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1. Uvod

Geneticky modifikované organismy (GMO) zasahuiji aktivné do naseho Zivota jiz vice nez
15 let a postupné se jejich vyuzivani §ifi do rdznych oboru lidské Cinnosti. Vedle zemédélstvi,
potravinarstvi, farmacie a dalSich, se v posledni dobé zvySuje zajem o jejich mozné vyuziti jejich
potencialu v ekologii. Konkrétni oblasti naseho zajmu je vyuziti geneticky modifikovanych
organismi (GMO) pfi odstrafiovani organickych a anorganickych polutantll ze Zivotniho
prostiedi. V této souvislosti se jedna hlavné o mikroorganismy (bakterie, event. plisné) a
rostliny. | kdyz v souCasné dobé je pfimé vyuziti degradaCnich technologii zaloZzenych na GMO
minimalni, Ize oCekavat jejich rozSifeni.

2. Geneticky modifikované organismy a jejich mozné vyuziti

Zaklad vzniku GMO je v genovém inzenyrstvi, které se zabyva pfipravou umélych (v
pfirodé se nevyskytujicich) kombinaci gent nebo vytvafenim pozménénych &i zcela novych
genl a jejich zavadénim do organizma s cilem upravit anebo doplnit jejich genetickou vybavu, a
tim pozmeénit jejich vlastnosti. Genového inzenyrstvi vzniklo na zakladé velmi rychlého rozvoje
molekularni biologie, ktera se zaCala prosazovat jako samostatny obor koncem druhé svétové
valky a velmi rychle se vyvijela. Po poznani struktury a funkce DNA byly v Sedesatych letech
minulého stoleti objasnény na molekularni Urovni zplsoby uchovavani a prenosu genetické
informace v burikach. Tim se oteviely moznosti pro vytvareni cilenych zmén a zasah(l do
genetické vybavy organismi. V roce 1973 byl pfipraven v podminkach in vitro (mimo bunku)
prvni rekombinantni gen a zaCala éra tzv. genovych manipulaci, které se pozdéji staly zakladem
nového odvétvi genetiky oznaCovaného jako genového inZenyrstvi.

Cilené upravy genu umoznila jejich identifikace a charakterizace v daném organismu,
stanoveni jejich funkce a nasledna izolace ve formé& DNA. I1zolované geny Ize témé&F libovolnym
zpusobem ve zkumavce pozménit a opét je vratit do plvodniho nebo jiného organismu a zajistit,
aby doslo k jejich vyjadfeni, které ma za nasledek vznik nové vlastnosti. Na rozdil od tradi¢niho
genetického Slechténi, které umozZfiuje kfiZit jen blizce pfibuzné druhy, dovoluji techniky
genového inzenyrstvi pfenaset geny do taxonomicky vzdalenych (tj. nepfibuznych) organizm( a
pfekonavat tak pfirozené mezidruhové reprodukCni bariéry. Gen upraveny metodami genového
inzenyrstvi a pfenaseny do nového hostitelského organizmu se oznacuje jako transgen.
Organizmus, jehoz genom obsahuje stabilné zaclenény transgen, se oznacuje jako transgenni
organismus nebo téZz geneticky modifikovany organizmus (GMO). Proces vytvafeni
transgenniho organizmu se oznaCuje jako transgenoze. Pro transgenni organizmy je
charakteristické, Ze se vyznacCuji vlastnostmi, které by se u daného druhu v pribéhu evoluce ve
volné pfirodé patrné nikdy nevytvofily. Vyuzivani novych vlastnosti transgennich organizmu a
jejich produktd v pramyslu, zemédélstvi a zdravotnictvi je zakladem modernich biotechnologii.

Jakd jsou mozna vyuziti GMO:

0 ZvySit vynosy a nutriéni hodnotu zemédélskych plodin, produkci hospodarskych
zvifat, dribeze a ryb a omezit chemizaci v zemédélské vyrobé
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0 Snizit ztraty pfi péstovani zemédélskych plodin a chovu hospodarskych zvirat

0 Zlepsit chut, kvalitu a trvanlivost potravin, modifikaci rostlin ziskat nové suroviny
pro chemickou vyrobu

o0 Pripravit enzymy s novymi vlastnostmi a nové typy IéCiv a biopreparatu, vyznacujici
se vys§i ucinnosti bez nezadoucich Gginkud

Vyuzit biologické systémy pro ekologické ¢isténi vody a pldy

o Pripravit transgenni rostliny a zvifata produkujici farmakologicky aktivni latky

0 Zdokonalit diagnostiku dédi€nych nemoci a vyhledavani nosi€l genetickych
poskozeni

0 Zavést nové zpUsoby léEby genetickych onemocnéni (genova terapie dédi¢nych a
nadorovych onemocnéni)

Podle zakona €. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a
genetickymi produkty (G€innost od 25. 2. 2004 nahrazuje zakon &. 153/2000 Sb.2004) se
hodnoti riziko vyplyvajici z konstrukce a prace s GMO do tfi skupin podle toho jakym zplsobém
se s GMO naklada:

o Uzavfené nakladani se celou dobu odehrava v prostorach ktomu striktné
vymezenych, tj.v laboratofich. V tomto pfipadé je riziko plynouci s nakladani
s GMO minimalni.

o0 Druhy stupen predstavuje uvolnéni do prostfedi a pokryva pfevazné péstovani GM
rostlin na pokusnych poli¢kach, kde se sou¢asné& monitoruji vS§echna mozna rizika,
ktera by mohla nastat pfi nekontrolovatelném Sifeni GMO.

o0 Treti stupen je uvadéni do obéhu, coz pro zemédélce a potravinare znamena pfrimy
prodej potravinafskych GMO surovin a z nich vyrobenych potravin na trhu. V tomto
pfipadé je kladen co nejvétsi diraz pravé na provéreni jejich bezpecnosti.

V dnedni dobé jsou k dispozici podklady studii souvisejici s vice neZ desetiletym
uvolhovanim a uzivanim zemédélskych plodin jako jsou soja, kukufice, fepka, bavina a pod.,
které ukazuiji, Zze poc€atecni obavy a odpor vefejnosti pomalu ustupuji a konsumenti se zacinaji
ztotozfovat s tim, Ze GMO nejsou tak nebezpecné pro jejich zdravi jak se ze zaCatku zdalo, a ze
opravdu mohou ¢astec¢né pfispét k feSeni neodvratné se blizicich probléml souvisejicich s
nedostatkem potravy na Zemi.

Z vyCtu moznych pouziti GMO uvedenych vySe v textu je patrné, Ze dalSi oblasti, kde se
tyto organizmy jiz s uspéchem vyuZivaji je oblast farmacie a neni vskutku nahodou, Ze prvni
produkty pfipravené metodami genového inzenyrstvi v geneticky pozménénych bakteriich byly
lidsky inzulin a ristovy hormon, které se diky jejich jednoduché struktufe syntetizuji
v bakteriich v aktivni formé.

Diky své schopnosti metabolizovat nejriznéjSi substraty jsou bakterie a kvasinky tradi¢né
vyuzivany k pfipravé pokrm( a napoji (sladafstvi, pekarstvi, vyroba syrl apod.). Metody
genového inzenyrstvi umozZnuji nejen upravovat jejich metabolické drahy a vylepSovat tak
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vlastnosti konecnych produktll, ale otevfely i cestu k jejich vyuzivani pro pfipravu cizorodych
produktud, které jsou vytvareny rostlinami nebo Zivocichy véetné Clovéka.

V potravinaiském prdmyslu se pfi vyrobé syril se pouziva chymosin ( proteasa podilejici
se na koagulaci kaseinu a na hydrolyze k-kaseinu), na jehoz produkci geneticky modifikovanymi
mikroorganismy se pracovalo jiz od poc¢atku roku1980. V sou€asné dobé je tento enzym, jako
produkt riiznych transgennich mikroorganisma, dostupny bézné na trhu.

Dalsi mozna perspektivni oblast pro vyuziti GMO technologii je oblast bioremediace
polutantd (xenobiotik, téZkych kovl) z Zivotniho prostfedi. Vhodnymi a cilenymi genovymi
modifikacemi se pfipravuji organismy, které jsou schopné degradovat organické polutanty Ci
hromadit a transformovat tézké kovy. | pfesto, Ze byla popsana fada mikroorganismu se
schopnosti degradovat polutanty v Zivotnim prostfedi, pfipravou geneticky modifikovanych
organismU je mozné zvysit jejich biodegradacni kapacitu a s tim i efektivnost celého procesu, a
Ize tak urychlit odstrafiovani obzvlasté xenobiotik, latek, které nemaji v pfirodé obdobu, a byly
do ni uvedeny &innosti ¢lovéka.

