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Abstrakt

Deficience vitaminu A je dlouhodobym problémem ovliviiujicim populaci prede-
v$im nejchudsich zemi svéta. Poji se s ni mnozstvi zdravotnich problému (kvalita zraku,
nachylnost k infekcim). Vitamin A je pfirozené doplnovan z potravy, v chudych oblas-
tech je ov§em omezena moznost pestrého stravovani, tedy chybi zdroje bohaté na mikro-
ziviny. Mistni populace je tak zavisla na n¢kolika mélo zemédélsky vyuzivanych plodi-
nach. Udrzitelnou cestou ke zlepSeni je péstovani biofortifikované ryze, kukutice, batatu,
bananu, ¢iroku nebo manioku. Tyto plodiny se souhrnné oznacuji jako ,,zlaté potraviny*,
nebot’ je pro né typické zluté az oranzové zabarveni duziny.

V predlozené praci se nejprve detailnéji vénuji popisu biosyntézy provitaminu A
problematiky jeho deficience. Déle jsem na zéklad€ nastudované odborné literatury zpra-
coval soucasné znalosti tykajici se konstrukei zlaté ryze a dalSich plodin, konzumovanych
prevazné v chudych oblastech svéta. Pro kazdou z nich byla popsana metoda Slechténi
mifici k vy$§imu nahromadéni B-karotenu v konzumovanych ¢astech rostlin. Pouzité me-
tody byly bud’ pfevazné konvencni a obohacena rostlina se ziskala tradi¢nim Slechténim
(batat), nebo byly vyuzity vyhradné zdsahy genového inZenyrstvi, protoze klasické me-
tody byly nemozné ¢i vysoce neefektivni (banan, ryze, maniok, ¢irok). Upravena kuku-
fice mize vznikat vhodnou kombinaci obou pfistupti.

V zavéru prace se dotykam i kontroverze obklopujici genové inZenyrstvi a zpo-
chybniyjici jeho uzitecnost, véetné zminky o konkrétnich protestnich akcich, a predkla-

dam argumenty na podporu nékterych genetickych zasahu.
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Abstract

Vitamin A deficiency is a long-term issue influencing mainly the population of
poor countries. It causes a number of health problems (eyesight quality, susceptibility to
infection diseases). Vitamin A is obtained naturally from food, however in poor countries
there is a lack of varied diet rich in micronutrients. Local population is dependent on a
few crop types actually planted and harvested is such regions. A sustainable way to im-
prove this situation is growing of biofortified rice, maize, sweet potato, banana, sorghum,
or cassava. These crops are called “golden crops” for their specific yellow to orange color.

In the thesis, I thoroughly describe the biosynthesis of Provitamin A and the issue
of its deficiency. Based on studied literature, I have compiled the currently known infor-
mation about the production of golden rice and other golden crops consumed mainly in
poor countries. There is a breeding method aiming at increasing the level of B-carotene
in consumed parts of plants described for each particular crop type. Described methods
are either conventional when the enriched plants are obtained through traditional breeding
(sweet potato), or processes of genetic engineering are applied because of the insuffi-
ciency or impossibility to use conventional methods (banana, rice, cassava, sorghum).
Enriched maize can be produced by a combination of both.

In final part of the thesis, I address the controversy surrounding genetic engineer-
ing and putting in doubt of its beneficial effects. I also mention some specific protest

actions and offer some arguments supporting some aspects of genetic interference.
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1 Uvod

Podle dat z roku 2020 se v potravinové nejistoté nachazelo az 1,25 miliardy lidi,
z toho ptimo hladem trpé€lo 690 milionii (FAO a kol., 2020). Celosvétovym zdjmem je
bojovat proti chronické (t€lu chybi nékteré makroziviny) i skryté (t€lu chybi n¢které mi-
kroziviny) podobé hladu (Godecke a kol., 2018). Chybé&jici mikroziviny v podobé vita-
mint a mineralnich latek pfedstavuji zdravotni riziko zejména pro déti predskolniho véku
a t¢hotné matky, které vyzaduji jejich zvysSeny ptijem (Bouis a Saltzman, 2017). Snizeny
ptijem vede jak k podvyzive, tak i obezité a s nimi spojenym patologickym jeviim, jako
jsou oslabend imunita, vétsi nachylnost k chorobam, ibytek télesné hmotnosti, opozdény
télesny a/nebo mentalni vyvoj (FAO a kol., 2020).

Nejcastéji chybéjicimi mikronutrienty jsou jod a zelezo. Jejich nedostatkem trpi
az 2 miliardy lidi. Nasleduji zinek, vitamin A, vét§ina vitamind skupiny B, vitaminy C
a D, vapnik, selen a fluor (Tulchinsky, 2010). V této praci se zamétuji na nedostatek vi-
taminu A, ktery je dlouhodob¢ pietrvavajici zejména v riznorodé skupiné rozvojovych
zemi, pro néz chybi jednotici definice, nicméné obecné¢ se literatura shoduje na oznaceni
chudé (kde hlavnimi faktory jsou faktory ekonomické, dale primérna délka zivota, pii-
stup ke zdravotni péci, kvalita stravy nebo gramotnost obyvatelstva). Podle dat Organi-
zace spojenych narodi se velka ¢ast zemi spadajicich do této skupiny nachézi na africkém
kontinenté. Jsou vSak 1 v Asii, Oceénii a Latinské Americe (Traeger a kol., 2020).

Zdroji zivin v téchto chudych zemich jsou obiloviny, kofeny, hlizy, bandny a dalsi
potraviny uspokojujici nejzakladnéjsi nutri€ni poZzadavky. Potraviny Zivo¢isného piivodu
tvotinecelych 11 % stravy obyvatel tamé&jSich oblasti (FAO a kol., 2020). NavySeni jejich
podilu by pfispélo k vyvazené stravé. OvSem realizace této ideje vyZaduje nemalé inves-
tice, a to jak ze strany statl, tak ze strany obyvatel, zvlasté¢ zemédélci. Moznym feSenim
v boji s podvyzivou jsou biotechnologie v ¢ele s geneticky modifikovanymi organizmy
(Bouis, 2007).

Dal8im faktorem, ktery negativné pfispiva k nepoméru mezi deficienci vitaminu
A a nedostate¢nosti humanitarni pomoci, jsou klimatické zmény. ZvySujici se frekvence
extrémnich klimatickych jevli vede ke zhorSeni Zivotni Girovné obyvatel chudych zemi.
Horka, nedostatek vody i povodné znesnadnuji provedeni béZzné hygieny a napomahaji
v §ifeni nemoci (malarie, horecka dengue, cholera a dal§i zadvazné priijmova onemoc-

néni). Zvysuje se vyznamné riziko podvyzivy (Hales a kol., 2003).



Vyuziti biotechnologii se nabizi i proto, Ze nabidka humanitarni pomoci je v sou-
¢asné podobé stile nedostacujici a pro mnozstvi lidi 1 nedostupné. V soucasné dob¢ je
nejcastéjSim feSenim vitaminové deficience podavani obohacenych potravin a kapsli s vi-
taminem rozpusténym v oleji. To je ale dlouhodobé neudrzitelné, suplement ma pouze
casoveé omezeny u¢inek a mnohonasobné opakované podavani je pro mnozstvi téch, kteti
jsou rizikovou skupinou, z hlediska organizace neuskutecnitelné. Navic humanitarni or-
ganizace nejsou aktualné schopné zajistit pristup k t€émto suplementiim vSem dotcenym
(UNICEF, 2020).

To, Ze finan¢ni stranka z hlediska nadkupu pestré stravy hraje zasadni roli, potvr-
zuji 1 vyzkumy, podle nichz se v roce 2017 pod mezinarodnich hranici chudoby (1,90
USD/den) nachéazelo 689 milioni lidi. Kvili pandemii COVID-19 je pfedpokladan nartst
0 88-150 miliont. Do roku 2030 se tak pravdépodobné nepodafi snizit hranici pod 3 %
svétové populace (World Bank, 2020).

Motivaci k sepsani této prace byl primarné muj zdjem o vybrané téma, dale ab-
sence Cesky psané prehledné publikace soucasné pojednévajici o nedostatku retinolu a
moznostech jeho doplnéni za pomoci vySlechténych geneticky upravenych rostlin. Svou
roli hrala i kontroverze, kterd téma provazi, a touha ji blize porozumét.

Cilem predkladané prace je vypracovat literarni resersi a zpracovat piehled nej-
vyuziti v praxi. Souc¢asti prace je i zamysleni nad vyuZzitim zvoleného tématu ve Skolni

vyuce.



2 Vitamin A v metabolizmu ¢lovéka a jeho biosyntéza

Vitaminy tvoii heterogenni skupinu latek potiebnou pro spravnou vyzivu hetero-
trofnich organizmu. Protoze si je organizmy neumi syntetizovat, museji byt piijimany
z potravy zpravidla ve stopovych mnozstvich bud’ v hotové formé, ¢i jako provitaminy.
Z tohoto diivodu jsou povazovany za esencidlni mikroziviny. Jako kofaktory enzymi jsou
nezbytné pro spravny prubéh mnoha biochemickych reakci. Rozdéluji se na vitaminy roz-
pustné ve vod¢ (vitamin C a skupina vitaminii B) a vitaminy rozpustné v tucich (vitaminy
A, D, E, K). U vétSiny vitamint je nadbytecné piijaté mnozstvi obvykle vylouc¢eno moci,
nicméné u vitaminl A a D se vitamin hromadi a projevuji se nasledky hypervitamin6zy.
V této praci se budu zabyvat predevsim pojmy hypovitaminoza (snizeny piijem vitaminu)
a avitamindza (naprosta absence vitaminu v téle) (Kodic¢ek a kol., 2018; Bernaskova
a Rokyta, 2016).

Vitamin A spada do skupiny tzv. retinoidii, coz je zastieSujici pojem pro synte-
tické 1 prirozen¢ se vyskytujici latky. VSechny jsou odvozeny od diterpenu, jehoz stavebni
izoprenové jednotky jsou spojeny motivem hlava k ocasu. Vysledna struktura obsahuje
cyklickou a acyklickou ¢ast zakoncenou funkéni skupinou ménici se podle konkrétni
slouceniny. Mezi uhlikovymi atomy se nachazi pét dvojnych vazeb. Samotny vitamin A
vymezuje skupinu latek vykazujici podobnou biologickou aktivitu jako retinol s trivial-
nim oznacenim vitamin A; (IUPAC-IUB, 1967). Jakdkoli zména ve struktute retinolu
mimo posledni uhlikovy atom vyrazné snizuje jeho u¢innost v organizmu (Plack, 1965).

Mezi zdroje tzv. preformovaného vitaminu A (retinolu a jeho estert) patii jatra,
vejce, mléko, syry a méslo. Vyznamna ¢ast vitaminu A se dostava do téla v podobé pro-
vitamintl — karotenoid — obsazenych v rostlinné stravé. Zdrojem je kromé charakteris-
ticky zabarvenych plodi (mango, mrkev) i listova zelenina (Spenat) (Block a kol., 1985).
Mezi latky, z nichZ vznika retinol, patii B-kryptoxanthin a karoteny se svymi derivaty.
Ostatni karotenoidy se na tvorbé vitaminu A nepodili — napf. lykopen (Castenmiller a
West, 1998). Bohatym zdrojem provitaminl A je i ¢erveny palmovy olej (Lietz a kol.,
2001), jenz se ukazuje jako atraktivni v boji s VAD (nedostatkem vitaminu A) v rozvo-
jovych zemich (Dong a kol., 2017).

