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Rostlina transformovana kédujici sekvenci genu Saccharomyces cerevisiae

Oblast techniky

Vynilez se tyka genetického inZenyrstvi rostlin s cilem zavést schopnost syntetizovat trehaldzu.
Konkrétné se vynélez tyka rostlin, které maji zvySeny obsah trehaldézy, a zpisobu, jak je
ptipravit. Vynalez se rovnéz tyka zplsobi jak navodit zvySeni tolerance rostlin ke strestim, jako
napfiklad chladu a suchu, i zpsobu jak navodit produkci trehal6zy.

Dosavadni stav techniky

Trehaléza (o—glukopyranosyl-a—D—glukopyranéza) je dimer glukdzovych molekul, spojenych
pfes jejich redukujici skupiny. Vzhledem k neobvyklé kombinaci svych chemickych vlastnosti ve
srovndni s jinymi cukry, vCetné nedostatku redukujicich skupin, pomalé hydrolyzy a schopnosti
vytvafet nerozpustné ,sklo®, se jedna o jednu z nejicinngjsich latek pouZivanych pro ochranu
bilkovin, bunéénych membran a jinych biologickych latek in vitro. Podobné pro Zijici organizmy,
které obsahuji velkd mnozZstvi trehaldzy je charakteristické, Ze jsou Casto vystaveny osmotic-
kému, dehydrata¢nimu a tepelnému stresu. Jedna se o hmyz, nékteré litoralni Zivodichy a fadu
mikroorganizmi, v&etné kvasinek a bakterii. Existuje podrobny dikaz, ktery shrnul Wiemken
vroce 1990 v dasopise Antomie van Leeuwenhoek 58, 209-217, Ze primarni roli trehalézy
v pekatskych kvasinkdch je navozovat odolnost k témto stresim. Pfedpokladd se viak rovnéz
(Nwaka et al. (1994) FEBS Letters 344, 225-228; Van Dijk et al. (1995) Appl. Environ.
Microbiol. 61, 109-115), ze akumulace trehalézy v pekafskych kvasinkach sama o sobé neni
dostateéna k navozeni tolerance ke stresu.

Vysoké hladiny trehalézy se vyskytuji vtakzvanych ,resurrection plants“, jako napfiklad
u kapradiny Selaginella lepidophylla, ktera jsou schopné prezit dlouhodobé vysusSeni a vystaveni
vysokym teplotam (viz shrnujici ¢lanek Avigadiv (1982) v Encyclopedia of Plant Research
(New Series) 13 A, str. 217-347). Velka vétSina cévnatych rostlin viak neni schopna syntetizovat
trehalézu. Tyto rostliny €asto akumuluji jiné ,kompatibilni* rozpusténé latky, jako je glycin
betain, prolin a rizné polyoly, v odpovédi na stres zplisobeny napfiklad suchem, které snizuji
dostupnost intraceluldrni vody (viz shrnujici ¢lanek McCue a Hansona (1990) Trends
in Biotechnology 8, 358-362).

Existuje velmi malo idaji o pfitomnosti trehalézy u krytosemennych rostlin, a vétSinou se jedna
o mald mnoZstvi, kterd pravdépodobné odraZeji mikrobidlni kontaminaci (napf. Kandler a Senser
(1965) Z. Pflanzenphysiol. 53, 157-161; Oesch a Meier (1967) Phytochemistry 6, 1147-1148).
Opravdu byl vysloven nazor, ze trehaldza je toxickd pro mnoho rostlinnych tkani (Veluthambi
etal (1981) Plant Physiol. 68, 1369-1374), zejména pro ty, které maji nizkou nebo nulovou
aktivitu trehalézy (trehaldza je enzym, ktery prevadi trehalozu na glukdézu). Avsak alespori jedna
krytosemenna rostlina, Myrothamnus flabellifolia (dalsi ztakzvanych ,resurrection plants®),
akumuluje znaéna mnoZstvi trehalézy (Bianchi et al. (1993) Physiologia Plantarum 87, 223-226),
coZz ukazuje na to, Ze neexistuje absolutni kompatibilni bariéra mezi trehaldézou a krytose-
mennymi rostlinami.

Neptitomnost trehalézy u vétSiny krytosemennych rostlin a zminéna toxicita zjist€na u nékterych
z nich ukazuje, Ze po zavedeni syntetické drahy pro trehal6zu do té€chto rostlin Ize v nékterych
piipadech ocekavat negativni U€inky. Na druhé strané, ispéSna produkce trehaldzy v rostlinach
by ptedstavovala podstatnou vyhodu. Trehalézou akumulovanou naptiklad v zasobnich organech
cukrovky, bramboru, cibule a podobng, by bylo mozné extrahovat na komeréni bazi a tak ziskat
trehalézu pii nakladech, které by byly kompetitivni ve srovnani se sacharézou v uréitych aplika-
cich. Takové aplikace zahrnuji vyrobu suSenych potravin (praskové mléko a vejce, polévky,
ovocné pyré, atd.), protoZe trehaléza chrani vini a strukturu mnoha potravinovych produkti




10

20

25

30

35

40

CZ 294329 B6

v pribéhu ekonomicky vyhodnych susicich postupil, a v tomto ohledu vysoce piekonava obdob-
ny efekt sacharézy (viz napf. Roser (1991) Trends in Food Science and Technology, July, str.
166-169; Roser a Colaco (1993) New Scientist, May, str. 25-28). V porovnani se sacharézou je
dal3i vyhodou trehalézy v mnoha pfipadech (polévky, praskova vejce) skutednost, Ze nenf sladka,
a dale i to, Zze z ni nevznika fruktoza, ktera je povaZovana za riskantni pro lidské zdravi. Vysoka
cena trehalézy v3ak €ini jeji vyuziti v primyslové vyrobé suenych potravin pfili§ nakladnym. Za
druhé, produkce trehaldzy v jedlych &astech urditych rostlin by vedla k prodlouZeni skladova-
telnosti produkti, jako jsou napfiklad rajéata. Za tieti, hromadéni trehalozy v citlivych tkanich
zvysuje toleranci rostlin k mrazu, suchu, vysokému obsahu soli a podobnym strestm.

Podstata vynalezu

Na zikladé toho, co je uvedeno vyse, je pfedmétem vynalezu poskytnuti nové schopnosti
rostlindm syntetizovat trehaldézu. Konkrétné je predmétem vynalezu poskytnuti schopnosti fizené
akumulovat trehalézu v rostlinnych tkanich, jako komerénim zdroji trehalézy, nebo pro navozeni
tolerance ke stresu, nebo za obojim ti¢elem, a pfitom minimalizovat potencidlng nepiiznivé vlivy
trehaldzy na rist rostlin.

Vynélez je zaloZen na zpisobu transformace rostlin strukturdlnimi geny pro syntézu trehalézy,
které jsou pod kontrolou vhodnych rostlinnych promotori, s cilem produkce transgennich rostlin
se zvySenym obsahem trehalézy. Konkrétné se jedna o to, Ze kddujici sekvence jednoho nebo
nékolika gend kédujicich polypeptidy enzymii produkujicich trehaléza—6—fosfat nebo samotnou
trehalézu, jsou podle vynélezu exprimovany v rostlinach pod kontrolou specifickych rostlinnych
promotord.

Rostlina transformovana kodujici sekvenci genu Saccharomyces cerevisiae pro trehaléza—6—
fosfatsyntazu, ktery je pod kontrolou nekonstitutivniho rostlinného promotoru, ma kapacitu pro
syntézu trehalozy vétsi nez je kapacita netransformované rostliny.

Tedy dané rostlina je transformovana alespon kdédujici sekvenci genu pro trehaléza—6—fosfat-
syntdzu (Tre6Psyntdza) vhodné fizovanou s rostlinnym promotorem takovym zpiisobem, Ze
k pIné expresi genu dochazi pouze kdyZ rostlina dozrava, nebo kdyZ se setka se specifickymi
podminkami prostiedi. Promotory jsou proto s vyhodou nekonstitutivni a vybrané tak, aby
dovolily doCasnou (napf. diurndlni), topologickou (napf. tkarfiové specifickou), nebo stresem
aktivovanou (nebo ,stresem indukovanou®) kontrolu exprese genti. Rostlinu Ize rovnéz transfor-
movat jednim nebo nékolika geny kédujicimi trehal6za—6—fosfatazu (Tre6Pazu) nebo regulaénim
polypeptidem, ktery interaguje s Tre6Psyntazou nebo Tre6Pazou nebo obéma.

Transformaci rostliny Ize provést kterymkoli ze zplsobt dostupnych v oboru, véetné infekce
transformovanym Agrobacter tumefaciens a ptimou introdukci cizorodé DNA mikroinjekei,
elektroporaci, bombardovanim ¢asticemi a pfimym transportem DNA. Strukturalni geny jsou
vyhodné zvoleny ze skupiny zahrnujici kvasinkové geny TPS1, TPS2, a TSLI1, které koduji
Tre6Psyntdzu o molekulové hmotnosti 56 kDa, Tre6Pazu o hmotnosti 102 kDa a regulaéni
subjednotky kvasinkové trehalosyntazy o molekulové hmotnosti 123 kDa.

Dal3im predmétem vynélezu je poskytnout zpisob produkce transgennich rostlin se zvysenym
obsahem trehalozy. Tento zplisob zahrnuje kroky transformace dané rostliny strukturalnimi geny
pro syntézu trehaldzy, zejména genem pro Tre6Psyntazu, jak je uvedeno vySe, a exprese téchto
geni pod kontrolou vhodného promotoru, ktery umozni do€asnou, topologickou nebo stresem
indukovanou kontrolu exprese uvedenych gend.



10

20

25

30

35

40

50

35

CZ 294329 B6

Tietim pfedmétem vynélezu je produkce trehalozy, ktera zahrnuje kroky:

—  transformaci rostliny alespoil jednim strukturalnim genem pro Tre6Psyntazu s cilem vzniku
transgenni rostliny,

—  kultivaci transgenni rostliny za podminek, které budou indukovat expresi syntézy trehalozy
v rostling, a

—  extrakci trehaldzy z rostlinnych tkani.

Ctvrtym pfedmétem vynalezu je poskytnuti zplisobu ochrany rostlin proti nepfiznivym podmin-
kém jako jsou sucho, vysoky obsah soli, teplotni extrémy a jiné stresy. Tento zpiisob zahrnuje
transformaci rostliny alespori kddovaci sekvenci genu pro trehaléza—6—fosfatsyntizu, ktera je
vhodné fizovana s rostlinnym promotorem, takZe plna exprese genu se neuskuteni, dokud se
rostlina nesetkd s nepfiznivymi podminkami. Rostlinu lze vyhodné soucasné transformovat
jednim nebo nékolika geny kédujicimi trehal6za—6—fosfatazu a regulatni proteiny, které stabili-
zuji aktivitu trehaléza—6-—fosfat-syntdzy nebo trehal6za—6—fosfatizy nebo obou. Napiiklad,
vynalez poskytuje zplisob ochrany rostlin majicich bobule nebo jiné plody proti poSkozeni kvéti
mrazem, coZ je umoZnéno transformaci rostliny genem pro trehaléza—6—fosfatdzu, ktery je
vhodné fuzovany s rostlinnym promotorem, takze k plné expresi genu nedojde, pokud se rostlina
nedostane do nizké teploty.

Patym predmétem vynalezu je poskytnuti zpiisobu produkce transformovanych okrasnych rostlin,
které nevyzaduji tak intenzivni a odbornou péci jako netransformované rostliny. Tento zplsob
zahrnuje transformaci rostliny genem pro trehaléza—6—fosfatsyntazu, ktery je vhodné fazovéan
s rostlinnym promotorem, takZe rostlina obsahuje trehalézu v nékterych svych tkanich.

Kratky popis obrazki

Obr. 1. ukazuje schematicky strukturu chimérického genového produktu, obsahujiciho maly
subjednotkovy promotor Rubisco 4. thaliana (pasts1A), zfizovany s kvasinkovym genem TPS]1,
ktery kdéduje subjednotku Tre6—Psyntazy a stop signdl transkripce z genu pro nopalinsyntézu
Agrobacterium tumefaciens (nos). Je ukédzdna pouze ¢ast plazmidu pKOHS51 s genovou
chimérou. Jsou uk4zana unikatni mista pro §tépeni restrikénimi enzymy vyznamna pro konstrukci
genové chiméry.