Byly zkonstruovany tfi hlavni typy modifikovanych GMO, které jsou v sou€asné dobé
testovany v laboratornich a polnich pokusech s perspektivou komeréniho vyuziti. Jsou to GM
mikroorganismy konstruované pro degradaci organickych polutantii, GM rostliny se
schopnosti hyperakumulovat nebo odparovani tézkych kovi a GM mikroorganismy
pouzivané jako biosensory pro detekci pfitomnosti a toxicity ur€itych polutantd v pfirodé.
Do dnesni doby nebylo zatim v Evropé povoleno uvolnéni GMO do prostfedi za ucCelem
odstrafiovani organickych ¢&i anorganickych polutantd. GM mikroorganismy modifikované
vhesenim Jux genu byly vyuZity pfi uvolnéni do prostfedi ke komerénimu sledovani distribuce
polutantl na kontaminovanych mistech.

Bakterie asociované na rostliny - jedna se o druhy Azospirillum, Herbaspirillum,
Acetobacter a dalsi, o kterych je znamo, Ze v jejich pfitomnosti rostliny davaji vétsi vynos, jsou
podrobovany genetickym modifikacim.

Hlavnim ukolem pfi aplikaci GMM je zjisténi jejich interakci s plGvodni (indigenni)
mikroflorou. Z téchto divodu jsou pfi uvedenych modifikacich pouzivany kromé cilovych genu
také reporterové geny, které pomahaji mapovat Sifeni GMM a eventualni genové interakce.
Situaci ponékud ztézuje fakt, ze vétSina volné Zzijicich mikroorganisml obsahuje celou fadu
plasmidl a jejich funkce neni mnohdy znama. NejvétSiho uplatnéni bylo docileno v pfipadé
rhizobii a agrobakterii, kde probéhla cela fada polnich aplikaci.

Rozdily mezi uzavifenym nakladanim s GMM a jejich uvolfovanim do Zivotniho prostiedi
spocivaji vtom, Ze zatimco zasady uzavieného nakladani jsou vypracovany do presnych
pravidel a bezpetnost provozu je zabezpefena standardnimi technologickymi postupy, je
v oblasti uplatnéni GMM v Zivotnim prostiedi cela fada nejistot, které prameni z dosud
omezenych znalosti o u€asti mikroorganismu pfi vytvareni zivotniho prostfedi. Neni pochyb, ze
intenzita badani o mechanismech plsobeni mikroorganismu v pidé, v sedimentech a ve vodach
se neustale zvySuje, a tak se vytvafi podminky pro uplatnéni mikroorganismd s cilené
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pozménénymi vlastnostmi. Zasoba dosud neprozkoumanych mikroorganismd volné Zijicich
v zivotnim prostredi, spolu se sou€¢asnym rozvojem genomiky, proteomiky a metod genetického
inzenyrstvi, dava do budoucnosti velmi dobré prfedpoklady pro daleko SirSi uplatnéni GMM pro
tvorbu udrzitelného Zivotniho prostiedi.

3. Transgenni mikroorganismy v ekologickych procesech

Pddni mikroflora slozena z bakterii, hub a fas ma zasadni ulohu pfi zpracovani vSech
slozek tvoficich organismy, které po skon&eni Zivota se dostavaji do pudy. Tato mikroflora, ktera
je ma hmotnost 5 az 10 t zivych organismu na jeden hektar, je vysoce diversifikovana a jeji
sloZeni se méni v prostoru a Case. Vysoka funkéni a pravé tak genetika diversita je vysledkem
nasobnych mutaci, genetickych vymén a selekci, ke kterym dochazelo béhem evoluce a které
dovoluji mikroorganismim schopnost adaptace do novych ekologickych nik, které vznikaji
pusobenim aktivity &lovéka na Zivotni prostfedi. Rada takto Zijicich bakterii ma vysoky potencial
nejen pro zvySovani zemeédeélské produkce, ale i pro i pro odstrafiovani polutantd Zivotniho
prostiedi.

Vs$echny aplikace GMO pro bioremediace vyuzivaji bakterie nebo rostliny. Houby (plisné)
maji sice pomérné rozsahlou schopnost degradovat celou fadu velmi Spatné odbouratelnych
latek, ale pro genetické modifikace nejsou vhodné svou slozitosti genomu a tim, Ze fada hub
jsou rostlinné patogeny, tudiz nevhodné pro pouziti jako GMO pro odstrafiovani polutantt
z pfirody.

Jak jiz bylo feéeno GMM se prednostné vyuzivaji pro odstranovani organickych
polutanti, hlavné chlorovanych slou¢enin a uhlovodiki a GM rostliny byly pfevazné
konstruovany pro odstrafiovani kovl ze zivotniho prostfedi. Vedle toho byly konstruovany
mikroorganismy pro odstrafnovani kovl a rostliny pro odstrafiovani organickych polutant(i jako
jsou nitroaromaty a polychlorované bifenyly, ale zatim se v sou€asné dobé dava pfednost jejich
vySe zminénému vyuZziti.

Pfima vyuziti GMO pfi bioremediacich jsou zaloZzena na vyvoji a aplikaci GMO pfimo na
kontaminovaném misté, kde plsobi na polutant in situ. Tento postup ovSem vyzaduje, aby GMO
byl schopny pfezit v realném Zzivotnim prostfedi, a aby odstrafiovana latka bylo volné pfistupna
jeho pusobeni. V praxi existuje mnoho dlouhodobé kontaminovanych oblasti, kde neni pfitomen
pouze jeden kontaminant, ale smés rGznych organickych a anorganickych latek s rozdilnou
pfistupnosti. V tomto pfipadé nelze predpokladat, Ze by jedna mikrobialni kultura ¢ komunita
byla schopna degradovat vSechny typy pfitomnych chemickych slou¢eniny. Velmi zalezi nejen
na charakteru jednotlivych organickych event. anorganickych latek, ale také na jejich vzajemném
zastoupeni, které mlze u nejvice koncentrované latky vyustit k inhibici rdstu aplikovanych
mikroorganismu event. konsorcii mikroorganismu v dusledku jeji toxicity. Napf. na misté, které je
kontaminované chlorovanymi rozpoustédly a radionuklidy musi pouzivané GMO vykazovat
degradacni aktivitu proti chlorovanym rozpoustédlim a pfi tom byt resistentni vaci
radionuklidim. Takovym mikroorganismem je bakterie Deinococcus radiodurans, jejiz geneticky
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modifikovana forma je schopna degradovat 125 n mol/ml chlorbenzenu v prostfedi o
radioaktivité do 60 Gy/h.

V pfipadech vice€etnych kontaminaci, kterych je v redlném prostfedi vétSina, mize byt
feSenim kombinovana strategie — pouziti rhizosferni mikroflory rostlin( bakterie a houby - plisné).
Organické polutanty se Casto vyznacuji nizkou rozpustnosti a vySsi hydrofobicitou, coZ oboji
zpuUsobuje nizkou dostupnost pro mikroorganismy a z toho vyplyvajici slabou ¢i téméf zadnou
degradabilitu. Degradace téchto téZzko dostupnych latek vyZzaduje pfitomnost organism, které
mohou jejich dostupnost zvysit produkci biosurfaktantl Ci jejich pfimy pridavek.

3.1 Transgenni mikroorganismy pro biodegradaci organickych polutantt

Mezi mikroorganismy jsou hlavné bakterie vyuzivany pro expresi cizich bilkovin nejdéle.
PFi pripravé transgennich mikroorganismu se vyuziva jejich hlavni prednosti, kterou je jejich
snadna kultivace a kratka doba nutna na déleni bunék, coZz umozniuje ziskat obrovskou biomasu
mikroorganismU a zadany produkt pak izolovat ve velkém mnoZzstvi.

