovi¢ntho mnoZstvi energie
nez v pfipadé monooxygenas, které jsou pfitomny ve vétsiné
eukaryot. Exprese genu pro 1,2-dihydroxynaftalendioxygenasu
(nahC) z bakterie Pseudomonas putida v transgennim tabdku
vedla k fadé fenotypovych a biochemickych zmén. Degradace
1,2,4- a 3-chlorbenzoové kyseliny bylo dosaZeno vnesenim genu
pro chlorkatechol-1,2-dioxygenasu (cbnA) z bakterie Ralstonia
eutropha NH9 do ryze seté. Tento gen byl rovnéz pfenesen
z bakterie Plesiomonas sp. do rostliny husenicek rolni (Arabi-
dopsis thaliana). Transgenni rostliny nejevily morfologické ani
rastové odlisnosti, avsak mély vyssi toleranci ke katecholu nez
divoky typ, ve vyssim mnoZstvi ho extrahovaly z média a snaze
prevadély na méné toxickou cis, cissmukonovou kyselinu. Dalsim
genem pro dioxygenasu, kterd byla vybrana pro pfenos z bakterie
Terrabacter sp. do rostliny husenicek rolni, byl gen kédujic
extradioldioxygenasu (dbfB). Expresi tohoto genu se dosihlo az
12x rychlejsi degradace 2,3-dihydroxybifenylu. NaSe laboratof
vybrala pro pfenos geny kodujici velkou a malou podjednotku
toluendioxygenasy (todC1 a todC2) z bakterie Pseudomonas puti-
daF1 a gen kodujici 2,3-dihydroxybifenyl-1,2-dioxygenasu (bphC)
z bakterie Pandoraea pnomenusa B-356. Cilovou rostlinou byl
v obou piipadech tabidk virzinsky. Gen bphC kéduje tieti enzym
bakteridlni degradacni drihy polychlorovanych bifenyla (PCB)
aerobni cestou. Tento krok je vyznamny proto, Ze $t€pi aromatic-
kou strukturu bifenylového kruhu. U pfipraveného transgenniho
tabdku byla v prvni filidlni generaci ovéfena exprese selekéniho
markeru pro antibiotickou rezistenci. Pfitomnost transgenu bphC
byla ovéfena na trovni DNA agarosovou elektroforézou po izolaci
rostlinné DNA a amplifikaci polymerdzovou fetézovou reakci se
specifickymi primery. Na trovni RNA byla pfitomnost transgenu
ovéfena agarosovou elektroforézou po izolaci rostlinné RNA, pre-
vedenim do komplementirni DNA a amplifikaci polymerazovou
fetézovou reakci. Exprese genu bphC na Urovni proteinu byla
detekovana podle typu pouzitého detekéniho markeru. Prvni
rostlinnd linie obsahovala gen pro luciferasu ve fazi s genem
bphC. Positivni exprese byla potvrzena po postiiku substritem
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pro luciferasu. Druhd rostlinnd linie obsahovala gen pro enzym
B-glukuronidasu ve fazi s genem bphC. Protein BphC byl stanoven
pfitomnosti modrého barviva v pletivech rostlin po pusobeni
specifického substritu pro enzym B-glukuronidasu a naslednou
extrakci chlorofylu. Posledni rostlinné linie obsahovaly funkéni
gen bphC ve fizi s genem pro histidinovou kotvu. Protein BphC
byl purifikovan na koloné s niklem. Nasledovala denaturujici
polyakrylamidova elektroforéza a prokazini piitomnosti BphC
pomoci Western blotu se specifickou protilitkou proti histidinové
kotvé. Fenotypové projevy transgennich rostlin byly stejné ve
srovnani s divokym typem tabdku, avsak degradac¢ni aktivita
byla prokdzana az 2,3nasobnym Gbytkem 2,3-dihydroxybifenylu
(2,3-DHB) z tekutého média oproti rostlinim divokému typu.
Kapalinovou chromatografii s diode array detektorem se podafilo
prokazat, Ze v rostlindch se 2,3-DHB, chybéjiciho v tekutém médiu,
nachdzi pouze pétina. Ovsem plynovou chromatografii s hmot-
nostnim detektorem se nepodafilo prokazat pfitomnost produktu
(2-hydroxy-6-oxo-6-chlorfenyl-hexa-2,4-dienova kyselina), coz je
pravdépodobné dano jeho vysokou nestabilitou. Béhem degradac-
niho pokusu byl rovnéZz méfen prirtstek biomasy, kterou rostliny
tvorily ve vodé s obsahem toxického substritu, ktery slouZil jako
jediny zdroj zivin. Prokdzalo se, Ze transgenni linie v pfitomnosti
PCB tvorily az 3X vice biomasy nez netransgenni tabak.
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Genetically modified plants can serve as highly efficient alternative
for degradation of various dangerous organic pollutants such as
polychlorinated biphenyls (PCBs), toluene and others from the
environment. These compounds are persistent toxic xenobiotics
difficult to destroy. The transfer of bacterial genes encoding dio-
xygenases into plant genome may help to successfull and efficient
phytoremediation. It was confirmed by transfer of the gene for
2,3-dihydroxybiphenyl-1,2-dioxygenase to plants Nicotiana taba-
cum. The decrease of toxic substrate in medium in the presence of
transgenic tobacco was up to 54 % higher than in the case of non
transgenic plants. Genetically modified plants even produced higher
amount of biomass and were more viable.
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