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Nové poznatky v genetice rostlin
VI. Tolerance rostlin
k tézkym kovam

Moderni metody genomiky jsou uplatnitelné nejen pfi komplexnich studiich
typu sekvenovani jednotlivych chromozomi a genomii, ale i pfi odhalovani
genu, které hraji roli v dilezitych Zivotnich procesech. Jednim z takovych pro-
cesu je schopnost rostlin tolerovat zvysené koncentrace tézkych kovu. Rostliny,
stejné jako ostatni organismy, si vyvinuly mechanismy pro udrzeni optimalnich
koncentraci tézkych kovi v burikach a pletivech. Rovnovaha piijmu a vydeje
téchto prvki v organismu mé zasadni vyznam nejen pro regulaci dilezitych
enzymatickych reakci, jichz jsou tézké kovy soucasti, ale hlavné pro omezeni
$kodlivych dopadi na bunécny metabolismus pri jejich zvySené koncentraci.
Jak vznika tolerance ke zvysenému obsahu tézkych kovua v pudé? Jaké evo-
luc¢ni procesy takové adaptace provazeji? A jaké geny jsou za uvedenou toleranci
zodpovédné?

Jako tézké kovy se nejcastéji oznacuji prv-
ky s hustotou vy$si nez 5 g/cm?. Do této
skupiny patif méd, zinek, kadmium, rtut,
olovo, chrom, nikl, mangan, Zelezo atd.
Mnoho tézkych kovi je pro fungovani
rostlin (resp. v8ech Zivych organismu)
nezbytnych. Napf. méd jako kofaktor né-
kterych proteint hraje dilezitou roli v pre-
nosu elektronti béhem fotosyntézy a bunéc-
ného dychani. Zinek se podili na aktivaci
fady enzymatickych reakci. OvSem i tyto
biologicky vyznamné mikroelementy jsou

pro vétsinu rostlin ve vysokych koncen-
tracich toxické. Toxicita tézkych kovt
spociva ¢asto v chemické podobnosti s ji-
nymi prvky — p¥i zaméné uréitych mikro-
elementt za toxicky prvek v proteinech
(pfedevsim v enzymech) dochdzi k naru-
Seni{ spravné funkce téchto biomolekul.
Nadbytek tézkych kova v buiice mutize vést
ke vzniku volnych kyslikovych radikalq,
a to bud pfimo tcasti v redoxnich reak-
cich (zejména v pfipadé médi a Zeleza), ¢i
nepfimo zptsobenim stresu. Tyto radikély

poskozuji bunétné membrany, DNA, pro-
teiny, lipidy i sacharidy, ale mohou hrat
rovnéZ pozitivni roli pii signalizaci stresu
v rostling.

Zdrojem tézkych kovi v Zivotnim pro-
stfedi jsou pfirozené geochemické proce-
sy, antropogenni ¢innost a mikrobidlni
aktivita. Byvaji rozptyleny v ptidé a sedi-
mentech, rozpustény v podzemnich a po-
vrchovych vodach, ale vyskytuji se také
v ovzdusi. Tyto rizikové prvky v piirodé
pletrvavaji tisice let a negativné ovliviiuji
biologické a fyzikalng-chemické procesy
v pidé, vstupuji do potravinového Fetézce
a ohrozuji zdravi ¢lovéka. Do pudy se do-
stavaji vétsinou v disledku imisi z pri-
myslové ¢innosti a dopravy, také z odpada
pramyslové vyroby, p¥i zaplaveni pady
znecisténou vodou, pouzivanim pesticidi
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1 Mezi prvni objevitele fenoménu tole-
rance rostlin k tézkym kovim patf{ roddk
z moravskych Hrotovic a vyznamny rost-
linny fyziolog Silvestr Prat — na snimku
se svou manzelkou, slavnou ¢eskou
numizmatickou Emanuelou Nohejlovou-
-Pratovou. Narodil se do ucitelské rodiny
a v téchto 8lépéjich pokracoval, v r. 1934
se stal profesorem kryptogamologie

a fyziologie rostlin na tehdejsi Karlové
univerzité. Jeho zdjem o vyzivu rostlin
pfinesl néktera pozorovani, jez sice patfila
k okrajovym ohledné jeho vlastniho
védeckého sméfovéni, ale dodnes jsou
povaZovéna za kliGova. V tomto ohledu
jednoznac¢né dominuje praveé objev tole-
rance rostlin k t€zkym kovam. Pratav
popis populaci silenky dvoudomé (Silene
dioica) tolerantnich k médi pozorovany