Obr. 2. uvadi vysledky Western blot analyzy transgennich rostlin tabaku, které ukazuji TPS]
produkt o molekulové hmotnosti 56 kDa. Produkt je oznacen Sipkou. Proteiny byly extrahovany
z transformovanych rostlin tabaku, obsahujicich (drahy 1, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 15, 16 a 19)
konstrukt popsany na obr. 1 nebo (GUS) dalsi genovou chiméru, obsahujici promotor mozaiko-
vého viru kvétaku o molekulové hmotnosti 35S, zfizovany s genem pro [—glukuronidazu
(UIDA) ve stejném vektoru nebo (SR1) z netransformovanych rostlin tabaku. Stejnd mnozstvi
proteinu byla nanesena do kazdé zdrah. PouZité antisérum (anti-57) bylo pfipraveno proti
subjednotce kvasinkové Tre6Psyntazy o molekulové hmotnosti 56 kDa.

Obr. 3. ukazuje chromatografickou identifikaci trehal6zy. Vzorky (20 1) vodnych extraktd taba-
kovych listi byly analyzovany pomoci HPLC tak, jak je popsadno v Obecném materidlu
a metodach. Extrakty A a B obsahovaly 192 mg Cerstvé hmotnosti transformantu rostouciho ve
skleniku v 19 ml (A) pied a (B) po pisobeni trehaldzy. Extrakty C a D obsahovaly 149 mg
listové hmoty na ml z (C) transformanta 4 nebo (D) kontrolni rostliny transformované plazmidem
pDE1001, ktery neobsahoval gen TPS1. Obé¢ rostliny byly kultivovany za sterilnich podminek.
Maxima trehalézy jsou oznalena T. Dvé velkd maxima sretenénim ¢asem okolo 25 minut
(maxima 7 a 8 v A) jsou glukodza a sachardza.
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Obr. 4. Zaznam proteinové imunoblotovaci techniky ukazujici tkafiovou lokalizaci TPS1-sub-
jednotky analyzované u atsI/-TPS! transformované linie 4. Listy divokého tabdku (SR1) byly
pouzity jako negativni kontrola a 0,1 g Tre6Psyntdzové subjednotky purifikované z kvasinky
(TPS1) jako pozitivni kontrola. Trehalézovy obsah stejnych tkani je uveden v mg/g suché
hmotnosti nad imunoblotovym zdznamem. Zkratka nt znamena netestovano. Dale jsou pouZzity
nasledujici zkratky: FB, kvétni pupeny; UL, horni listy; ML, stfedni listy; LL, spodni listy; US,
horni stonek; R, kofeny; EC, enzymova kontrola.

Obr. 5. Zvy3ena tolerance ksuchu v rostlindch produkujicich trehalézu. Oddélené listy ze
stejného vyvojového stadia rostlin starych 6 az 8 tydnd, které byly kultivovany in vitro, byly
suseny na vzduchu (25 % RH). (A) V &asech, které jsou uvedeny, byly listy vaZeny a vysledky
uvedeny jako relativni erstva hmotnost listi v kazdém &ase. Sucha hmotnost kazdého listu byla
ziskana po sudeni listd pfi +60 °C po dobu 48 hodin. Kontrola s divokym typem tabdku je
oznatena SR1 a trehalézu produkujici transgenni linie 1, 4 a 8 jsou oznaceny jejich odpovida-
jicimi &isly. (B) Vzhled oddélenych listd transgenni linie 4 a kontrolnich rostlin ve vybranych
Casech b&hem plsobeni stresu.

Obr. 6. Piezivani kontrolnich a trehalézu produkujicich tabakovych rostlin za podminek sucha.
(A) 6 az 8 tydn staré intaktni rostliny p&stované in vitro byly vystaveny suSeni vzduchem (D) po
doby, vyznadené v grafu. Po 17 hodinach pusobeni stresu byly netransformované kontrolni
rostliny (SR1) a trehalézu produkujici transgenni rostliny linii 4 a 8 rehydratovany (R) tim, ze
rostliny byly umistény do vody. (B) 3 tydny staré rostliny transgenni linie 8 a jak netransformo-
vané (SE1) tak vektorem transformované (C) kontrolni rostliny byly vystaveny sudeni vzduchem
(D) po indikovany &as. Rostlinky byly nasledné rehydratovany (R) po 7 hodinach pisobeni stresu
tim, Ze byly umistény do vody.

Obr. 7. SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti sodium dodecyl-
sulfatu), analyza frakci obsahujicich Tre6Psyntdzu M. smegmatis eluovanou z prvniho Heparin—
Sepharézového sloupce. Drahy 1 aZ 4 obsahuji popofadé vzorky H33 (7,0 mU), H35 (20 mU),
H36 (21 mU) a 37 H37 (12 mU) (Tab. 3). Po provedeni SDS-PAGE v 8% akrylamidu byly geny
obarveny pomoci Coomassie Brilliant Blue. Velikosti standardii molekulové hmotnosti v drdze 5
jsou uvedeny v kDa. Poloha polypeptidu Tre6Psyntdzy o molekulové hmotnosti 55 kDa je
oznacena Sipkou.

Obr. 8. SDS-PAGE analyza frakce z oblasti maxima Tre6Psyntazy M. smegmatis eluované
z druhého Heparin—Sephardzového sloupce. Frakce T21 (Tab. 3) byla koncentrovana ve zkumav-
ce Centricon 10 a nasledné smisena s polovinou objemu tfikrat koncentrovaného pufru,
pouzivaného pro vzorky pfi SDS-PAGE. Celkova koncentrace byla 3estinisobna. Vzorky
obsahujici (draha 1) 2,9 mU a (draha 3) 8,7 mU Tre6Psyntazy byly analyzovany SDS-PAGE
v 8% akrylamidu a obarveny pomoci Coomassie Brilliant Blue. Standardy molekulamich
hmotnosti v dréze 2, sefazené podle velikosti, byly 109, 84, 47,33, 24 a 16 kDa.

Obr. 9. Western analyza Tre6Psyntazy purifikované z M. smegmatis. Na 8% akrylamidovy gel
byly naneseny ptedem obarvené markery molekulové hmotnosti (draha 1: 200, 117, 80 a 47 kDa;
draha 10: jediny viditelny marker ma 84 kDa), €ista Tre6Psyntaza z frakce T21 (Tab. 3) (drahy
7 a 8: 2,9 mU; drahy 3, 4 a 9: 8,7 mU) a spojené aktivni frakce ze Sephadexu G100 (Tab. 3)
(draha 6: 7,8 g celkového proteinu; drahy 2 a 5: 23 g celkového proteinu). Po provedeni elektro-
forézy a ptenosu na nitrocelulézu byla nitrocelul6zova membrana rozstfizena mezi drahami 3 a 4
a mezi drahami 7 a 8. Dréhy 1 az 3 byly obarveny pomoci Coomassie Brilliant Blue, detekce na
drahach 4 az 7 byla provedena anti-57 sérem, které bylo ziskno imunizaci proti purifikované
subjednotce kvasinkové Tre6Psyntizy, majici molekulovou hmotnost 56 kDa, a detekce na
drahach 8 az 10 byla provedena pomoci preimunniho séra. Imunoreaktivni pasy byly zviditelnény
pouZitim koziho, antikrali¢iho IgG-alkalicka fosfatdza konjugdtu (Promega) podle instrukci
vyrobce. V obou ptipadech byly ¢asy vybarveni 2,8 minut. Diagonalni ¢ary napfi¢ draham 4 az 7
byly zplisobeny nahodnym zvarhanénim membrany b&hem prenosu na nitroceluldzu.



10

15

20

25

30

35

40

45

55

CZ 294329 B6

Obr. 10. Western analyza 8 transgennich linii Arabidopsis thaliana. Rostliny vypéstované ze
semen primarnich transformantl byly extrahovéany a analyzovany pomoci antiséra, pfipraveného
proti subjednotce kvasinkové Tre6Psyntazy, majici molekulovou hmotnost 56 kDa, tak jak je
popséno na obr. 2. Subjednotka Tre6Psyntazy purifikovana z kvasinky (0,1 g) byla pouzita jako
pozitivni kontrola. Netransformovana A. thaliana nedava zadny signal.

Podrobny popis vynalezu

V nasledujicim popisu vyraz ,konstitutivni rostlinny promotor oznacuje rostlinné promotory,
které vyvolavaji kontinualni a obecnou expresi s nimi asociovanych kddujicich sekvenci, takze
produkty t&€chto sekvenci jsou nalézidny ve vSech buiikach rostliny a ve v3ech fazich ristu.
Nekonstitutivni promotory naproti tomu jsou aktivovany specifickymi vnitinimi nebo vné&j$imi
udalostmi, jako naptiklad diferenciaci bunék, které vyust'uji v tvorbu zvlaStnich tkani v pribéhu
vyvoje a zrani rostliny, nebo zménami v prostiedi rostliny. Je zndAmo mnoho typi zmén prostiedi,
které aktivuji zvlastni promotory. Pfiklady zahmuji svétlem indukovanou aktivaci promotord pro
malou subjednotku ribuléza—1,5-bisfosfatkarboxyldzy (Krebbers et al. (1988) Plant. Mol. Biol.
11, 745-759), jako naptiklad promotor astlA, pouzity v ptikladech 1 az 3, a aktivaci promotort
riznymi stresy, jako napfiklad LTI78 (Nordin et al. (1993) Plant. Mol. Biol. 21, 641-653)
a RABI18 (Lang a Palva (1992) Plant. Mol. Biol. 20, 951-962). Avsak na$ vynalez neni omezen
témito ptiklady nekonstitutivnich promotorti. Dilezitou a novou &asti vynalezu je koncept, Ze
konstitutivni syntéza trehal6zy rostlinou bude vZdy neekonomicka a nékdy plsobici negativné,
takZe vyhody produkce trehalézy popisované v této patentové prihlasce lze nejlépe uskutecnit
pomoci nekonstitutivnich promotori. Diky témto nekonstitutivnim promotoriim je biosyntéza
trehalozy v transgennich rostlindch podfizena docasné kontrole (tj. probiha pouze v uréitou
dobu), topologické kontrole (tj. je omezena pouze na uréité ¢asti rostliny), nebo obéma typiim
kontrol zaroveri.

Naézvy rostlinnych organd pouzité v tomto popisu jsou obecné pouzivany v zelinafskych a ovoc-
natskych kruzich jak péstiteli, tak i zakazniky. Takto naptiklad slovo ,,plod* predstavuje ty asti
jabloné nebo jahodniku, které jsou prodavany za ucelem jidla, ackoli tyto skladované tkané
obsahujici semena samy o sobé€ nejsou plody v pfisném botanickém smyslu slova. Zminili jsme
jiz, ze téméf viechny druhy cévnatych rostlin nejsou schopny syntetizovat trehaldzu, takze termin
Hrehalézu produkujici rostliny nevyZaduje kvantitativni definici. Aviak moZnost, ze nékteré
bézné rostliny (jiné nez takzvané ,resurrection plants) produkuji trehalézu béhem stresu, dosud
nebyla prozkoumana. Tento vynalez se tyka genetického inzenyrstvi rostlin s cilem vnést hetero-
logni schopnost syntézy trehal6zy (v tomto kontextu ji lze rovnéZz nazyvat ,,nova“ schopnost
syntézy trehal6zy). PoZadovany vzrist obsahu trehaldzy, ve srovnani s netransformovanou
rostlinou, ktera roste za identickych podminek, bud’ predstavuje uZite€né zlepseni tolerance ke
stresu nebo jej lze vyuzit pro extrakci trehalozy z rostliny za komerénim tcelem.

