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1. Uvod

Celosvétova populace se stale rozrlstd, na prelomu
tisicileti dosahla hranice 6 mld obyvatel a odhady pro rok
2025 mluvi jiz o 8,5 mld. Tento trend klade také stale vys-
$i naroky na zeméd¢lstvi, a to nejen co se tyce objemu
produkce, ale také jeji kvality. Zemédélstvi vsak mulze
vychazet pouze z omezenych zdroju. Podle udaji Svétové
banky c¢inila primérna plocha obdélavané zemédélské
pudy v roce 1961 0,44 ha na obyvatele planety, v roce
2002 klesla na 0,26 ha a vyhled pro rok 2050 hovori
o pouhych 0,15 ha (cit."). Zem&dglstvi a $lechténi tedy
stoji pfed nelehkym ukolem nasytit neustdle rostouci
mnozstvi lidi ze stale se zmensujicich zdroju.

Klasické slechténi sice zaznamenalo béhem uplynu-
Iych desetileti fady pokroku, pfesto se jiz v soucasnosti
priblizilo hranici svych moznosti, nebot’ u fady plodin bylo
dosazeno hranice biologického vynosu. Naopak nové po-
znatky genetiky a molekularni biologie nabizeji zcela nové
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moznosti v tvorbé novych, tzv. geneticky upravenych ne-
bo-li transgennich odrid zemédé€lskych plodin. Pfimé
Slechténi na vynos je kvili charakteru komplikovaného
genetického zalozeni tohoto znaku v soucasnosti stale jesté
obtizné, ale existuje celd fada moznosti, jak ovliviiovat
znaky a vlastnosti majici na kone¢ny vynos a kvalitu rost-
linné produkce vyznamny vliv. Jednd se napt. o kvalitativ-
ni zmény spektra aminokyselin a bilkovin, vlastnosti
umoznujici jednodussi a levnéjsi péstovani, zvySovani
odolnosti rostlin vii¢i suchu, mrazu ¢i zasoleni pud. Vy-
znamnym Cinitelem je odolnost rostlin vici biotickym
stresim. Ztraty a poskozeni zplsobené rtiznymi Skddci,
houbovymi, bakteridlnimi a virovymi chorobami silné
zat&zuji ekonomiku rostlinné vyroby'2. Ochrana rostlin ma
kromé ptimého vlivu na vysi produkce také vliv na renta-
bilitu péstovani a zdravotni nezavadnost potravin ¢i krmiv.

2. Integrovana ochrana rostlin

Integrovana ochrana rostlin predstavuje moderni trend
v boji proti chorobam a $kiddciim, jejiz soucasti je i tvorba
rezistentnich odrid. Moznosti klasického Slechténi jsou
vSak znaCné omezené, zejména v piipadech, kdy je re-
zistence zalozena kvantitativn€, geny rezistence jsou loka-
lizovany na vice lokusech a Casto jesté nejsou identifiko-
vény. Slechtitelsky pokrok je proto velice zdlouhavy
a neodpovida pomérné rychle se ménicim potfebam pésti-
tele. Velmi perspektivni alternativu v podobé moznosti
zamérného vneseni gend kvalitativniho charakteru predsta-
vuji techniky rekombinantni DNA — transgenoze. Z S§iro-
kého okruhu rostlinnych $kidct je hlavnim predmétem
zajmu hmyz, nebot’ se jedna o nejpocetnéjsi skupinu skid-
cl v zemeédéelstvi. Transgenoze umoziluje jiz nyni pomeérné
vysoce specificky vymezit okruh cilovych skupin hmyzu,
na néz technologie (genovy produkt) pfednostné pulisobi,
zatimco jiné zUstavaji prakticky nedotéeny. Néazornym
prikladem jsou rostliny s vnesenymi geny pro & (delta)-
endotoxin Bacillus thuringiensis, které jiz dosahly znacné-
ho rozsifeni v zemédélské praxi (napf. tzv. Bt-kukufice,
Bt-bavlnik). Navic vyuzitim vhodnych promotord, vyme-
zujicich misto a dobu projevu vlozeného genu v rostling
jakoz i miru jeho exprese, je potencialni rizikovost modifi-
kovanych plodin dale vyrazné snizena. K vyctu pozitiv
dané technologie je tfeba uvést i snizeni zatéze zivotniho
prostiedi v dasledku omezeni ¢i Gplné absence postiikl
insekticidnimi pfipravky. Hmyz je Casto také pfimym vek-
torem dalSich onemocnéni, ¢i jim svym plsobenim otevira
a ulehéuje cestu do rostlinného t&la’. Nepiimo je tak ovliv-
néna kvalita rostlinné produkce a potravin z ni vyrobe-
nych. Napt. v ptipadé¢ Br-kukutice bylo jiz nezvratn€ pro-
kéazano, ze jeji zrna obsahuji az o0 60 % méné kancerogen-
nich mykotoxinl nez bézna kukufice, u které jsou hmyzem
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poskozena zrna napadana houbami®.