v okoli obce Spania Dolina pobliZ Banské
Bystrice na Slovensku a publikovany

v 1. 1934 ztstal 20 let v podstaté nepo-
chopen a bez reakce védecké vetejnosti.
Vlastni prace neni jen pozorovanim
rostlin a jejich schopnosti rtst v riznych
koncentracich médi, Prat pomoci kiiZzeni
ukézal i genetickou podstatu studovaného
fenoménu. V soucasné dobé jsou tyto
prace hojné citovany a pokladany za
revolu¢ni. Foto z archivu Z. Opatrného

2 Zajem o rostliny tolerujici tézké kovy
zazivéa renesanci (oproti r. 2000 doslo

v r. 2016 k téméf 10ndsobnému nartstu
poctu védeckych publikaci).

Napf. v rdmci spoluprdace Oddélent
vyvojové genetiky rostlin Biofyzikdlniho
dstavu Akademie véd CR v Brné a Centra
strukturni a funkéni genomiky rostlin
Ustavu experimentalni botaniky AV CR
v Olomouci se vénujeme vyzkumu
genetické podminénosti tohoto typu
tolerance. Rostlinné vzorky odebirdme

v katastru obce Spania Dolina na haldg,
kterd vznikla po tézb&é médi v této jiz
tradi¢ni lokalité. TéZba probihala téméft
Ctyfi staleti a byla zastavena aZ v r. 1888.
Na zédkladé tohoto studia bylo v posled-
nich letech publikovano nékolik praci

o mechanismech tolerance k tézkym
kovtim u silenky nadmuté (S. vulgaris)

a silenky dvoudomé. Foto R. Hobza

3 Povrch haldy u obce Spania Dolina.
Modré a zelené zbarveni kament je zpu-
sobeno minerdly médi. Foto R. Hobza

4 Test tolerance k médi — nahote
kontrolni ptida, dole ptda se zvy$enou
koncentraci tohoto prvku. Rostliny
silenky dvoudomé z populace Tisnov

Ziva 4/2017

(oba kvétinade vlevo), populace Spania
Dolina (uprostied) a laboratorn{ linie
silenky $irolisté (S. latifolia) U15 byly
péstovany pét tydni ve skleniku.

Je patrné, Ze tolerantni k médi jsou pouze
rostliny z populace rostouci na haldé

v obci Spania Dolina. Foto V. Hudzieczek

nebo hnojenim pidy minerdlnimi primy-
slovymi hnojivy a komposty obsahujicimi
kontaminanty, dale havariemi, ale i pfirod-
nimi jevy, napf. vulkanickou ¢innosti nebo
sesuvy pudy.

Prestoze se muze zdat, ze diky novym
pfedpistim a norméam a soucasné Gtlumu
(lokélnimu) primyslové a zemédélské vy-
roby klesa koncentrace tézkych kovt v pro-
stiedi, neni vSe tak jednoduché a jednoznac-
né, jak to mtiZze na prvni pohled vypadat.
Ocedny v podstaté tvori cilovou destinaci
kolobéhu vétsiny skodlivych latek v pro-
stfedi. Jak se postupné snizuje pH ocednt,
dochazi v nich i k dramatickému nartstu
koncentrace nevazanych tézkych kovti, coz
bylo dokumentovéno na ptikladu kadmia.
Dlouhodoby efekt tohoto procesu je tézké
piedpovédét. Dalsi vyzvou je éra lithium-
-iontovych baterii. Tato stale se rozsifujici
forma uchovani energie, kterd vstupuje ne-
jen do automobilového primyslu, s sebou
pfinasii problémy s recyklaci tézkych kov,
které tvofi soucést baterii, jako je nikl,
kobalt a méd.

Obecna charakteristika tolerance
rostlin k téZkym kovim

Rostliny nemaji moznost pohybu, proto
jediny zpusob, jak se vyrovnat se streso-
vymi podminkami, pfedstavuje adaptace.
Toleranci rostlin k tézkym kovim poprvé
popsal nestor ¢eské rostlinné fyziologie
Silvestr Prat (1895-1990, obr. 1), ktery po-
zoroval geneticky podminénou toleranci
silenky dvoudomé (Silene dioica, obr. na
2. str. obalky) k vysokym koncentracim
médi v ptidé. Toto ¢eské prvenstvi nezti-
stalo zapomenuto a ptivodni Pratova prace
z 1. 1934 byva dodnes citovana v prestiz-
nich védeckych casopisech.