Mnoho mikrobnich organizmii obsahuje enzymové systémy, které produkuji trehal6za—6—fosfat
(Tre6P) a hydrolyzuji tuto latku na trehalézu. Naptiklad Saccharomyces cerevisiae obsahuje
trehal6zosyntazovy komplex zahrnujici subjednotky o molekulové hmotnosti 56, 102 a 123 kDa
(Londesborough a Vucrio (1993) Eur. J. Biochem. 216, 841-848), ktery kondenzuje uridindi-
fosfoglukdézu (UDPG) a gluk6za—6—fosfat (Glc6P) nejprve na Tre6P (Tre6Psyntdzova reakce)
a potom na volnou trehaldzu (Tre6Pazova reakce). Za Tre6Psyntazovou a Tre6Pazovou aktivitu
jsou zodpovédné subjednotky o 56 a 102 kDa a subjednotka majici molekulovou hmotnost
123 kDa ma regulaéni vlastnosti a stabilizuje cely komplex. Jiné mikrobni systémy zahrnuji
systém Candida utilis (Soler et al. (1989) FEMS Microbiol. Letters 61, 273-278), Escherichia
coli (Glaever et al. (1988) J. Bacteriol. 170, 2841-2849), Dictyostelium discoideum (Killick
(1979) Arch. Biochem. Biophys. 196, 121-123) a Mycobacterium smegmatis (Lapp et al. (1971)
J. Biol. Chem. 246, 4567-4579), z nichz posledni dva systémy jsou schopny vyuzivat adenindi-
fosfoglukdzu (ADPG) jako alternativu k UDPG. Malo je znamo o subjednotkové struktute téchto
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dalSich mikrobnich systémi. Mnohobunééné organizmy, které syntetizuji trehalézu, jako jsou
Nematoda, hmyz a tzv. ,resurrection plants“, pravdépodobné téz obsahuji enzymy majici
Tre6Psyntazovou a Tre6Pazovou aktivitu.

V principu prenos kterékoli z téchto Tre6Psyntaz do rostlin udéli rostlinAm novou schopnost
syntetizovat Tre6P. Bylo zji§téno, Ze nékteré rostliny, jako napiiklad tabak, maji vrozenou
schopnost pfevadét Tre6P na trehal6zu, takze, prekvapivé napriklad, transformace tabaku samot-
nym genem pro Tre6Psyntdzu, vede k uginné produkci trehalozy. Avsak, jestlize je endogenni
konverze Tre6P na trehalézu pomald nebo viibec neprobihd, lze rovnéz prenést Tre6Pazu
z nékterého z vhodnych zdroji. Systémy jako je kvasinkovy enzym, kde Tre6Psyntdza a
Tre6Paza jsou subjednotky trehaldzasyntazy, je vyhodné kotransformovat rostliny geny pro
Tre6Psyntazu a Tre6Pazu ze stejného zdroje, takze se vytvori pfirozeny komplex enzymi. At je
zdroj enzymi jakykoli, Ize trehalézu vytvarenou v transgennich rostlinach extrahovat anebo tento
cukr nam navodi zvySenou toleranci k uritym typim stresu. Produkce trehalozy v rostlinach
transformovanych timto zplsobem uritymi kvasinkovymi geny jiz byla popsana
(PCT/F193/00049).

Avsak ackoli akumulace trehaldézy v uréitém case (napf. béhem vystaveni stresu nebo ve zralé
rostling) a v urditych tkanich (napf. zasobnich organech nebo, ve vhodném case, ve tkanich
citlivych k mrazu) bude mit pravdépodobné pozitivni G¢inek, nebo alespoil nebude pro rostlinu
Skodliva, existuje realnd moznost, Ze v jiném ¢ase a v jinych tkanich bude akumulace trehalézy
pro rostlinu $kodliva (Veluthambi et al. (1971) loc. cit.). Je proto vyhodné pouzivat rostlinny
promotor (promotor je ¢ast genu, ktera stimuluje transkripci kédujici sekvence), ktery nedovoluje
plnou expresi genu nebo gend, a vyvold syntézu trehaldzy az kdyZ rostlina je zrald, nebo se
dostane do podminek prostfedi (jako je sucho nebo nizka teplota), kdy vyhody pfitomnosti
trehal6zy pfevysi jeji mozné nevyhody pro rostlinu. V oboru je zndmo nékolik ptikladii takovych
nekonstitutivnich rostlinnych promotord, véetné promotoru malé subjednotky ribuléza—-1,5-bis-
fosfatkarboxylazy (Rubisco), ktery umoziiuje svétlem indukovanou expresi malé subjednotky
RUBISCA (Krebbers et al. (1988) Plant Mol. Biol. 11, 745-759).

Tabak a rostliny Arabidopsis transformované kodujici sekvenci (otevieny Cteci ramec, ORF)
kvasinkového genu TPS1, spravné fuzovanou s promotorem ats! A genu pro malou subjednotku
Rubisco, jsou zndmy. TPS1 koéduje subjednotku kvasinkové trehalézasyntdzy majici molekulo-
vou hmotnost 56 kDa. Transformované rostliny jsou zdravé a fertilni, a obsahuji ve svych listech
trehalozu. Netransformovany tabak nebo tabak transformovany podobnym vektorem bez genu
TPS1 neobsahuji trehalézu. Tyto zvefejnéné transgenni rostliny byly ziskany s pouzitim A.
tumefaciens, ktery zprostfedkoval transformaci, ale lze pouzit kterykoli zplisob dostupny v oboru,
véetné piimé introdukce DNA mikroinjekci, elektroporaci nebo bombardovéni &asticemi (Gasser
a Fraley (1989) Science 244, 1293).

Jedna ztéchto transformovanych tabikovych rostlin (transformant 4) obsahuje aktivitu
Tre6Psyntazy. Volna, 56 kDa tézka subjednotka je nestabilni, jestlize ji izolujeme z intaktniho
kvasinkového komplexu trehalézysyntazy (Londesborough a Vuorio (1993) loc. cit.). Jsou
popsany zpusoby, jimiZz odbornik dokaze kontransformovat rostliny TPS1 genem a jednim nebo
obéma ostatnimi geny kvasinkové trehalozasyntazy (TPS2 a TLS1), a umistit je pod kontrolu
rostlinnych promotori, napf. promotoru atslA nebo nékterého vhodného promotoru, ktery je
konstitutivni. Takova kotransformace ¢asto zvysi obsah trehaldzy v rostliné ve srovnani s obsa-
hem trehaldzy rostlin obsahujicich pouze TPS1, protoze subjednotky kédované TPS2 a TSL1
stabilizuji subjednotku majici molekulovou hmotnost 56 kDa.

V rostlinach kontransformovanych genem pro Tre6Psyntazu (kontrolovanym indukovatelnym
promotorem) spolu s jednim nebo né&kolika geny pro Tre6Pazu nebo regula¢nimi proteiny (jako
naptiklad produkt TSL1), regulovanymi konstitutivnimi promotory, bude produkce trehalézy
kontrolovana indukovatelnym promotorem, protoze Tre6Psyntaza katalyzuje prvni jedinecny
krok biosyntézy trehalozy.
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Bylo prokazino, Ze transformované rostliny tabaku produkujici trehalézu vykazuji zvysenou
toleranci k suchu. Bylo to dokazano v experimentech, provadénych jak s oddélenymi listy, tak
i s celymi rostlinami. ZlepSena tolerance k suchu je vykazovana zralymi rostlinami i mladymi
rostlinkami potomstva transformanti ziskaného samosprasenim. V tomto potomstvu tolerance
suchu kosegregovala se znakem TPS1, jak ukézala pfitomnost subjednotky Tre6Psyntazy, majici
molekulovou hmotnost 52 kDa, v zelenych tkanich potomstva.

Tolerance k vodou vyvolanému stresu u uvedenych transgennich rostlin je ptekvapujici, protoze
mnozstvi trehalézy zjisténé v jejich tkanich se zda byt ptilis malé, aby zajistilo osmotické
pufrovani vnitrobuné¢ného obsahu. Je mozZné, Ze trehaléza funguje tak, Ze chrani specificka
mista, jako jsou membrany, nebo trehaldza ¢i jeji prekurzor (Tre6P) méni rostlinny metabolizmus

tak, Ze vyvolavaji sekundarni zmény, které chrani buiiky proti stresu.

Bylo zji$téno, Zze malé morfologické zmény pozorované u primarnich transformanti obsahujicich
genovou chiméru TPS1 genu, jako jsou naptiklad listy ve tvaru skalpelu, snizend apikaini domi-
nance nebo men§i vyska, vét§inou zmizely u potomstva, které jesté produkovalo trehaldzu. Tyto
alterace se zdaji byt vétSinou artefakty vyvolané kultivaci ve formé tkanovych kultur. Aviak bylo
zjisténo, Ze trehaldzu produkujici tabakové rostliny, véetné potomstva ziskaného samosprasenim,
rostou ponékud pomaleji, nebot’ se opozd'uji za kontrolnimi rostlinami o 1 az 2 tydny po 8-
tydennim riistu za optimalnich podminek. Tato skutecnost ukazuje na to, ze syntéza trehalézy
v rostlinach, i1 kdyz je pod kontrolou atslA promotoru, nékdy zpomaluje rist. Tedy stresem
indukované promotory, jako je LT178 (Nordin et al. (1993) Plant. Mol. Biol. 21, 641-653), lze
pouzit v pozitivnim smyslu k udrzeni normalnich ristovych rychlosti a vytézki za podminek
nepfitomnosti stresu, a tyto promotory soucasné poskytuji trehalézou indukovanou ochranu
v pfitomnosti stresu, tak jak je vysvétleno v pfikladu 5.

Tyto transgenni rostliny syntetizovaly trehalozu, ackoli byly transformovany pouze kvasinkovym
genem TPS1, kédujicim Tre6Psyntazu a nikoli genem TPS2, ktery koduje Tre6Pazu. Tedy
nékteré rostliny maji endogenni aktivitu prevadéjici Tre6P na trehal6zu. V nékterych ptipadech je
vyhodné kotransformovat rovnéz rostlinu genem koédujicim Tre6Pazu, jako je naptiklad TPS2,
aby se zvysila rychlost konverze Tre6P na trehalézu. Dale je ziejmé, ze podobné vysledky lze
dosahnout s geny pro Tre6Psyntazu (a Tre6Pazu), ziskanymi z jinych organizmil nez z kvasinek.
Rada téchto genti je homolognich s TPSI (a TPS2), a lze je snadno klonovat s pouZitim
imunologickych nebo oligonukleotidovych prob, odvozenych od enzymii a gend kvasinkového
systému. Naptiklad Tre6Psyntaza Mycobacterium smegmatis obsahuje 56 kDa tézky polypeptid,
ktery kfizové reaguje s antisérem pripravenym proti purifikované subjednotce kvasinkové
Tre6Psyntazy o molekulové hmotnosti 56 kDa. Aminokyselinové sekvence tryptickych peptidi
zenzymu M. smegmatis jsou znamy a maji blizkou sekvenéni homologii s kvasinkovym
enzymem. Odbornik dokaze snadno klonovat geny pro Tre6Psyntazu a Tre6Pazu z mnoha
organizmil, jestlize pouzije uvedené piistupy. Nas vynélez se tyka transformace rostlin geny pro
Tre6Psyntazu a Tre6Pazu, ziskanymi z jakéhokoli vhodného organizmu a fizovanymi s vhodny-
mi rostlinnymi promotory.

Rostliny obsahujici trehalozu jako vysledek transformace jednim nebo nékolika geny pro
trehalézasyntdzu, lze pouzit n€kolika zplisoby. Napiiklad trehalézu lze extrahovat z rostlin na
komeréni bazi. Tato trehaldza je dostate¢né levna pro pouziti ve velkém mnozstvi pro zachovani
chuti, viiné a struktury latek v potravinach béhem suseni. Pro tento zpisob pouziti je lépe, jestlize
je trehaloza akumulovéna v zasobnim organu, jako je napfiklad hliza bramboru, kofen cukrové
ajiné fepy, nebo cibule cibulovitych rostlin. Byly popsany zplsoby pro transformaci téchto
uvedenych a mnoha jinych plodin (Lindsey (1992) J. Biotechnol. 26, 1-28), avSak na§ vynalez
neni omezen témito rostlinami, které jsou Casto pouzivany jako modely molekularni biology.
Zpisoby vyvinuté pro modelové rostliny lze upravit pro pouziti s jinymi rostlinami. V disledku
toho lze tuto patentovou pfihlasku pouzit naptiklad pro stonek a listy transformované cukrové
fepy, nebo plod bananu. V oboru jsou znamy rostlinné promotory (napf. patatinovy promotor),
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které vyvolavaji specificky expresi v zisobnim organu. V jednom provedeni tohoto vynalezu je
kédujici sekvence genu pro Tre6Psyntidzu (napf. TPS1) zfizovana s takovym promotorem
stejnym zpisobem, jako byla kédujici sekvence TPS1 zfiizovand s promotorem atsl, a vhodné
rostliny jsou transformovany témito konstrukty DNA. Trehal6zu, ktera se akumuluje v zasobnich
organech lze potom extrahovat.