Bé&hem evoluce se u rostlin vyvinula fada obrannych
mechanismt vici Skodlivym organismim. VétSina jich je
soustfedéna do semen a jsou aktivovany konstitutivné
nebo indukované po napadeni ¢i onemocnéni. Jedna se
pfevazné o latky bilkovinné povahy. Nejzndméjsi rostli-
nam vlastni obranné proteiny jsou lektiny, ribosomy inak-
tivujici proteiny, inhibitory proteolytickych enzymi, gly-
kosidasy, chitinasy ¢&i  arcelininy’. Rostliny jsou
v neustalém kontaktu s okolim a jejich vztahy se Skodlivy-
mi Ciniteli se neustale vyvijeji a méni. Obranné bariéry
rostlin jsou Casem prekondny a je tfeba vyvinout si novy
zpusob ochrany, ktery je opét posléze piekonan.

Transgenni rostliny odolné vii¢i biotickym
strestim

Rostliny vytvofené postupy genového inZenyrstvi,
oznacované jako geneticky modifikované vyssi rostliny
(GMVR), predstavuji kvalitativné novy pfispévek do mo-
zaiky integrované ochrany rostlin’. GMVR mohou efektiv-
n¢ nahradit, a vyzkum a praxe potvrzuji, Ze skute¢né na-
hrazuji, konven¢né pouzivané agrochemikalie. Nicméné
i v této oblasti vyvstavaji otdzky mozného negativniho
vlivu v disledku dané genetické modifikace. Konkrétné se
jednd o moznost zrychleni selekce rezistentnich populaci
skadct & ras patogennich hub® K vyraznému omezeni
téchto rizik u hmyzu byly jiz vyvinuty a do praxe zavede-
ny ucinné strategie vyuZzivajici tzv. refugii, kdy na polich
vedle odolnych GMVR plodin musi byt souc¢asné péstovan
1 ur€ity podil béznych (citlivych) odrid, které udrzuji do-
statecnou zasobu citlivych forem hmyzu. Ty se pak kiizi
s ojedinéle se vyskytujicimi odolnymi jedinci
z transgennich® poli. Jejich potomstvo je obvykle opét
nachylné a tak je oddéalen nastup rezistentnich forem hmy-
z’.

Ochrana plodin viéi biotickym stresim je jednim
z hlavnich objektd zajmu transgenoze rostlin a v soucas-
nosti pfedstavuje velmi intenzivné feSenou problematiku.
Ziskat ¢i vytvorit transgenni plodinu vsak vyzaduje splnéni
nékolika zakladnich pozadavki jako jsou:
existence vhodného cilového genomu,
dostatecna charakterizace kandidatského genu a exis-
tence vektoru pro jeho vneseni,
existence postupti pro kultivace explantatovych kultur
daného objektu a Gcinny regeneracni systém,
moznost modifikovat cizi gen a zvySovat ¢i usmério-
vat tim jeho expresi,
identifikace a
gennich) bunék,
charakterizace potencialné¢ transformovanych rostlin
na molekularni urovni.

Pokud jsou tyto pozadavky jednou splnény, stava se
produkce transgennich plodin nesoucich rozlicné nové
geny takika rutinni zalezitosti. V minulosti byly vypraco-
véany postupy pro transformaci fady modelovych i kultur-

selekce transformovanych (trans-
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nich rostlin®. Zavedeni transgenni odriidy do praxe pred-
chazi splnéni celé fady dalSich naroénych kritérii’.

Do dnesniho dne bylo vyvinuto mnoho postupi, jak
vpravit cizorodou DNA do rostlinného genomu. Zdaleka
transformace nukleovou kyselinou a transgenoze pomoci
bakterii Agrobacterium tumefaciens. V prvnim piipad¢ je
plasmidova DNA nesouci pozadované geny nanesena na
Castecky inertniho kovu (nejéastéji zlato ¢i wolfram)
a pomoci riznych vysokotlakych zafizeni je ,,vstielovana®
do cilové tkang & shluku bungk®. Druhy zptisob spogiva ve
vyuziti pfirozeného jevu, kdy bakterie A. tumefaciens je
sama o sob& schopna vnést ¢ast své DNA (tzv. T-DNA —
transferred DNA) nesené na plasmidu Ti (tumor inducing)
do rostlinného genomu’ . Metodami molekularni biologie
je mozno pomérné snadno tuto T-DNA upravovat a vnaset
tak do rostliny rizné geny.