Schopnost bakterii a hub utilizovat Sirokou Skalu riiznych latek je idealni pro jejich vyuziti
pro biodegradace. Nékolik stovek mikrobialnich genetickych systém( koduje schopnost pouzivat
rizné organické latky jako zdroje uhliku, dusiku a energie a da se s vyhodou vyuzit i pro
biodegradace nezadoucich latek v prostfedi. Co se vSak tyka xenobiotik, byly mikroorganismy
v pfirodé vystaveny jejich ucinku a vlivu historicky kratkou dobu, za kterou nebyly schopny
vyvinout nové degradacéni drahy specializované pro jejich metabolizaci. Vyuzivaji tedy jiz dosud
drahy v mikroorganismu jiz vyvinuté, které si pfizpisobuje. Napf. enzymy pouzivané bakteriemi
Pseudomonas putida LB400 a Alcaligenes eutrophus H850 pro degradaci bifenyll a nize
chlorovanych polychlorovanych bifenyld patfi mezi enzymy, které jsou vyuzivany témito
bakteriemi pro degradaci terpenu produkovanych v pfirodé rostlinami v rhizosféfe. Tento
~prizplsobeny” metabolismus v3ak neprobiha optimalni rychlosti, coz je i jeden z duvodu
persistence xenobiotik v pfirodé.

Optimalizace biodegradacni drahy xenobiotik je jeden =z hlavnich pfedpokladd
efektivnosti a ucinnosti bioremedia¢nich procestl. GM technologie nabizeji urcité feSeni tohoto
problému, stejné tak mohou byt vyuzity i jako nastroj pro detekci pfitomnosti polutantt
v prostfedi a miry jejich toxicity. Nékolik malo mikroorganismi vyskytujicich se v pfirodé maiji
drahu, ktera muze mineralisovat xenobiotika jako jsou pentachlorfenol a polychlorované bifenyly.
GM technologie dava moznost zlepSit existujici katabolickou drahu nebo rozSifit takovouto
drahu tak, aby byly utilizovany i latky pfedtim nemetabizovatelné.

3.1.1 Obecné strategie pro optimalizaci bioremediaénich technologii

Optimalizace bioremediaénich technologii je zaloZena na:
0 ZlepSeni transkripce genovych sekvenci
0 ZlepSeni translace
0 Zvyseni stability a aktivity biodegradacnich enzymu
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0 Rozsifeni existujicich specifity katabolickych drah
0 Konstrukce rekombinantnich organisma

Geny podilejici se na degradaci polutanti jsou obvykle umistény na Sirokospektrych,
konjugativnich nebo mobilinich plasmidech. Uspofadani genl na operonu zajistuje spravny
pfepis sekvenci a tvorbu pfislusného enzymu. Jednotlivé operony jsou kontrolovany positivhé
regulujicimi proteiny, které jsou aktivovany substraty nebo metabolity (efektory) pfitomnymi
v katabolické draze. Kontrola transkripce timto zplsobem zajistuje, ze mikroorganismy budou
metabolisovat pouze pfislusné pfitomné substraty v katabolické draze.

Aktivace katabolického operonu se projevi kdyz je pfFislusny efektor pFitomny
v dostate€né koncentraci. Napf. katabolické promotory TOL plasmidu jsou aktivovany pfi
koncentraci efektoru 5-50 yM . Pm promoter TOL plasmidu pWWO v Pseudomonas putida je
aktivovan pfi koncentraci 1 ppm benzoatu. Pm, Pu a Psal promotory, které jsou aktivovany alkyl
and halobenzoaty, alkyl- a halotolueny a salycilatem maiji Siroké spektrum plUsobeni a mohou
pusobit v mnoha rodech bakterii. Ale jestlize je Ukolem urcité bioremediacni technologie
degradovat polutant v koncentraci nizSi nez je nutna koncentrace efektoru, pak se pro ziskani
uhliku a energie musi vyuZivat metabolicka draha pro jiny substrat. A vlastni degradacni
katabolicka draha je oddélena. Jedna z moznosti jak se vyhnout pfidavku dalSiho zdroje uhliku
do kontaminovaného prostfedi je vneseni pfislusné degradacni katabolické drahy do
mikroorgasnism0, které pfirozené kolonizuji rhizosféru. Byla popsana geneticka modifikace
bunék bakterie Pseudomonas, kolonizujici kofeny bph genovym klastrem vyuZivanym pro
degradaci nize chlorovanych PCB. Vyuziti technik genetické modifikace pro vneseni
alternativnino promotoru do bunky soucasné zvySi i poCet efektoru, které mohou aktivovat
biodegradacni drahy. Jestlize nejsou k dispozici vhodné promotory mohou byt modifikované
geny vneseny do mikroorganismu minitransposomem.

V pFipadé gend vys$sSich organismi fada proteind, jakymi jsou napf. lidské faktory pro
srazeni krve nebo protilatky, vyzaduji tyto geny pro svou aktivaci nejriznéjsi modifikace, které
mohou zajistit pouze burky eukaryotickych organizmd, napf. kvasinek, hmyzu nebo savcu.

3.1.2 Konstrukce rekombinantnich mikroorganismiu

Jak jiz bylo FeCeno, diky genetickym modifikacim mikroorgansimi mizeme ziskat
bakterie se znasobenou degradacni drahou nebo bakterie, které diky vnesenym genum budou
moci odbouravat latku do té doby neodbouratelnou. Zda se, Ze perspektivni vyvoj a konstrukce
kmenu s takovymi schopnostmi by mohly byt vpraxi vyhodnéjSi nez vyuziti konsorcii
nemodifikovanych organism(, kde jsou jednotlivé kroky odbouravani zajistovany rdznymi
mikroorganismy. Tedy omezeni vyuziti konsorcii pro biodegradace je zpusobena tim, zZe
intermediaty metabolické drahy musi byt pfenaSeny mezi bufikami, coz vede ke sniZeni aktivity
a metabolity mohou byt pfeménény v toxické latky tzv. dead end metabolity. Pouziti geneticky
modifikovanych mikroorganism(i, kde cely katabolicky proces probiha v jedné bunfce muze
odstranit vySe zminéné problémy. OvSem samoziejmé se zde vyskytuji jiné problémy Uzce
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souvisejici se schopnosti téchto nekombinovanych kmenuU prezivat a rist vrealném
kontaminovaném prostredi.

Pfipad biodegradace chloro- nebo methylkatecholu (vznikajicich béhem degradace
chloro- a metylaromatickych slou€enin) ukazuje na potencialni problém spojeny s ,chybnou®
metabolickou drahou intermediati. Ackoliv mnoho pldnich mikroorganismd vykazuje schopnost
degradovat chlorkatechol ortho drahu a metylkatechol meta drahu, obé metabolické drahy se
projevi jen v individualni pfitomnosti pfisluSného substratu. Jen velmi malo kmenu je schopno
efektivné rist na smési metylovanych a chlorovanych aromatickych latek.

Aby zabranil vzniku inhibiénich metabolitd degradacni drahy zkonstruoval Erb a kol.
(1997) geneticky modifikovanou pseudomonadu (Pseudomonas sp. B13 SN45RE) se
schopnosti degradovat jak chlorované tak i methylované aromatické slou€eniny ortho
metabolickou drahou. Jina pseudomonada (Pseudomonas sp. B13 FR1 (pFRC20P)) utilizujici
stejné slouceniny ve vnesené ortho draze byla schopna degradovat 3- chlorbenzoat a 4-
methylbenzoat (koncentrace obou latek 25 uM), ve vrstvé sedimentu prevrstveného vodou
béhem 4 tydnl. Analyza degradace ve vodé i sedimentu v mikrokosmu ukazala, ze GM bakterie
mély pro svou degradaci optimalni podminky, coz by se jisté dalo vyuZzit pro realné kontaminace
v obdobném uspofadani.

Genetické modifikace mohou byt také vyuzity pro pfipravu mikroorganismu, které jsou
tolerantni vUéi stresim v kontaminovaném prostfedi. Indigenni mikroorganismy jsou pro rust
v takovém prostfedi adaptovany rostouci v téchto prostfedich, ale tyto adaptace maji své
omezeni (napf.vysoka koncentrace toxického polutantu, vysoké pH a pod.).

3.1.3 Cytochrom P450 a jeho vyuziti pro bioremediace organickych polutanti.

Cytochrom P450 je pfitomen u mikroorganismu, rostlin a zvifat a zajiStuje celou fadu
chemickych reakci v€etné degradace organickych sloucenin, jako je Stépeni eterové vazby a
vazby uhliku s chlorem. Mikrobialni P450 se daji ¢astecné aplikovat pro biodegradace
xenobiotik, protoZe jsou vSudy pfitomné a maji silny reduktivni a oxidativni potencial. Cytochrom
P450 z P.putida je schopen dehalogenovat substraty methanu a ethanu jako jsou
hexachlorethan a pentachloethan.