V daliim provedeni tohoto vynélezu, kdy se trehaléza akumuluje v tkanich rostliny, dochazi ke
zlep3eni skladovacich vlastnosti po sklizni. V disledku toho ztraceji oddélené listy transformova-
ného tabaku vodu pomaleji neZ listy tabaku netransformovaného, a i po ztraté vody neztraceji
barvu (obr. 5). Tento aspekt ize vyuZit i u jedlych a okrasnych rostlin. U rostlin pouZivanych jako
potrava naptiklad zkrouceni a odbarveni riiznych druhi komeréné prodavanych saldtd které
nastiva po sklizeni rostlin, predstavuje zavaZny ekonomicky problém, zejména v prodejnach
maloobchodu. Konegné naklady viak vzdy plati zakaznik.

Trehalézu produkujici hlavkovy salat (locika) zajisti zakaznikim levnéjsi a lepsi salaty. Podobné
Ize uvaZovat i o jinych druzich rostlin, které se pouZivaji v kuchyni, zejména se to tyka zeleniny,
kde se v kuchyni pouzivaji listy, jako napfiklad zeli, brokolice, $penat, kopr nebo petrzel, anebo
ostatni zelend zelenina jako hrasek a fazol Sarlatovy. Rada okrasnych kvétin, naptiklad rtze,
tulipany a narcisy, jsou po ufiznuti dopravovany dale. I v podminkdch nakladné dopravy
v chladicich vozech nebo letadly dochazi k velkym ztratim na zboZzi. Opét néklady za tyto Skody
zaplati zakaznik, ktery v pripadg vyuZiti okrasnych kvétin produkujicich trehalézu ziska levn&jsi
a krasnéjsi produkty, které lépe zadrzuji sviij obsah vody a méné podléhaji odbarvovani. V tomto
pripadé, tykajicim se naSeho vynalezu, je gen pro Tre6Psyntazu zfizovan s rostlinnym promoto-
rem, ktery je zvolen tak, Ze se trehaloza akumuluje v rostlinnych Castech, které se maji sklizet.
Naptiklad promotor ats1A vyvolavd expresi Tre6Psyntézy v listech, hornim stonku a kvétnich
pupenech tabaku a trehaléza se akumuluje v t&chto &astech. Avsak vynalezci uvadéji ve znimost,
Ze rostliny jako tabdk pfenadeji trehaldézu z mista jeji syntézy do tkani, které tento cukr nesynte-
tizuji. Takto byla mald mnoZstvi trehalézy rovnéz nalezena v kofenech téchto transgennich
rostlin tabaku, ackoli nekonstitutivni promotor astlA nevyvolal expresi Tre6Psyntazy v kore-
nech.

V aspektu vynalezu, ktery ma vztah k tomu, co je uvedeno vyse, jsou jedlé &asti transformo-
vanych rostlin, obsahujicich trehalozu, jako napfiklad raj¢ata, bobule a jiné plody, zpracovavany
na pyré, pasty, Zelé a zavafeniny, které maji Cerstv€jsi a bohatSi vini a chut,, diky tomu, Ze
obsahuji trehalézu. Bylo zjisténo (WO 89/00012), Ze ptidani trehalozy do takovych potravino-
vych produkti zlep$uje zachovani jejich chuti a ving, zejména, jestlize zpracovani zahrnuje
su$eni. Tento vynélez obchézi potfebu pfidavat trehaldzu tim, Ze dava k dispozici rostlinu, ktera
jiz sama trehalézu obsahuje. Vyhodou z hlediska tohoto aspektu naSeho vynélezu je pouZiti
promotord takovych jako je napfiklad patatinovy promotor, které sméruji syntézu trehalézy
primarné do zasobniho orgéanu cilové rostliny.

Bylo ukézano, Ze transformovany tabak, ktery produkuje trehalézu, méa zvySenou odolnost proti
suchu. Obecné jsou transformované rostliny obsahujici trehalézu odolnéj$i vii¢i suchu, mrazu,
vysokému obsahu soli a jinym stresim, v porovnani s netransformovanymi rostlinami. Sucho,
mraz a osmoticky stres negativn& ovliviiuji rostliny zejména tim, Ze odnimaji vodu z bunék a tim
poskozuji membrany a proteiny. Tento efekt je v podminkach in vitro zmirn€n trehalozou
(Crowe et al. (1992) Annu. Rev. Physiol. 54, 579). V tomto aspektu vynalezu je pouZity rostlinny
promotor takovy, ktery je indukovan stresem. V oboru jsou takové promotory znamy, napfiklad
LTI78 (Nordin et al. (1993) Plant. Mol. Biol. 21, 641-653) a RAB18 (Lang a Palva (1992) Plant.
Mol. Biol. 20, 951-962). Takovy promotor zabrani syntéze trehalézy pokud tato neni potieba.
Pro rostliny, které rostou dobfe jestlize obsahuji trehalézu, tohoto aspektu vynilezu lze
dosahnout, aniz bychom se uchylili k pouzZiti stresem indukovaného promotoru. Av3ak pouziti
stresem indukovanych promotorii k zabranéni produkce trehaldzy, pokud ji neni tieba, ma dalsi
vyhody v tom, Ze se vyhneme snizenému vytézku rostliny, vyplyvajicimu z ¢aste¢ného vyuZiti
kapacity fotosyntézy na syntézu trehalézy, a tim i moznému zpomaleni ristu, tak jak bylo
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ukézano pro tabdk obsahujici chiméru patsl1A-TPS1. Tento aspekt ma pouZiti nejen v oblasti
rostlin, pouzivanych jako potrava, nybrz i v piipad¢ okrasnych rostlin, pouZivanych v zahradé
nebo v mistnostech. Transformované, ke stresu tolerantni okrasné rostliny vyzaduji méné
intenzivni 2 mén& odbornou péi ve srovnani s odpovidajicimi netransformovanymi rostlinami.
Pomalejsi rist nékterych okrasnych rostlin produkujicich trehalézu a malé morfologické zmény
pozorované alesport u primarnich transformantii, nejsou vzdy nevyhodou: pomalejsi rist a novy
vzhled nékdy predstavuji atraktivni charakteristiky, zejména v pripadé okrasnych rostlin pouZziva-
nych v mistnostech.

V jesté dalsim aspektu vynélezu je gen pro Tre6Psyntazu vhodné zfizovan s rostlinnym promo-
torem (napf. LTI78 nebo RABI18), ktery je aktivovdn specifickou udalosti nebo souborem
podminek (napf. chladno nebo sucho), takze Ize spustit akumulaci komeréné extrahovatelnych
mnozstvi trehalézy ve zralé rostliné kratce pred sklizni, a tim se vyhnout jakymkoli negativnim
vliviim trehalézy na asny vyvoj nékterych rostlin.

Podle vySe uvedeného zvefejnéni jsou transgenni rostliny podle tohoto vynalezu jednodélozné
rostliny, jako naptiklad kukufice, oves, proso, pSenice, ryze, je¢men, Cirok, laskavec, cibule,
chiest nebo cukrova tftina, nebo dvojdélozné rostliny, napiiklad vojtéska, sdja, petinie, bavina,
cukrova fepa, slunednice, mrkev, celer, zeli, okurka, paprika, rajée, brambor, &ocka, len,
brokolice, tabak, fazole, locika, fepka, kvétak, Spenat, rizikova kapusta, arty¢ok, hrach, okra,
dyné (Cucurbita), kapusta kadefava, Brassica oleracea, ¢ajovnik nebo kdvovnik.

Je ukézano, Ze kvasinkovy gen TPS1 a jeho produkt jsou kompatibilni s biochemickym uspora-
danim tabdku: gen byl exprimovan s vysokou cinnosti a subjednotka o molekulové hmotnosti
56 kDa vyvolala syntézu trehalézy. AvSak v oboru je znamo, Ze rostlinné geny nékdy maji nizsi
poméry A+T neZ napiiklad mikrobni geny, a Ze hladinu exprese heterolognich gend v rostlinach
lze zvysit zménou pouZiti kodonu, zejména blizko startu kédujici sekvence, na hodnotu naléza-
nou v rostlinach (Perlak er al. (1991) 88, 3324-3328). Domnivame se, Ze tyto a podobné
modifikace gend jsou vyhodné v tomto vynalezu.

Je rovnéz dobfe znamo, Ze se v genech vyskytuji pfirozené mutace. Tyto a arteficielni zmény
v DNA sekvenci nékdy méni aminokyselinové sekvence kédovanych polypeptidi. Oznaceni
TPS1 (nebo TPS2 nebo TSL1), tak jak je pouZito zde, zahrnuje viechny DNA sekvence
homologni s TPS1 (nebo TPS2 nebo TLS1), které koduji polypeptidy s poZzadovanymi funkénimi
nebo strukturalnimi vlastnostmi subjednotky kvasinkové trehalozasyntizy, majici molekulovou
hmotnost 56 kDa (nebo 102 kDa nebo 123 kDa). Podobné oznadeni ,,geny pro Tre6Psyntazu
(nebo Tre6Pazu) nebo regulaéni polypeptidy” zahrnuje nejen takové geny, které lze snadno
izolovat z ptirodnich organizm@ (napf. pouzitim nukleotidovych préb vytvoienych ze zndmych
sekvenci TPS1 nebo TPS2 nebo TSL1), ale rovnéz pfirodni a umélé varianty, které koduji
polypeptidy s pozadovanymi funkénimi a strukturalnimi vlastnostmi polypeptidi kédovanych
pivodné izolovanymi geny.

Priklady provedeni vynalezu

Obecny material a metody

Material. Byly pouzity rostliny Nicotiana tabacum cv. SR1 a Arabidopsis thaliana L. Heynh.
ekotyp C-24.

Kvasinkové geny TPS1 (dfive nazyvané TSS1) kédujici Tre6Psyntazovou subjednotku trehaléza-
syntazy, majici molekulovou hmotnost 56 kDa, a TLS1 kédujici regula¢ni subjednotku trehalozy-
syntdzy o molekulové hmotnosti 123 kDa byly ziskany z plazmidi pALK752 a pALK754
popsanych Vuoriem et al. (1993) Eur. J. Biochem. 216, 849-861. Kvasinkovy gen TPS2 byl
ziskan z plazmidu poskytnutého Dr. Claudio De Virgiliem a Dr. Andresem Wiemkenem
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z Botanisches Institut der Universitat Basel ve Svycarsku a klonovan do mista Sacl plazmidu
YCplacl11. Tento gen (popsany v praci De Virgillia et al. (1993) Eur. J. Biochem. 212, 315-
323) kéduje aminokyselinové sekvence odvozené ze subjednotky o molekulové hmotnosti
102 kDa, tak jak je ukdzano v tabulce 1 v praci Vuorio et al. (1993, loc. cit.). Antiséra pfipravena
proti kvasinkové trehalozasyntaze (anti-TPS/P) a 56 kilodaltonové subjednotce (anti-57K)
i obecné pouzivané chemikalie byly ziskany ze zdroji uvedenych v praci Vuorio et al. (1993, loc.
cit.). Vakuolarni trehaléza byla &aste&né purifikovana tak, jak je popsano Londesboroughem
a Varimem ((1984) Biochem. J. 219, 511-518) ze suc™ gal” mel” mal” kvasinkového kmene
(ALKO2967) a nehydrolyzovala sacharézu, maltézu ani melibidzu.

DNA manipulace. Viechny manipulace s DNA byly provadény za pouziti zavedenych laborator-
nich technik (Sambrook et al. (1989) v Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, New York). Kmeny E. coli DH5 a MC1061 byly pouzity pro plazmidové preparaty.
Promotor pouzity k regulaci exprese TPS1 pochazel z genu atslA 4. thaliana, ktery koduje
malou subjednotku Rubisco (Krebbers et al. (1988) loc. cit.).

