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Zplisob ovinravg transgennich rostllnnxch bunek ’ ¢

e, L L

Cblast techniky

Vynélez se tykd zplsobu pripravy transgennich rostlin,

’3';produ&uﬁlcich prokaryotlc cou, na’ agonlaxu ZaVlSlOU asparag1n—7

syntetézu.

Dosavadni stav techniky

“sparagin hraje dtleZitou roli jako transportni forma
dusiku a v mncha rostlinédch - vietn& téch, které fixuji
dusik - je zdkladni sloudeninou y transportu dusiku z ko-
Tenl do transpiradniho proudu. V rostlinédch se asparagin
tvori z glutaminu, aspartdtu a ATP za katalyzy asparagin’syn—~
tetdzou ASN (E.C.6.3.5.4) pridem? jsou vedlejdimi produkty
glutamdt, ANMP a pyrofosfét.

N;yni bylo zjisténo, Ze prokaryatické, na amoniaku z&-
vislé asparaginsyntetdza ASN (E.C.6.3.1.1) miZe byt zavé-
déna do roszllnnych bunek coz vede k transgennlm POStll—‘
vaném, které vykazuji- znadéné prednostl rostllny vykazugji -
Ulinn&js8{ fixaci fotosyntetického C02 v pletivu, zvySenou
rychlost ristu, zrychleny vyvoj, Zasndjsi tvorbu kvdtld, zvdt-
Senou zelenou hmotu a hmotnost suché rostliny. Plobhy, na |
kterych rostliny rostou tak mohou byt roz3i¥eny do oblasti
s méné pPriznivym klimatem a v oblastech s teplym klimatem
jsou naptriklad mo¥né t¥i sklizn& misto dvou. Dale trans-
genni rostliny toleruji aplikaci inhibitort glutaminsyn-
tetdzy (GS), nap®. fosfinotricinu (PPT) nebo methioninsul-
foximinu (MSX) a vZdy vykazuji stimulaci fotosyntézy a
ristu pifi aplikeci takovych inhibitordt.




Uproti ASN kdédujicimu genu (nebo gentm) vy&3ich rost-
lin (asn gen) koduje asnh gen E.coli rtzné typy ASN, kte-
ré vyuzivaji. amoniak spiSe neZ glutamin pro produkci aspa-
raginu (Cedar a Schwartz (1969) J.Biol.Chem. 244, 4112~
4121). Gen pro tento enzym byl jzolovén a charakterizovan
Nakamurou a spol. (1581) Nucleic Acids Research 9, 4665~

154070..By10 zglsteno, ze tento pro&aryotlcky enzym Je ak-

tivni v rostlinédch a b"la tak oteviena nové cesta a31m11a— -
ce amoniaku v téchto transgennich rostlindch. Vede ke zmé-
n& metabolismu v rostlindch se stimuladnim U&inkem na rist
a tvornu zelené hmoty.

4a normélnich podminek v transformantech jak GS tak
ASN-A vyuzivaji amoniak. Vyhoda bakterig&lniho zpisobu bude
z¥etelndjsi bdhem nepiistupu svétla, kdy je limitovéna akti-
vita chloroplastové GS snizenim dostupnosti ATP, energe-
tického zatizeni 2 iontd hoPdiku (O ‘Neal a Joy (1974), Plant
Phys. 54, 773-779; Joy (19€8) Can.J.Bot. 56, 2103-2109).
Ngy{ic exprese bakteridlniho asn-A genu Vv rostlinédch Jje8té
umoznuje asimilaci amoniaku, jestliZe je rostlinné GS blo-
kovéna specifickymi inhibitory podobnymi PFT. V netransfor-

_ movanych rostllnach narusuge 1nh1blce akt1v1tv GS vyuziti

amoniaku hlavnim korenem a ahumulace amonisku Jje Jednlm A
klidovych fnktoru letality oS8etrenych rostlin (Tachibana

a spol (1986) J. Pesticide Sci. 11, 33- -37). Pritomnost bak-
teridlniho enzymu tak sniZuje akumulaci v PPT-oSetTenych
transgennich rostlinéch, které nejen mohou preZivat davky
herbicid®, které jsou letdlni pro divoky typ rostlin, ale
takto oSetrend transgenni rostlina vykazuje stimulaci ras-

tu.