Rada praci ukazuje, Zze cilené zmény v aktivnim vazebném misté muize pozménit
substratovou specifitu, rozsah a katalytickou efektivitu tohoto enzymu.

Substratova specifita monoxygenasy cytochromu P450 Pseudomonas putida susbtituci
se zménila zdménou jedné aminokyseliny vazebného mista substratu tak, Ze vedle chlorfenolu
byl takto modifikovany mikroorganismus schopny degradovat i polychlorované benzeny.

3.1.4 Degradace chlorovanych latek

Rada chlorovanych latek vyuzivanych v primyslu nebo vznikajicich pfi degradaci
polychlorovaych latek se souCasné Casto objevuje v pfirodé jako kontaminanty. Chlorbenzoaty,
dichlorbenzoaty, tetrachloethyleny a trichlorethylen, chlorbenzény, chlorované herbicidy jako
jsou 2-methyl, 4-chlorfenoxyacetata atrazine. Metabolické drahy odbouravani téchto latek maiji
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stejné intermediaty a jednotlivé enzymy jsou schopné odbouravat rozdilné slouceniny. Napf.
chlorované katecholy jsou kliCovym intermediatem odbouravani chlorovanych aromatickych
slou¢enin a enzym toluen-4- monooxygenasa vykazuje aktivitu k TCE, toluenu, ethylbenzenu
acetanilidu, 2-fenylethanolu a fenolu. Tyto podobnosti katabolickych metabolickych drah u
chlorovanych latek se daji vyuzit pfi konstrukci GM mikroorganismi se zvySenymi
biodegradaénimi schopnostmi.

Pro degradaci TCE se mohou s vyhodou vyuzivat GM mikroorganismy, protoze vlastni
indigenni mikroflora vyzaduje pfidavky specialnich substratl jako je methan, kresol nebo
toluen, které jsou v8ak samy o sobé polutanty Zivotniho prostfedi. Bakterie E. coli a P. putina,
modifikované geny pro toluen monooxygenasu z Pseudomonas mendocina KR1, jsou schopné
degradovat TCE bez pfidavku substratl uvedenych vySe. Winter a kol (1989) konstruovali
geneticky modifikovany kme E.coli, ktery degraduje TCE v pfitomnosti glukosy. Naklonovana
toluen monooxygenasa je exprimovana pouze pii teploté 42°C a vySe, coZz umoziuje
odstranovani TCE v bioreaktorech a nahodné neplanované uvolnéni do prostfedi je pod
kontrolou promotoru sensitivniho na teplotu. E.coli a P. putida byly rovnéz modifikovany pro
degradaci TCE inserci fady fenolovych katabolickych genu (pheA, pheB, pheC,PheD a pheR)
na plasmidu pS10-45, isolovanych z P. putida BH. Tyto mikroorganismy jsou schopné
degradovat TCE v pfitomnostu fenolu, ale nejsou schopné degradovat samotny fenol. OvSem
indikovat degradaci TCE pfidavani fenolu do kontaminované pudy ¢i vody, neni v zadném
pfipadé pfipustné, sam fenol je toxicky a inhibuje pfitomné organismy. Krumme a kol., (1993)
pouzival GM kmen P. cepacia G4 5223 PR1, ktery byl schopen produkovat enzym toluen
monooxygenasu konstitutivné a srovnaval jeho aktivitu s pdvodnim nemodifikovanym kmenem
P. cepacia, ktery vyzadoval k degradaci TCE pfitomnost fenolu. Geneticky modifikovany kmen
prokazal stejnou schopnost pfezivat v zivotnim prostiedi jako kmen plvodni. Byly testovany i
moznosti vyuZziti GM cyanobakterii pro biodegradacni ucely. Geneticky modifikovany byly dva
jejich kmeny téchto bakterii, Anabaena sp. Nostoc ellipsorum. Prvni z nich inserci genu linA z P.
paucimobilis a druhy vnesenim genl fcbABC z Arthrobacter globiformis. Gen linA kontroluje
prvni krok degradace lindanu (y- hexachlocyklohexan) a fcbABC umozZfiuje degradaci
halobenzoatl (4-chlobenzoat).

| kdyz Fada laboratornich a poloprovoznich pokusli ukazuje, Ze genetické
mikroorganismy jsou schopné urychlit odbouravani nezadoucich latek v Zivotnim prostfedi,
pfesto dosud nebylo v Sirokém méFitku povoleno uvolnéni téchto geneticky modifikovanych
bakterii do prostfedi. To Uzce souvisi s obavou nad jejich nekontrolovatelnym Sifenim v Zivotnim
prostfedi. Byla snaha obejit tuto skutecnost, ti. mnozeni GM mikroorganismd v zZivotnim
prostfedi, tim, Zze plda pudu kontaminovanou s-triazinovy herbicidem atrazinem byla
remediovana usmrcenymi bufikami GM E.coli, které byly modifikovany na nadprodukci atzA
genu z Pseudomonas ADP. Tento gen koduje produkci enzymu atrazin chlorohydrolasy, ktera
dechloruje atrazin na hydroxyatrazin, ktery neni toxicky pro rostliny.
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Kompletni degradace polychlorovanych latek jako ke pentachlorfenol a PCB vyzaduje po
sobé nasledujici anaerobni a aerobni reakce. V prvni fazi dochazi za anaerobnich podminek
reduktivni dehalogenaci, pfi které se z vice chlorovanych aromatickych jader odstraruje chlor a
vysledna sloucenina je pak substratem pro pro bakterialni oxidasy za aerobnich podminek.. Tyto
rozdilné metabolické drahy vyzaduji pFitomnosrt riznych mikroorganism( rostoucich za riznych
podminek. Wackett a kol., (1994) pouzil cytochrom P450 a toluen dioxygenasu pro zajisténi
obou vyzadovanych reakci (anaerobni a aerobni) pro degradaci pentachlorethanu.
V pfitomnosti kamforu GM P. putida G768 pfeménila pentachlorfenol na TCE. Stejny systém byl
aplikovany na biodegradaci polybromovanych slou€enin a slou¢enin obsahujicich chlor a fluor.

3.1.5 Degradace polychlorovanych bifenyla

Aplikace geneticky modifikovanych mikroorganism( na degradaci PCB byly provadény
pouze pro aerobni ¢ast degradacni drahy tj. pro nize chlorované kongenery PCB. Dehalogenace
vySe chlorovanych bifenyll, které vyzaduji anaerobni podminky jsou hufe pFistupné genetickym
manipulacim. Aerobni degradace PCB je obdobna jako degradace bifenylu a je realizovan
dvéma metabolickycmi drahami ,horni“ a ,dolni“. Horni draha pfeménuje pfislusny kongener
PCB na odpovidajici chlorbenzoat a v dolni draze tento chlorbenzoat podléha kompetni
mineralizaci. AvSak fada mikroorganism( degradujicich PCB maji pouze horni metabolickou
drahu a kon¢i chlorbenzoaty. V tomto pfipadé je pro kompletni degradaci PCB vyzadovana
pfitomnost dvou kmend, kdy druhy ma v geonomu zakodovanou drahu dolni.

Geny kodujici enzymy horni metabolické drahy jsou umistény v bphA operonu: bphA1,
bphA2, bphA3, bphA4, bphB, bphC, bphD. Geny : bphA1, bphA2, bphA3, bphA4 Kkoduji
multikomponentni dioxygenazovy enzymovy systém, ktery katalyzuje prvni krok degradace —
z bifenylu na bifeny-dihydrodiol. Ten je degradovan bphB produktem na 2,3- dihydroxybifenyl.
Dalsi dioxygenasa kodovana bphC otevira kruh meta $tépenim na latku, ktera je pfeménéna na
benzovou kyselinu a pentadienovou kyselinu pomoci produktu bphD genu.