Pro konstrukci chimérického genu ats1A-TPS1 promotorovy fragment ats1A, kterému chybéla
sekvence pro tranzitni peptid, byl amplifikovan pomoci PCR z plazmidu pGSFR401. Syntetické
oligonukleotidové primery byly pouzity k vytvoreni mista pro EcoRI na 5'konci a mista Xbal na
3'konci amplifikovaného fragmentu. Amplifikovany produkt ziskany pomoci PCR byl 3tépen
pfisludnymi restrikénimi enzymy a po purifikaci na agaré6zovém gelu byl vlozen do plazmidi
pUC19, rozitépeného pomoci enzymii EcoRI a Mlul. Kvasinkovy gen TPS1 byl amplifikovan
z plazmidu pALK752 popsaného vyse. Vysledny fragment obsahoval 5' Mlul a 3'Xbal mista. Po
digesci a purifikaci byl fragment ligovan za patslA v pUCI19. Fragment obsahujici konstrukt
promotor-TPS1 byl pfipraven pomoci restriktdz EcoRI a Xbal a potom vlozen do pBluescriptll
SK" (Stratagene)-odvozeného plazmidu nesouciho 3'konec T-DNA genu G7 zahrnujiciho jeho
polyadenylaéni signal a pravou hraniéni sekvenci T-DNA. Nakonec byla celd genova chiméra
vloZena jako EcoRI-Sacl fragment do rostlinného transformaéniho vektoru pDE1001 (Denecke
et al. (1992) EMBO J. 11, 2345-2355), obsahujiciho chimérni gen pro rezistenci ke kanamycinu
pNOS-NEO-3'0OCS jako selektivni marker. Vysledkem byl plazmid pKOH51, nesouci genovou
chiméru pats1A-TPS1-3'G7. Konstrukty byly klonovany v kmeni E. coli DHS pomoci trasfor-
mace a poté pievedeny pomoci elektroporace (Dower, Miller a Ragsdale (1988) Nucl. Acids.
Res. 16, 6127—6145) do Agrobacterium tumefaciens (CS8C1 rif"), obsahujiciho neonkogenni Ti
plazmid pGV2260 (Deblare et al. (1995) Nucl. Acids. Res. 13, 2777-2788).

Ostatni konstrukty byly pfipraveny obdobnym zpiisobem.

Rist rostlinného materidlu. Pro zaji§téni ristu ve sterilnich podminkach byly sterilizované
explantaty Nicotiana tabacum (SR1) umistény do sklenénych nadob, obsahujicich pevné
MS médium (Murashige a Skoog (1962) Physiol. Plant. 15, 473-497), do né€hoZ byla ptidana
sachar6za v koncentraci 2 hmotn. % (MS-2). Tyto nadoby byly potom umistény do kultivagni
komory, kde bylo mozno kontrolovat podminky ristu, kde rostliny rostly pii 22 °C s fotope-
riodou 16 hodin. Explantaty byly pravidelné prevadény do novych niddob, obsahujicich MS-2
médium, aby byl zajistén kontinualni rist za sterilnich podminek. Sklenikové rostliny rostly
v plidé v kvétinagich a byly denné zalévany. Transformované rostliny 4. thaliana byly nejprve
kultivovany za sterilnich podminek v détskych lahvich v kontrolovaném prostiedi tak, jak je
popsano vy3e pro tabdk, a pozdgji byly pfevedeny do piidy v kvétina¢ich umisténych ve skleniku,
aby bylo dosaZeno produkce semen. Semena z primarnich transformantii byla bud’ pfimo vsazena
do pidy, aby bylo dosazeno nového cyklu produkce semen, nebo byl jejich povrch sterilizovan
a semena byla kultivovana ve sterilnich podminkach na kultiva¢nich destickach o 24 jamkach pro
budouci molekularni analyzu.

Transformace rostlin. Tabak a A. thaliana byly transformovény nasledujicim zpisobem. Pocatec-
nim materialem byly vyfiznuté listy tabdku a kofeny 4. thaliana. Transformace a tkanové kultury
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byly provadény tak, jak popsal Valvekens et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 5536—
5540), s nasledujicimi modifikacemi. Izolované koteny nebo listy byly preinkubovany na pev-
ném, kalusy—indukujicim médiu (CIM) po dobu 4 dni, kofeny byly nafezany na malé segmenty
(1-2 mm) a listy byly nafezany na vétsi kousky (10-20 mm) a pfeneseny do 20 ml tekutého CIM.
3',5'-Dimethoxy—4'hydroxyacetofenon byl ptidan (0,2 mg/l) pred infekci 4grobacteriem (C58ClI
rif*). Bakterie pouZité pro infekci byly kultivovany pres noc v YEB médiu (Vervliet et al. (1975)
J. Gen. Virol. 26, 33-48), které obsahovalo vhodné antibiotika, pfi 28 °C, a byly oddéleny
centrifugaci. Bakteridlni peleta byla pak resuspendovana v 10 mM MgSO,, bakterie byly ptidany
k rostlinné tkani a systém byl jemné michan po dobu 15 minut. Nadbytedna tekutina byla slita
a kofeny preneseny na sterilni filtraéni papir. Po dvoudenni kokultivaci na pevném CIM byla
rostlinna tkan oplachnuta 3 az 4krat tekutym CIM, aby se tkai zbavila bakterii, a pfenesena na
selektivnim indukénim médium (SIM). Po 7 dnech ristu byly explantity s diferenciovanymi
morfogenetickymi sektory pfeneseny na &erstvé SIM.

Extrakce proteind pro Western analyzu. Rostlinné vzorky o hmotnosti 100 az 200 mg Zerstvé
vahy byly homogenizovany sklenénou ty€inkou v 1,5 ml mikrocentrifugagnich zkumavkach se
100 ml pufru na extrakei proteintt (50 mM Tris/HCI pH 7,2, 250 mM sachar6za, 5 mM EDTA,
10 mM MgCl;, 1 mM CaCl, 10 mM B-merkaptoethanol, 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), 30 M pepstatin, 50 M leupeptin a 15 M aprotinin). Nerozpustny materil byl odstranén
dvéma centrifugacemi (13 000 g, 10 minut). Koncentrace proteini v supernatantech byla méfena
podle Bradfordové (1976) Anal. Biochem. 72, 248-254) s pouzitim hovéziho albuminu jako
standardu. Stejnd mnoZstvi rozpustnych proteint byla nanesena na SDS—PAGE pro imunologické
studie.

SDS-PAGE a imunologické techniky. Proteiny byly oddéleny pomoci SDS-PAGE elektroforézy
(Laemmli (1970) Nature 227, 680-685). Proteiny byly detekovany technikou imunoblottingu
s antisérem anti—57 (fedéni 1/1000) a kréli¢i protildtkou proti antiséru 57, na niZ byla navdzana
alkalicka fosfatdza jako marker. Pro Western blotovaci techniku byly bilkoviny elektroforeticky
pfeneseny na nitrocelulézové filtry a obarveny pomoci 0,5 % Ponceau Red v 5% kyseliné octové,
aby byla potvrzena rovnomérnost nanadeni a Usp&$nost prenosu. Filtry byly potom blokovany
pies noc 5% suchym mlékem v prasku, které neobsahovalo tuk, a detekce a barveni byly
provedeny standardnim zplisobem.

Stanoveni Tre6Psyntazy. Priblizné 500 mg zmrazeného rostlinného materidlu bylo zvaZeno
a rozetfeno na jemny prasek v tfeci misce s pevnym CO,. Prasek byl pteveden do 0,7 ml 50 mM
roztoku HEPES/KOH pH 7,0, obsahujiciho 1 mM benzamidin, 2 mM MgCl,, | mM EDTA
a 1 mM dithiotreitol (HBMED), dale obsahujiciho 1 mM PMSF a 10 M koncentrace pepstatinu A
a leupeptinu, a smés byla ponechana aby roztdla. Vysledny homogenat byl zcentrifugovan
10 minut pfi 17 000 g a v supernatantu byla stanovena aktivita Tre6Psyntazy zplisobem podle
Lappa et al. (1971) J. Biol. Chem. 246, 4567-4579). Vzorek (10 ml) byl ptidan k 90 ml reak&ni
smési obsahujici 40 mM HEPES/KOH pH 7,0, 10 mM MgCl,, 10 mM glukézu 6-fosfat, 5 mM
fruktéza 6-fosfat, S mM uridindifosfoglukézu (UDPG) a 1 mg/ml hovéziho albuminu, a smés
byla inkubovana pfi 30 °C po poZadovanou dobu. Reakce byla zastavena zahtivanim na 100 °C
po dobu 2 minut. Derivaty cukri (véetné veskeré vytvofené sachardzy) kromé trehalozy
a trehaléza 6—fosfatu byly hydrolyzovany ptidanim 50 ml 0,6 M HCI a zahfivanim pii 100 °C po
dobu 5 minut a potom bylo pfidino 50 m! 8% NaOH a smés byla opét zah¥ivana 15 minut pfi
100 °C. Zbyvajici cukry (tj. trehaléza a trehal6za 6-—fosfat) byly stanoveny pomoci anthronového
stanoveni (Trevelyan a Harrison (1956) Biochem. J. 63, 23-33).

Stanoveni trehal6zy. Pfiblizné 500 mg zmrazeného rostlinného materialu bylo rychle odvazeno
do sklenéné zkumavky. Byla pridana horka destilovana voda (I ml) a smés byla povaiena po
dobu 20 minut a listova hmota byl ob¢as rozru$ovana tupou sklenénou ty&inkou. Kapalna faze
byla odebrana Pasteurovou pipetou a pevnd faze znovu extrahovana 0,5 ml vody. Spojené
kapalné faze byly pfecistény centrifugaci. Spojené pevné zbytky byly vysuSeny do konstantni
vahy pfi 107 °C (suché hmotnosti listd v primeéru &inily 5,1 % &erstvych hmotnosti). Supernatant
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byl analyzovan s pouzitim kapalinového chromatografu s Dionexem DX-300, ktery byl vybaven
Dionexovym pulznim elektrochemickym detektorem (PED-2). Vzorky (20 pl; ve tfech
paralelach) byly injikovany pomoci ptedkolony Carbopac PA-1 (4 x 50 mm) na kolonu
Carbopac PA~1 (4 x 250 mm) a eluovany vodou rychlosti 1 ml/min. Elutat byl smisen s reagens
(0,6 ml/min 0,3 M NaOH). Trehal6za se objevila ve 3. minuté, daleko pred glukézou a sacharé-
zou, jejichZ maxima se objevovala az okolo 20. minuty.

Priklad 1

Produkce trehalozy tabakovymi rostlinami transformovanymi kvasinkovym PTS1 genem regulo-
vanym ats1A promotorem.

Transformované a kontrolni rostliny tabaku byly kultivovany jak ve sterilnich podminkach
in vitro, tak i ve skleniku. Zrali transformanti neméli odliSny fenotyp od netransformovanych
kontrol nebo od kontrol transformovanych vektorem pDE1001 (ktery neobsahoval TPS1). Listy
byly sklizeny v 09,00 hodin, zmrazeny a uskladnény pfi teploté —70 °C nebo nizsi, dokud nebyly
analyzovany.

Z 26 testovanych transformanti rezistentnich k u¢inku kanamycinu jich 20 produkovalo deteko-
vatelnd mnoZstvi imunoreaktivnich polypeptidi o ogekavané velikosti, jestlize byly testovany
s antisérem, pfipravenym proti purifikované subjednotce Tre6Psyntazy kvasinkové trehaléza-
syntazy, kterd ma molekulovou hmotnost 56 kDa. Priklady jsou uvedeny na obr. 2. Tabulka 1
shrnuje obsah trehal6zy v listech.

Vysledky ukazuji, Zze kvasinkovy gen TPS1 je v tabdku aéinné exprimovan, jestlize je jeho
promotor nahrazen promotorem atslA. Specificky signal pozorovany na Western blot stanove-
nich ma spravnou molekulovou hmotnost. Nejsiln€jsi signaly (napf. signal z transformantu 4
kultivovaného in vitro) byly jen o malo slab$i v pfepoftu na jednotku vneseného proteinu nez
signaly ziskané z kvasinkového materialu, sklizeného ve stacionarni fazi ristu. Exprese TPS1
byla doprovazena objevenim se trehaldzy v tkani listl, coz bylo identifikovano jak chovanim na
HPLC, tak i skute¢nosti, Ze cukr byl degradovan vysoce specifickou trehalézou (viz rovnéz
obr. 3). Rizni transformanti exprimovali produkt TPS1 v riiznych
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Tabulka 1. Obsah trehaldézy v TPS1 transformantech tabaku.