Udbornikeém bude ziejmé, e tyto pozitivni ulinky nejsou

omezeny na asnA gen z E.colil JellKOa stewny gen nebo gen
'ici stejnou schopqost aridace asparaginové Yyoellny a je-




jich soli za vzniku asparaginu obsahuji i jiné bakterie.

Podstata vyndlezu

Fpedlozeny vynélez se tyké pouziti prokaryotického
asnA genu v rostlinné bunce, konstruktu genu, obsahujiciho
~gén,gk6dujici.prdkaryotickgu asnh, operativn& pripojenou
k reguldtorové sekvenci, ktery umZnujekxpresi tohoto genu
v rostlinné bunce, vektoru, obsahujiciho taxovy konstrukt
genu, rostlinné bunky transformované takovym konstruovanym
genem nebo vektorem a exprese prokaryotické amoniak spe-
cifické asparaginsyntetdzy v rostling, zejména kulturni-
rostlind a semen nebo rozmnoZovaciho materidlu rostlin,
které obsahuji vyde definované transformované bunky .

Vyhodné provedeni zahrnuji pouziti E.coli asnA genu
" kodujiciho uvedeny enzym a syntetickych gend, kodujicich
tento enzym, zvladt& genl, obsahujicich kodony, které jsou
z2v143t& vhodné pro rostliny. Vyndlez teké zahrnuje geny,
xteré kdéduji enzymy, majici r8zné sloZeni sminokyselin,
ne? prirodni enzymy, ale v podstatd se stejnou katalytic-
kou aktivitou deleci nebo adici kodon® nebo premisténim
kodond v prirodnich genech, které koduji riizné eminokyse=

liny. V8echny tyto modifikace budou odbornikim zlrejmé.

Priklady provedeni vynédlezu
Priklad 1

Exprese E.coli asnA genu v tabéku s malou podjednotkou
promotoru RUBISCO

1. Frodukce transgennich rostlin tabdku
' Vzta¥eno na celou nukleotidovou sekvenci asnA .genu

z Z.coli (Nakamura a spol., (15€1) Nucleic Acids #*esearch
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18, 4673, obr.3) byl reklonovén PstI-Hgal fragment z plas-

midu pMY114 do pUCY. Pak byl asnA gen (1,1 kb) pripojen

k promotoru malé podjednotky genu pro hrachovou ribulozu
,5-bifosfét-karboxylézu ("RUBISCO", Herrera-&strella a

spol. (1984) Nature 310, 115-120) a cely fragment byl za-
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veden do Asrobacterlum vektoru pPCV001 (Kongz a Schell - %
(1986) Mol.Gen.Genet. 204, 383-396). Fo listové diskové >
transformaci SRI tabdkovych rostlin byly transgenni roqt— “

liny identifikovény na zdkladé jejich rezistence viaci ka-
namycinu. Z transformantd byly vybrény dvé rostliny (ASP4,
ASP5), které vykazovaly toleranci viéi oSetfeni 1 kg/ha
PPT. Nisledkem tohoto PPT ofetfeni byly SRI kontrolni
rostliny Upln& znidena a nebylo moZno nalézt takové, kte-
ré by byly schopny kvést a produkovat semena. ASP4 a ASP5H
transformanty vykazuji symptomy pouze na mensich a star-
81ch listech, zatimco meristematické oblast inhibici pre-
kondvéa. Pri pokradovéni v ristu tyto rostliny kvetou a pro-
dukuji semena. -

Prirozenou selekci ASP4 a ASPS5 transgennich tab&éko-
vych rostlin do3lo k rozdeéleni populéce semendlkll na se-—
xualne re21stentn1 a senzwtlvnl potomstvo. g podulnek in
vitro za pou21t1 prltomnostl 10 /um L-PPT v Kultlvacnlm me-
diu byto zrejmé rozdéleni mezi dvéma fenotypy.