ZvySena exprese genll bph drahy v Pseudomonas sp. LB400 vedlo k ziskani GM
mikroorganismu, ktery byl schopen degradovat vy$$i mnozZstvi nize chlorovanych kongeneru
PCB ve srovnani s plvodnim, nemodifikovanym kmenem. Tento kmen byl téZz schopen
degradovat 2,4,2°,4°,5°- chlorované derivaty. Geneticka modifikace bakterie Pseudomonas
putida F1, schopného degradovat toluen vnesenim klastru gend bph, se projevila tim, ze
vysledna GM bakterie byla schopna rustu na bifenylu. Dowling a kol., (1993) publikoval
sestrojeni pfenosného genetického elementu (transposomu) TnPCB navrZzeného tak, aby byl
schopen prenést bph operon (plvod Pseudomonas sp. LB440) do chromosomu fady Gram-
negativnich bakteriii, zahrnujici i rhizosférni pseudomonady. Vneseni TnPCB do recipientniho
mikroorganismu bylo provedeno plasmidem pDDPCB. Takto vneseny fragment je stabilni,
zUstava stale v chromozomu bez detekovatelného pfenosu do dalSich mikroorganisma. Inserci
TnPCB do rhizosférni pseudomonady P. fluorescens F113pch byl ziskdn GM kmen, ktery byl
schopen vyuzivat bifrnyl jako zdroj energie a uhliku. Bph operon se prepisoval konstitutivhé a
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jeho pfitomnost v genomu bakterie neovlivnila jeji rhizosférni vlastnosti (napf. schopnost
kolonizovat kofeny rostlin). Geneticka modifikace byla stabilni v prib&éhu méfeni 25 dnu.

Vneseni bph klastru genu do P. putida KT2442 a Pseudomonas sp. B13FR1 rozsifila
biodegradativni schopnosti obou kmen tak, ze byly schopné degradovat bifenyl i 4-chlorbifenyl.

Béhem biodegradace PCB nékterymi bakteriemi se akumuluji chlorbenzové kyseliny a
metabolity chlorbenzoatll (chlorkatechol a chlormukonat semialdehyd), které inhibuji enzym 2,3-
dihydroxybifenyl-1,2-dioxygenasu. Tato inhibice ma negativni vliv na degradaci PCB. Nékolik
pracoviSt publikovalo vysledky ziskané s GM bakteriemi, které byly navrzeny tak, aby
odbouravaly CI,CI'-PCB bez tvorby inhibujicich metabolittd. Ackoliv nebyla provedena aplikace
tohoto GM mikroorganismu v zivotnim prostfedi, tento pfipad zcela jasné ukazuje vyznam
komplexniho studia metabolickych drah, kdy, pfi navrhu degradacni strategie, vnesenou
modifikaci je mozné se vyhnout tvorbé inhibi¢nich intermediatd.

Hrywna a kol. (1999) geneticky modifikoval PCB metabolizujici kmen Comamonas
testosteroni VP44, ktery byl po té schopen rustu, dechlorace a kompletni mineralizace orhto- a
para- substituovanych monochlorbifenyld. Kmen byl modifikovan vnesenim genl z
Pseudomonas aeruginosa 142, kodujici ortho-dechlorinaci, a genl z Athrobacter globiformis
KZT1, které koduji para dechlorinaci.

Zlepseni biodegradace PCB v plidé je také mozné dosahnout pfidavkem surfaktant(,
které na jedné strané Cini hydrofébni PCB |épe dostupnym pro bakterie, a za druhé mohou
slouZit i jako zdroj uhliku a energie pro bakterii odbouravajici polutant. Vzhledem ke své nizSi
toxicité vuci mikroorganismim jsou neionogenni surfaktanty jsou pro tyto ucely vhodnéjsi nez
anionické nebo katonické. Lajoie a kol.(1997) geneticky modifikoval bakterie P. putida a
Ralstonia eutropha transposonem TnPCB nesoucim bifenyl/PCB degradativni bph operon. Oba
mikroorganismy byly schopné utilizovat surfaktan jako zdroj uhliku a energie a degradovat
nékteré jednotlivé nize chlorované kongenery PCB. PFi srovnani rustu GM mikroorganismu
v nesterilni kontaminované plidé se prokazalo, ze kompetice s puvodni, indigenni mikroflorou
byla minimaini.

3.1.6 Degradace uhlovodikt

Zivotni prostfedi je kontaminovano vedle xenobiotickymi uhlovodiky, které se odstrariuji
s prostfedi obtizné, Ffadou dalSich typd uhlovodikl od nizkomolekularnich, které jsou velmi
snadno odbouratelné pfirozenymi mikororganismy po vyssi vétvené uhlovodiky a aromatické
latky, které jiz patfi mezi rekalcitranty. Bioremediace uhlovodik(l se soustfeduje na dvé skupiny
rekalcitrantnich slou€enin: polyaromatické uhlovodiky (PAU) a benzen, toluen, ethylbenzen a
m-xylen (BTEX).

Jedina aplikace GM bioremediaéni technologie v polnim méfitku byla provedena s
polyaromatickym uhlovodikem naftalenem. Mikroorganismus pouzity Saylerem a kol. (2000) byl
kmen Pseudomonas fluorescens HK44, ktery byl geneticky modifikovan naftalenovym
katabolickym plasmidem pUTK21, do kterého byl transposomem vnesen /ux gen. Plvodni
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kmen byl isolovan z pady kontaminované PAU. GM kmen byl konstruovan tak, aby degradacni
geny naftalenu a lux geny byly pod stejnym promotorem indukovanym pfitomnosti naftalenu.
Pfitomnost naftalenu nebo intermediatu jeho metabolické drahy salicylatu nebo 4-methyl
salycilatu zpUsobila zvySenou expresi genl pro odbourani naftalenu a u bakterie se projevila
bioluminiscence, ktera byla monitorovana on-line méfenim fotond za pouziti optickych viaken.
Mira bioluminiscence ukazuje na rychlost a Uroven biodegradace aniz by se musely pouZzivat
chemické analyzy. Modifikované bakterie byly uvolnény do povrchovych vrstev 4 m hluboko
v lysimetru navrzeném Rippem a kol. (2000). A instalovaném na poli. Pouziti lysimetru umoznilo
kontrolu mozného proniknuti bakterii do Zzivotniho prostfedi. Pdda byla kontaminovana
naftalenem, fenenthrenem a antracenem, které jsou nejvice zastoupenymi PAU v pfirodé.
Nesterilni pida umoznila kontakt GM mikroorganismu s ostatni indigenni mikroorflorou. Jesté po
444 dnech GM bakterie stale vykazovaly aktivitu vi€i PAU, i kdyz pouze v pfitomnosti
anorganickych zivin. Dostupnost PAU kysliku byly vyhodnoceny jako signifikantni faktory
ovliviujici in situ metabolickou aktivitu, rlst a aerobni degradaéni aktivitu pouzitych GM
mikroorganisma.

Aplikace GMM pfi biodegradaci uhlovodiki, jako jsou PAU se soustfedilo na genetické
modifikace mikroorganismu, kterym vyhovuje sledované zivotni prostfedi.

Nékteré jiné uhlovodiky mohou byt odbourany mikroorganismy a je i pomérné dobfe
znamo genetické pozadi téchto biodegradaci.

Toluene muze byt nemodifikovanymi bakteriemi odbouravan 5 rlznymi degradacnimi
drahami. Genetické modifikace umoznuji pfenos katabolické drahy do mikroorganismu, ktery by
Iépe prezival v kontaminovaném Zivotnim prostiedi.

Ackoliv biodegradace BTEX byla velmi dobfe charakterizovana a je zajistovana tod a tol
metabolickymi drahami, mnoho praci se zaméfuje pouze na odbouravani jedné latky z komplexu
BTEX. BTEX se obvykle vyskytuji v pfitomnosti benzinu.

Lee a kol. (1995) ukazali, ze v prostfedi nedochazi ke kompletni mmineralizaci benzenu,
toluenu a p-xylenu (BTX), dokonce ani v pfitomnosti konsorcii mikroorganismu. Biochemické
studie ukazaly, ze nekompletni degradace téchto tfi latek je zpUsobena vznikem intermediatu
metabolismu p-xylenu, 3,6- dimethylkatecholu, ktery pusobi jako ,dead end“ metabolit v tod
metabolické draze a tudiz enzym xylenoxygenasa v fol metabolické draze nemuze degradovat
benzen. BTX Ilatky jsou degradovany toluenoxygenasou na odpovidajici dyhydrodioly.
PFitomnost cis-p-toluatdihydrodioldehydrogenasy umozni kompletni mineralizaci BTX. Bakterie
Pseudomonas putida, geneticky modifikovana vnesenim genu todC1C2BA, kodujicich
toluendioxygenasu, umozfiuje kompletni mineralizaci BTX bez akumulace intermediatu
metabolismu.