Prvni transgenni rostliny tabaku byly ziskany v roce
1984 a od té doby byly ziskany transgenni rostliny od vice
uvedeni do péstitelské praxe. Pro predstavu o rozvoji pés-
tebnich ploch GMVR odrd, prvni transgenni plodiny
zacaly byt velkoplosné péstovany v r. 1996, v roce 2000
plocha péstovanych GMVR plodin dosahovala 44,2 mil ha
(cit.*) a v r. 2004 jiz 66,7 mil ha. Odhady pro letoni rok
predpokladaji az 88 mil ha (zdroj ISAAA 2004, cit.”). Co
se tyce plodin odolnych proti hmyzu, nejvétsiho rozsifeni
se dockaly rostliny exprimujici gen pro d-endotoxin z bak-
terie B. thuringiensis. Osevni plochy téchto B#-plodin celo-
svétoveé neustale rostou, nicméné vyzkum rezistence neu-
strnul pouze na tomto jednom Uspé$ném typu a pokracuje
i jinymi sméry. Mnoho dalSich genovych produkti ovliv-
nuje vyzivu a fyziologii Skidcl a jsou tedy potencidlné
vyuzitelné pro transgenozi rostlin. Pfedmétem zajmu jsou
jak rostlindm vlastni latky (inhibitory proteas, chitinasy,
ruzné sekundarni metabolity ¢i lektiny), tak i latky bakteri-
alniho pdvodu ¢i odvozené od genové vybavy vysSich
zivoCichl. Pravé inhibitory proteas rizné¢ho pivodu jsou
intenzivné zkoumanou skupinou potencialné insekticid-
nich & antifungalnich latek'.

4. Inhibitory proteas

Proteolytické enzymy katalyzuji §tépeni molekuly
bilkoviny na mensi fetézce a posléze az na jednotlivé ami-
nokyseliny. Rozlisuji se ¢tyfi hlavni skupiny proteas: seri-
nové proteasy obsahujici v aktivnim centru aminokyselinu
serin, cysteinové obsahujici cystein, aspartatové se zacle-
nénym zbytkem kyselina aspardgové a metaloproteasy
obsahujici ve svém aktivnim centru kovové ionty Zn*',
Ca® & Mn*" (cit.").

Proteolyza je klicovy proces vsech zZivych organismi,
a proto musi byt presné regulovana. Nepiekvapi tedy exis-
tence prirozen¢ se vyskytujicich inhibitort proteas (PI)
rizného ptivodu, které se klasifikuji podle cilovych enzy-
md, které inhibuji.

V rostlinach zastavaji PI rizné funkce, napt. v zasob-
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nich orgénech ¢i pii regulaci proteolytické aktivity. Podile-
ji se také na regulaci mnoha vyvojovych procest véetné
programované bunécné smrti a v neposledni fadé tvori
vyznamnou slozku obrannych mechanismi rostlin vici
hmyzu a patogenim. V rostlinach se cCasto vyskytuji
v prekvapivé vysokych koncentracich'’. Syntetizovany
jsou bud’ konstitutivné nebo jako odpovéd’ na praveé vznik-
1¢ poskozeni &i probihajici napadeni'.

Prvni naznaky poukazujici na moznou roli PI v obra-
né rostlin se objevily jiz v roce 1947. Mickel a Standish''
pozorovali, ze pokud jsou larvy rozliéného hmyzu udrzo-
vany na extraktech sdji, tak ztraceji schopnost normalniho
vyvoje. Posléze byl prokazan toxicky efekt inhibitoru
trypsinu so6ji na larvy brouka Tribolium confusum. Poté
byla identifikovana cela tada podobnych latek, je-
jichz insekticidni ucinky byly prokdzany jak v in vitro
testech na stfevnich enzymech hmyzu, tak i in vivo na
Zivém hmyzuz.

Z metodického hlediska skytaji geny kodujici PI jed-
nu vyznamnou vyhodu. Lze je pomérné jednoduse piena-
Set z jednoho rostlinného (¢i zivocisného) druhu do druhé-
ho a docilit jejich exprese v nové rostlin€ za pouziti jejich
jiz stavajicich regula¢nich mechanismi, ¢i pod kontrolou
soubézné vnesenych promotorii. Timto zpisobem Hilder
aspol.'> v roce 1987 transformovali tabak genem pro inhi-
bitor trypsinu z bobovité rostliny vigny a navodili tak jeho
zvySenou odolnost viéi Sirokému spektru hmyzich skidci.
Doposud nebyl potvrzen negativni uc¢inek nového genové-
ho produktu na vyssi organismy. Nekteti autofi se dokonce
domnivaji, ze vzhledem ke svému charakteru (jsou bohaté
na lysin a cystein) mohou PI zlepSovat nutri¢ni hodnotu
rostlin®?.