Mezi zékladni a nejdéle znamé funkce vitaminu A v organizmu patii jeho podil
na rastu, vliv na kvalitu zraku, udrzeni celistvosti pletiv a jejich diferenciaci. Podstatnou

roli plni béhem téhotenstvi a laktace. Nezbytny je pro spravny vyvoj ditéte (WHO, 2009).
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Kli¢ovou roli v procesu embryogeneze hraje oxidovana forma retinolu — kyselina reti-
nova. Je to dulezitd signalni molekula regulujici transkripci genti a ptisobici mimo jiné
jako morfogen (Blomhoff a Blomhoff, 2006). Jeji nadbytek muize zpiisobit poSkozeni
plodu. Podili se na spravném vyvoji srdce, centralni nervové soustavy, o¢i, usi nebo kon-
cetin (Lammer a kol., 1985). Dale podporuje n¢které slozky imunity — napf. ¢innost NK
bunék (typ lymfocytii z anglického natural killer) (Hall a kol., 2011). Pfedstavuje o néco
ucinngjsi formu vitaminu A (Thompson a Pitt, 1960).

Preformovany vitamin A se vstiebava do téla v tenkém stieveé prevazné v podobé
retinylestert jako retinylpalmitat a retinylstearat. Oba estery se stavaji soucasti chylomi-
kronti, s nimiz jsou transportovany dale do téla (Goodman a kol., 1966). Vice nez 90 %
takto pfijatého vitaminu se uskladiiuje v jatrech (Trumbo a kol., 2001). Z hlediska této
prace je podstatna i koncentrace retinolu v krvi, o které pojedndvam nize.

Pii vstifebavani provitaminti se z celkového dodaného mnozstvi vétsina konvertuje
na vstiebatelnou formu a jen malé mnozstvi se vstftebava bez upravy (Goodman a kol.,
1966). Vstiebané provitaminy, odliSujici se zdrojem svého plivodu a svym chemickym
sloZzenim, se nésledné v rtiznych nestejnych pomérech konvertuji na Gc¢inny retinol.
Z téchto pomért lze ¢iselné vyjadiit ekvivalentni mnozstvi provitaminu A potiebné k zis-
kani uc¢inného retinolu. Veli¢inami, které kvantifikuji zminéné¢ mnozstvi, jsou napi. me-
zindrodni jednotky (IU), ekvivalenty retinolu (RE) nebo ekvivalenty aktivity retinolu
(RAE). Hodnoty kazdé z nich jsou mezi sebou vzajemné preveditelné. RAE je hojné vy-
uZzivanou veli¢inou uvadénou nejcastéji v mikrogramech — 1 pg RAE je ekvivalentni 1 pg
¢istého retinolu (Grune a kol., 2010).

Nejefektivnéji je preménovan Cisty B-karoten rozpusStény v oleji, ktery se vyuziva
jako suplement. V potravé obsaZeny B-karoten se zpravidla konvertuje podle RAE v po-
méru 12:1 (Trumbo a kol., 2001), ¢ili 12 pg B-karotenu je ekvivalentnich 1 pg retinolu.
Stejny pomér uvadi 1 Svétova zdravotnickd organizace (WHO, 2009). U ostatnich kon-
verze schopnych karotenoidli musi byt ptijem z potravy piiblizn€ dvojnasobny. Doporu-
¢eny denni piijem vitaminu A pro dospélého muZe ¢i Zenu se pohybuje okolo 700 pg
RAE/den. Za maximalni hrani¢ni denni ptijem se povazuje 3000 ng RAE/den (Grune
a kol., 2010; Trumbo a kol., 2001).

Pti vysokych ptisunech vitaminu A se mohou objevit patologie typické pro hy-
pervitamindzu. Nékterd znaky uvadi Thompson a Pitt (1960) z experimentu na laborator-
nich mysich. Zvirata pfestala rast, krvacela okolo cumaku a o¢i. V disledku fidnuti kosti

se jim objevovaly zlomeniny dlouhych kosti.



2.1 Nedostatek vitaminu A

Nedostatek vitaminu A ptedstavuje problém veiejného zdravi obzvlasté v oblas-
tech s nizkymi pfijmy, které¢ jsou hlavné v Africe, jihovychodni Asii a Jizni Americe.
Nejvice ohrozeny byvaji t¢hotné 1 kojici Zeny a déti od 6 do 59 mésict veéku. U novoro-
zencu jsou potiebné latky ziskavany z matetfského mléka. Z dat WHO sbiranych mezi léty
1995 az 2005 vyplyva, ze v tehdejsi populaci trpélo mezni hladinou retinolu v krevni
plazmé (<0,70 pmol/l) pro VAD odhadem 190 milionti déti predSkolniho veéku a ptiblizné
19 miliont t€hotnych Zen. Nizké hladina retinolu v krvi vede k mnoha patologickym zm¢-
nam nesoucim souhrnné oznaceni VADD (poruchy v disledku nedostatku vitaminu A).
Ptikladem VADD je Seroslepost, kterou podle vyse uvedenych udaji trpélo 5 miliond déti
do 5 let a témét 10 miliond t€hotnych Zen. O moznych cestach vedoucich ke snizeni ne-
dostatku mikrozivin pojednavam vyse. Nabizi se zlepSeni slozeni stravy cilové populace,
dodavani Cistého vitaminu A v kriticky zasazenych zemich, pfidavani vitaminu A do jiz
hotovych potravinaiskych produkti (fortifikace) ¢i vyuziti Slechtitelskych metod (biofor-
tifikace) (WHO, 2009).

Deficience vitaminu A je dale doprovdzena anémiemi a nachylnosti k infekcim.
Lidé se snaze nakazi napf. respiraénim onemocnénim, prijmem (Sommer a kol., 1984)
nebo spalni¢kami. ZvySuje se tmrtnost (WHO, 2009). S nedostacujicim pfijmem vita-
minu A, jeho nizkou koncentraci v krvi a téméf vyCerpanymi jaternimi zasobami se za¢ne
patologicky ménit stavba epiteld oka (WHO, 1976). Onemocnéni se nazyva xeroftalmie
a projevuje se nejcastéji vysychanim spojivky a rohovky. Spojivka ztraci lesk, zvrasiuje
se, hlife propousti svétlo a objevuje se Seroslepost, rohovka se kali apod. Mirnymi, ale
patrnymi projevy hypovitamin6zy jsou Bitotovy skvrny (McLaren a kol., 1966). V ro-
hovce oka se objevuji zpénéné, keratinizované utvary piiblizn€ tvaru trojuhelniku.
Vsechny tyto ptiznaky lze 1é¢it dodanim chybéjiciho vitaminu A (Chakraborty a Chandra,
2021). Pti dlouhodobém nedostatku ptfichazi nevratné zmény vedouci k trvalému oslep-
nuti. Oko prochazi ulceraci. Tvoii se viidky, povrchové epitely praskaji a rozviji se kera-
tomalacie (McLaren a kol., 1966). Je patrné, ze xeroftalmie nabyva riiznych intenzit.
Podle WHO (1976) jsou piiznaky rozdéleny na primarni a sekundérni. Jedna se o nejcas-

t&j$i pricinu détské slepoty v chudych oblastech.



2.2 Syntéza provitamint A v rostlinach

Vitamin A plni v lidském téle nezastupitelnou tlohu a jeho nedostatek se projevi
fatalnimi disledky, proto musi byt dodavan z vnéjsich zdrojt, jak popisuji vyse. V tomto
textu Ctenaie blize seznamim se syntézou karotenoidu prostfednictvim metabolické drahy
probihajici v rostlinnych a prokaryotickych bunikach. Sezndmeni s drahou je potfebné pro
pochopeni genetickych zasahti smétujicich k biofortifikovanym plodindm.

Buiikou syntetizované karotenoidy se nerozpusténé nachazeji v leukoplastech,
amyloplastech, chloroplastech i chromoplastech. Akumulace stoupa od nezabarvenych
leukoplasti po chromoplasty, které jsou hlavni zasobni organelou karotenoidd (Sun
a kol., 2022). Popisem vlastnosti krystald, krystalitd, filament, globuli a dalSich struktur
ptedstavujicich nerozpusténé formy karotenoidil a jejich vlivem na vyvoj chromoplastii
se zabyvali ve své praci napi. Wen a kol. (2020). Znacnou tendenci akumulovat karote-
noidy maji amyloplasty. OvSem enzymaticka vybava amyloplastti v hlizach (napt. bram-
boru) neumoziuje dostatecnou syntézu B-karotenu. Vhodnymi zdsahy by bylo mozné
amyloplasty vyuzit pfi obohacovani zdsobnich organii rostlin o provitamin A (Diretto a
kol., 2007).

Pfi objevovani slozité biosyntetické drahy slouzily casto jako modelové orga-
nizmy rajcata (Solanum lycopersium) nebo husenicek rolni (Arabidopsis thaliana). Né&-
které zasadnich kroky biosyntézy byly dostate¢né vysvétleny az v relativné nedavnych
letech, kdy se podaftilo izolovat zbyvajici klicové enzymy (Chen a kol., 2010).

Jak je ztejmé z Obrazku 1 uvedeného nize zacina syntéza karotenoidii v plastidech
spojenim glyceraldehyd-3-fosfatu (GA-3-P) a pyruvatu (Lichtenthaler a kol., 1997). Jako
produkt se uvoliiuje 1-deoxy-D-xylul6za-5-fostat (DOXP). Krok je katalyzovany DOXP
syntazou (DXS) kédovanou genem CLAI (Estévez a kol., 2000). Nésleduje pfeména
DOXP na MEP neboli 2-C-methyl-D-erythritol-4-fostat. Podle téchto prvnich dvou pro-
duktl se draha struéné oznacuje jako DOXP/MEP (Schwender a kol., 1999). Syntéza
vede pres dalsi meziprodukty, které ovSem nejsou pro tuto praci vyznamné, a proto nejsou
na Obrazku 1 zobrazeny, aZ ke dvéma zaroven vznikajicim stézejnim latkdm isopente-
nyldifosfatu (IPP) a ptevazujicimu dimethylallyldifosfatu (DMADP) (Rohdich a kol.,
2002). Izomerace mezi obéma latkami (IPP a DMADP) je zavisla na ¢innosti enzymu IPI
neboli isopentenyldifosfatizomeraze (Pankratov a kol., 2016). Vz4jemnou reakci jedné

molekuly DMADP s ttemi molekulami IPP vzniké geranylgeranyldifosfat (GGPP).
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Obrazek 1: Prevzato a upraveno podle Schwandera a kol. (1999), Stanleyho a Yuana (2019) - Schéma
syntézy karotenoidu v plastidech. Syntéza karotenoidii zacinda v plastidech spojenim pyruvatu a GA-3-P
(glyceraldehyd-3-fosfat). Uvolnuji se DOXP (1-deoxy-D-xyluloza-5-fosfat) a MEP (2-C-methyl-D-erythri-
tol-4-fosfat). Syntéza vede az k zaroven vznikajicim latkam IPP (isopentenyldifosfat) a DMADP (dimethy-
lallydifosfat). Obé slouceniny vzajemné prechdzeji jedna v druhou, pricemz rovhovaha je posunuta smérem
k IPP. Izomeraci katalyzuje enzym IPI (isopententyldifosfatizomerdza). Reakce tii molekul IPP s jednou
molekulou DMADP poskytne jednu molekulu GGPP (geranylgeranyldifosfat). Preménu GGPP na fytoen
zajistuje fytoensyntéza — bud’ rostlinna PSY, nebo jeji bakterialni analog CRTB. U bakterii vznika lykopen
primo z fytoenu reakci katalyzovanou CRTI (karotendesaturaza). U rostlin se na preméné podili PDS (fy-
toendesaturaza), Z-1SO (5-cis-(-karotenizomerdza), ZDS ({-karotendesaturdza) a CRTISO (karotenisome-
raza). Od lykopenu se biosynteticka draha vetvi. V jedné vétvi je lykopen premérnovan LCYE (lykopenepsi-
loncyklaza) na é-karoten, LCYB (lykopenbetacykliza) na o-karoten, CYP97C1 na zeinoxanthin a CYP97A43
na lutein. V druhé vetvi je lykopen premeénovan LCYB na y-karoten a nasledné na p-karoten, BCH (f-ka-
rotenhydroxyldza) na B-kryptoxanthin a v dalsim kroku na zeaxanthin. Zeaxanthin premenuje enzym ZEP
(zeaxanthinepoxidaza) na violaxanthin. NXS (neoxanthinsyntdza) katalyzuje preménu violaxanthinu na ne-
oxanthin, z kterého vznika ABS (kyselina abscisova).