GM mikroorganismy byly testovany na osdtranéni napf fenolt z odpadnich vod. V tomto
pfipadé se lépe uplatni mikroorganismy se schopnosti flokulace, které jsou v této formé delsi
dobu ve stykus cilovym polutatntem. Soda a kol. (1999) pfipravili geneticky modifikovany
flojulujici kmen Sphingomonas paucimobilus s rekombinantnim plasmidem pS10-45 nesoucim
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geny katabolické fenolové drahy z P. putida BH, ktery prezil v odpadni vodé déle nez
neflokulujici kmen E.coli se stejnou genetickou modifikaci.

Pro odstrafiovani nitrosoaromatickych slou¢enin jako je 2,4,6-trinitrotoluen nebyly zatim
zkonstruovany ucinné GM kmeny. V této oblasti se intenzivné pracuje.

3.2 GMM-transformace anorganickych polutanti

Anorganické polutanty jako je napf. rtut nelze pfeménit na kysli¢nich uhliity a vodu, a
tim je odstranit z kontaminovaného prostfedi.
Strategie na odstranéni anorganickych polutantl z pfirodniho prostfedi jsou nasledujici:
o transformace polutanti na netoxické formy (biotransformace)
0 vysrazeni kovovych iontd na povrchu bunék (bioprecipitace)
0 isolace kovovych iontll a bioakumulace polutantu v mikrobialni bunice (biosorpce).
Volba strategie zavisi na charakteru polutanta, na hladiné jeho koncentrace a na
lokalizaci kontaminace. Biotransformace byva Casto soucasti strategie mikroorganismu prezit
v zivotnim prostfedi nepfiznivé podminky- pfitomnost tézkych kovl. Biosorpce a bioprecipitace
jsou veétsinou aplikovany v ex situ procesech, kdy proces s mikroorganismy  probiha
v bioreaktorech.

3.2.1 Metallothioneiny

Metallothioneiny jsou bilkoviny bohaté na cystein, které jsou schopné isolovat a nasledné
akumulovat téZké kovy. Tyto proteiny jsou pfitomny v plisnich, bezobratlych, hmyzu, savcich a
rostlinach. V rostlinach je tvorba metallothioneinl indukovana rGznymi stresovymi faktory, jako
jsou tézké kovy, tepelny 3ok, rostlinné hormony, poranéni, senescence a virova infekce.

Exprese téchto bilkovin v bakteriich je pouzivana pro zvySeni zadrznosti kovu
mikroorganismy a aplikuje se pfi odstrafiovani tézkych kovu z odpadnich a spodnich vod. Pro
tyto aplikace se mikroorganismy imobilizuji do formy permeabilnich matric.

Pouziti metallothionein v bioremediacich vyuziva stejnou zakladni strategii jak bylo
popsano vyse. Vyzkumy na tomto poli se vSak v posledni dob& zaméfuji hlavné na:

0 syntézu novych metallothioneinl, které nejsou produkovany pfirozenou cestou a
jsou schopné akumulovat riizné tézkeé kovy

0 na alteraci systému exprese metallothioneinu v bakteriich a tim i alterace mista
exprese v bunce

0 vyuziti metallothioneinl s nasobnym vazebnym mistem pro kovy, coz zvySuje
kapacitu mikroorganismu pro odstrafiovani kovu z roztoku.

Kotrba a kol. (1999) geneticky modifikovali E.coli tak, Ze exprimovala kratké peptidy
vazajici kovy, které fuzovaly s LamB proteinem. Dvé sekvence mély rGznou afinitu ke kadmiu,
médi a zinku. Z vysledkd vyplyva, ze kratké peptidy by mohly byt vyuzity pro odstrafiovani
raznych kovl. Mejare a kol. (1998) popsali, Zze geneticka modifikace E.coli, projevujici se expresi
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fuze His-Ser-GIn-Lys-Val-Phe peptidu a proteinu vnéjSi membrany OmpA, vyustila v resistenci
k 1,2 mM chloridu kadmia. Tento GM mikroorganismus se da vyuzit pro odstranéni kadmia
z kontaminované vody.

Dalsi strategie pro odstrafiovani tézkych kovl z odpadnich vod vyuZzivaji mikrobialni
procesy nepfimo, k biosorpci nebo bioprecipitaci. Sulfat redukujici bakterie jsou schopné
vysrazet rozpustné kovy z roztoku jako nerozpustné sirniky kovu.

V pfipadé sulfat-redukujicich bakterii je sirnik kovu vedlejS§im produktem pfi pfeméné
anorganického thiosiranu na na sirnik.

Pfi pfipravé geneticky modifikovaného kmene E. coli s nadprodukci sirovodiku
z thiosiranu, byl gen phsABC, kodujici thiosiranreduktazu, plvodné isolovany z bakterie
Salmonella typhimurium, ptenesen inzerci plasmidu pSB74. Tento kmen rostl v pfitomnosti
chloridd zinku, olova a kadmia (jednotlivé i dohromady) za vzniku precipitatll kova ve formé
sirnikd. Kovy byly z roztoku odstranény z 98-99 %.

Pro jednotlivé tézké kovy byly popsany geneticky modifikované mikroorganismy schopné
kovu rtuti. V pribéhu poslednich deseti let zkonstruovany rtzné geneticky modifikované
mikroorganismy pfevazné vyuzivajici exprese rlznych ¢asti systému resistence primarné
redukujici Hg(ll) na vice inertni, t&kajici elementarni formu rtuti (Hg°).

3.3 GM houby - biodegradace

| kdyz bakterie jsou snaze kultivovatelné a dostupnéjSi ke genetickycm modifikacim,
houby maji fadu vyhod, které je Cini atraktivni pro vyuZiti pfo bioremediacich. Napf. Jsou
tolerantnéjSi k nizkému pH, jsou schopné degradovat a utilizovat Sirokou S$kalu rdznych
pfirodnich substratd jako jsou celulosa, hemicelulosa, lignin a pektin. Schopnost degradaovat
tyto latky souvisi s produkci extracelularnich enzymds relativné nizkou susbtratovou specifitou,
jsou houby schopné degradovat i fadu xenobiotik jako jsou fenoly, PCB, DDT, dioxiny, PAU,
alkyl halidy a nitrotolueny. Houby jsou také vhodné pro bioremediaci tézkych kovl. Vykazuiji
pomérné velkou resistenci vuci téfkym kovum, maji schopnost kovy biakumulovat aktivnim i
pasivnim procesem. Produkci takovych latek jako jsou oxalaty a citraty zvySuji rozpustnost kov(
a jejich vétsa mobilitu v prostredi.

Dosud v8ak nebyly Zzadné GM houby pfimo vyuZity pro bioremediace. Limitované
moznosti jejich genetické modifikace spocivaji v mimo jiné v jejich myceliarni formé struktury,
nehomogennimu rastu v tekutych kulturach, fada hub jsou patfi mezi rostlinné patogeny,
pozaduji primarni zdroj uhliku a energie, aby mohly kometabolizovat aromatické latky, genetické
vybaveni pro biodegraadci polutantl jsou vice komponentni, komplexni.

VyuZiti geneticky modifikovanych hub pro bioremediace je v sou€asné dobé otazkou
budoucnosti. Nékteré nemodifikované druhy jako jsou houby bilé hniloby Phanerochaete
chrysosporium, Irpex lacteus a Coriolus versicolor se ukazuji velmi perspektivni pfi
odstrafiovani takovych polutantti jako jsou diazinova barviva, PAU a pod. Stejné tak i
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mykrohrizni houby maji vtéto oblasti svou budoucnost ve spojeni srostlinami pfi
fytoremediacich.

4. Transgenni rostliny v ekologickych procesech

Obecné jsou rostliny jako takové pro ¢lovéka neodmyslitelnou a nenahraditelnou slozkou
pfirody. Jsou zdrojem potravy, energie, ale i stavebni surovinou, produkuji celou fadu latek, bez
nichz si lidstvo dokaze Zivot uz jen velice téZko pfedstavit. Nejsou to v3ak jen primarni
metabolity rostlinného organismu, nybrz i metabolity sekundarni, o jejichz znatné Casti se
doposud podrobné nevi, za jakym ucelem jsou v rostlinnych burikach syntetizovany. Mnohé
z téchto metabolitd jsou pro Elovéka velice uzite€né a neustale se nachazi praktické uplatnéni
pro dalSi a dalSi z téchto latek v nejriznéjsich oblastech lidské €innosti, medicinou pocinaje a
primyslem konce.