PI vykazuji velmi Siroké spektrum inhibiéni aktivity
vaci mnoha organismiim, jako napt. had’atkiim, jsou rovnéz
schopny potlacit zrani spor a riist mycelia n€kterych houbo-
vych patogenti. VSechny tyto vlastnosti predstavuji PI jako
vhodnou skupinu latek vyuzitelnou pro tvorbu transgennich
odrid polnich plodin. Navic transformace rostlin geny pro
PI neni zajimava pouze z pohledu produkce odolnych rost-
lin jako takovych, ale i z pohledu vyuziti rostlin jako
Htovaren® vyrabéjicich inhibiéni proteiny vyuzitelné i pro
jiné éely v ostatnich oblastech lidské &innosti’.

4.1.1. Inhibitory serinovych proteas

Role PI serinovych proteas jako defenzivni slozky
ochrany rostlin je jiz pomérné¢ dlouho znama. Serinové
proteasy nejsou ve veétSim mnozstvi vyuzivany v procesech
primarniho metabolismu a tudiz pfitomnost velkého mnoz-
stvi inhibitorti pravé téchto enzymu vylucuje jejich jakou-
koli roli v regulaci vnitfnich pochodl rostlin. Inhibitory
serinovych proteas byly popsany v mnoha rostlinnych
druzich a rostlinné PI vykazuji ur¢itou podobnost. Nejvice
prozkoumanou skupinou jsou inhibitory trypsinu. Pomérné
snadné dostupnost trypsinu a snadné méfeni jeho katalytic-
ké aktivity vedly k tomu, Ze PI serinovych proteas se staly
pfedmétem mnohem intenzivnéjSiho zkoumani nez dalsi
zastupci PI, nicméné ziskané poznatky jsou uspésné apli-
kovatelné nejen na celou skupinu PI serinovych proteas,
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ale i na ostatni tfidy PI. VSechny inhibitory vySe zminéné
skupiny jsou kompetitivni inhibitory.

Serinové proteasy byly nalezeny v zazivacim traktu
mnohych zastupci hmyzu, zejména fadu motyli Lepi-
doptera, ktery zahrnuje celou fadu vyznamnych skudci
rostlin. Mnoho téchto travicich proteolytickych enzymu je
ovlivitovano pravé PI serinovych proteas, jejichz optimalni
pH prostiedi 9-11 koresponduje s obvyklym pH sttevniho
traktu fady zastupci Lepidoptera. Antinutri¢ni Gcinek byl
demonstrovén celou fadou pokusi’.

4.1.2. Inhibitory cysteinovych proteas

Pti izolacich stfevnich proteas z larev hmyzu zavijece
Callossobruchus macalatus a mSice Zabrotes subfaceatus
byla odhalena, mimo jiné, téz pfitomnost cysteinovych
proteas. Podobné proteasy byly izolovany také ze stfev
nékolika dalSich hmyzich druhd. VSechny byly inhibovany
jak syntetickymi, tak i pfirozené se vyskytujicimi PI
a jejich prislusnost k dané tfidé byla posléze potvrzena
fadou testd. Optimalni pH cysteinovych proteas je v neut-
ralni az mirné kyselé oblasti (pH 5-7).

Pokrocilymi postupy enzymologie poslednich let byla
identifikovana celd fada inhibitorti proteas, jako napft. al-
pin. PI cysteinovych proteas byly popsany v fadé rostlin-
nych druhfi, napf. u bramboru, vigny, avokada ¢i papaji.
Nejvice prostudovany je PI pochazejici z ryze, tzv. oryza-
cystatin.

4.1.3. Inhibitory aspartdtovych proteas a metaloproteas

Znalosti o této skupiné enzymi u hmyzu jsou ve srov-
néani se dvéma piedeslymi nesrovnateln€ mensi. Aspartato-
vé proteasy byly nalezeny spolu s cysteinovymi u Sesti
zastupcl skupiny ploStic Hemiptera. Nizké pH stfevniho
prostiedi zastupct skupin broukti Coleoptera a Hemiptera
pfedstavuje mnohem vhodnéjsi podminky pro aspartdtové
proteasy nez vysoké pH (8—11) stfev vétSiny ostatnich
druhd. V siln€ zésaditém prostiedi ztraceji svou aktivitu.
U rostlin byly doposud charakterizovany dvé skupiny PI
metaloproteas, rodina PI metalo-karboxypeptidas
z bramboru a rajcat a skupina cathepsin D PI brambor.