F¥{tomnost asnA sekvence v genomu transformantl byla
také prokézéna hybridizaci DNA dle Southerna. Po digesci rogt-
linnych DNA EcoRI &yl v transformovanych rostlindch zJjistén
hybridizaéni fragment, Nothernshybridizadni analyzou bylo v
RNA izolované z ASPS transformantu in vitro detegovéno malé

mnorstvi mRNA, kterd je homologni s asnA genem. -
b




fedukovand akufulace amonisku v transgennich tabédkovych

no
.

rostlinédch

Inhibice GS aktivity PPT oSetrenim vyvolévd rychlé zvy-
Seni koncentrace amoniaku v listech kontrolnich tabdko-
vych rostlin. Rychlost skumulace amoniaku métend mikro-
. difuzni. metodcu a nésledujici Nesslerovou met
& spol. (19€5) Can.J.Bot.63, 1135-1140) z&v
traci eplikovaného herbicidu.

cdou (Shelp
i

isi na koncen-

Pri dévce 0,5 kg/ha prekondvaji transgenni rostliny
pisobeni o8etfeni PPT (tab.l).

iabulka‘1

Akumulace amoniaku v kontrolnich tabédkovych rostlinéch
(SR1) a v transgennich rostlindch s asnA genem po postri-
ku 0,5 kg/ha PPT

Hodiny koncentrace amoniaku (mhi)
SRI ASP4 ASP5 |

do 4 0,58 0,42 0,40

6 1,20 0,82 0,78

24 S1,70 0,70 0,75

48 1,95 0,60 0,50

Snizend hladina azkumulace Jje také zFfejmd u téchto
rostlin ve srovnéni.s SR1 tabékovymi rostlinami po postii-
ku dévkou 1 kg/ha (tabulka 2). Stanovend ni%3i hladina
amoniaku odpbviié niZz3imu predpoklédanému poikozeni trans-

formovanych rostlin.

~Tabulka 2 ‘
Uginky 1 kg/ha PPT na koncentraci amoniaku v tabdkovych
(SR1) a transgennich rostlindch (ASP4, ASF5)




Hodiny ‘ koncentrace amoniaku (mii)
SR, ASP4 ) ASF5
a% do 6 0,8 0,78 0,88
8 2,2 0,87 0,95
24 4,9 2,0 1,40
8,6 4,1 3,6

3. Stimulace rastu a vyvoje rostlin

Uetallnl porovnénl ristu mezi kontrolou a ASP rostli-~
nami vykazuge vyrazné rozdily: pro transgenni rostliny
byla ‘charakteristické zbySend rychlost ristu, ale vyraz-
n&jsi stimulace byla dosa¥ena odetPenim ASP rostlin nakymi
dévkami PPT.

Zékladni jakoz i PPT indukovand akcelerace réstu na-
Ze byt demonstrovéna riznymi typy rtstovych k¥ivek. Obr.l
ukazuje, %e zatimco postfik 0,025 kg/ha PPT giZ inhibuje
rést SR1 rostlin, byla detegovéna u obou transformantd velkd
stimulace. fostPik 0,05 kg/ha PPT mdl negativni vliv na
viechny rostliny. Kazdy bod predstavuje pramér vysky tii
rostlin.

| Réidii’ﬁeZi rﬁznymi”kfinami*za'kontrOInICh a oSetPe-
nych podminek Jje také detegovatelny, jestliZe se rast rostlin
charakterizuje Baule m1tther1chovym1 k¥rivkami (obr.2) za
podmlnek réstu ve skleniku. Inhibice a stimulace ristu
na¥e byt také vyjédrena sklonem grafu, ktery Je charakte-
rizovén uhly alfa uvedenymi na obr.2.

4. Zvyseni suché hmotnosti u trangennich rostlin
#Mimo rozdilt ve vysce rostlin byly stimulaéni uéinky

také detegovény méFenim suche hmotnostl._ﬁdaje uvedené v
tabulce 3 dokladagl vy38i produktmv1tu asnA transformanti:

4
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Tabulka 3
Ronedné suchd hmotnost (g) kontroly (SR1) a transformantl
(ASP4, ASP5) |

Linie odetreni
... kontrola 0,025 keg/ha PPT
SR1 . 3,19 100 % 2,76 100 %
ASP4 3,85 120 % 4,79 173 %
ASP5 3,74 117 % 5,05 183 %

f¥iklad II
Pasobeni asnA genu Pizeného CalV35S prcmotorem v trans-

gennich rostlinéch

1. S8elekce transgennich rostlin

V alternativnim pokuse bylyzavedeny plésmidové mole-
kuly (pUC) nesouci E.coli asniA gen sCalMV35S promotorem do
SR1 listbyych protoplastd primym piijmem DNA (R.X.Fang a
spol. (1989) The Plant Cell 1, 141-150). Transformanty by-
ly pPimo vybrdny na zékladé jejich PPT rezistence. Rost~-
liny byly regenerovény z mikrokald kultivovanych za pri-
 tomnost1 10 /um L—PPT Southernova hybrldlzace potvrdlla,
prltomnost asnh genu v DNA izolované z PPT rezistentnich

regenerantd.