Tabékova rostlina Zvlastn{ plsobeni Trehal6za
(mg/g Cerstvych listi)
Rostliny in vitro

Netransformovana SR1 - 0,002
pDE1001 kontrola - 0,002
Transformant 1 - 0,02
Transformant 3 - 0,009
Transformant 4 - 0,067
Transformant 8 - 0,075
Transformant 8 extrakce ethanolem misto

vody 0,055
Sklenikové rostliny
pDE1001 kontrola - 0,002
Transformant 1 - 0,16
Transformant 4 - 0,16
Transformant 4 alkalicka fosfataza® 0,13
Transformant 5 - 0,052
Transformant 6 - 0,044
Transformant 8 - 0,039
Transformant 8 specificka trehaloza 0,021
Transformant 19 - 0,053
Transformant 19 alkalicka fosfatiza® 0,060
Transformant 19 specificka trehal6za 0,016
Transformant 25 - 0,036
Transformant 26 - 0,11

*Extrakt byl podroben piisobeni alkalické fosfatizy za podminek, kdy nosi¢ [*“C]trehaléza 6
fosfat byl defosforylovan.

hladinach z diivod, které dosud nejsou znamy. Se zjevnou vyjimkou, kterou byl Transformant 8,
mnozstvi trehaldzy nalezené v listech zhruba korelovalo se silou signalu 56 kDa ve Western blot
stanovenich (srovnej obr. 2 a tabulku 1). Ackoliv tito transformanti nanesou gen kddujici rekom-
binantni Tre6Pazu, nebyl podan diikaz, Ze rostliny akumulovaly vice Tre6P nez trehaldzy.
Ztejmé tabak ma fosfatazy, které jsou schopny premeénit Tre6P na trehalézu coz ukazuje, Ze
alespoii v pfipadé této rostliny je kliCovym enzymem nutnym k vneseni trehal6zové syntetické
drédhy Tre6Psyntdza, a Ze vneseni tohoto samotného enzymu je vhodné, i kdyz ne nutné
optimalni.

Uréeni distribuce v tkdnich subjednotky Tre6Psyntazy majici molekulovou hmotnost 56 kDa
v transgenni linii 4 ukézalo, Ze zna¢nd mnoZzstvi tohoto polypeptidu lze nalézt ve vSech zelenych
¢astech rostliny vyjma nizsiho stonku, ale nikoli v kofenech (obr. 4). Distribuce je ve shodé
s tkanovou specificitou exprese ats1A genu (De Almeida ef al. (1989) Mol. Gen. Genet. 218, 78).
Obr. 4 rovnéz ukazuje, ze tkané v nichz byla Tre6Psyntdza exprimovana, rovnéz obsahovaly
trehalézu. Navic byla mala mnoZstvi trehal6zy nalezena v kofenech, coz ukazuje, Ze transgenni
tabak transportuje trehalézu z mista syntézy do jinych tkani.

Vysledky rovnéz ukézaly, ze tabdkové rostliny exprimujici TPS1 regulovany promotorem atsl1A
a akumulujici trehalézu v zelenych tkanich b&hem osvitu dennim svétlem jsou zdravé a maji
normalni vzhled. A¢koliv primarni transformanti, obsahujici genovou chiméru TPS1 méli nekteré
malé morfologické alterace, jako napfiklad listy ve tvaru skalpelu, snizenou apikalni dominanci
a niz8i vysku (viz obr. 5 a 6), vétSina zmén se neprojevila v samospraseném, TPS pozitivnim
potomstvu, které stale produkovalo trehal6zu (viz obr. 6). Proto se zdaji byt morfologické zmény
v primamnich transformantech artefakty tkariové kultury, spise nez vysledky produkce trehal6zy.
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Vysoka hladina produkce Tre6Psyntazové subjednotky a pfitomnost trehalézy viak vedly k 20 az
50% sniZeni ristové rychlosti u transgennich rostlin za normalnich podminek ve srovnani
s netransformovanymi kontrolami. Zjevné normalni fenotyp téchto transgennich rostlin je v kon-
trastu k publikované toxicité exogenné pfidané trehaldzy k nékterym rostlindm (Veluthambi er al.
(1981) loc. cit.). Tyto vysledky ukazuji, Ze produkce in planta pod kontrolou promotoru atsl1A
neni pro tabdk toxicka, atkoli mize pfispivat k urfitému snizeni ristové rychlosti. Indukovatelné
promotory spousténé specifickymi udalostmi, jako je sucho a zima, lze pouzit k minimalizaci
efektu na sniZeni riistové rychlosti tim, Ze tyto promotory vyvolavaji produkei trehalézy pouze
kdyzZ je tato zapotiebi.

Na zakladé proteinové analyzy pfedstavuji obsahy trehalézy v nejlepSich transformantech
uvedené v tabulce 1 (napf. 16 mg/g proteinu u transformanta 4) jiz alespoii 20 % hladiny, pfi niz
nastava jasné zlepSeni termotolerance u kvasinek (De Virgilio et al. (1990) FEBS Letters 273,
107-110).

Nekteii TPS1 transformanti a kontroly byly analyzovany z hlediska pfitomné Tre6Psyntazové
aktivity. Vysledky ukdzané v tabulce 2 jsou priméry jejich limity ze stanoveni v Case 0,15 a
30 minut, provedeném ve dvou paralelnich vzorcich. U kontrol byla Tre6Psyntazova aktivita
nulova. U transformanta 4 se cukr, stabilni v kyselém i alkalickém prostfedi, akumuloval
v ptitomnosti UDPG a Glc6P. Tato akumulace vyzadovala GlcP, ale nikoli fruktéza 6—fosfat
(Fru6P; tento hexosafosfat aktivuje nativni trehalézasyntazovy komplex kvasinek) a neprobihala,
jestlize byl UPDG nahrazen ADPG (enzym purifikovany z kvasinky rovnéz nepouzivd ADPG).
Akumulovany cukr je pravdépodobné trehaldza nebo Tre6P, protoze jiné produkty jsou zni¢eny
hydrolyzou. Analyza HPLC ukazala, Ze neslo o trehaldzu. Tedy za podminek in vitro stanoveni je
Tre6P syntetizovan extrakty transformanta 4 rychleji nez je konvertovan na trehalézu. To
ukazuje, Ze celkovou rychlost syntézy trehaldzy v listech lze zvysit kotransformaci s TPS2, ktery
kéduje subjednotku Tre6Pazy.

Tre6Psyntazova aktivita kvasinkovych extraktu, zjisténa zplisobem pouzitym v tabulce 2, souhla-
sila s aktivitou zjiiténou méfenim objevujiciho se UDP tak, jak popsali Londesborough a Vuorio
((1991) 1. Gen. Microbiol. 137, 323-330). Dale, kvasinkové extrakty méfené v pfitomnosti
extraktl tabdkovych rostlin nebyly inhibovany. Tedy nepfitomnost aktivity v kontrolnich rostli-
néach v tabulce 2 neni dana interferenci s nékterym faktorem pfitomnym v tabakovych extraktech.

Tabulka 2. Tre6Psyntdzova aktivita TPS1 transformovanych a kontrolnich tabakovych listd
(vSechny vysledky byly ziskany s rostlinami za sterilnich podminek in vitro).

Transformant Smés stanoveni Aktivita Tre6Psyntazy (mU/g
Cerstvych listh)
15 min 30 min
Netransformovana
kontrola tiplna 3 47 3 21
PDE1001 kontrola 1plna 22 35 7
Transformant 4
pokus 1 iplnd 259 147 60 6
Transformant 4
pokus 2 uplna 128 39 155 22
bez GlcP 12 19 -1 12
bez Fru6P 153 10 144 3
ADPG misto UDPG 0 52 4 21

Tre6Psyntazova aktivita zji$téna u transformanta 4 byla nestabilni. U né&kterych extraktii aktivita
zmizela béhem nékolika hodin, kdy byly skladovany na ledu. Avsak specificky pas pozorovany
u analyz typu Western byl stile pfitomen prakticky v nezménéné intenzité v extraktech, které
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byly uskladnény 24 hodin pfi teploté mistnosti. Je tedy pravdépodobné, Ze konformace
Tre6Psyntazové subjednotky se méni v pribéhu skladovani tabakovych extraktd. Tyto vysledky
ukazuji, Ze zvySena aktivita Tre6Psyntazy bude dosaZena transformaci tabaku soucasné TPS]
a jednou nebo nékolika jinymi subjednotkami kvasinkové trehaldzasyntdzy, ¢imz se zvysi
konformacni stabilita subjednotky Tre6Psyntazy.

Pfiklad 2
Transgenni Arabidopsis thaliana.

Rostliny A. thaliana obsahujici TPS1 regulovany promotorem atsl1A byly konstruovany stejnym
zpusobem, jaky je popsén vy$e pro tabdkové transformanty. Vzhled téchto transformovanych
rostlin Arabidopsis je rovnéz normalni a rostliny jsou zdravé a produkuji fertilni semena. Analyza
Western typu rostlin kultivovanych ze semen primarnich transformanti ukézala, Ze rostliny
obsahovaly subjednotku kvasinkové trehaldzasyntizy, majici molekulovou hmotnost 56 kDa
(obr. 10). Je ziejmé otekavat, Ze tyto rostliny akumuluji trehalézu v zelenych tkanich.

Priklad 3
Odolnost trehal6zu produkujicich rostlin tabaku k suSeni.

Aby bylo mozné stanovit, zda mnozstvi trehaldzy produkovana transgennim tabakem jsou dosta-
te¢na, aby zvysila odolnost k suseni, byly oddélené listy z kontrol a transgenich linii péstovanych
in vitro suSeny vzduchem (25% relativni vlhkost, RH) (obr. 5). Zatimco oddélené listy kontrol-
nich rostlin rychle ztracely vodu a ukazovaly znamky hnédnuti po 3 hodinich stresu, listy
trehalézu produkujicich rostlin zdstaly zelené az do 24 hodin pfi jasné sniZené ztraté vody.
Protektivni G¢inek trehalézy je tedy dvoji: za prvé, oddélené listy transgennich rostlin syntetizu-
jicich trehalézu nejprve projevovaly lepsi retenci vody. Teprve po dlouhém sueni tento rozdil
mezi trehaldzu produkujicimi a kontrolnimi rostlinami zmizel. Za druhé, kontrolni listy vykazo-
valy jasné znamky starnuti a hnédnuti. Naopak listy z trehaldzu produkujicich rostlin zistaly
zelené alespoii 24 hodin a teprve prodlouzené suSeni (n€kolik dni) vyvolalo ur¢ité zhn&dnuti.
Existoval jasny rozdil mezi trehalézu produkujicimi a kontrolnimi rostlinami i pfi stejném obsahu
vody. Trehaldza tedy chrani rostlinnou tkar pred G¢inky dehydratace a snizuje rychlost jakou se
voda ztraci. Hnédnuti by alespon ¢aste¢né mohlo byt zplisobeno Maillardovou reakcei, kdy redu-
kujici cukry reaguji s volnymi aminoskupinami polypeptidi a aminokyselin, a vznika hnéda
barva. Jako neredukujici cukr se trehaldza netcastni této reakce, a dokonce inhibuje reakci mezi
jinymi cukry a proteiny (Roser a Colaco (1993) New Scientist 1873, 24).

Ochrana oddélenych listi trehalézou pied poskozenim Gc¢inkem suSeni ukazala, ze trehaléza by
méla mit podobny uéinek i na arovni celych rostlin. Abychom prokazali, Ze trehaléza zvySuje
toleranci intaktnich rostlin k vysychani, byly rostliny kultivované in vitro vystaveny sueni
vzduchem (30% RH, obr. 6A). Kontrolni rostliny ztratily turgor a zvadly béhem 3 az 4 hodin.
Naopak trehaldézu produkujici transgenni rostliny naznaovaly ztratu turgoru po prodlouZeném
suseni. Po 17 hodinach suSeni byly rostliny rehydratovdny a zkoumano piezivani rostlin
(obr. 6A). Netransformované kontrolni rostliny tento pokus nepiezily a ani po prodlouzené
rehydrataci nedoslo k jejich zotaveni. Naopak, trehaldzu produkujici transgenni linie, a¢koli byly
zietelné zvadlé a ztratily vétSinu jejich tkaiiové vody (pokles az na hodnotu 30 % reziduélni
erstvé hmotnosti), prezily 17 hodin suSeni.