Od slavného Pratova objevu uplynulo jiz
vice nez 80 let a tolerance k tézkym koviim
byla dodnes popsana u nékolika stovek
druhti vyskytujicich se nap#i¢ celou rost-
linnou ¥i3i. Rostliny, které pfirozené kolo-
nizuji pudy s vysokym obsahem tézkych
kovii, nazyvame metalofyty. Podle zptisobu
nakladani s ionty tézkych kovi rozezna-
vame dvé zakladni strategie tolerance —
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vylouceni (exclusion) a akumulaci (accu-
mulation). Vylou¢eni znamen4, Ze rostlina
tézky kov do svych pletiv viibec nepfijima
nebo ho urychlené vraci zpét do ptdy, p¥i-
padné kov ztistava v koteni a jeho transport
do nadzemni ¢asti je velmi omezeny. Na-
opak akumulaci charakterizuje zesileny
transport kovu do nadzemni ¢ésti, coz
vede k nékolikanasobné vyssi koncentraci
kovu v listech neZ v kofenech. Hromadé-
ni kovu v listech rostliny mtize zptisobit
sniZen{ jeji oblibenosti u fytofagnich orga-
nismu (byloZravci), a tudiz tato strategie
znamend i moznost zvy$ené obrany proti
(zejména hmyzim) herbivortim.

Tolerance k tézkym kovim

jako fenomén v evolucni biologii
Drtivou vétsinu druhd, u nichz byla tole-
rance k t&zkym kovtim pozorovéana, ozna-
¢ujeme jako fakultativni metalofyty. Takové
rostliny snaseji vysoké koncentrace kovi
v puds, ale nejsou na tyto pidy vdzané (na
rozdil od metalofyti obligatnich, které jin-
de nez v kontaminovaném prostiedi ne-
rostou). Divodem je vznik lokalné pfizpi-
sobenych jedincti/populaci/ekotypt se
zvy$enou odolnosti. Z hlediska evolucéni
biologie jde o velmi zajimavou skute¢nost,
zejména proto, Ze velké mnozstvi lokalit
kontaminovanych tézkymi kovy vzniklo te-
prve nedavno ptisobenim ¢lovéka a mize-
me tedy sledovat vznik adaptaci na tyto
podminky takika v realném case. Fenomén
tolerance rostlin k tézkym kovim se tak pro
evoluéni a popula¢ni biology stal jakymsi
botanickym ekvivalentem priimyslového
melanismu (tento jev byl popsan béhem
néstupu primyslové revoluce v Anglii —
jde o vyskyt tmavé zbarvenych, tedy mela-
nickych forem motyld, které byly v pro-
stfedi znecisténém emisemi méné napad-
né nez puvodné rozsifené svétlé formy
téhoz druhu).

V okoli téZce kontaminovanych substra-
t (napf. hald vytvorenych tézbou — obr. 2
a 3) se nachazi velké mnozstvi rostlinnych
druht, nicméné kolonizovat tyto znecisté-
né lokality dokaZou pouze nékteré z nich.
Pro¢ tedy metalofytni populace existuji jen
u urcitych druha? Vysvétleni ziejmé spoci-
va v rozdilné zakladni toleranci mezi jed-
notlivymi druhy. U druhti s vy$si toleranci
se mohou odolni jedinci vyskytovat s vétsi
pravdépodobnosti. Rovnéz vlastnosti nékte-
rych druhti (napt. rast v kamenitém terénu
haldy nebo malé naroky na ptdni Ziviny)
mohou zvySovat jejich Sanci pro vznik
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tolerantnich populaci. Genetické analyzy
v8ak naznacuji, ze lokalni populace meta-
lofytd se vyvinuly nezavisle na sobé a za
toleranci k tézkym kovim u rtznych po-
pulaci jednoho druhu zodpovidaji rtizné
geny.