4.2. Mechanismus toxického plisobeni
PI na hmyz

Presny zpisob, jakym PI pracuji, je stale pfedmétem
intenzivniho vyzkumu. Ziskané znalosti o projevech
a regulaci inhibitorti pochézejicich =z rostlin, Zivocicht,
mikroorganismtl, ale i tfeba z virt, ptispély k vyvoji ¢i
modifikaci celé fady postupti v mediciné ¢i zemédélstvi,
vyuzivajicich pravé PI.

Obecné 1ze konstatovat, ze sekrece proteolytickych
enzyml ve stfevé hmyzu je ovliviiovana spiSe obsahem
bilkovin v pfijimané potravé, nez jejim celkovym mnoz-
stvim'®. Sekrece proteas je indukovéna dvéma odlisnymi
cestami. Jedna se o pfimé pulsobeni slozek potravy
(hlavné bilkovin) na epitelidlni bunky stieva hmyzu nebo
0 hormonalni regulaci iniciovanou piijmem potravy. Mo-
delové studie odhalily, Ze pfijem potravy stimuluje syntézu
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a sekreci travicich enzymi z epitelidlnich bunék zadni
Casti  stfedniho stfeva. Enzymy jsou pak uvolnény
z membranové asociovanych komplext a nasledné odd¢le-
ny v podobé vackl, které jsou postupné spojova-
ny s cytoskeletem. Peptidasy jsou vylouceny do ektoperi-
trofického prostoru v epitelu, ze kterého prostupuji
transversalné do stfevniho lumen. Zde pak degradu;ji bilko-
viny stravy. PI inhibuji proteasovou aktivitu téchto travi-
cich enzymt a snizuji tak mnozstvi proteinu, které muize
byt straveno. Inhibice proteas zaroven vede k nadprodukci
travicich enzymi, coz ma za nasledek vyCerpani rezerv
sirnych aminokyselin. V krajnim piipadé je vysledkem
vSech téchto pochodt oslabeni hmyzu, jeho omezeny vy-
voj a Casto smrt’.

Travici proteolytické enzymy rdznych fadi hmyzu
vétSinou nalezeji k nékteré z hlavnich skupin proteas. Za-
stupci skupin Coleoptera a Hemiptera vykazuji ptitomnost
prevazné cysteinovych proteas, zatimco pfislusnici motyla
Lepidoptera, blanokiidlych Hymenoptera, ,kobylek*
Orthoptera a dvoukiidlych Diptera vyuZzivaji spiSe serino-
vych enzymi. Uéinek PI na hmyz nemusi byt vzdy inhibi-
ce proteolytické aktivity. Nedavné studie prokazaly, ze
miiZe také dojit ke vzniku zpétné vazby. Cilovy hmyz totiz
Casto disponuje dvéma ¢i vice odliSnymi skupinami travi-

Lo 1

naopak ne. Vysledkem pusobeni PI na jedince disponujici-
ho takovouto enzymovou vybavou pak miize byt pfednost-
ni produkce Pl-rezistentnich proteolytickych enzyma'>'¢.

Zplsob, jakym se PI vaZi na cilové travici enzymy, se
zdéa byt pro vSechny Ctyii skupiny stejny. Inhibitor se na-
véaze na aktivni centrum enzymu a vytvoii komplex o vel-
mi malé disocia&ni konstanté (107 az 10" M pfi neutralnim
pH). Tim efektivné blokuje aktivni centrum. Jedna se
o kompetitivni inhibici. Stfevni proteasy nejsou jedinou
skupinou latek ovliviiovanych PI, omezena je aktivita
mnoha dalSich enzymu, vodni rovnovaha, a nékteré dalsi
fyziologické pochody®.

4.3. Regulace inhibitord proteas

Inhibitory proteas, které se v rostlinach akumuluji
jako odpovéd’ na poranéni, byly jiz v minulosti dostate¢né
charakterizovany. Prvni prace s témito inhibitory u bram-
inhibitor initiation factor) uvolnény v odpovédi na porané-
ni ¢i poSkozeni rostliny je tou slou¢eninou, ktera uvoliuje
sled d&ji vedoucich k syntéze PI (cit."”).