Zvysené piezivani podminek sucha se ukdzalo i u mladych rostlinek (obr. 6B). Kdyz byly
3 tydny staré rostlinky transgenni linie 8 spolu s netrasformovanymi a vektorem transformova-
nymi kontrolnimi rostlinkami vystaveny suSeni vzduchem (50% RH), byl zjist€n jasny rozdil
v toleranci k suchu mezi trehal6ézu produkujicimi a kontrolnimi rostlinami. Transgenni trehal6za
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pozitivni linie 8 vykazovala jak zpomalenou ztratu turgoru, tak zvysené prezivani dehydratujiciho
stresu ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (obr. 6B).

Priklad 4

Produkce trehalézy rostlinami kotransformovanymi genem kddujicim Tre6Psyntizu a jednim
nebo nékolika geny kodujicimi Tre6Pazu nebo regulaéni polypeptid.

Odbornik dokaze pripravit vektory, obsahujici kodujici sekvence kvasinkovych gend TPS2
a TSL1 pod kontrolou ats1 A promotoru a pouzit je k transformaci tabaku, Arabidopsis, a jinych
rostlin zpusoby, které jsou popsany v Obecném materialu a metodach a v piikladu 1. Rostliny
najednou transformované pomoci TPS1 a jednim nebo ob&ma dal§imi geny TPS2 a TLS] lze
ziskat kfiZzenim jednotlivych transformantd, dal$i transformaci jiz transformované rostliny
druhym genem nebo transformaci vektory, obsahujicimi dva nebo tfi geny vazané s vhodnymi
promotory: napiiklad TPS1 vazany s nekonstitutivnim promotorem ats1A, aby syntéza trehalozy
a pfipadné jiny gen nebo geny regulované konstitutivnimi promotory byly pod jeho kontrolou.

Predpoklada se, Ze Fizena exprese genii pro dvé nebo vice subjednotek kvasinkového trehaldza-
syntazového komplexu, z nichz alespoil jedna ma molekulovou hmotnost 56 kDa, vyusti ve
zvys$enou akumulaci trehaldzy v zelenych tkanich rostliny, protoZe 56 kilodaltonova subjednotka
bude stabilizovdna ptitomnosti druhé subjednotky nebo subjednotek. Rovnéz zavedeni
Tre6Pazové subjednotky o molekulové hmotnosti 102 kDa bude vyhodné, nebot’ tim bude snizen
oc¢ekavany potencial akumulace Tre6P, jestlize bude stabilita Tre6Psyntazové jednotky zvy3ena.
Je ziejmé, Ze pro tento typ konstrukce TPS1 kédujici sekvenci lze nahradit kodujici sekvenci
néjakého daldiho strukturdlniho genu pro Tre6Psyntazu, TPS2 sekvenci sekvenci nékterého
jiného Tre6Pazového genu a TLS1 sekvenci sekvenci nékterého jiného genu kodujiciho poly-
peptid, ktery udili regulaéni vlastnosti nebo stabilitu Tre6Psyntaze a Tre6Paze stejnym zpliso-
bem, jako TSL1 produkt udili takové vlastnosti jinym subjednotkdm pfirozené kvasinkové
trehaldzasyntazy.

Piiklad 5
Transformace rostlin geny pro Tre6Psyntazu pod kontrolou stresem indukovanych promotort.

Rostlinné promotory jako jsou LTI78 (Nordin et al. (1993) Plant Mol. Biol. 21, 641-653)
aRABI8 (Lang a Palva (1992) Plant Mol. Biol. 20, 951-962) jsou znamy tim, Ze jsou
indukovany suchem a chladovym stresem. Transformaci tabaku, Arabidopsis a jinych rostlin
kédujici sekvenci genu pro Tre6Psyntazu, jako je TPS1 pod kontrolou takového stresem induko-
vaného promotoru, samotného nebo dohromady s kddujicimi sekvencemi genii pro Tre6Pazu
nebo regulaéni polypeptid nebo obou, jako jsou TPS2 a TLS1 pod kontrolou jakéhokoli vhod-
ného rostlinného promotoru, lze vyvolat akumulaci trehaldzy v rostlinnych tkanich pouze
v odpovédi na tyto typy stresu. Vyhodou je, Ze hladiny trehaldzy, které maji negativni G¢inek na
nékteré tkané urditych rostlin, a které rovnéz ptedstavuji odchylku fotosyntetické funkce, ktera
snizuje jeji vyt&zek a nékdy zpozd'uje rist rostliny, se akumuluji pouze (1) jestlize je rostlina
ndhodné vystavena stresu (vyhody ochrany poskytované trehaldzou prevazi jakékoli negativni
G¢inky) nebo (2) jestliZe je rostlina zamérné vystavena stresu aby do$lo k akumulaci trehalézy,
ktera pak bude extrahovana ze sklizen€ rostliny.
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Ptiklad 6
Purifikace, analyza a klonovani jinych Tre6Psyntaz.

Ackoli existuji i jiné metabolické drahy syntazy trehalézy, je zfejmé, Ze hlavni synteticka draha
Jde pres Tre6P, jak to popsali Cabib a Leloir (1958, loc. cit.). KliCovy enzym v této draze je
Tre6Psyntaza, jelikoz, jak je ukdzdno vyse, jestlize je Tre6P vytvoren, mnoho bunék bude
schopno tuto latku defosforylovat za vzniku volné trehalézy. Tedy hlavni mys$lenkou tohoto
vynalezu je vnést Tre6Psyntazovou aktivitu do cilové rostliny. Neni primarné dulezité, odkud
tato aktivita pochazi. PouZivame kvasinkovy enzym, ktery nahodou je subjednotkou kvasinko-
vého komplexu trehalozasyntazy, ktery obsahuje jesté nejméné dvé dalsi subjednotky. V obdob-
nych pripadech je mozné, ze optimalni aktivita Tre6Psyntdzové subjednotky bude vyZadovat
pfitomnost jedné nebo nékolika ostatnich subjednotek, ackoli zjevné subjednotka kvasinkové
Tre6Psyntdzy o molekulové hmotnosti 56 kDa u¢inné funguje v tabaku bez subjednotek 0 102 a
123 kDa.

Je dobfe znamo, Ze enzymy katalyzujici stejnou reakci v odlisnych organizmech jsou Easto
homologni, takZe jestlize byl jednou &len této skupiny klonovan, dkol klonovat ostatni &leny této
skupiny je snadn&jsi. JelikoZ kvasinkova Tre6Psyntaza byla klonovana (Londesborough a Vuorio
(1992) USPA 07/836021), je jasné, Ze existuje skupina homolognich proteind, véetné
Tre6Psyntazy z E. coli a proteinu z Methanobacterium thermoautotrophicum (McDougall et al.,
(1993) FEMS Microbiology Letters 107, 25-30). Rozhodli jsme se otestovat, zda jiné organizmy
rovnéz obsahuji homologni Tre6Psyntazy.

Mycobacterium smegmatis obsahuje heparinem aktivovanou Tre6Psyntazu, ktera byla ¢asteéné
purifikovana a studovana Elbeinovou skupinou (Liu er al, (1969) J. Biol. Chem. 244, 3728~
3791; Lapp et al, (1971) J. Biol. Chem. 246, 4567-4579; Elbein a Mitchell (1975) Arch.
Biochem. Biophys. 168, 369-377; Pan et al. (1978) Arch. Biochem. Biophys. 186, 392-400).
Enzym purifikovany témito pracovniky mél specifickou aktivitu 0,8 U/mg proteinu pti 37 °C
s GlcP a UDPG jako substraty (enzym je schopen pouzivat fadu nukleosid—difosfoglukézovych
derivati) v pfitomnosti optimalni koncentrace heparinu. Preparat obsahoval dva polypeptidy
s molekulovymi hmotnostmi, stanovenymi pomoci SDS—PAGE, 45 a 90 kDa. My jsme modifi-
kovali jejich purifikaéni postup tim, Ze jsme do né&j zahrnuli inhibitory protedz a jina agens
chranici proteiny v pouzitych pufrech a pridali koneény chromatograficky krok v pfitomnosti
neiontového detergentu Tritonu X~100. Nas kone¢ny postup byl nasledujici:

1) Butky M. smegmatis (28 g Cerstvé hmotnosti rostouci 3 dny v Luriové médiu a skladované
v zmrazeném stavu) byly rozmrazeny ve 40 ml 50 mM HEPES/KOH pH 7,5 obsahujiciho 1 mM
benzamidin, 2 mM MgCl,, | mM EDTA, 1 mM dithiotreitol, 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) a 10 g pepstatinu A/ml a potom rozbity ve French pressu. Homogenat byl centrifugovan
20 minut pfi 28 000 g. (NH,),SO;4 (30 g na 100 ml) byl pfidan k supernatantu. VysraZeny protein
byl shromazdén, rozpustén v 20 mM HEPES/KOH pH 7,5 obsahujicim 0,1 mM EDTA a 0,2 mM
dithiotreitol (HED pufr), déle obsahujicim 1 mM PMSF a 10 g pepstatinu A/ml, a dialyzovan
pres noc proti HED pufru.

2) Dialyzovany roztok byl nanesen na sloupec DEAE celulézy o rozmérech 3,4 x 25 cm
aenzym byl eluovan pfi pritoku 20 mi/hodinu linedrnim gradientem maximalné obsahujicim
0,9M NaCl v 1,2 1 HED pufru. Maxima enzymovych frakei (pfi 0,2 M NaCl) byla spojena
(33 ml) a upravena na kone¢nou koncentraci 0,5 mM PMSF a 5 g pepstatinu A/ml. Protein byl
vysrazen piidanim 9,9 g (NH,),SO4 a rozpustén v 50 mM Tris/HCI pH 7,5 obsahujicim 50 mM
NaCl, 0,1 mM EDTA a 0,2 mM dithiotreitol (TNED pufr).

3) Rozpusténé proteiny (3,7 ml) byly chromatografovany na koloné Sephadexu G100

(2,8 x 34 cm), ktera byla ekvilibrovana TNED pufrem pii pritoku 36 ml/hodinu. Enzymové
frakce v maximech byly ihned naneseny na sloupec Heparin Separdzy (1,5 x 8,5 cm) v TNED
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pufru. Sloupec byl vyvijen gradientem maximalné obsahujicim 1,0 M NaCl v objemu 100 ml pfi
rychlosti priitoku 5 ml/hodinu. Enzym byl eluovén pfiblizné pti koncentraci 0,5 M NaCl.

4) Vzorek eluatu z Heparin Separézy (frakce H37 v tabulce 3) byl pieveden do TND/0,1 %
(V/V) Triton X-100 v zatizeni Amicon (membrana PM10) a potom nanesen na sloupec Heparin
Separdzy (0,7 x 8 cm) ekvilibrované TNED obsahujicim 0,1 % (V/V) Triton X~100 a eluovan
gradientem maximalné obsahujicim 1,0 M NaCl v 50 ml stejného pufru.

Agkoli specifické aktivity po prvnim kroku vyuZivajicim Heparin Separozu byly mnohem vétsi
nez bylo oznameno Panem et al. (1978), SDS-PAGE (obr. 7) ukazala, Ze tyto frakce nebyly isté.
Prekvapivé bylo maximum pfi hodnots 55 kDa jedinym hlavnim pasem (band), pro néjZ intenzita
dobie korelovala s enzymovou aktivitou. Band o hodnoté 55 kDa byl oddélen a rozpustén v gelu
s trypsinem a tryptické peptidy byly oddéleny pomoci HPLC a sekvenovany tak, jak je popsano
(Londesborough a Vuorio, 1993 loc. cit.). Sekvence jsou uvedeny v tabulce 4 a v Seznamu
sekvenci. Pro peptidova maxima

Tabulka 3. Purifikace Tre6Psyntazy z M. smegmatis

Tre6Psyntdza byla stanovena jak popisuji Londesborough a Vuorio (1993, loc. cit.), av3ak pfi
teploté 35 °C a v p¥itomnosti 0,25 g heparinu/ml.