Dulezitym enzymem metabolické drahy je fytoensyntaza (PSY), jejiz ¢innost je
siln¢€ zavisla na svétle (Von Lintig a kol., 1997). U papriky (Capsicum) je soucasti multi-
enzymového komplexu, ktery se sklada ze tii dil¢ich enzymi — isopentenylpyrofosfa-
tizomerazy, geranylgeranylpyrofosfatsyntazy a fytoensyntazy. Vysledkem reakci kom-
plexu enzymt s meziprodukty je pfeména GGPP na fytoen (Camara, 1993) — viz Obra-
zek 1. Pfitomnost enzymu PSY je pro vyrobu dalSich prekurzori karotenoida klicova.
V ptipad¢ umlceni exprese genu PSY se nevytvoii potiebny enzym katalyzujici dalsi

kroky biosyntézy. U plodu rajcete s touto upravou chybélo jasné ¢ervené zbarveni dané



lykopenem. Bobule byla nevyrazna, méla mdlé barvy v odstinech bil¢ a svétle zluté (Fan-
tini a kol., 2013).

K enzymu PSY je nutné dodat, ze existuje vice jeho izoforem. V této praci uvadim
tfi fytoensyntazy. Geny PSY1 a PSY2 jsou paralogni. Jejich sekvence si jsou velmi po-
dobné a odlisnosti se nachazi zejména v oblasti intrond. Exprese genu PSY! je nejvetsi
v barevnych Castech rostliny a plodech béhem dozravani. Gen PSY2 je exprimovan jak
v zelenych Castech rostliny a kofenech, tak v okvétnich listcich (Giorio a kol., 2008).
Nicméné vliv enzymu PSY2 na zrani plodu je oproti enzymu PSY1 minimélni, coz do-
kazuje nezménény fenotyp rajcete pti jeho absenci. Celkové slozeni karotenoidii se méni
zanedbatelné. Stejné ti¢inky na fenotyp vykazuje i inaktivace tieti formy genu PSY3 (Fan-
tini a kol., 2013). Velké mnozstvi enzymu PSY3 se objevuje v kotenech lipnicovitych
rostlin. Jeho zvySeni je spojovano s plisobenim stresu na rostliny (Li a kol., 2008).

Kromé gent pro rostlinnou fytoensyntdzu existuje i bakterialni verze kédovana
genem CRTB. Fraser a kol. (2002) u¢inili experiment, pii kterém vlozili CRTB do genomu
rajcete. Vysledkem bylo zvySeni jeho nutriéni hodnoty diky nahromadéni karotenoidi.
Ptiznivé vysledky experimentu zapocaly sérii dalSich pokusti. Manipulace s plody rajcete
pokracuje i nadale a nové vyzkumy se zaméfuji na specialné geneticky upravené odridy
rajcat (Lin a kol., 2021).

U vysSich rostlin bylo izolovano nékolik enzymi zodpovédnych za preménu fy-
toenu na lykopen. Z Obrazku 1 je patrné, Ze prvni reakce je katalyzovana enzymem fyto-
endesaturazou (PDS). Reakci vznika z fytoenu {-karoten (Giuliano a kol., 1993). PDS je
enzym izolovany a charakterizovany jiz v prvni poloviné 90. let (Mann a kol., 1994).
Stejn¢ jako u enzymu PSY je funkce enzymu PDS zavisla na svétle (Giuliano a kol.,
1993) a jeho absence se v plodu raj€ete projevi sniZzenim mnozstvi lykopenu oproti pl-
vodnimu typu (Fantini a kol., 2013).

Pfeménu {-karotenu zajiSt'uje 5-cis-{-karotenizomerdza (Z-ISO). U rajcat je roz-
liSovana pomé&rné evolu¢né konzervovana skupina téchto proteinti. Izolovany byly z riz-
nych barevnych odrud a své vyuziti by mohly nalézt v taxonomii (Efremov a kol., 2021).
Enzymy Z-ISO podporuji pigmentaci plodi, tak jak uvadi napt. Rodrigo a kol. (2019) na
ptikladu citrust. Z prehledového schématu biosyntézy karotenoidii podle Breitenbacha
a Sandmanna (2005) vyplyva, ze Z-ISO byl poslednim hledanym enzymem drahy
DOXP/MEP vedouci od fytoenu k lykopenu. Tento krok vystihuje i schéma na Ob-

razku 1. Pfedposlednim enzymem podilejicim se na pfeméné { -karotenu na lykopen je



{-karotendesaturaza (ZDS). Gen pro ni byl izolovan napft. z kukufice (Matthews a kol.,
2003). Za posledni pteménou stoji enzym karotenisomeraza (CRTISO).

U prokaryotnich organizmi probiha pfeména fytoenu na lykopen snadné&ji. Napfi-
klad u fotosyntetizujici purpurové bakterie Rubrivivax gelatinosus je preména fizena je-
dinym enzymem, a to karotendesaturazou (CRTI) (Harada a kol., 2001). Pfeménu lze
vidét vyse na Obrazku 1.

Biosyntetické draha se od lykopenu zaciné vétvit. Tento bod vétveni je dobte pa-
trny z Obrazku 1. Enzym lykopenepsiloncyklaza (LCYE) pfevadi lykopen na 6-karoten
(Ronen a kol., 1999; Giorio a kol., 2013). Druhym smérem je draha vedena lykopen-
betacyklazou (LCYB), a to pfes y-karoten k B-karotenu. Enzym LCYB plni tlohu i v né-
sledné pfemén¢ d-karotenu na a-karoten (Giorio a kol., 2013).

Xantofyly vznikaji hydroxyla¢nimi reakcemi z karotenti. Z a-karotenu po reakci
s enzymem CYP97C1 vznikne zeinoxanthin (Tian a kol., 2004), ktery je vychozi latkou
pro enzym CYP97A3. Vznika finalni lutein (Kim a DellaPenna, 2006). Pfeména f3-karo-
tenu nejprve poskytne B-kryptoxanthin, ktery je nasledné pfemeénovan az na zeaxanthin,
a to ¢innosti jediného enzymu BCH tedy P-karotenhydroxylazou (Sun a kol., 1996).
Zeaxanthin podléha epoxidaci zeaxanthinepoxiddzou (ZEP) na violaxanthin (Schwarz
a kol., 2015). Violaxanthin pfi interakci s neoxanthinsyntdzou (NXS) poskytne ptimy
prekurzor kyseliny abscisové (ABS) — neoxanthin (Bouvier a kol., 2000). ABS patii mezi
rostlinné hormony plnici vyznamnou roli v rostlinné fyziologii stresu — zejména v adap-

taci na sucho (Du a kol., 2010) a nadmérné ozatreni (Demmig a kol., 1987).

3 Konstrukce zlaté ryze (Oryza sativa L.)

RyzZe je jednou z nejvice péstovanych a konzumovanych plodin. Se svétovou pro-
dukei téméf 510 000 000 tun z obdobi let 2021/2022 je po pSenici a kukufici tfeti nejpés-
tovangjsi obilovinou (Shahbandeh, 2022). VSechny vnéjsi vrstvy (oplodi, slupka semene
a aleuronova vrstva bohaté na oleje), obklopujici Skrobovy endosperm, byvaji pied kon-
zumaci odstranény mletim. Endosperm je tak hlavni konzumovanou ¢asti ryze, a proto se
biofortifikace zamétuji na jeho obohacovani o chybéjici mikronutrienty (Ye a kol., 2000;
Lee a An, 2009).

Clovék péstuje mnoho vyslechténych odriid ryze, pficemz jejich geneticky zaklad

vychézi zejména ze dvou dobte diverzifikovanych poddruhti — Oryza sativa japonica



a Oryza sativa indica. Na zéklad¢ studia mikrosatelitnich jadernych SSR (jednoduchych
opakujicich se sekvenci) DNA a dvou fragmentt chloroplastové DNA (PS-ID a ORF-
100) byly soucasné kultivary ryze rozliSeny do péti velkych skupin — indicka ryze, japon-
ska ryze mirného pasma, japonska ryze tropického pasma, aromaticka ryze a ryze aus
(Garris a kol., 2005). Pievazné péstovanou ryzi v chudych zemich je hare modifikova-
telny indicky kultivar, ktery by v budoucnu mohl byt nahrazen vyzivnéjsi japonskou ryzi
(Uyeh a kol., 2021). V Africe doslo k domestikaci jesté dal§iho druhu ryze — Oryza gla-
berinna. Ktizeni africké ryze s asijskou by mohlo pfinést slibné a odolné odrtudy. Z hle-
diska feseni nedostatku vitaminu A v chudych zemich je vSak africkd ryze nepodstatna,
a proto nebude déle rozebirana (Linares, 2002).

Endosperm ryze je velmi bohaty na Skrob a proteiny (Bechtel a Pomeranz, 1978),
ale neobsahuje z4dné karotenoidy. Absence se projevuje i na zabarveni zrn, kterd jsou
diky tomu bila. V pletivu endospermu se hromadi GGPP, ale chybi enzym PSY na jeho
katalyzu. Na zaklad¢ vneseni genetické informace pro enzym PSY do endospermu byla
postavena prvni genetickd modifikace vedouci ke zvyseni nutriéni hodnoty ryze odridy
Japonica, nebot’ se v jejich bunikach jako produkt katalyzované premény GGPP hromadil
fytoen. Gen PSY byl ziskan z rostliny Narcissus pseudonarcissus a vlozen do plazmidu
pGt1PsyH (Burkhardt a kol., 1997), ktery byl do ryze ndhodné vpraven bombardovanim
mikroprojektily podle Finera a kol. (1992) na ¢ésticich wolframu za ¢aste¢ného vakua.

V dal$im experimentu, kterym vznikla transgenni ryze, bylo vyuZzito inzerce do
T-DNA (transferovd DNA) plazmidi bakterie Agrobacterium tumefaciens. Pro kompletni
syntézu od GGPP po B-karoten byly vytvoreny tii vektory — pB19hpc, pZPsC a pZLcyH,
které pak byly vneseny do ryzovych embryi. VSechny inzerce do T-DNA byly upraveny
tak, aby nedochézelo k nezddoucim jevim. Zkoumany byly dvé nestejné velké sady em-
bryi (Ye a kol., 2000).

S vektorem pB19hpc byla provedena jednoducha transformace jedné sady embryi.
Vektor obsahoval sekvenci genu PSY pochazejici z rostliny Narcisssus pseudonarcissus
a sekvenci genu CRT] ziskanou z bakterie Erwinia uredovora. Oba geny koduji proteiny
klicové jen pro syntézu lykopenu. Vektory pZPsC a pZLcyH byly zavedeny spolecné do
druhé sady embryi. Vektor pZPsC mél stejné genové slozeni jako pB19hpc. Do pZLcyH
byl vlozen gen LCYB pro lykopen-B-cyklazu rovné€z z N. pseudonarcissus. Doplnén byl
o glutelinovy promotor a gen aphlV pro hygromycinfosfotransferdzu kontrolovany
CaMYV 35S (promotor viru mozaiky kvétaku). V téchto rostlinach se mél, dle o¢ekavani,

hromadit B-karoten (Ye a kol., 2000).
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VloZeni obou gent — PSY a CRTI se ukazalo jako zdsadni. PSY je v endospermu
ryze exprimovan minimaln¢ a vyzaduje transformaci, zavedeni genu CR77 se ukazalo
rovnéz jako vhodné, nebot’ nahrazuje ¢innost v rostlin€ sice exprimovanych, ale pravde-
podobné neaktivnich ¢i malo exprimovanych gent desaturaz — PDS a ZDS (Schaub a kol.,
2005). Z obou sad modifikovanych rostlin byla ziskana zlut¢ zabarvena semena. V obou
ptipadech byly detekovany latky zluté barvy — B-karoten i xantofyly lutein a zeaxanthin,
a to presto, ze transgenni ryze s vektorem pB19hpc méla hromadit jen ¢ervené zbarveny
lykopen.