2. .. Sni%end akumulace amoniaku a zlepSend PPT tolerence
v transgennich rostlinéch

Prirozend selekce transformantd vede k rozdéleni po-
tomstva s rdznymi hladinemi PPT rezistence (medium dopl-
néné az do 30 /uM L-PPT). V scvladu s rezistentnim fenoty-
pemn akumuluji transformované rostliny méné awoniaku nez
SRl rostliny, jestliZe jsou postiikdny 1 kg/ha PIT (tabul-

kKa 4).




Tabulka 4
Akunmulace amoniaku po postrlku rostlin 1 kg/ha PPT

" Hodiny. koncentrace amoniaku (mM)
SRI1 ASPT0 ASP95

6 .68 2,92 1,95
S 9,50[ Coss0 5510. :

48 22,3 13,60 17,40 )
120 58,60 28,30 35,6

144 113,00 39,40 50,00

3. Uginnost fotosyntézy

Kontrolni SR! a transgenni tabdkové rostliny byly
charakterizovdny rdznymi parametry fotosyntézy jako je
rychlost f 1xace CO, (Szajko a spol,, Acta Agr.Acad. Hung.
20, 247-260) a indukce fluorescence (Hideg a spol., 1986,
Photobiochem. Photobiophys. 12, 221-230). Za podminek pés-
tovéni ve skleniku byly rostliny oSetfeny rizaymi davkami
PPT a byl rovn3Z stanoven obsah amoniaku. Jak Jje zfejmé
z tabulky 5 vykazuji transgenni rostliny s ASN-A genem
vykazuji znalné zvyseni Uéinnosti pletivové COn fixace ve
Qrovnénl s kontrolnlml rostllnaml. Aplikace nlzke dévky PPFT
pri ofetteni miZe dsle stimulovat O2 fixaci, zatimco ’
rozd{il mezi SR1 rostlinami s nebo bez PPT (50 g/ha) odet-
Yenim neni statisticky vyznamny. Tabulka 5 poskytuje také
Ydaje o tom, %e v p¥ipad& tabdkovych rostlin inhibi&ni kon-
centrace PPT vyvolavéd akumulaci amoniaku s véinym podkoze-
nim fotosyntézy inhibici transportu elektrond a 50% reduk-
ci fixace COE. Za stejnych podminek transformované rost-
liny (ASP70) mohou tolerovat oSetreni v souvislosti
s funkei fotosyntézy.

L ARNRSE




Tabulka 5
Parametry fotosyntézy
) - | | "~ indukce
Linie PPT kon- fixa- fluorescence
odet- cen- ce CO, ’ (v % kontroly SR1)
Yeni trace (/umol CQZ/dm2x;hé
(é/h%),(mﬁ) X ';;fx ) n;? 1% Foo T fi.Fo/Fm.Fo
SRI 0 0,37 38,17 12,05 20 - 100 100 0,45
50 2,00 44,23 17,73 20 ~ 101 102 0,44
750 34,35 19,54 12,42 20 + 80 194 0,59
ASP70 0 0,47 49,32 7,86 20 + 98 114 0,38
50 2,70 58,07 6,06 20 + 99 110 0,42

750 15,80 31,61 14,16 20 -~ 92 144 0,49
Analyzy byly provedeny 4 dny po PPT oSetteni.