Cela fada transgent pouzivanych v zemédeélské produkci jiz nyni znamena vyznamny
pfinos ke snizovani zatéze Zzivotniho prostfedi a ochrany necilovych organizmi. Zaclenénim
transgenl pro odolnost k virovym, houbovym a jinym patogenim jakoz i hmyzim skidcum do
rostlinného genomu je vyrazné omezena potfeba aplikace pesticid(l. Posuzovano objektivné,
patfi sem i transgeny kodujici toleranci plodin k herbicidim. Jedna se totiz o herbicidy nové
generace, které minimalnim zpusobem =zatézuji pfirodu. Pfislusné aktivni substance maji
kratkou zivotnost a produkty jejich rozpadu jsou pfirodni latky. Tim, Ze pfisluSna plodina Iépe
snasi oSetfeni herbicidem, je mozZné pouzivat jejich vySSich koncentraci a sniZovat celkovy
pocCet oSetieni, coz opét absolutné snizuje mnozstvi pouzivané aktivni latky.

Je znamo, Ze nékteré druhy rostlin dokazi ve zna¢né mife akumulovat z pldy a vody
ionty tézkych kovu, radioaktivni izotopy a nékteré polutanty. Pro praktické ucely je jejich ucinek
Casto prilis pomaly, hyperakumulujici rostliny maji vétSinou nizky pfirlstek biomasy. V pfipadé
transgennich rostlin by byla jejich sorbCni a akumulaéni schopnost dale zvySena a rozSifena i na
jiné typy latek. Jinou alternativou je pfeména toxickych forem latek na méné toxické. Takové
rostliny by byly pouzitelné pfi bioremediacich (fytoremediacich) kontaminovanych tézebnich,
zpracovatelskych a primyslovych ploch, skladek, letist a vojenskych prostord. Pro odstrafiovani
toxickych tézkych kovl se napfiklad nabizi moznost vyuzit transgen(i pro metalothioneiny, které
maji schopnost je pevné vazat. V uvodnich pokusech byl zaveden gen CUPT pro
metallothionein izolovany z genomu kvasinek do rostlin tabaku. Bylo prokazano, Ze transgenni
rostliny vykazovaly vysSi toleranci vici toxickym koviim a sou€asné zvySenou schopnost jejich
akumulace. Jinym zajimavym pfikladem bylo za¢lenéni pozmé&néného genu merA pro reduktasu
iontd rtuti do husenicku. Takto byly ziskany rostliny tolerujici zvySené mnozstvi rtuti v pade,
které uvolnovaly rtut do atmosféry, coz ovSem neni optimalni feSeni, pouze preneseni problému
dal. Uspokojivé FeSeni nabizi az vyuZiti genu merB pro bakterialni lyazu.

Nesporné velky vyznam z hlediska ochrany Zzivotniho prostfedi by méla produkce
specialnich surovin vhodnych pro vyrobu biodegradovatenych plastu rostlinami. V tomto ohledu
se vyzkum orientoval zejména polyestery poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) a poly (3-
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hydroxyalkanoaty) (PHA), vytvafené nékterymi bakteriemi rodli Pseudomonas a Alcaligenes.
Upravené geny pro tfi stéZejni enzymy syntézy PHB jiz byly pfeneseny do modelové rostliny
Arabidopsis thaliana. PHB se hromadil v listech a to v bunéCnych inkluzich v cytoplazmé a
v jadrech. Jeho obsah vSak predstavoval je maly zlomek suSiny rostlin. DalSimi GUpravami genu
bylo dosazeno toho, Zze PHB byl dopravovan do chloroplastd. Tim jeho podil v rostliné vzrostl az
na 14 % susiny. S ohledem na pramyslovy charakter akumulované latky jsou zvazovany vhodné
rostlinné druhy, které by slouzily jako producenti. Stejné tak je tfeba patficnym zplsobem
posoudit, ve kterych €astech rostliny by se méla surovina hromadit, vzhledem k tomu, ze tyto
Casti nebudou vhodné k pozivani ani jako krmivo a to i pro pfileZitostné konzumenty.

Jinou oblasti je pfiprava transgennich rostlin uréenych pro tzv. fytoremediaci. Zejména
pfi akumulaci tézkych kovu, ale i odstrafiovani organickych slou€enin je hlavnim limitujicim
faktorem pouziti rostlin dlouha doba potfebna k dekontaminaci. Ztohoto ddvodu je
v souCasnosti uplatiiovana snaha, Slechténim ¢&i genovymi manipulacemi ziskat rostliny
upravené na miru pozadavkim fytoremediace. V nedavné dobé se jiz objevily v odborné
literatufe vysledky zvySeni exprese existujicich genl, nebo vneseni bakterialnich &i savcich
genl do rostlin s cilem zvysit napf. ucinnost dekontaminace rtuti, vybusnin na bazi dusikatych
slouc¢enin, polychlorovanych bifenyld apod.

4.1 Transgenni rostliny vyuzivané pro fytoremediace

Rostliny hraji dalezitou roli v udrzovani Cistého Zivotniho prostfedi. Mohou pomahat pfi
odstrafiovani organickych i anorganickych xenobiotik z pud, vody a vzduchu. Fytoremediace je
definovana jako uziti zelenych rostlin k zachyceni, akumulaci nebo odstrafiovani kontaminant(
Zivotniho prostfedi. Kontaminanty lze z Zivotniho prostfedi odstranit i fyzikalné-chemickymi
procesy, které jsou ale vétSinou drahé. Ackoliv je fytoremediace pomalejSi proces, na velkych
plochach je 1épe vyuzitelna.

Podle rGznych zplsobl uplatnéni se fytoremediace obecné déli do nékolika oblasti
uvedenych v Tab | (Pletsch a kol. 1999):

Tab. |
Fytoremediace
Typ Osud kontaminantu
Absorpce kontaminantd zpdd do kofenl (Ci jinych rostlinnych pletiv)
Fytoextrakce v nepozménéné formé. Rostliny jsou poté sklizeny a pfipraveny pro dalsi
uziti, napf. pro znovuziskani kov.
Absorpce a biokonverse (katabolismus nebo anabolismus) v kofenech (i
Fytotransformace | .. N .
jinych rostlinnych pletivech).
Fytovolatilizace PFijem a konverse kontaminantl do plynné faze.
Fytostimulace Stimulace mikrobialni degradace pusobenim rostlinnych exudatu.
Rhizofiltrace Absorpce kontaminantl z vodného prostiedi.
Fytostabilizace Lignifikace a humifikace v pudé.
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ProtoZze jsou rostliny zivé organismy a vyzaduji v pldé dané koncentrace Zzivin,
pfitomnost kontaminantli zpomaluje fytoremediacni proces. Vybrat vhodnou rostlinu pro tyto
ucely neni proto snadny ukol. Napf. rostliny hyperakumulujici, tolerantni k tézkym kovim, se
nachazi v oblastech bohatych na pfitomnost kovl, avSak tyto pfirozené rostliny jsou malé a
produkuji malo biomasy. Nejsou tudiz vhodné pro dalsi vyuZiti, a proto je tfeba do vybéru idealni
rostliny pro fytoremediace zahrnout vice hledisek V poslednich nékolika letech se objevuji snahy
zvySit uCinnost akumulace tézkych kovl u rostlin vytvarejicich znaéné mnozstvi biomasy.
Protoze polutanty jsou vétSinou v zZivotnim prostfedi pfitomny ve smési, byly by zvlasté zajimaveé
rostliny schopné fytoremediace vice nez jednoho polutantu.

4.1.1 Fytoremediace organickych polutantd a uloha cytochromu P450

Cilem fytoremediace organickych polutantd je jejich mineralizace na relativné netoxickeé
latky, kterymi jsou oxid uhliity, nitrat, chlor a amoniak. K nejvyznamnégjSim organickym
polutantiim, k jejichz odstranovani z zivotniho prostfedi Ize vyuzit fytoremediace, patfi
polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky (napf. benzpyreny), nitroaromaty
(napf. trinitrotoluen) a linearni halogenované uhlovodiky (napf. trichloroethylen).