Z nésledujiciho vyzkumu Schauba a kol. (2005) vyplynulo, Ze skupina gentl, pro
enzymy cyklizujici linedrni lykopen na karotenoidy, je v endospermu ryze exprimovana.
Kotransformacné pozménéna semena dvéma vektory obsahovala rtizny podil karotenti
a xantofyll a byla vyuZita pro vypéstovani sazenic. Dospélé rostliny vykazovaly stan-
dardni fenotyp a byly plodné (Ye a kol., 2000).

Vyse popsany postup modifikace se stal odrazovym mustkem pro studium a dalsi
Slechténi. S mySlenkou vytvoteni tzv. zlaté ryZe pfisel v 90. letech Svycarsky védec z ta-
méjsiho technického institutu prof. Ingo Potrykus se svoji skupinou. S financovanim pro-
jektu napomahaly Rockefellerova nadace a vyzkumny program Evropského spolecenstvi.
Sifeni a rozvijeni myslenky napomohla spoluprace se spole¢nosti Syngenta &i pievedeni
¢asti vyzkumu na Filipiny (Beyer a kol., 2002), kde od samého pocatku probihalo Slech-
téni odriid vyhovujicich mistnim podminkam (Hoa a kol., 2003). V roce 2021 se staly
prvni zemi, kde bylo povoleno komer¢ni péstovani (Reinke, 2021).

Prof. Potrykus se s kolegy zabyval i o obohaceni endospermu ryze o zelezo.
K transgenezi vyuzil osvédcenou bakterii 4. tumefaciens. Vyzkum vSak neposkytl tak
dobré vysledky jako v ptipad¢€ zrn ryZe obohacenych o provitamin A. Prace nicméné na-
stinila moZnost zavedeni obou uprav do jedné rostliny, a tak bojovat proti dvéma skrytym
podobam hladu najednou. Vyhodou je zvySeni biologické dostupnosti zeleza v ptitom-
nosti provitaminit A (Lucca a kol., 2001). Jiné studie se zaméfuji na obohaceni ryze
o dalsi mikronutrienty jako je vitamin B9 (Storozhenko a kol., 2007) nebo zinek (Lee
a An, 2009).

S cilem navySeni podilu karotenoidl v zrnech zlaté ryze piisli dalsi védci pod za-
Stitou spole¢nosti Syngenta. Obsah karotenoidil v zrnech ryze navrzenych prof. 1. Potry-
kem ¢inil 1,6 pg na 1 g suchého ryzového endospermu. Anglicko-americkému tymu
védcl se podafilo obsah karotenoidll zvysit az do maximalni hodnoty 37 pg/g (z toho

31 pg/g bylo tvofeno B-karotenem). Nova generace obohacené ryZze dostala nazev zlata
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ryze 2. 1 v tomto piipadé€ byly rostliny vypéstované z upravenych semen plodné a vyka-
zovaly standardni fenotyp. Kvili vy$§imu obsahu karotenoidu ziskala zrna sytéjsi zlutou
barvu (Paine a kol., 2005). Porovnani zabarveni zrn obycejné ryze, zlaté ryze a zlaté ryze
2, které souvisi s mnozstvim obsazenych karotenoidi, je patrné z Obrazku 2.
Limitujicim faktorem v cesté za vys$§im obsahem karotenoidd byl nevhodné zvo-
leny gen PSY znarcisu. Ve srovndvacim experimentu s kukuficnymi kalusy se ukazal
vuci jinym izolovanym gentim PSY z rtiznych rostlinnych zdroji jako nejméné uc¢inny.
Nahrazen byl vykonnéjSim analogem — genem PSY z kukufice (Paine a kol., 2005).
O ctyti roky pozdéji Tang a kol. (2009) ve své studii potvrdili, Ze upraveny geneticky
konstrukt zlaté ryze poddvany jako soucdst stravy skute¢né muize vyznamné pomoci
v boji s VAD. Pomér konverze 3-karotenu na retinol je pro upravenou zlatou ryzi 3,8:1.
Vzhledem ke své finan¢ni nendro€nosti predstavuji biofortifikované potraviny
udrzitelny zpasob, jak bojovat s nedostatkem pfijimanych mikrozivin v potravé u nej-
chudsich vrstev obyvatelstva planety. Tento zavér podporuji i Mayer a kol. (2008) ve

svém zamysleni.

ptirodni typ ryze zlatd ryze 1 zlatd ryze 2

Obrazek 2: Prevzato a upraveno podle Painea a kol. (2005) - Porovnani zrn prirodniho kultivaru ryze
a transgenni zlaté ryze. Na obrazku vievo jsou zrna nemodifikované ryze, kterd jsou diky absenci karote-
noidu bila. Geneticky upravena zlata ryze 1 byla pripravena vnesenim genu Psy pro enzym fytoensyntdazu
z narcisu a genu CRTI pro karotendesaturdazu z bakterie Erwinia uredovora. Zvysené mnozstvi karotenoidii
se projevilo na zlutavém zbarveni zrn. Fytoensyntdza z narcisu nebyla tak ucinnd jako jeji kukuricny ana-
log. Zlatd ryze 2 obsahovala az 23krat vys$si mnozstvi karotenoidu, jez se projevilo i na sytéjsim zabarveni
zrn.
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4 DalSi priklady zlatych potravin

Vsechny plodiny uvedené v této praci byly biofortifikovany, tedy upraveny tak,
aby u nich doslo k obohaceni o mikroziviny, které viitbec nesyntetizuji nebo jich pro lid-
skou vyzivu neobsahuji dostate¢né mnozstvi. Tuto skute¢nost dokladam na konkrétnich
piikladech. K biofortifikaci jsou vyuzivany metody konvencniho i nekonvenéniho Slech-
titelstvi a agronomické ptistupy (Garg a kol., 2018).

Konvencni Slechténi sméfujici ke zlatym plodinam lze vyuzit v ptipadech, kdy
spektroskopické a/nebo chromatografické metody potvrdi, ze rostliny vykazuji dostatec-
nou variabilitu v obsahu karotenoid — napft. pSenice (Abdeal-Aal a kol., 2007), kukutice
(Kurilich a Juvik, 1999) nebo bataty (Hagenimana a kol., 2001). Nové odridy takovych
plodin jsou ziskavany na zakladé opakovaného vybéru jedincl s pozadovanymi vlast-
nostmi po nekolik generaci, dokud se vzdjemnym hromadnym kiizenim neziska kultivar
se stabilnimi vlastnostmi. S kazdym dal$im kiiZzenim totiz dochézi k upeviiovani pozado-
vaného znaku (Menkir a kol., 2018).

Metoda Slechténi hromadnym vybérem piedstavuje Casoveé narocny proces trvajici
nékolik let. Rychlé Slechténi, pti kterém je prodlouzena délka fotoperiody, dokaze zkratit
generac¢ni dobu dlouhodenni plodiny (pSenice, je¢men, cizrna) na polovinu (Watson
a kol., 2018). U kratkodennich plodin (sdja, ryZe, amarant) je mozné urychlit tvorbu se-
men systémem elektroluminiscencnich diod specificky modifikujicich kvalitu svétla
(Jahne a kol., 2020). Odlisny postup zrychleného §lechténi byl pouzit u batatu. Pfevazna
¢ast vyzkumu novych odrid bohatych na provitaminy A probihala pifimo v terénu v od-
liSnych ¢astech Mozambiku s odlisSnymi klimatickymi podminkami (Andrade a kol.,
2017). Z dalSich konven¢nich metod se vyuZivaji marker-asistované selekce a genetické
mapovani (Wong a kol., 2004).

Nekonvenéni metody Slechtitelstvi zahrnuji biotechnologické a molekuldrni me-
tody. Nejcastéji je vyuzivano genetickych transformaci, kdy je riznymi cestami do téla
plodiny vpraven cizorody (ne)mutovany gen (Ye a kol., 2000). Vnesenim mutovaného
genu byly obohaceny brambory o provitaminy A (Lopez a kol., 2008) ¢i soja o vitamin E
(Van Eenennaam a kol., 2003).

Agronomické ptistupy zlepSuji vyzivovy stav rostlin zejména ptidanim hnojiv ob-
sahujici mikroziviny, které v rostliné chyb¢&ji. Hnojenim na listy je mozné obohatit ryzi
o chybéjici zinek, Zelezo a selen (Fang a kol., 2008). Tento biofortifika¢ni postup v praci

dale nerozebiram, nebot’ je z hlediska chybéjicich provitamini A nevyznamny.
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4.1 Povijnice batatova (Ipomoea batatas L.)

Nejvétsim producentem sladkych brambor neboli batétii je s velkym ndskokem
Cina. V priméru mezi léty 1994-2020 vyprodukovala vice nez 84 miliond tun této plo-
diny. S velkym odstupem nasledovaly chud¢ africké staty (Malawi, Nigérie, Uganda)
a n¢které staty Asie (Indonésie, Vietnam, Indie a Japonsko). Celosvétovym trendem je
pokles produkce batatti. V roce 2020 bylo vypéstovano necelych 89,5 milionti tun (Fao-
stat, © 2022).

Na rozdil od endospermu ryze kotenové hlizy batatl ptirozené obsahuji provita-
miny A (O’Connor a kol., 1946), nicmén¢ jejich celkové mnozstvi se odviji od péstované
odridy. Kultivary s bilymi nebo fialovymi hlizami B-karoten ani zadné jiné karotenoidy
neobsahuji. OranZové bataty jsou naopak bohatym zdrojem provitaminli A (Simonne
a kol., 1993; Hagenimana a kol., 1998). V odborné literatute se pro n¢ vyuziva zkratka
OFSP (bataty s oranzovou duzinou).

O vysokém potencialu batati v boji s VAD a hladem obecné se zacalo psat v 90.
letech 20. stoleti. Jako soucdast studii se objevovaly mySlenky na §ifeni konvencné Slech-
ténych odriid batati bohatych na karotenoidy do chudych oblasti, kde tvoii zéklad mistni
stravy (Simonne a kol., 1993; Hagenimana a kol., 1998).

Jeden z prvnich pokusti o nahrazeni tradi¢né€ péstovanych bélomasych plodin rost-
linami s oranZzovymi hlizami se uskutec¢nil na polich vybranych kefiskych obyvatel v le-
tech 1995-1997. Zvolenymi odriidami ke konzumaci byly OFSP bataty odrid Simana,
Pumpkin, Japanese, Kakamega 4 a Maria Angola odolné vii¢i suchu a poskytujici vyssi
vynos nez mistni odridy. Mezi obyvatelstvem se setkaly s pfiznivym ohlasem, ackoliv
nékteré hlizy mély odlisné chut'ové vlastnosti (napf. byly vice vodnaté). Studie prokézala,
ze podavani OFSP batat v uvedeném obdobi dokazalo u vybrané skupiny jedinct zlepsit
stav nedostatku vitaminu A (Hagenimana a kol., 2001).

Nasledujici vyzkumy podpoftily myslenku vyuziti biofortifikovanych batati v pre-
venci proti nedostatku vitaminu A. Napftiklad Van Jaarsveld a kol. (2005) vyuzili ve své
studii OFSP odridu Resisto se syté oranzovou duzinou obsahujici jako karotenoid vy-
hradné B-karoten. Odriida byla vySlechténa konvencné v 70. letech v USA. Po Sest gene-
raci dochézelo diky opylovactim k ndhodnému a hromadnému ktizeni rostlin kultivaru
W-56 s rezistencemi proti riznym chorobdm, hmyzim parazitiim a hlisticim. Pivodnim
cilem experimentu bylo ziskat odoIn€&jsi odriidu s vhodnymi vlastnostmi pro upravu pied

tim, nez se bude hliza konzumovat (Jones a kol., 1983). Ucastniky experimentu byly
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jihoafrické déti ve veéku od 5 do 10 let pravidelné navstévujici jednu vybranou skolu. Po
dobu 53 skolnich dni byla détem z odriidy Resisto pfipravovana kase s hodnotou 1031 pg
RAE/den piesahujici doporucené denni mnozstvi vitaminu A pro dospélého muze ¢i Zenu.
O tspésném vysledku intervence bylo rozhodnuto na zakladé zvySeného mnozstvi pro-
teinu vazajiciho retinol v krvi (Van Jaarsveld a kol. 2005).