Tolerance (obr. 4) se objevi zpravidla
u jednoho ¢i nékolika jedincti v populaci
pfilehlé kontaminované lokalité (napf.
haldg). Tito jedinci ale dok&dZou kontami-
nované prostfedi rychle kolonizovat, pro-
toZe se v ném nevyskytuji jejich bézni kon-
kurenti. Tvrda selekce na toleranci spolu
s absenci kompetice ma za nasledek po-
stupné odliseni se od populace ptivodni.
U tolerantnich populaci byl navic pozo-
rovan vznik reprodukénich bariér, které
jsou charakteristické pro vznik novych dru-
ht (terminem reprodukéni bariéra, jejiz
vytvoreni je dilezité kritérium pro specia-
ci, oznacujeme vlivy znemoziujici kiize-
ni — genovy tok — dvou jedinct riznych
populaci nebo druhi). Jmenujme napf.
zvy$eni podilu samospraseni, mezipopu-
la¢ni rozdily v délce anebo dobé kveteni
¢i hybridni sterilitu (kdy potomci k¥iZeni
rodi¢u z riznych populaci jsou neplodni —
jde o specifickou formu postzygotické re-
produkéni bariéry, ktera se Casto vyskytuje
mezi dvéma divergujicimi populacemi).
Pfestoze ke vzniku nového druhu v du-
sledku odstépeni tolerantni populace dojit
nemusi, prostd pfitomnost environmen-
talni bariéry (kterou jedinci ptivodni po-
pulace nejsou schopni pfekonat), umoz-
fiuje studium ranych jevi spojenych se
speciaci.

Molekularni mechanismy tolerance

Z tyziologického hlediska rostliny bojuji
proti negativnim d¢inkim tézkych kovi
zejména aktivnim vyloucenim kovu z orga-
nismu, sniZenim p¥jmu pomoci regulace
membranovych transportért, tvorbou che-
14t nebo napi. ulozenim kovu do organel
¢i organt, kde nepusobi skody. Existuje
mnoho dals$ich pomocnych mechanismi
detoxifikace, tvoficich soucast komplex-
ni reakce na vysokou koncentraci tézkych
kovii v organismu. Metalofyty jsou typické
zesilenim alespoil jedné z téchto drah, nic-
méné o molekularni podstaté vzniku a fun-
govani tolerance k tézkym kovim toho
donedavna nebylo pfili§ znamo.

Moderni metody molekularni a buné¢-
né biologie pfispély k objasnéni, jaky je
osud tézkych kova v rostlinnych tkanich
a ¢im se odlisuji metalofyty od svych neto-
lerantnich ptibuznych. Napomocny byly
pfedevsim dva druhy z ¢eledi brukvovitych
(Brassicaceae) — penizek modravy (Noccaea
caerulescens, diive Thlaspi caerulescens,
obr. 5) a fetisni¢nik Hallertv (Arabidopsis
halleri, d¥ive Cardaminopsis halleri), oba
blizce pfibuzné husenicku rolnimu (A. tha-
liana), pro ktery vytvofila védeckd komu-
nita nespocetné mnozstvi néastroji po-
tfebnych k detailnimu studiu. Oba druhy
snadeji pfitomnost kadmia a zinku, p¥i-
¢emz akumuluji velmi vysoké koncentra-
ce téchto prvkl v nadzemnich organech
(napf. fefisni¢nik Hallerdv hromadi v lis-
tech az 10 mg/g zinku v susiné, tedy pfi-
blizné 100x vice, nez je bézné).

Analyza genové exprese u fefisni¢niku
Hallerova odhalila vyrazné vyssi hladinu
transkriptu pro gen Heavy Metal ATPase 4
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5 Penizek modravy (Noccaea caerule-
scens, d¥ive Thlaspi caerulescens).
Foto P. Symon

6 Mezi hlavni objekty zajmu studia
tolerance k tézkym koviim patii silenka
nadmuta. Na snimku rostlina na haldé
pobliZ lokality Piesky u obce Spania
Dolina na Slovensku. Foto R. Hobza