Frakce Objem Specificka Celkova
(ml) aktivita aktivita

(mU/mg) ()

Supernatant (28 000 g) 154 9 25,0

Dialyzovany precipitat
vysraZzeny pomoci

(NH,;),S0O, 52 21 35,2
DES?2 eluat 33 139 23,4
G100 eluat 21 385 14,6
Prvni eluat z Heparin

Separozy

frakce H33 2,7 1880 0,9
frakce H34 2,7 4380 2,1
frakce H35 2,7 6190 2,7
frakce H36 2,7 7890 2,8
frakce H37 2,7 6340 1,6
Druhy eluat z Heparin

Separdzy

(naneseno pouze H37)

frakce T21 1,4 ND 0,08
frakce T22 1,4 ND 0,14
frakce T23 1,4 ND 0,06

29 a 31, ktera poskytovala dvojité sekvence, byly aminokyseliny libovolné pfifazeny podle
SEQ ID NOs 3 a 4 (z maxima 29) a SEQ ID NOs 6 a 7 (z maxima 31) stejnym zpisobem, jak je
ukazano v tabulce 4. Prvnich 9 zbytkd Peptidu 13 je z 89 % identickych se zbytky 250-258
(VGAFPIGID; viz Vuorio et al. 1993 loc. cit.; EMBL katalog prirGstk( ¢. X67499) kvasinkové
Tre6Psyntazy o molekulové hmotnosti 56 kDa.
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Tabulka 4. Aminokyselinové sekvence vnitinich tryptickych peptid ziskanych z Tre6Psyntazy
purifikované z M. smegmatis.

Pik peptidu Sekvence Seznam sekvenci

13 VGAFPISIDSAEL SEQ ID NO:1

21 AT/GFLDALAATGETGDSGVT  SEQIDNO:2

29 (dvojity) RVVVNNTSR SEQIDNO:3
YLEGAR SEQ ID NO:4

25 QVLAHDVDR SEQ ID NO:5

31 (dvojity) IGGAQPAD SEQIDNO:6
VGALQVLL SEQID NO:7

43 GEVQVGFR SEQIDNO:8

Abychom potvrdili, Ze tento band o molekulové hmotnosti pfiblizng 56 kDa predstavuje
Tre6Psyntazu, pokusili jsme se o dal$i purifikaci. Enzym se vazal pevné k UDP-glukuronét
agar6zoveému sloupci, ale nemohl byt uvolnén zpét. Proto byla frakce H37 pfevedena do pufru,
obsahujiciho 0,1 % Triton X—100 (dv¢& tfetiny aktivity byly b&hem tohoto pfenosu ztraceny)
a znovu chromatografovana na Heparin Separéze v ptitomnosti Tritonu X-100. Obr. 8 ukazuje,
Ze band majici molekulovou hmotnost pfiblizné 55 kDa byl jediny material reagujici s Coomassie
Blue, ktery byl pkitomen v aktivnich frakcich, kromé dvou slabych pasd menSich neZ
cytochrom c. Zfejmé polypeptid majici molekulovou hmotnost 90 kDa popsany Panem et al.
(1978; loc. cit.) neni podstatnou slozkou této Tre6Psyntazy z M. smegmatis a velikost dilezitého
polypeptidu, pfiblizné 55 kDa, je znatelné vétsi nez velikost malého polypeptidu (45 kDa), co je
slozka, o niz referuji uvedeni autofi. Obr. 9 ukazuje, Ze tento polypeptid je rozeznavan antisérem,
které je vytvoreno proti subjednotce Tre6Psyntazy kvasinkové trehalézasyntazy, ktera ma mole-
kulovou hmotnost 56 kDa, ale nikoli preimunnim sérem, coZ ukazuje, Ze¢ Tre6P syntiza
M. smegmatis sdili antigenni determinanty s kvasinkovym enzymem. Povaha ostatnich imuno-
reaktivnich past pfitomnych v relativné surovych preparatech enzymu (viz drahy 5 a 6 na obr. 9)
nebyla zkoumana: ne viechny z nich jsou artefakty vzniklé diky velké dévce naneseného protei-
nu, nybrz predstavuji pfibuzné proteiny. Nicméné antisérem vytvofené proti kvasinkovému
enzymu lze pouZit k detekci a izolaci pozitivnich klont z hostitelskych bunék transformovanych
genovou bankou M. smegmatis. Podobné data tykajici se aminokyselinové sekvence v tabulce 4
lze pouzit ke zkoumani sekvence izolovaného genu. Podobnosti tykajici se imunologickych
reakci a aminokyselinovych sekvenci mezi enzymy kvasinky a M. smegmatis ukazuji, ze nukleo-
tidové proby odvozené z genu TPS1 lze rovnéz tspé$né pouzit k vybéru genu M. semagmatis.

Zavérem lze fici, ze imunologické a sekvena¢ni studie enzymu M. smegmatis potvrzuji, Ze
Tre6Psyntazy rGznych organizmi jsou ¢leny jedné rodiny. Geny téchto enzymi lze pouZit stej-
nym zplsobem jako TPS1 k pfipravé transgennich rostlin, které syntetizuji trehalézu a maji
zlepSenou toleranci ke stresu.

Seznam sekvenci
(1) Obecné informace

(i) Prihlasovatelé: Alko Group Ltd.
and
Londesborough, John
Tunnela, Outi
Holmstrom, Kjell-Ove
Maintyld, Einar
Welin, Bjérn
Mandal, Abul
Palva, E. Tapio
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(ii) Nazev vynilezu: Rostlina transformovana kodujici sekvenci genu Saccharomyces

cerevisiae
(iii) Pocet sekvenci: 8
(iv) Korespondenéni adresa:

(A) Adresat: Alko Group Ltd
(B) Ulice: Salmisaarenranta 7
(C) Mésto: Helsinki

(D) Stat: —

(E) Zemé: Finsko

(F) PSC: FIN-00180

(v) Pocitaova ¢teci forma:

(A) Typ média: disketa, 3,5 palc., 720 kb

(B) Pogitag: IBM PC/XT/AT
(C) Operacni systém: PC-DOS

(D) Software: WP.1 soubor exportovany jako DOS—ovy textovy soubor

(vi) Udaje o mezinarodni pfihlasce:

(A) Cislo ptihlasky: PCT/FI95/00377

(B) Datum podani: 29. ¢erven 1995

(C) Ttida: C12N 15/82, 15/54, AO1H 5/00, AOIN 3/00

(vii) Udaje o prioritni prihlasce:
(A) Cislo prihlasky: F1 943133
(B) Datum podani: 29. ¢erven 1994

Informace pro SEQ ID NO:1

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 13 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselinova
(D) Topologie: linearni

(ii) Molekularni typ: peptid

(iii) Hypoteticky: ne

(iv) Typ fragmentu: N-koncovy

(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:1

Val Gly Ala Phe Pro Ile Ser Ile Asp Ser Ala Giu Leu

5
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Informace pro SEQ ID NO:2

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 19 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselinova
(D) Topologie: linearni

(ii) Molekulami typ: peptid

(iii) Hypoteticky: ne

(iv) Typ fragmentu: N-koncovy

(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:2

Ala Xaa Phe Leu Asp Ala Leu Ala Ala Thr Gly Glu Thr Gly Asp Ser Gly Val Thr

5 10

Informace pro SEQ ID NO:3

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselinova
(D) Topologie: linearni

(i1) Molekularni typ: peptid

(iii) Hypoteticky: ano

(iv) Typ fragmentu: N-koncovy

(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:3

Arg Val Val Val A;n Asn Thr Ser Arg

Informace pro SEQ ID NO:4

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselinova
(D) Topologie: linearni

(i) Molekularni typ: peptid

(iii) Hypoteticky: ano

(iv) Typ fragmentu: N-koncovy
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(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:4
Tyr Leu Glu Gly lgla Arg

Informace pro SEQ ID NO:5
(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselinova

(D) Topologie: linearni
(ii) Molekularni typ: peptid
(iii) Hypoteticky: ne
(iv) Typ fragmentu: N—koncovy
(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:5

Gin Val Leu Ala H;s Asp Val Asp Arg

Informace pro SEQ ID NO:6
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 8 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselinova

(D) Topologie: linearni
(ii) Molekularni typ: peptid
(iii) Hypoteticky: ano
(iv) Typ fragmentu: N-koncovy
(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:6

Ile Gly Gly Ala Gln Pro Ala Asp
5

Informace pro SEQ ID NO:7
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 8 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselinova

(D) Topologie: linearni

(i) Molekularni typ: peptid
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(iii) Hypoteticky: ano
(iv) Typ fragmentu: N-koncovy
(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:7
Val Gly Ala Leu GIn Val Leu Leu
5
(2) Informace pro SEQ ID NO:8

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 8 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselinova

(D) Topologie: linearni
(i) Molekularni typ: peptid
(iii) Hypoteticky: ne
(iv) Typ fragmentu: N-koncovy
(v) Popis sekvence: SEQ ID NO:8

Gly Glu Val GIn Val Gly Phe Arg
5

PATENTOVE NAROKY

1. Rostlina transformovana kédujici sekvenci genu Saccharomyces cerevisiae pro trehal6za—6—
fosfatsyntazu, ktery je pod kontrolou nekonstitutivniho rostlinného promotoru, pti¢emz transfor-
movana rostlina mé kapacitu pro syntézu trehaldézy vét$i neZ je kapacita netransformované
rostliny.

2. Rostlina podle naroku 1, pfi¢emz rostlinny promotor je tkafiové specificky.

3. Rostlina podle naroku 1, pfi¢emzZ rostlinny promotor je aktivovan svétlem.

4. Rostlina podle néroku 1, pfi¢emz rostlinny promotor je aktivovatelny stresem, jako je vysta-
veni suchu, vysoké salinité nebo extrémnim teplotam.

5. Rostlina podle kteréhokoli z narokt 1 az 4, pfi¢emz gen pro trehal6za—6—fosfatsyntazu je
mikrobialniho plvodu.

6. Rostlina podle naroku 5, pfi¢emz gen pro trehal6za—6—fosfatsyntazu je kvasinkovy gen
TPSI.
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7. Rostlina podle kteréhokoli znarokd 1 az 6, pfiCemz tato rostlina je kotransformovana
alespoii jednim genem kodujicim trehaléza—6—fosfatazu nebo regulaéni subjednotku polypeptidu,
ktery stabilizuje aktivitu vnesené trehaléza—6—fosfatsyntazy nebo trehaléza—6—fosfatézy.

8. Rostlina podle naroku 7, pficemz gen kédujici trehaléza—6—fosfataza je kvasinkovy gen
TPS2 a gen kddujici regulacni subjednotka polypeptidu je kvasinkovy gen TSL1.

9. Rostlina podle naroku 6, pticemz rostlinny promotor je pats1A.

10. Rostlina podle kteréhokoli z naroki 1 az 8, pfi¢emzZ pouZity rostlinny promotor aktivovany
stresem je vybirany z LTI78 nebo RAB18.

11. Rostlina podle kteréhokoli z naroki 1 az 10, pti€emz tato rostlina je tolerantnéjsi k G¢inku
stresu neZ netransformovana rostlina.

12. Rostlina podle kteréhokoli z narok 1 az 11, pficemz tato rostlina je jednodélozna, vybirana
z kukufice, ovsa, prosa, pSenice, ryze, je¢mene, ¢iroku, laskavce, cibule, chfestu nebo cukrové
titiny.

13. Rostlina podle kteréhokoli z narokd 1 az 11, pfi¢emz tato rostlina je dvoudé&lozn4, vybirana
z vojtésky, soji, petunie, baviniku, cukrové fepy, slune¢nice, mrkve, celeru, zeli, okurky, papriky,
rajéete, bramboru, &oéky, Inu, brokolice, tabaku, fazole, lociky, hlavkoveho salatu, fepky, kvéta-
ku, $penatu, rizitkové kapusty, artyéoku, hrachu, oky, ibisku jedlého, dyné—Cucurbita, kapusty
kadefavé, Brassica oleracea, ¢ajovniku nebo kavovniku.

14. Pouziti rostliny podle kteréhokoli z narokd 1 az 13 pro produkci trehalozy.

15. Semeno produkované rostlinou podle kteréhokoli z naroki 1 az 13.

7 vykresti
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