Ackoli se Slechténi batati diky velkému rozptylu obsazenych provitamint A v hli-
zach ubird zejména konvencnim smérem (Hagenimana a kol., 1998), byly pfipraveny
1 transgenni OFSP bataty, a to vnesenim genu Or (orange) prostiednictvim A. tumefaciens
z oranzovych odriad do bilych (Kim a kol., 2013) nebo fialovych batati (Park a kol.,
2015). Gen Or koduje protein asociovany s proplastidy a napomaha jejich pfeméné na
chromoplasty. Prvni t¢inky genu Or pozorovali Crisp a kol. (1975), kdy jeho mutace
vedla u kvétaku k oranzovému zabarveni jinak bilého zduZnatélého kvétenstvi. U batath
se pritomnost exprese genu Or navic projevi vyssi odolnosti vii¢i stresu zptisobeného
vyssi koncentraci chloridu sodného v prostiedi (Kim a kol., 2013). ZvySeni obsahu karo-
tenoidil 1 vysSi odolnost viici stresu jsou dany chaperonovou funkci proteinu Or chranici
enzym PSY pied neptiznivymi vlivy prostredi (Park a kol., 2016). Obou vyhodnych vlast-
nosti zptisobenych expresi batdtového genu Or je vyuzivano pti biofortifikaci dalSich plo-
din — naptiklad vojtésky (Wang a kol., 2015) nebo brambor (Cho a kol., 2016).

Diky zna¢né odolnosti OFSP batat viici suchu a dalS§im negativnim vliviim pro-
stiedi je mozné opét i tradicnimi metodami Slechténi pfipravit odridy do riznych bioge-
ografickych podminek. Studie v Peru je dikazem, ze i na malo urodnych ptidach je mozné
vypé&stovat kultivar batatu (SR92.499-23) s vysokym vynosem (Griineberg a kol., 2005).
Zrychlené Slechténi batatlh umoznilo pfinést na mozambicka pole az 15 variet vhodnych

k péstovani v rozli¢nych ptirodnich podminkach zemé (Andrade a kol., 2017).

4.2 Bananovnik (Musa spp.)

Svétova produkce bananti od 90. let vzriistd. V roce 2020 bylo sklizeno necelych
120 miliont tun a 1ze pfedpokladat, Ze ¢islo bude stoupat i v nasledujicich letech. Od roku
2011 ptitom ubyva plochy pro péstovani banand. Nejvyznamnégj$im producentem je In-
die, ale i jiné asijské staty zaujimaji vyznamné postaveni v jejich produkci — napt. Cina,
Filipiny a Indonésie. Oproti ryZi a batatu se bandn hojné péstuje v Jizni a Stfedni Americe.

Ptikladem jsou staty Brazilie, Ekvador, Kolumbie, Guatemala a Kostarika. V Africe se
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vypestuje az 16,5 % z celkové svétoveé produkce. V Ugandé, Rwand¢ a Kamerunu piipada
na hlavu za rok az 200 kg zkonzumovanych banant (Faostat, © 2022).

U banani se genetické zasahy tykaji rostlin riznych genotypti a od nich odvoze-
nych kultivara. Klasifikaci jedlych bananti vznikajicich vnitrodruhovym kiizenim se jiz
ke konci 40. let 20. stoleti zabyval E. E. Cheesman. Zjistil, ze vétSina jedlych, a tedy
partenokarpnich dezertnich a zeleninovych bananii, pochézi z kiizeni dvou divokych di-
ploidnich druhtt Musa acuminata a Musa balbisiana. Oba druhy maji dobie vyvinuta se-
mena (Cheesman, 1947; Cheesman 1948). Domestikované druhy jsou bezsemenné a pie-
vazné triploidni (Heslop-Harrison a Schwarzacher, 2007).

Plody bananii se od sebe 1isi podle kultivaru mnozstvim obsazenych provitamint
A, atak i barvou duziny. V jedné ze studii bylo podrobeno analyze 171 vzorki zahrnujici
vSechny genomické skupiny (diploidni az tetraploidni), v€etné druht, u kterych jesté neni
skupina bezpe¢né urcena. Primérny obsah karotenoidtl v kultivarech ¢inil na 100 g suSiny
1 636 pg, nicméné rozptyl naméfenych hodnot byl velky. Ke stanoveni byla vyuzita spek-
trofotometrie a HPLC (vysokoucinnad kapalinovd chromatografie). Z hlediska feSeni
otazky boje proti VAD je podstatné, Ze plody bananti az z 90 % obsahovaly v riznych
pomérech a-karoten a B-karoten. Ostatni karotenoidy se vyskytovaly jen ve stopovych
mnozstvich, z nichz nejvice zastoupeny byl lutein (Davey a kol., 2009) typicky pro ranou
fazi vyvoje plodl (Buah a kol., 2016).

Maximalni hodnota 8 508 pg B-karotenu na 100 g suSiny byla stanovena pro kul-
tivary ze skupiny Fe’i (genotyp ATT) rostouci vyhradné v Mikronésii (Englberger a kol.,
2006). Banany Asupina, které do této skupiny patii, dokaZzou ve svych buiikach béhem
zrani pretvaret bezbarvé amyloplasty na chromoplasty pro ukladani karotenoidt. U ko-
mer¢né rozsifenych bananti Cavendish (genotyp AAA) k pfeméné nedochazi. B€hem
zrani je témért veskery lutein, pfevazujici v rané fazi vyvoje plodu, enzymaticky rozste-
pen. Z hlediska zdroje provitaminti vitaminu A je tak bezvyznamny (Borges a kol., 2014;
Buah a kol., 2016). Obecné¢ je mozné¢ tvrdit, Ze tetraploidni dezertni a zeleninové banany
jsou lep§im zdrojem provitaminll neZ triploidni (Davey a kol., 2009).

Banany vykazuji dostate¢né velky stupen genetické variability pouzitelny pro
konven¢ni §lechtitelstvi (Borges a kol., 2014; Davey a kol., 2009), bohuZzel jeho aplikaci
znacné komplikuje polyploidie, nizk4 reprodukéni schopnost bandnovniki a jejich po-
malé mnozeni (Amah a kol., 2019). Z uvedenych diivodi jsou v rdmci projektu Banana21

kultivary novych ugandskych banant Slechtény nekonvencné. Vyuzivaji se komercné
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péstované banany odridy Cavendish. Jeden z pokust o vySlechténi zlatych banant ucinil
Paul a kol. (2017).

Tabulka 1 nize uvadi, ze Paul a kol. (2017) k transgenezi bananu vyuzili tii roz-
dilné geny vzdy postupné pod kontrolou jednoho ze tfi odliSnych promotora. Vytvotené
konstrukty byly vlozeny do embryogennich bunéénych suspenzi bananu pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens bud’ samostatné¢, nebo ve dvojici, a to v riznych vzajemnych
kombinacich. Pouzité geny PSY! a CRTI jsou exprimovany ve zlaté ryzi 2. Gen PSY2 byl
izolovan z bananového kultivaru Asupina s bohatym obsahem karotenoidu. Ukazalo se,
ze praveé gen PSY2 je k modifikaci bandnu nejvice vhodny, nebot” pravdépodobnost
vzniku nestandardniho fenotypu bananovniku byla pfi jeho vyuziti nejmensi. Aby bylo
mozné sledovat expresi zavedenych gentl, byl vzdy k vyuzitému promotoru v konstruktu
ptipojen gen uidA kodujici protein B-glukuroniddzu (GUS).

Experimenty s transgennimi banany Cavendish probihaly na australskych polich
ve dvou fazich. Pribézné byly odebirany vzorky plodii a ty testovany na obsah provita-
minl A. Nejvice B-karotenu bylo stanoveno v odriidach obsahujici konstrukty Ubi-PSY2a
a ACO-PSY2a. Obsazend mnozstvi B-karotenu v plodech jsou schopna pokryt doporu-
¢eny denni piijem vitaminu A. U vSech testovanych rostlin byla zjisténa silna korelace
mezi urovni akumulovaného provitaminu A u plodi a poctu dni od zaloZeni trsu do jeho
sklizng. Zasadni vliv na obsah provitamini méla i teplota. Cim déle ovoce zréalo a &im

vy$si teplota plisobila, tim se zvySoval obsah provitamint (Paul a kol., 2017).

Tabulka 1: Tabulka shrnujici vyuzité promotory, reportérové geny a transgeny pri biofortifikaci bananu
Cavendish o provitaminy A (Paul a kol., 2017). K modifikaci bananu byly vyuzity t7i odlisné geny zodpo-
vedné za syntezu karotenoidii v organizmech, z kterych byly izolovany. Jednalo se o geny PSY1 (fytoensyn-
taza 1), CRTI (lykopendesaturdza) a PSY2a (fytoensyntaza 2a) izolované z kukurice, bakterie Erwinia ure-
dovora a bandnu Asupina (v tomto poradi). S kazdym genem byl postupné pripraven konstrukt pod kontro-
lou jednoho z promotorit — Ubi (polyubikvitin) z kukurice, Expl (expanzin 1) a ACO (aminocyklopropan-
karboxylatoxidaza) — oba z bandanu. Exprese vnesenych genii do bandanu byla sledovana reportérovym ge-
nem uidA pro f-glukuronidazu (GUS).

PROMOTOR TRANSGEN REPORTEROVY GEN
Ubi z kukufice PSY1 z kukufice
PSY2a z bananu Fe’i
Expl z bananu . uidA
(Asupina)
ACO z bananu CRTI z Erwinia uredovora
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4.3 Maniok jedly (Manihot esculenta Crantz)

V roce 2020 byla nejvétsim producentem manioku na svété Nigérie, nasledovana
dal§imi africkymi zemémi — napf. Kongem, Ghanou, Kambodzou nebo Tanzanii. Ve
vSech zminénych zemich je jednou z nejvyznamnéjsich komodit a hlavni potravinou bo-
hatou na skrob (Faostat, © 2022). Obohaceni manioku o provitaminy A je zalozené vy-
hradné na nekonvenc¢nich metodach slechtitelstvi, nebot’ variabilita ve znaku je mala
(Failla a kol., 2012).

I pii Slechténi novych odrid manioku se ukazuje zasadni role enzymu PSY v me-
tabolické draze tvorby karotenoidii. U manioku byly nalezeny tii geny kodujici enzym
fytoensyntazu (PSYI, PSY2, PSY3). Pomoci RT-PCR (polymerdzova fetézova reakce
s reverzni transkripci) bylo zjisténo, ze v kofenech manioku dochazi prevazné k expresi
genu PSY2, coz do jisté miry souvisi s niz§im obsahem karotenoidl v téchto konzumova-
nych ¢astech rostliny oproti jinym, kde je exprimovan gen PSY! (Arango a kol., 2010).

Welsch a kol. (2010) molekularné popsali alelickou heterogenitu genu PSY2 zod-
povédnou za akumulaci karotenoidii v kofeni manioku. Alely PSY2 jsou polymorfni. Lisi
se od sebe vZdy v jednom nukleotidu — tzv. jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP). Na
urcité jiné pozici genové sekvence alel dochazi k nahrazeni jedné baze druhou. Diky této
zamén¢ je do syntetizované¢ho polypeptidového fetézce enzymu PSY?2 zacélenéna jina
aminokyselina. Dominantni alelou PSY2-Y-2 je kédovan protein, v jehoz primarni struk-
tufe je jeden alanin vymeénén za asparagin. Syntetizovany enzym je funk¢ni a zodpovédny
za akumulaci karotenoidii ve svétle Zlutych a oranZovych kofenech manioku, a to kvili
vy$si katalytické aktivité, nez kterou vykazuji enzymy syntetizované podle genetickych
sekvenci jinych alel.