(HMA4), ktery umoziiuje rostlinam trans-
portovat ionty kadmia a zinku do vodi-
vych a zpeviiovacich (vaskularnich) ple-
tiv kofene. Nasledné bylo zjisténo, Ze
HMAA4 je v genomu tohoto druhu pfitom-
na ve tfech kopiich (béZzné se u rostlin
vyskytuje jen jedna kopie genu HMA4),
coz zarucuje stabilni a vysokou expresi
proteinového transportéru. Podobna situa-
ce se ukézala také u penizku modravého,
kde tento gen najdeme v genomu dokon-
ce Ctytikrat. (Pozn.: v genomech eukaryot-
nich organismi, rostliny nevyjimaje, je
velké mnoZstvi genti duplikovano. Drtivou
vétsinu téchto pfipadua charakterizuje zvy-
$end hladina medidtorové RNA, mRNA,
duplikovaného genu —jde o tzv. efekt dav-
ky genti.) Dal3i sou¢ésti navazujici na pro-
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tein HMAA4 je neesencidlni aminokyseli-
na nikotianamin, pisobici jako chelatac-
ni ¢inidlo — véZe ionty kovu, které mohou
byt vaskuldrnim pletivem (xylémem) trans-
portovany do nadzemni ¢asti. Syntézu
nikotianaminu katalyzuji enzymy z rodiny
NAS (Nicotianamine Synthase), jejichz
exprese je v fefisni¢niku Halleroveé rovnéz
mnohem vy$si nez u netolerantniho huse-
nicku rolniho. K dalsim potencialnim kan-
didattim fadime proteinové transportéry,
pfenésejici zinek a kadmium z cytosolu do
vakuoly. Pravé pfenos kovu do vakuoly
miuze byt logickym findlnim krokem, jenz
zavrsi detoxikaci v nadzemnich orgdnech
rostliny. Nicméné stéle neni iplné jasné,
jak velkou mérou tyto transportéry k tole-
ranci prispivaji.

Jinym pfipadem je ale silenka nadmuta
(S. vulgaris, obr. 6), mimo jiné blizce p¥i-
buzné vyse zminéné silence dvoudomsé,
u které vznikly populace s toleranci vici
jednomu nebo i vice koviim (méd, zinek,
kadmium, nikl a kobalt). U populaci tole-
rantnich k médi byla pozorovana zvysena
exprese genu kédujiciho tzv. metalothio-
nein. Metalothioneiny jsou kratké protei-
ny s ¢etnym zastoupenim aminokyseliny
cysteinu, ktery vaze ionty tézkych kovi.
Vétsi mnozstvi metalothioneinti tak umoz-
fiuje ochranit rostlinné buriky. Nase labo-
ratof se v soucasné dobé zabyva popisem
regula¢nich mechanismt zodpovédnych
za toleranci k tézkym koviim, a to jak u si-
lenky nadmuté, tak u silenky dvoudomsé.
Vytvofili jsme prvni transkripéni databaze
téchto rostlin rostoucich v riznych kon-
centracich vybranych tézkych kovti. Nasim
cilem je identifikovat geny hrajici klico-
vou tlohu v metabolismu tézkych kovi
urodu Silene. Do jaké miry budou vysled-
ky uplatnitelné v sirsich souvislostech,
ukéZzou vytvorené transgenni rostliny vzda-
lenych druhti obsahujici geny tolerance
izolované ze silenek.

Vyzkum fefisni¢niku Hallerova, peniz-
ku modravého a silenky nadmuté ukazuje,
jak mechanisticky funguje tolerance k t&z-
kym kovim a jejich akumulace u téchto
druhi, ale zéroveri davéa nahlédnout, jaky-
mi evolu¢nimi procesy mohou v p¥irodé
vznikat adaptace k extrémnim podminkam.
Vysledky ziskané studiem téchto modelo-
vych organismt naznacuji, Ze za toleran-
ci k tézkym kovtim stoji odlisna regulace
gend, které se bézné v rostlinach vyskytu-
ji, a toiu netolerantnich druht. Napt. zvy-
Senou produkci proteinu HMA4 u Fefis-
ni¢niku Hallerova zptisobuji nejen zmény
v sekvenci promotoru genu HMA4, nybrz
i znasobeni poctu kopii tohoto genu v ge-
nomu. Jaké dalsi evolu¢ni disledky mize
takové zvySeni poctu genovych kopii pii-
nést, je predmétem pravé probihajicich
vyzkumnych program.

Vyzkum studia tolerance k téZkym koviim
u silenky dvoudomé je finan¢né podporen
projektem Grantové agentury Ceské repub-
liky 13-34962P.

Kolektiv spoluautort: Martina Kintlova,
Roman Hobza a Radim Cegan
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