Nékteré vodni rostliny jsou také schopny rozkladat nitroaromatické slou€eniny, jako jsou
trinitrotoluen, glycerol-trinitrat &i nitroglycerin. Tyto slouCeniny jsou obsazeny v municich a
oblasti kolem mista produkce i skladovani jsou jimi velmi kontaminovana. Trichlorethylen (TCE)
je zfejmé nejvice rozSifeny polutant v podzemnich vodach a pidé. Rostliny rostouci
v kontaminovanych oblastech jsou schopny degradovat TCE, zvlasté kfizené topoly je degraduiji
na trichlorethanol, chloracetaty a oxid uhliity. Ke zvySeni schopnosti metabolizovat TCE a jiné
slou€eniny byl do tabaku zaveden gen pro cytochrom P450 cyp 2E1 souCasné s genem pro
oxidoreduktasu a cytochrom B5 (pro zajisténi aktivity a stability cytochromu P450 cyp 2E1).
Trichlorethylen, tetrachlormethan, dibromethylen a nékteré dalSi chlorované slouceniny slouZzi
jako substraty pro cytochrom P450 cyp 2E1, ktery je oxiduje. Celkovy metabolismus
meziproduktl vede ke vzniku trichloroctové kyseliny, popf. oxidu uhli¢itého, chloridového iontu a
vody. Cytochrom P450 se podili pfi oxida¢nich reakcich Sirokého spektra slouenin, mezi které
patfi i néktera xenobiotika. Cytochrom P450 se vyskytuje i vrostlinach a zvifatech, ale
mikrobialni P450 je zvlast uZiteCny pro biodegradace pro jeho vysoky redukéni a oxidacni
potencial. Mezi dalsi rozSifené polutanty zivotniho prostfedi patfi polychlorované bifenyly (PCB).
Vzhledem k tomu, Ze rostliny absorbuji PCB, jsou tak polychlorované bifenyly zahrnovany do
potravniho fetézce, kde jsou u jeho konce akumulovany v tukové tkani. Metabolické drahy PCB
rostlin jeSté nejsou dostatecné charakterizovany, ackoliv schopnost rostlin degradovat PCB byla
prokazana a je nadale studovana. Jisty potencial je spatfovan ve velmi znamych bakterialnich
drahach pro degradaci PCB a vyuziti bakterialnich genu k inzenyrskym postuplm vedoucich
k tvorbé transgennich rostlin.
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4.1.2 Fytoremediace tézkych kovti

Kontaminace tézkymi kovy jiz dosahla toxické hladiny ve vzduchu, pudé a vodé, a tim se
objevil dalSi problém pfi odstrafiovani kontaminantll z Zivotniho prostiedi. Mezi nejvétsi
polutanty patfi olovo, rtut, kadmium, méd a arsen. Re$eni daného problému skytd moznost
fytoremediace. Transgenni rostliny by tak mohly akumulovat tézké kovy a/nebo by byly
tolerantni k t&ézkym kovim.

4.1.2.1 Zvyseni akumulace tézkych kovii pomoci metallothioneint

Metallothioneiny jsou proteiny bohaté na cystein, které jsou schopné vazat téZké kovy.
Tyto proteiny jsou pfitomny v plisnich, bezobratlych, hmyzu, savcich a rostlinach. V rostlinach je
tvorba metallothionein indukovana riznymi stresovymi faktory, jako jsou tézké kovy, tepelny
Sok, rostlinné hormony, poranéni, senescence a virova infekce. JiZ byly popsany pokusy o
vnaseni genl savcich, kvasni¢nych, hmyzich i humannich metallothionent do rostlin, které by
pak byly schopné vazat kovy. U nékterych rostlin tato snaha vedla ke zvySeni akumulace
tézkych kovud, u jinych pouze ke zvySeni rezistence vl¢i nékterym tézkym kovim. Napf.
akumulace kadmia byla prokazana v Nicotiana tabacum obsahujici gen pro kvasni¢ny
metallothionein CUP s histidinovou kotvou. Pfitomnost histidinové kotvy zde byla zodpovédna
za nékolikanasobné zvySenou akumulaci Cd.

Dal$i moznosti zvySeni akumulace a/nebo zvyseni rostlinné tolerance k té€zkym kovim.

Kadmium, které je pro rostliny vysoce toxické, mize byt absorbovano rostlinnymi kofeny
a transportovano do vegetativnich a reproduktivnich organl, kde muze negativné plsobit na
DNA synthesu, mitosu a bunééné déleni a jiné. K ucelu zvySeni akumulace kadmia, popfipadé
zvySené tolerance rostliny ke kadmiu, byly provedeny studie s rostlinou Brassica juncea
obsahujici gen pro y-glutymylcysteinsynthetasu. Vysledky ukazaly, Ze transgenni seminka
vykazuji zvySenou toleranci ke kadmiu. Tyto rostliny maji také zvySenou akumulaci Cd o 40% -
90% vice nez netransgenni druh. V souCasné dobé byly popsany transgenni rostliny se
schopnosti pfemény toxickych rtutnatych iontd na méné toxickou elementarni rtut. Dosahuje se
toho transformaci genu merA, ktery je sou€ésti mer operonu gramnegativnich bakterii Zijicich
v pudé kontaminované rtuti. Tento operon zajistuje bakteriim rezistenci ke rtuti. Gen merA slouzi
pro expresi rozpustné NADPH-dependentni, disulfidové oxidoreduktasy obsahujici FAD,
katalysujici reakci Hg** na méné toxickou elementarni Hg. Pro pouZiti v rostlinach byla sekvence
genu merA upravena mutagenezi na gen merApe9. Zajem se soustfedoval také na organickou
slouc€eninu methylrtut, ktera je vyluCovana bakteriemi v pudé kontaminované rtuti. Methylrtut je
velmi toxickd a zpuUsobuje Casté neurologické degenerace u zvifat. Byl popsan pfipad
transgenose modifikovaného bakterialniho genu merBpe, koédujiciho lyasu MerB. MerB
katalysuje protonolysu vazby uhlik-rtut, odstrafiuje tak organicky ligand a uvolfiuje se Hg*".
Transgenni rostliny s expresi merBpe pak mohou slouZit pro degradaci methylrtuti
v kontaminovanych oblastech. Z hlediska vyuziti MerA a MerB proteind byl pfipraven
Arabidopsis thalina obsahujici geny pro expresi obou proteini. Transgenni A. thaliana tak
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nejprve pfevede pomoci lyasy MerB organickou slouceninu rtuti na rtutnaté ionty, které se

nasledné redukuji na elementarni rtut pomoci reduktasy MerA

(MerB)

R-CHp-Hg" + H" » R-CHz+Hg*
(MerA)

Hg®* + NADPH ———»  Hg+ NADP" + H'

Hlinik, ktery je v rozpustné formé v kyselych pudach, je pro rostliny teké velmi toxicky.
V pfipadé nadprodukce citratu byla prokazana tolerance vysSich rostlin k hliniku a zvySena
schopnost ziskavani nerozpustného fosforu ze zasaditych pud. Ackoliv se objevily i studie, které

se tento fakt snazily vyvratit, plivodni mysSlenka tolerance rostlin k hliniku diky nadprodukci
citratu byla potvrzena.Byly pfipraveny i transgenni rostliny nesouci gen pro protein transportujici
tézky kov pfes membranu. Napf. protein transportujici zinek, kédovany genem ZAT1, zvysil
toleranci k Zn v transgennich rostlinach Arabidopsis thaliana.

Tab. Il ukazuje struény prehled protein(l pro zvySeni fytoremediace.

Tab. Il (Liu a kol. 2000)

PFiklady transgennich rostlin s hypertoleranci a/nebo heperakumulaci tézkych kovt

Transgenni Proteiny pro zvy8eni
Kov _ _ Puvod genu

rostlina fytoremediace

Nicotiana o Pseudomonas aeruginosa (de la
Al Citratsynthasa

tabacum Fuente a kol. 1997)

Arabidopsis Escherichia coli (Rugh a kol.
Hg MerA

thaliana 1996)

Arabidopsis Escherichia coli (Bizily a Kkol.
Hg MerB

thaliana 1999, a)

Liriodendron - Escherichia coli (Rugh a kol.
Hg o Modifikovany MerA

tulipifera 1998)

Nicotiana
Cd Metalothionein Mus musculus (Pan a kol. 1994)

tabacum

Nicotiana o Nicotiana glutinosa (Suh a kol.
Cd Metalothionein

tabacum 1998)
Cd | Brassica juncea | Glutathionsynthetasa Escherichia coli (Zhu a kol. 1999)
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