P11 biofortifikaci manioku nasel uplatnéni spiSe bakterialni homolog rostlinné fy-
toensyntazy kddovany genem CRTB. Do rostlin manioku byl zaveden prostfednictvim
bakterie A. tumefaciens spolecné s genem CLAI kddujicim DOXP syntazu. Takto byla
vytvorena varieta TMS 60444 uspéSné testovand na kenskych polich. K modifikaci byl
vytvoien plazmid pCAMBIA sestavajici z genu CRTB izolovaného z bakterie Erwinia
herbicola a genu CLAI z Arabidopsis thaliana. Na 5 konec genu CLA [ byl ptipojen chi-
méricky selekéni markerovy gen NPTII z Escherichia coli kodujici neomycinfosfotrans-
ferazu typu Il pod kontrolou CaMV 358S. Na 3 konci genu CLA! se nachazel UTR poly-
adenylacni signal pro nopalinsyntazu z 4. tumefaciens. Aby doslo ke specifické expresi

gentt CRTB a CLAI v kofenu manioku, byl k nim pfipojen patatinovy promotor izolovany
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z brambory (Telengech a kol., 2015). U takto ptipravenych odriid mnozstvi obsazenych
karotenoida ptesahovalo 50 pg/g susiny, pricemz 85 az 90 % ptipadalo na -karoten (Sa-
yre a kol., 2011). Pomér konverze B-karotenu na retinol je pro maniok 4,2:1 (pokud je
pridan olej) nebo 4,5:1 (pokud je ptijiman bez oleje) (La Frano a kol., 2013).

Dal$i manipulace genového inzenyrstvi do manioku vnaseji mutovany gen Or
izolovany z kvétaku. Takovy postup byl vyuzit i pii biofortifikaci brambor, kde se gen
Or nachazel pod kontrolou specifického promotoru GGBB (syntazy Skrobu vazané na
granule) (Lu a kol., 2006; Lopez a kol., 2008). Soucasné studie se snazi blize pochopit
funkce proteinu Or a jejich vztah k biosyntetické draze karotenoidl (Jaramillo a kol.,
2022). Vroce 2011 byly v Nigérii povoleny k béznému péstovani prvni tii kultivary
transgenniho manioku — NR07/0220, IITA-TMS-IBA070593 a IITA-TMS-IBA070539
(IITA, 2014).

4.4 Cirok obecny [Sorghum bicolor (L.) Moench]

Cirok je obilovina tvofici vyznamny zdroj potravy v chudych subsaharskych sta-
tech Afriky (Nigérie, Cad, Sudéan, Etiopie, Uganda a dalsi), kde Zivi miliony venkovskych
obyvatel. Hojn¢ se péstuje i v Severni a Jizni Americe a nékterych statech Asie (Indie
a Cina) (Faostat, © 2022).

Podobné jako u kukufice je mozné rozlisit bilé a Zlutozrnné kultivary ¢iroku, které
odrazeji mnozstvi akumulovanych karotenoidi. Bila ¢irokova zrna nelze povaZovat za
zdroj provitaminil vitaminu A, nebot’ karotenoidy jsou zastoupeny ve stopovém mnozstvi
0,016 pg/g susiny. I v ptipadé Zlutych zrn je obsah karotenoidd pétkrat niz$i nez u ne-
transgenni zluté kukufice (Kean a kol., 2007).

Cirok je $patnym zdrojem nejen provitaminti A, ale i minerali jako jsou zinek
a zelezo (Gillooly a kol., 1984), esencialnich aminokyselin (lysin) a proteinti obecné (Da
Silva a kol., 2011). Diivody jsou nasledujici — karotenoidy béhem dozravani obilek pod-
1€haji oxidaci. Jejich degradace pokracuje i1 ve sklizenych a uskladnénych zrnech vSudyp-
fitomnym kyslikem (Che a kol., 2016), navic jsou pravdépodobné vzijemné spojeny se
Spatné stravitelnymi bilkovinami, kafiriny, typickymi pro ¢irok (Lipkie a kol., 2013). Po-
tlaeni exprese genli kodujicich kafiriny pfispiva ke zlepSeni nutriéni hodnoty ciroku.
Zrna se stavaji straviteln€j$imi a obsahuji vys$si mnoZstvi pro ¢lovéka esencidlniho lysinu
(Da Silva a kol., 2011). Spatné vstiebavéani Zeleza a zinku je spojeno s vysokym zastou-

penim fytat a polyfenolt (Gillooly a kol., 1984).
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Prevazujicimi karotenoidy v ¢iroku jsou lutein a zeaxanthin, které tvoii az 71 %
vSech dostupnych karotenoidl. Za nimi nasleduje B-karoten jako jediny syntetizovany
provitamin v ¢iroku (Lipkie a kol., 2013; Salas Fernandez a kol., 2008; Salas Fernandez
a kol., 2009; Cruet-Burgos; 2020). Provitaminy B-kryptoxanthin a a-karoten nebyly
v zrnu Ciroku pifitomny (Cruet-Burgos a kol., 2020; Kean a kol., 2007). Vysledky byly
podpoteny i QTL (lokus pro kvantitativni znak) analyzou (Salas Fernandez a kol., 2008)
a celogenomovou asociacni studii (GWAS). Z GWAS studie dalo vyplynulo, ze ptfitom-
nost karotenoidil v zrnech ¢iroku je oligogennim znakem. Za jeho variaci je zodpovédny
hlavné gen ZEP (Cruet-Burgos a kol., 2020).

Prvni studii, ktera se pokusila charakterizovat dostupnost karotenoidi z transgen-
nich ¢iroki, uskutecnili Lipkie a kol. (2013). Ze tii konstrukta, které vyuzili k modifikaci,
byl nejvyznamnéj$i ABS188. Zkratka ABS odkazuje na projekt Africa Biofortified
Sorghum, ktery se snazi vyvinout takové odrudy ¢iroku, které budou obsahovat chybéjici
¢i malo dostupné ziviny. Vektor ABS188 obsahoval gen PSY! z kukufice pod kontrolou
¢irokového a-kafirinu a gen CRTB z E. uredovora pod kontrolou ¢irokového B-kafirinu.
A& v endospermu doslo k vy$§§imu zastoupeni karotenoidi, jejich biologick4 dostupnost
byla nadale nizkd, mozna diky ptitomnosti kafirind, o kterych se zmiiiuji vyse. Pro feseni
problému spojenych s VAD je zasadni vyrazné zvySeni obsahu B-karotenu v ciroku
HOMOI188-A. Na 1 g suSiny tu pfipadalo 14 ng B-karotenu.

Konstrukt ABS188 pro zvySeni dostupnosti Zeleza a zinku jesté navic obsahoval
gen LPA-1, jehoz exprese vedla k syntéze proteinu snizujiciho obsah kyseliny fytové
v rostliné (Lipkie a kol., 2013).

Che a kol. (2016) biofortifikovali ¢irok geny syntézy karotenoidii spolecné s kli-
c¢ovym genem pro biosyntézu vitaminu E. Tato transformace byla provedena proto, Ze
vitamin E je jakoZto silny antioxidant odbourdvan prvni, a tak chrani karotenoidy pred
degradaci, jak v priibéhu zrani semen, tak béhem jejich skladovani.

Konstrukt ABS203 obsahoval geny PSY! z kukutice, CRTI z E. herbicola, CLAI
z A. thaliana a gen HGGT izolovany z je¢mene kodujici homogentisatgeranylgeranyl-
transferazu pro syntézu vitaminu E (viz stavba T-DNA na Obrazku 3 nize). Takto upra-
veny ¢irok akumuloval 7,3 — 12,3 ng/g B-karotenu v susiné a hromadil ptevazné y-toko-
ferol jako jednu z forem vitaminu E. Pomér konverze B-karotenu na retinol byl pro
transgenni ¢irok ABS203-4 stanoven na 4,3:1 (Che a kol., 2016).

Dalsi vyznam v biofortifikaci ¢iroku by mohlo sehrat i hlubsi pochopeni rodiny

enzymu dioxygenaz, které se podili na degradaci karotenoidti (Vallabhaneni, 2010).
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a-kafirin a-kafirin polyubikvitin
y-zein-W64A B-kafirin /' sSUTP hrachu / Ubiintron 1

/

HGGT, / CLA1 PsY1 [ CRTI

leva koncova repetice
prava koncova repetice

Obrazek 3: Prevzato a upraveno podle Chea a kol. (2016). Schéma usporadani genii a promotorii ve vek-
toru ABS203 vyuzitého k transgenezi ciroku. Do T-DNA urcené k transformaci ciroku byly vlozeny tii geny
zodpovédné za syntézu karotenoidiit — CLAI z Arabidopsis thaliana (pro DOXP syntdzu), PSY1 z kukurice
(pro fytoensytazu 1) a CRTI z Erwinia herbicola (pro fytoendesaturazu). Gen CLAI byl opatren y-zeino-
vym-W64A4 promotorem z kukurice. PSYI se nachdzel pod kontrolou [f-kafirinového promotoru z ciroku.
Vzhledem ke skutecnosti, Zze CRTI je prokaryotickym genem, muselo dojit k jeho fuzi s rostlinnym genem
SSU TP z hrachu koédujicim malou podjednotku tranzitniho peptidu chloroplastu. Cela struktura se nacha-
zela pod kontrolou o-kafirinového promotoru z ciroku. Stejnym promotorem byl opatren i gen HGGT ko-
dujici homogentisdatgeranylgeranyltransferazu. Posledni gen zaclenény do T-DNA je PMI z Escherichia
coli kédujici fosfomannoizomerdzu. Cinnost PMI byla fizena Ubi (polyubikvitin) intronem 1 a polyubikviti-
novym promotorem.

4.5 Kukufrice (Zea mays L.)

U vySe uvedenych rostlin — ryZe, batatu, bananu, manioku a ¢iroku jsem popsal
na zakladé studia odborné literatury typické Slechtitelské postupy, které se pii biofortifi-
kaci plodin vyuzivaji. V ptipad¢ kukufice se otevira $irsi skala pouzitelnych konvencnich
a nekonvencnich metod, jez se vzajemné prolinaji. Jejich komplexitu je mozné vidét na
Obrézku 5.

Kukutice ma v oblasti §lechtitelstvi znacny potencidl. Kurilich a Juvik (1999) po-
drobili analyze 44 linii sladké a krmné kukutice s proménlivou barvou endospermu (od
svétle zluté az po tmavé oranzovou) a riznym podilem cukrt a Skrobu. Celkova hmotnost
vSech karotenoidd, i hmotnost karotenoidii poskytujicich konverzi vitamin A, byla pro-
menliva. Ke stanoveni byla vyuzita HPLC. Mnozstvi a-karotenu, B-karotenu a B-krypto-
xanthinu zpravidla nepiekrocilo 2 pg na 1 g suSiny pro kazdy z nich. Vyjimkou byla tes-
tovana zluta kukutice C68 s obsahem B-karotenu 7,64 ng/g susiny. Rozptyl hodnot odka-
zuje na genetickou variabilitu ve znaku, kterou lze vyuZit pfi konven¢nich postupech.
Kromé finan¢né ndkladné HPLC se k analyze b&ézn€ vyuziva markerem asistovana se-
lekce (Harjes a kol. 2008; Babu a kol., 2013). Tato strategie napomaha pti Slechténi no-
vych odrid kukufice obohacenych o provitaminy A, jak je videt 1 na Obrazku 5.