Dnes se usuzuje na to, Zze produkce PI je fizena okta-
dekanovou dréhou, kterou je mimo jiné zprostfedkovén
rozklad kyseliny linolenové na mnoho vyslednych produk-
td, z nichz jednim je kyselina jasmonova (JA). Tyto po-
chody ve svém dusledku vedou k indukei exprese gent
kodujicich PI. Zajimava je také funkéni souvislost
s poranénim. Za odezvu na poranéni rostlin jsou zodpo-
veédné Ctyfi systemicky plsobici faktory, signalni latky
systemin, kyselina abscisovd (ABA), hydraulické signaly
a elektrické signaly'. Molekuly signalnich latek jsou
transportovany od mista poranéni vodivymi pletivy rostli-
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ny. Prvni zéastupce, systemin, peptid obsahujici 18 amino-
kyselin, byl intenzivn€ zkoumdn u rajcete, v jehoZ porané-
nych listech byla siln¢ indukovéana exprese gent koduji-
cich PI. Oproti tomu, transgenni rostliny, které exprimova-
ly protismyslovou (,,antisense*) cDNA prosysteminu, vy-
kazovaly podstatné sniZeni syntézy PI a nasledn¢ i sniZeni
odolnosti rostliny vi¢i hmyzim $kidcim'®. Je znamo,
ze v odpovédi na poskozeni hmyzem ¢i patogenem syste-
min rajcete reguluje expresi asi 20 obrannych gent a také
aktivuje signalni drahu, béhem které je kyselina linolenova
uvolnéna z membranovych struktur a konvertovana na JA.
Povrchovy receptor systeminu (160 kDa), indukovany
poranénim, reguluje intracelularni kaskadu zahrnujici de-
polarizaci plazmatické membriny a otevieni iontovych
kanalil. Vysledkem je zvy$eny obsah intracelularniho Ca®’,
ktery aktivuje mitogenem aktivovanou fosfokinasu (MAP
kinasu) a fosfolipasu A. Tyto rychlé zmény ve svém du-
sledku vedou k uvolnéni kyseliny linolenové
z intracelularnich membran, a zifejm¢ i z plazmatické
membrany, a jeji konverzi na JA, silného aktivétora expre-
se obrannych gend rostliny®®. Dalsi prace na rajéeti proka-
zaly, ze ke zvySeni hladiny jasmonatu dochazi souhrou
poranéni rostliny, plisobeni systeminu a riznych oligosa-
charidt, vznikajicich degradaci pektinu, napf. ptisobenim
polygalaktorunasy. Uloha jasmonatu jako agens odpovida-
jiciho na poranéni rostliny a zvySujiciho lokalni ¢i syste-
mickou expresi PI byla prokdzina u mnoha rostlinnych
druhi*'. Objev konzervativniho motivu v promotoru PI-
[IK bramboru, tzv. G-boxu (sekvence CACGTGG), ktery
je indukovan JA, tuto myslenku jen déale podporuje. Dalsi
studie na modelovych objektech potvrdily vyznamnou roli
rostlinnych rustovych regulatorii, napt. ABA, v pifenosu
signalu poranéni. Hladina ABA a paraleln€ s ni i syntéza
PI se zvysuje v odpovédi na poranéni, elektrické signaly,
tepelné Soky nebo aplikaci systeminu®. Presto se viak
usuzuje pouze na okrajovou roli ABA v indukci tvorby PI,
nebot’ bylo experimentalné prokazano, Ze i velmi vysoké
koncentrace ABA (100 mM) indukovaly pouze slab¢ tran-
skripci mRNA PI (cit.>).

Je zcela zfejmé, Ze drahy prenasejici informace
o poranéni a obranné drahy se znacné piekryvaji. Exprese
poranénim a JA indukovanych genti miize byt pozitivné ¢i
negativné regulovana ethylenem ¢i kyselinou salicylovou
(SA). Obe¢ slouceniny jsou soucasti obranné drahy induko-
vané patogenem. Stimulujici efekt JA a tlumici efekt ethy-
lenu byly prokazany ve studiich na modelech Arabidopsis
thaliana® a Griffonia simplicifolia®.