4. Ridst asnA rostlinnych transformantd

Analyzy rychlosti rtstu (mm/den) reprodukovatelnd
prokaszuji zrychleny riGst transformant& b&hem dCasného vyvoje
rostliny. Udaje uvedené v tabulce 6 se tykaji rostlin ve
skleniku,

Tabulka 6

Rychlost rdstu (mm/den) b&hem rdznych period vyvoje rostlin
(sklenik) ‘

periody (6 dni) kone&né
Linie ' vyska rost-
I II _III_ IV YV __ VI _ VIII VIII _ lin (cm) _
SR1 0,29 C,45 0,27 0,52 0,75 1,31 1,93 1,37 41,08
ASPT70/
1 0,60 1,15 0,43 1,23 1,83 2,08 1,53 0,50 58,0 141%
vAsp?O/ o '

2 0,61 0,93 0,50 0,75 1,18 1,51 1,83 0,25 48,5 118%
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SR1: prémér z 5 rostlin
ASP70/1 a ASP/2: jednotlivé rostliny

Analyzy rostlin za polnich podminek vykazuji podobné
rozdily, jaké byly pozorovény ve skleniku (tabulka 7).
Rychlost rustu ASP rostlln béhem perlody I III byla znalné
'vy331 nez v prlpadm SRV rostlln. V. tomto . pokuse bvl sti=
muladni udinek PPT na transgenni rostliny také potvrzen -
'zejména v posledni rlstové periodé&. Baule-Mitscherlichovy
k¥ivky (obr.3) zteteln® doklédaji, Ze ASP rostliny vyka-
zuji rychlej3i rdst neZ kontrolni SRI rostliny v polnich

podminkéch.

labulka T
Rychlost rfstu (mm/den) behem rdznych period vyvoje rost-

lin (polni pokus)

perlodj (7 dni) kone&né vys-
O3etfe- linie =----- e ka rostliny
ni I II I1I Iv (cm)
‘kontrola SRI 0,36 0,85 1,31 3,24 42,5 100 %
' Asp70 0,45 1,07 1,50° . 3,14 47,6 112 %"
,Asp95 0,45 1,14 1,92 3,24 51,5 121 %
25 g/ha SRl - 0,29 0,56 1,15 2,74 35,0 100 %
PPT Asp70 0,44 1,02 1,69 3,84 53,8 154 %
Asp95 0,31 0,88 1,27 - 3,78 48,7 139 %

“Pramd&r ze tri rostlin

5, Produktivita asnA transformantd
JaL je zPejmé z tabulky 8 zvysila se celkové zelenéd
~hmota. jakoZ i sucha hmotnost u AZP rostlln ve srovnéni s .

SR1 rostlinami. Bylo také ziejmé, Ze transgenni rostliny

jsou vyznamn& stimulova ‘ny odetrenim PPT. Soudasné Jiz byly
vontrolni SR1 rostliny JjiZz postrikem inhibovény.

~F




-11-

Tabulka 8
Zelend hmota (g)
- polni-test - s

VSechny

udaje Jjsou préméry z 5 rostlin.

kontrola 25 g/ha PPT
Linie celkem listy celkem listy
SR £6,5 100 57,4 100 7€,7 100 43,4 100
ASP70 95,2 110 62,3 168 139,9 178 92,41 213
ASPY5  103,8 120 68,4 119 105,0 133 71,56 165
Suchd hmotnost (g)
polni test

kontrola 25 g/ha PPT
Linie celkem listy celkem listy

% ‘ % % %
SR1 6,66 = 100 4,83 100 6,42 100 5,05 100
ASPT0 8,05 121 5,82 120 10,99 171 8,56 169
ASPYS g, 48 127 6,34 131 8,96 140 6,78 134
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob pripravy transgennich rostlinnych bunék, .

¥

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje zavede-
ni prokaryotické amonisk-specifické asparaginsyntetéZy (ASJ— ,g G
A) do té&chto bunck.

T -

2. Zphsob podle néroku 1,v y z na ¢ u Jgici s e
tia, Ze zahrnuje zavedeni genového konstruktu, obsahu-
jiciho gen kodujici prokaryotickou ASN-A, oparativng pPi-
pojeny k reguldtorové sekvenci, ktery pisobi expresi to-
hoto genu v rostlinné bunce, do uvedené bunky. _ g

3. Zptsob podle néroku 1 nebo 2, vy z n a gujici i
s e t 1 m , %e uvedenou ASN-4 je E.coli ASK-A.
4. Zpisob podle kteréhokoliv 2z predchézejicich néroka,
vyznadujici s e t {m, Ze gen'kédujici
ASN-A obsahuje rostlinné specifické kodony.

| 5. ° Zpusob pripravy rostlin, semen nebo mnozitelského
materidlu,v y znadujici s e t im, Ze zahrnu-
Je rozmnosovéni bundk ziskanych zpusobem podle kterého-

koliv z predchézejicich néroki.
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