S ménicim se mnoZstvim obsaZenych karotenoidli se méni i barva obilek, avSak

pfima korelace mezi zbarvenim a ménicim se slozenim chybi (Harjes a kol., 2008). Pti

21



vzniku rGznych odstinii plni dilezitou roli gen PSYI. Ten nerozhoduje jen o barvé, ale
1 0 tom, jestli v plodin€ dojde k syntéze karotenoidii. Alely genu existuji ve tiech varian-
tach majicich odlisny vliv na fenotyp rostliny — dominantni (obilky se Zlutym endosper-
mem s karotenoidy, zelené listy), recesivni (obilky s bilym endospermem bez karoteno-
ida, zelené listy). Inzerci mobilniho elementu v podobé Robertsonova mutatoru do domi-
nantni alely ziska kukufice pastelovy fenotyp. Obilky maji bily nebo svétle zluty endo-
sperm a bledé listy zplisobené fotooxidaci chlorofylu. Takto vznikla teplotné senzitivni
pastelova alela je recesivni (Buckner a kol., 1990; Buckner a kol., 1996).

Na vyvoji biofortikované kukutice obohacené o provitamin A nekonven¢nimi me-
todami se dosud vyznamné podilely mezinarodni organizace — napt. HarvestPlus s Mezi-
narodnim institutem tropického zemédélstvi (IITA) ¢i s Mezindrodnim centrem pro zlep-
Seni kukuftice a pSenice (CIMMYT). Pii svém postupu Slechténi vyuzivaji znalosti o §i-
roké variabilit¢ obsahu provitaminit A v liniich kukufice péstovanych po celém svéte

(Menkir a kol., 2018). Postup $lechténi je popsan dale v textu a znazornén na Obrazku 4.

Fotografie: CIMMYT

Obrazek 4: Prevzato a upraveno podle Menkira a kol. (2018) — Schéma vyvoje kukurice obohacené o pro-
vitamin A nekonvencnimi metodami. VysSlechténi nové odridy zacinam kiizenim plodiny bohaté na f-karo-
ten (zlutozrnna kukurice) s odridou odolnou viici chorobam, suchu apod. (bila kukurice). U potomkii je
vyuzito zpétného kiizené pro fixaci znaku zvySeného mnozstvi f-karotenu v zrnech. Z hromadného vybéru
Jjsou ziskany linie s nejlepsimi kvalitami vSech ocekdavanych znakii. Zrna vyslechteénych kultivaru jsou na-
sledné preddana zemédélciim a vysdazena na polich, kde poskytnou nutricné bohatsi vurodu.

Pro kiizeni jsou vybirany kultivary bohaté na provitaminy A (zlutozrnné kuku-

fice) a odridy s vhodnymi vlastnostmi pro péstitelstvi (bilé kukutice odolné napt. viici
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chorobdm a suchu, zdroj proteintl). Z hybridizace vzejdou jedinci fenotypove lepsi, nez
byli rodice (heteroze). Pro upevnéni pozadovanych znaki je vyuzito zpétného kiizeni.
Rostliny jsou volné opylovany a po nékolik generaci se na zakladé fenotypu vybiraji nej-
lepsi potomci (Dhliwayo a kol., 2014). Nez dojde k uvolnéni nového kultivaru kukufice,
a tak k predani semen zemédé€lciim, sehraje kli¢ovou roli interakce genotypu a vné¢jsiho
prostfedi. Jenom takové kultivary, které¢ jsou ve zvoleném prostiedi dostatecné vynosné,
mohou byt schvéleny k volnému péstovani (Agyeman a Ewool, 2021). Takové odridy se
dnes péstuji na polich obycejnych zeméde€lct Afriky (Nigérie, Malawi, Zambie, Kame-
run) i Jizni Ameriky (Brazilie) (Menkir a kol., 2018). Zde popsané strategie jsou soucasti

schématu na Obrazku 5 nize.

Strategie Slechténi vedouci k obohaceni
kukufice o provitamin A

zavedeni zarodeéné ‘

plazmy, analyza |
stability; interakce <

QTL mapovanias

marker asistované selekce

genotypu a vnéjsiho nim spojené studie |«

analyza diverzity | celogenomové
e
hybridizace a selekce F asociacni studie

marker

prostfedi

asistované zpétné transgenni vyvoj

A

Slechténi pomoci

kfizeni <

A

heteroze .
a Introgrese

nastroje upravujici
$lechténi pomoci heterotické - genom
o <

A

A

mutaci seskupeni

Obrazek 5: Prevzato a upraveno podle Magboola a kol. (2018) — Strategie slechténi vedouct k obohacent
kukurice o provitamin A. Diagram prehledné vystihuje pestrou skalu strategii vyuzitelnych pri biofortifikaci
kukurice o provitamin A. Ke slechténi jsou vyuzivany konvencni (sloupec vlevo) a nekonvencni (sloupec
vpravo) metody. Markerem asistované selekce jsou na pomezi obou metod a vzajemné se s nimi prolinaji.
Patii sem jak konvencni (analyza diverzity, heterotické seskupeni), tak i nekonvencni (markerem asistované
zpétné kiizeni a introgrese) strategie; QTL — lokus pro kvantitativni znak.

Aluru a kol. (2008) jako prvni obohatili kukufici o provitaminy A prostiednictvim
genoveho inzenyrstvi (viz transgenni vyvoj na Obrazku 5). Touto cestou upravena kuku-
fice akumulovala v endospermu az 34krat vice f-karotenu neZ ptivodni druh. Prace navic
potvrdila, ze vysoky obsah B-karotenu je v kukufici dédi¢ny. K modifikaci kalusu bilé
kukutice Hi-1I byly pouZity ¢tyfi zkonstruované plazmidy — pRB, pRI, pRBS a pRIS. Do
T-DNA konstrukti pRB a pRBS byl vlozZen bakterialni gen CRTB (z E. herbicola) pod
kontrolou y-zeinového a super-y-zeinového promotoru (v tomto potadi) specifickych pro
endosperm. Stejné promotory obsahovaly i plazmidy pRI a pRIS se zaclenénym genem

CRTI (z E. herbicola). Kombinace plazmidi pRI + pRB apRIS + pRBS byly do
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rostlinného pletiva vstieleny na povrchu mikroprojektili. Konstrukty obsahujici super-y-
zeinovy promotor se ukdzaly jako vykonngjsi. Stanoveni mnozstvi syntetizovanych ka-
rotenoidu, ptitomnych kopii transgenti a transkripta bylo provedeno pomoci HPLC, Sou-
thern blot a RT-PCR analyzy. Ukazalo se, ze nadmérna exprese jak CRTB, tak CRTI je
potiebna pro celkové navyseni provitamini A v zrnech kukufice.

Dalsi manipulace se zam¢fuji na snizeni konverze B-karotenu na jiné, méné ucinné
¢1 nevyznamné zdroje vitaminu A. Cileno je na enzymy hydroxyla¢ni kaskady CYP97C1,
CYP97A3, BCH [dle Yan a kol. (2010) jsou vSechny souhrnn¢ fazeny do rodiny B-karo-
tenhydroxylaz kédovanych spolecnym genem CRTRBI] a LCYE. V genu CRTRBI lze
na zaklad¢ ptitomnych polymorfizmt rozlisit nékolik alel. Alela 2, zptisobena 25 part
bazi dlouhou inzerci na 5¢ konci genové sekvence CRTRB1, je vyznamng zodpovédna za
navySeni mnozstvi B-karotenu (6,50 pg/g susiny) v endospermu zrn kukufice. Alela ko-
duje enzym, ktery vykazuje oproti jinym kédovanym enzymtm snizenou katalytickou
aktivitu. V populaci je alela pfitomna pouze u temperatnich linii, a to s malou cetnosti
(Yan a kol., 2010).

V Zimbabwe, tak jak uvadi Muzhingi a kol. (2011), byl hydroponicky péstovan
hybrid kukutice DEexp x C17 s vysokym obsahem B-karotenu. Navyseni bylo zptisobeno
ptitomnosti alely 2 genu CRTRBI. Po tiicet Sest dnt trvajici studie byla osmi dobrovolné
zucastnénym muzim podévana 300g porce kukufi¢né kase. Vzhledem k dobré konverzi
obsazeného B-karotenu byl experiment Usp&$ny. Pomér konverze B-karotenu na retinol je
pro upravenou kukufici 6:1 (Li a kol., 2010). Zasadni roli genu CRTRBI v akumulaci
provitaminti A dale potvrdili Babu a kol. (2013).

Polymorfizmus v genu LCYE se rovnéZ podili na proménlivosti obsaZenych karo-
tenoidi a jejich akumulaci (Harjes, 2008), tak jak jiz bylo potvrzeno diive napt. pro Ara-
bidopsis thaliana (Pogson a kol., 1996). Informace o alelické variabilité genu LCYE byly
ziskany na zakladé GWAS analyzy a QTL mapovani (oboje i pro gen CRTRBI) a mu-
tageneze zptisobené ethanmethylsulfonatem (Harjes a kol., 2008; Yan a kol., 2010). U¢i-
nek koexprimovanych vyhodnych alel gent CRTRBI a LCYE je aditivni (Yan a kol.,
2010).

Introgresi vhodné alely genu LCYE do linii sladké kukutice chudych na provita-
miny A ucinili Yang a kol. (2018). Bylo vyuZito zpétného kiiZeni za pomoci molekular-
nich markerti. Mezi pouzitymi markery byly i SSR, které se vyuZzivaji pii predikci oceka-
vaného hybridniho vynosu po kiiZeni dvou inbrednich linii. OvSem ne vZdy bylo mozné

hybridni heter6zu piesné predpoveédét, jak potvrzuji Xu a kol. (2004). QTL mapovani,
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GWAS analyza, mutageneze, Slechténi a odhalovani heteroze s pomoci markerti pfedsta-
vuji dalsi strategie Slechténi biofortifikované kukufice uvedené na Obrazku 5 vyse.

V ptedchazejicich ¢astech této prace uvadim piiklady n€kolika modifikaci, kdy
doslo k biofortifikaci jedné plodiny o dvé mikroziviny najednou (napf. ryze a ¢irok). Mul-
tivitaminova kukufice s vy$§im obsahem B-karotenu, vitaminu C a vitaminu B9 (folat) je
plodinou, u které doslo k upraveni tii zcela odliSnych metabolickych drah zaroven. V Ta-
bulce 2 nize jsou prehledné uvedeny pouzité geny a promotory k modifikaci bilé kukuftice
M37W. Konstrukty byly vpraveny do kukufi¢ného kalusu bombardovanim na povrchu
kovovych ¢astic. Vysledky byly ptiznivé, nebot’ stanoveny obsah B-karotenu byl témét
dvojnéasobny oproti zlaté ryzi 2 a ¢inil 59,32 pg/g. Mnozstvi vitaminu C se oproti ptivodni
kukufici zvySilo Sestkrat na 110 pg/g a folatu se v kukufice nachazelo dvakrat vice
(1,94 pg/g) (Naqvi a kol., 2009). Nutrién¢ komplexni plodina, kterou multivitaminova
kukufice predstavuje, mize vyznamné pomoci v boji se skrytymi podobami hladu tam,

kde neni mozné zajistit dostate¢n¢ pestrou stravu.

Tabulka 2: Tabulka shrnujici pouzité geny a promotory u multivitaminové kukurice. Multivitaminova ku-
kurice je prvni biofortifikovanou kukurici obohacenou o vice mikrozivin se zcela odlisnymi metabolickymi
drahami. Do kalusii odrudy kukurice M37W byly na povrchu kovovych castic vpraveny konstrukty s geny
pro syntézu f-karotenu (PSY1 pro fytoensyntazu z kukurice, CRTI pro karotendesaturdzu z E. uredovora),
vitaminu C (DHAR pro dehydroaskorbatreduktdazu) a vitaminu B9 (FOLE pro GTP-cyklohydrolazu). Geny
CRTI, DHAR a FOLE se nachazely pod kontrolou D-hordeinového promotoru z jecmene, PSYI byl Fizen
LMW gluteninovym promotorem z pSenice. Samostatny konstrukt, kterym byl kalus bombardovan byl tvoren
selekcnim markerem bar (Nagvi a kol., 2009).