V nékterych ptipadech jsou rostliny schopny ,,vzdat®
se jednoho obranného mechanismu ve prospéch jiného.
Napft. SA a jeji methylester jsou slouceniny silné navozuji-
ci tzv. systémové ziskanou rezistenci rostlin jako reakci na
napadeni nekteré jeji Casti patogenem. Nicméné nemusi
tomu tak byt vzdy. V nékterych pfipadech mize SA potla-
Cit obranu rostliny cestou nafedéni a zeslabeni oktadekano-
vé drahy, zatimco jeji methylester ptisobi opacné, ve pro-
spé€ch obrannych mechanismi rostliny. V neddvné dobé&
byla identifikovana cela fada podobné se chovajicich drah,
zdaleka vSak nebyly pln¢ charakterizovany. Komponenty
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Tabulka I
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Nekteré hmyzu odolné transgenni rostliny exprimujici geny pro inhibitory proteas ZivociSného a rostlinného pivodu

(piehled Schuler a spol., 1998, cit.®)

PI Cilovy hmyz Transformované rostliny
Anti-chymotrypsin z Manduca sexta Homoptera bavlnik, tabak
Anti-elastasa z Manduca sexta Homoptera vojtéska, bavinik, tabak
o-Antitrypsin (al AT) Lepidoptera brambor

Antitrypsin z Manduca sexta Homoptera bavlnik, tabak

Hovézi pankreaticky inhibitor trypsinu
PI ze sleziny

C-1II (PI s6ji)

CMe (inhibitor trypsinu je¢mene)
CMTI (inhibitor trypsinu dyn¢)

CpTI (inhibitor trypsinu luskovin)

Lepidoptera

Lepidoptera

MTI-2 (PI hoi¢ice)

OC-1 (PIryze)

PHV (PI soji)

Pot PI-I (PI I bramboru)
Pot PT-I (PI II bramboru)

Lepidoptera

Lepidoptera

SKTI (Kunitzdv inhibitor trypsinu soji)  Lepidoptera
PI I rajcete Lepidoptera
PI I rajcete Lepidoptera

Lepidoptera, Orthoptera

Coleoptera, Lepidoptera

Coleoptera, Lepidoptera

Coleoptera, Homoptera

Lepidoptera, Orthoptera
Lepidoptera, Orthoptera

salat, petunie, brambor, tabdk, jetel plazivy
brambor

tepka, topol, brambor, tabak

tabak

tabak

jablon, fepka, salat, brambor, ryze,
jahodnik, slunecnice, sladké brambory,
tabak, rajce

Arabidopsis, tabak

fepka, topol, tabak

brambor, tabak

petunie, tabak

tabak, salat, ryze, bfiza

brambor, tabak

vojtéska, tabak, rajce, lilek

tabak, rajce

téchto drah jsou vétSinou zaloZené na reverzni fosforylaci,
pochodech regulovanych vztahy vapnik/kalmodulin a pro-
dukci aktivniho kysliku®.

4.4. Transgenni rostliny exprimujici
inhibitory proteas

Zjisténi, ze v n€kterych rostlinach piirozené se vysky-
tujici PI mohou potlacit ¢innost travicich enzymt hmyzu,
vedlo k myslence vnést kodujici sekvence PI do genomu
zemédélsky vyznamnych plodin, ¢i zvysit expresi v rostli-
n¢ jiz ptitomnych PI. Prvnim GspéSnym pienosem genu
kodujiciho PI byla v roce 1987 publikovana transformace
tabaku genem pro inhibitor trypsinu z bobovité rostliny
vigny.

Doposud bylo pro transgenozi rostlin pouzito asi
14 genti kodujicich PI. Pfevazné Slo o inhibitory serino-
vych proteas pochazejici z Celedi bobovitych Fabaceae,
lilkovitych Solanaceae a lipnicovitych Poaceae. Cileny
byly ptevazné proti zastupcim hmyzu skupiny Lepidopte-
ra, ale také proti nékterym skiidcim zastupujicich rady
Coleoptera a Orthoptera. Predmétem zajmu vSak nejsou
pouze geny pro PI pochézejici z rostlin, ale téz geny pro PI
zivocisného pavodu. Struény piehled o uspésné transfor-
movanych rostlinach sekvencemi PI podava tabulka 1.

Ackoliv hlavnim objektem zdjmu je hlavné¢ hmyz,
inhibitory proteas vykazuji i aktivitu vii¢i houbovym pato-
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genum, virim ¢i had’atktim. Inhibitory serinovych proteas
potlacovaly rust polyfagni houby Botrytis cinerea, ptivod-
ce onemocnéni luskovin Fussarium solani f. sp. pisi, ¢i
patogena brukvovitych Alternaria brassicicola®. PI cys-
teinovych proteas pochézejici z ryze exprimovany
v transgennim tabaku zvySoval odolnost vici potyvirGim,
viru lepivosti tabdku a Y viru brambor. Proti viru mozaiky
tabaku vak PI cysteinovych proteas nebyl u¢inny®®. Inhi-
bitory pfevazné serinovych a cysteinovych proteas byly
s uspéchem pouzity pro tvorbu transgennich rostlin odol-

nych vici ndkterym hadatkim®-°.

5. Zavér

Prestoze byly identifikovany geny kodujici celou fadu
PI pochazejicich z riiznych organismd a bylo jimi transfor-
movano mnoho druhd rostlin, vyvoj tohoto typu transgen-
nich rostlin je stale jesté na svém pocatku. Vyzkum pouka-
zal na celou fadu limitujicich a ¢asto i negativnich faktort
v soucasnosti omezujicich §irsi vyuziti transgennich plodin
exprimujicich PI a dodnes nebyla Zzadna takova rostlina
uvolnéna pro komeréni praxi.

Vyznamnym omezenim rychlej$iho vyvoje této strate-
gie GM rostlin je nesmirna variabilita travicich proteas
hmyzu, kdy je odhadovano, ze ve stievé se vyskytuje vice
nez jeden tisic rozdilnych enzymd. Je tedy nemozné ovliv-



Chem. Listy 100, 501-507 (2006)

nit expresi jednoho PI viechny proteasy hmyzu®. Pro navo-
zeni odolnosti transgennich rostlin tedy bude nezbytné
vnaset vice gend pro P, li§icich se v mechanismu piisobe-
ni ¢i geny pro dalsi insekticidni latky. Hmyz je navic scho-
pen kompenzovat inhibici jednoho proteolytického enzy-
mu vyuzitim jiného, ktery neni ovlivnén®', ¢i jednoduse
prejit na produkei enzymi k PI necitlivych®*°. V nékte-
rych pfipadech byl dokonce pozorovan opacny efekt ex-
prese PI v transgenni rostlin€ neZ snizeni jejiho poSkozeni.
Skodlivy hmyz sice vykazoval inhibici proetolytickych
enzymt, tuto si vSak kompenzoval jednoduse tim, ze zkon-
zumoval vice rostlinné hmoty”"*. Letalni uginek PI také
neni vzdy 100%, Casto dochdzi pouze ke zpomaleni vyvoje
hmyzu ¢&i snizeni jeho plodnosti®.

Z hlediska praktického vyuziti je nezanedbatelnou
otazkou také mozny nezédouci vliv rostlin exprimujicich
PI na necilové organismy. At uz se jedna o ptimou konzu-
maci rostlinnych ¢asti obsahujici PI ¢i o potravni vztahy
predatorii a jejich potravy, které byly vystaveny uc¢inkdm
PI, nelze tuto skutecnost piehlizet**2. Rostliny exprimuji-
ci PI jsou pfedmétem hodnoceni potencialnich rizik stejné
jako vSechny ostatni transgenni plodiny uvolnéné do pro-
sttedi nebo u kterych je jejich uvolnéni planovano™**.
Potencialni rizika PI pro zivocichy a ¢lovéka nebyla zatim
podrobnéji studovana vzhledem k tomu, ze vyzkum se
doposud zaméfoval pouze na aspekty spojené s vyvojem
metodik a studium mechanismid u€inku vici cilovym sku-
pindm organismu.

Efekt a vyuZiti transgennich rostlin exprimujicich PI
nelze doposud srovnavat napt. s Bt-rostlinami, nebot’ vy-
zkum v oblasti PI probihd nesrovnateln€ krat§i dobu.
Dodnes publikované vysledky vsak poukazuji na to, ze PI
budou v budoucnu jednim ze zptsobi efektivni kontroly
Skodlivych ciniteld a najdou si své misto v integrované
ochrané rostlin.

Prace vznikla za podpory grantii Ministerstva Skol-
stvi, mladeze a télovychovy CR MSMT 1POSMES00
a MSM 60076658-06 a Grantové agentury CR GA CR-31/
HI60.
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cial Faculty, University of South Bohemia, Ceské Budéjo-
vice): Protease Inhibitors, Mode of Action and Perspec-
tives for Plant Transgenosis

Contemporary cultivation of field crops utilizes new
findings of biotechnologies, specifically recombinant
DNA and transgenous techniques to an ever-increasing
extent. Transgenic plants enriched in various new genes
already became common practice in agriculture of a num-
ber of developed but also developing countries. The re-
search in this field intensively grows, also entirely new
directions, in addition to already proved gene manipula-
tions, are the subject of interest. The contribution deals
with classification and function of some protease inhibitors
utilizable in transgenosis of plants. It concentrates also on
the aspects associated with possible use of their recom-
bined genes in enhancement of resistance of plants to in-
sect pests and some pathogens. Some examples are given
of important transgenic plants which already express genes
for most important protease inhibitors.