L, SELEKCNI
(PRO)VITAMIN | VLOZENY GEN PROMOTOR
MARKER
PSYI LMW glutenin
B-karoten
CRTI
bar
C DHAR D-hordein

B9 FOLE

Jak uvadim v nadchazejici kapitole, geneticky modifikované organizmy (GMO),
nejsou spolecnosti obecné dobie piijimany, zvlasté pak ty, které obsahuji cizorodou
DNA. Nastroje upravujici vlastni genom kukufice s cilem zvysit jeji nutricni stav (viz
Obrazek 5), by mohly byt vhodnou strategii a moznou alternativou. Molekularni niizky
v podobé CRISPR/Cas9 jiz byly vyuzity k zisku mutantti bilé kukutice Hi-II (Lee a kol.,
2019).
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5 Bojkot GMO rostlin — zlata ryze

Geneticky modifikované organizmy jsou oZzehavym a kontroverznim tématem vy-
volavajicim silné emoce, jak mezi pfiznivci, tak odptirci. V této praci se zabyvam zlatymi
potraviny — plodinami obohacenymi o provitaminy A. Nekteré byly ziskany metodami
tradi¢niho §lechténi a/nebo vyzadovaly zdsah do své genetické informace metodami ge-
netického inzenyrstvi. Na zakladé ptedchozich kapitol by bylo mozné ziskat dojem, ze
cesta je pro zlaté plodiny oteviena a bez piekazek. Jenze napt. OFSP bataty slavi uspéch
a jsou péstovany v nékolika zemich svéta. Pro¢ jsou neustale produkovany jejich nové
odridy a o zlaté ryzi se vedou mnoholeté spory?

Ingo Potrykus pii rozhovoru (podle Coghlan, 2013) fekl, pro¢ se domniva, ze ba-
tenu. Pfi modifikaci ryze se bez genetickych manipulaci neni mozné obejit. To nasledné
vyvolava odezvy od organizaci jako je Greenpeace. Bataty 1ze naopak Slechtit konven-
¢nimi metodami. S ndzorem se ztotoZiluji a uvédomuji si, Ze pro ostatni plodiny a jejich
odrtdy je problematika obdobna.

Oficidlni stanovisko Greenpeace je vici zlaté ryZi siln€ ofenzivni. Tvrd¢ se ohra-
zuje proti jeji existenci a vyvoji, stejn€ jako u jinych GMO. Hlavnim argumentem je
obava z chovani takového organizmu mimo laboratot ve volném prostiedi. Podle odptircti
GMO mbuZe predstavovat potencialni riziko pro ¢lov€ka i pro Zivotni prostiedi, jehoz
ochrana je pro Greenpeace prioritni. Samotné zlaté ryZi touto organizaci neni pfisuzovan
vyznam. Je povaZzovana za velmi drahy rozmar, zlatou iluzi, jejiz dlouhy 20 let trvajici
vyvoj nepiinesl prokazatelné vysledky v boji s VAD (Greenpeace Southeast Asia, 2013;
Greenpeace International, 2013). Né&kolik nest'astnych udalosti nasledné vedlo k podpoie
téchto tvrzeni a naruseni divéryhodnosti projektu.

Jak jsem jiz psal dfive, v roce 2009 védkyné z Tufts University Guangwen Tang
potvrdila, Ze zlata ryze 2 mize byt cennym zdrojem vitaminu A (Tang a kol., 2009). O tii
roky pozdéji jeji dalsi vyzkum pftinesl dlouho ocekdvany vysledek. Podavani geneticky
modifikované ryze zvysilo ¢inskym détem hladinu retinolu v krvi. Ale pravé ze strany
Greenpeace se objevilo zavazné obvinéni tykajici se pruibéhu experimentu. Dikladny pra-
zkum potvrdil poruSovani pfedpisi, nedostatky v administrativé a informovanosti zékon-
nych zastupcit déti. Mozna kvili malé peclivosti, moznd kviili nedostatecné kontrole

prace, mozna disledek Spatné komunikace. Souhra v§eho nakonec vedla ke staZeni prace
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a zapadnuti tak podstatného zjisténi. VSechny vysledky byly totiz spravné a védecky
platné (Enserink, 2013).

Bollinedy a kol. (2017) experimentovali s transgennim vektorem pro obohaceni
indické ryze Swarna. Schéma experimentu bylo stejné jako pfi tvorbé zlaté ryze 2. OvSem
transgenni rostliny vykazovaly pozménény fenotyp oproti ptivodnimu typu. Jednalo se
o mén¢ vynosné malé rostliny se svétlymi listy a celkové del$imi koteny s vétsim obje-
mem. Pro rostlinu byla charakteristickd nerovnovaha fytohormona zptsobena inzerci
vnesen¢ho transgenu do genu pro influxovy prenase¢ auxinu OsAux/. Navic, navzdory
specifickému glutelinovému promotoru pro endosperm, doslo k jeho expresi i v jinych
tkanich — napf. listech.

Vyse uvedené skutecnosti vyZaduji pfi svych interpretacich opatrnost. Hrabek
(2018) ve svém prispévku ,,Zlata ryze je jen chiméra® uvedl, ze genetické modifikace
ryze jsou vhodné pouze pro poddruh Oryza sativa japonica, ktery neni tolik rozsifeny
v chudych oblastech trpicich VAD jako indicka ryze. Touto otdzkou se jako prvni zaby-
vali Hoa a kol. (2003). Pivodni koncept byl upraven na miru hife modifikovatelné, ale
z hlediska VAD vice konzumované ryzi Indica. V konstruktu byl gen aphlV nahrazen
regula¢né vhodnéj$im genem PMI kdédujicim enzym fosfomannoizomerazu. Studii byla
ziskana obohacena odrtida IR64, ktera je i nyni velmi Casto péstovana.

Proti péstovani zlaté ryZe v asijskych zemich bojuje i sdruzeni Stop Golden Rice
Network. Jejich ¢lanky se objevily v asopise The Ecologist nebo na strankach Grain
a Indenpendent Science News. Jedna z iniciativ se tykala zastaveni vysadby v Bangla-
dési. Pokud by plan skute¢né vysel, ptedstihl by svym prvenstvim Filipiny (Stokstad,
2019; Stop Golden Rice Network, 2019). JenZe ani Filipiny nemély cestu ke schvaleni
jednoduchou. Desitky ¢lenti aktivistickych anti-GMO skupin poslapaly a vytrhaly stébla
ryze na experimentalnim poli v oblasti Bicol tésné pted sklizni urody a vratily praci vy-
zkumniklim zase o sezonu dozadu (Kupferschmidt, 2013).

Odpor viici GMO, a zvlaste pak proti zlaté ryzi, vyustil 26. Cervna 2016 v sepsani
oteviené¢ho dopisu laureaty Nobelovy ceny. Adresovali ho Greenpeace, Organizaci spo-
jenych ndrodd a vSem vladam svéta, v némz vyzyvali k zastaveni a odmitani kampané
proti zlaté ryzi ze strany Greenpeace zaloZené vyhradné na emocich a dogmatech. Seznam
¢itd 159 signataitu (nobelistll) podporujicich péstovani GMO rostlin (Support Precision

Agriculture, 2016).
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6 Diskuze

MoZnosti uplatnéni tématu ve vyuce

Vzhledem ke svému pedagogickému zaméteni vnimam potencidlni vyuziti tématu
ve vzdélavacim programu pro zakladni Skoly a gymnazia. O¢ekévanou vzdélavaci oblasti
pro zaélenéni je Clovék a piiroda, pod ni spadajici vzd&lavaci obor biologie/ptirodopis
a ucivo vénované genetice. Biologie je zde zna¢né propojena s chemii, nebot’ je feSeno
téma vitamind, hormoni a biosyntetickych drah. U geografie hraje dalezitou roli pocho-
peni situace zemi, kde VAD tvofi rozsahlé riziko.

Predchozi kapitola byla vénovana jen nékterym problémiim, jimz GMO celi. Re-
akce na jejich existenci jsou silné. Ptiznivé i ofenzivni. Oblast Jazyk a jazykova komuni-
kace spole¢né s medidlni vychovou mohou zdkiim pomoci vytvofit si vlastni ndzor, umét
si ho obh4jit a zaroven nepodléhat dezinformacim. Ruku v ruce se s nimi prolinaji osob-
nostni a socidlni vychova, vychova k mysleni v evropskych a globélnich souvislostech,
multikulturni vychova a vychova demokratického ob¢ana. Téma mtze pomoci zakim
s citem a respektem chapat problémy jinych lidi, pomdhat si navzéjem a vnimat své od-
liSnosti ¢i spolupracovat...

Ve studiich je zpracovano zna¢né mnoZstvi dat. V oblasti Matematika a jeji apli-
kace mohou Zaci zpracovavat data z tabulek do grafi a logicky vyvozovat z nich plynouci
zavery. Zajimavé by mohlo byt zpracovani z hlediska vzdélavaci oblasti Uméni a kultura
— at’ jiz jakymkoli uméleckym vyjadienim se pokusit pfiblizit naro¢né téma nebo se za-
méfit na kulturni odliSnosti vedouci k obavam z nezndmého.

Vyse uvedené piiklady ukazuji, jak je téma komplexni a sméfuje k rozvijeni kli-
c¢ovych kompetenci. Dalsi by bylo mozné odvodit. Uvédomuji si, ze jedinou aktivitou
neni mozné postihnout vSechny oblasti. K lep§imu pochopeni a sZiti se s tématem se na-
bizi pouziti projektové nebo badatelsky orientované vyuky. A¢ by bylo pfinosné a zaji-
mave pozorovat genetické modifikace na vlastni o¢i napf. u bakterii, tak uskute¢néni ta-
kovych laboratornich cviceni neni moZné. V nasi republice je slozZit¢ podle zikona
¢. 78/2005 Sb. — Zékon o nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy a genetic-
kymi produkty — ziskat pro skolu povoleni k praci s GMO. Nicméné Ize nazornost ¢as-

te€né nahradit prostfednictvim filmi a audiovizudlnich pomucek.
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7 Zavér

Hlad je aktualnim problémem i pro 21. stoleti. Jen zahnani pocitu hladu bohuzel
nezajisti t€lu spravnou vyzivu, pokud strava neni riznoroda a je chuda na nékteré ziviny.
V takovém piipad¢ se objevuji patologické stavy, jez odrazi jejich nedostatek. Lidské télo
si neumi vitamin A vyrobit a musi ho pfijimat spole¢né s potravou nejlépe v podobé pie-
ménitelnych karotenoidi — a-karotenu, B-karotenu a B-kryptoxanthinu. Rostliny, které
jsou hlavni potravou v chudych oblastech svéta (ryze, kukufice, banany apod.) maji vét-
Sinou téchto latek velmi malo.

Cilem ptekladané prace bylo vypracovat literarni resersi a zpracovat piehled nej-
vyuziti v praxi. Soucasti prace bylo i zamysleni nad vyuZzitim zvoleného tématu ve Skolni
vyuce.

Hlavni smysl a vyznam pfipravenych rostlin se projevi az po jejich schvaleni
k béznému vyuziti k vyzivé obyvatel. Chudi lid¢ z téchto oblasti ziskavaji stabilni ptid¢l
vitaminu A jako soucést denni stravy. Z tohoto divodu se u kazdé plodiny objevuje in-
formace o vyslechténych odridach piipravenych k vysadbé. Redlnému pouziti nékdy
predchazeji snahy o sabotaz a ukonceni dal§iho vyvoje zejména ze strany aktivisticky
skupin. Geneticky modifikované organizmy nicméné maji v soucasné dobé dobrou oporu
ve védecké spolecnosti.

Tato prace se zabyva tématem s velkym mezioborovym piesahem ve vyuce.
Krom¢ zasazeni v ptirodnich védach by ji mohly dale rozvijet 1 védy socidlni a humanitni.
Tato interdisciplinarita se hodi pro rozvijeni osobnosti zakd a studentd. Nabizi moznost

pro vytvareni vlastnich nazord a vedeni smysluplné diskuze.
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