Legendy k vybranym obrazkim:

Stabilni transformace chloroplasta (plastidii) tabaku. Na plazmidu je pfenasen gen pro 16S
rRNA. Bunky, které exprimuji tuto variantu rRNA budou zelené a SpectR a strR.

Po bombardovani byl list rozd¢len a rezistentni kalusy byly regenerovany (byla vSak pomérné
vysoka proporce SpR kalusti z nebombardovanych listl). Aby se identifikovaly rostliny
obsahujici plazmidovou DNA (tj. s transfomovanymi chloroplasty), byla DNA z SpR rostlin
skrinovana Southernem na pfitomnost Pstl mista, které bylo zaclenéno do klonované DNA
pobliz genu pro 16S rRNA. Chloroplastova DNA byla izolovana z kazdé¢ rostliny, Sté€pena
HindIII a Pstl, nanesena na elfo, pfenesena na nitroceluldzu a probovana s 16S-rRNA genovym
fragmentem. DNA wt ukazala jeden pruh 6,2 kb, A a B rovnéz (spontanni mutanti), C dal 2
hybridiza¢ni bandy 1.8 a 4.4 kb, coz odpovidd novému mistu Pstl - tyto chloroplasty maji
integrovanou mutantni 16S rRNA. U téchto nebyla pfitomna wtDNA, ktera byla asi odstranéna
homologni rekombinaci. 3 z 56 transformantti byly mutanty. Tyto 3 byly také strR, ktery nebyl
pouzit k selekci.

Klonovani rostlinného genu metodou transpozon-tagging. Antirrhinum piirozené obsahuje
3,5 kb transpozon Tam3. Rostliny, obsahujici tento Tn byly péstovany za podminek
umoziujicich transpozici (15°C).

40 000 rostlin F2 bylo prozkouméno vizualné na fenotyp s ovlivnénym vyvojem kvétd a
morfologii. Jeden z nich - flo 613, nevyvijel kvéty.

DNA z wt (Flo+) a flo-613 (Flo-) byly vyizolovany a $tépeny HindlIII a probovany s probou
Tam3 (naklonovana do plazmidu) Southernem.

Mutant flo-613 obsahoval novy fragment 7,5 kb (jelikoz tyto rostliny obsahuji fadu Tam3 kopii,
bylo hybridizujicich fragmentt vice. Tento 7,5 kb HindIII fragment byl klonovéan skriningem
genové knihovny z flo-613 s pouzitim Tam3 jako sondy (?). Genomova DNA ohranicujici
inzertovany Tam3 byla pouZita jako proba ke klonu cDNA z wt rostlinné cDNA knihovny.
Ptedpovézena proteinova sekvence nebyla z wt cDNA nebyla pfibuzna k Zadnému znamému
proteinu.

Ptilezitostné mohou vznikat reverzni kvéty na mutantni rostliné. Potomstvo z téchto kvéti
obvykle vykazalo jen fenotyp Flo-, ale jedna skupina tvofila jak Flo-, tak Flo+ rostliny (tato
reverzni udalost musela nastat v zdrodecné linii). Southernova analyza DNA z této skupiny
potomstva prokazala Flio- rostliny (A,B a C) majici stale 7,5 kb HindIII, ale Flo+ revertant (D)
mél normalni 4 kb fragment. Prozkouméani DNA z téchto Flo+ revertantti ukazalo, ze Tam3 byl
excidovan tak, ze byl zachovan Flo ¢teci ramec.

Klonovani rostlinnych genii T-DNA inzer¢ni mutagenezou

Arabidopsis ma kvéty slozené ze Ctyt sepal, Ctyt petal, 2 plodolistii a Sesti ty€inek.

Mutantni rostlina ag-1 byla pfipravena pisobenim EMS a vykézala kvéty s mnoha vrstvami
sepat a tepal. Podobné¢ vypadajici mutant ag-2 byl vytvofen inzercni T-DNA
mutagenezou.DNA ohranicujici inzerci T-DNA byla klonovana zachranou (rescuing) plazmidu
z ag-2 genové knihovny, v niz byl ag-2 inzertovan. T-DNA inzert obsahuje ori E. coli a ApR
gen.

Sall neStépi T-DNA inzert, takZe inzert spolecné¢ s urcitymi ohranicujicimi sekvencemi
rostlinné DNA je vystépen, kdyz je genomova DNA $tépena timto enzymem. Po self-ligaci jsou
kruhové molekuly transformovany do E. coli, kde se replikuji. Pak byla klonovana genomova
DNA izolovana a pouzita k jako hybridiza¢ni proba k ziskdni cDNA a kosmidu kdédujiciho wt
AG. KdyzZ byl kosmid kodujici AG zaveden do rostlin ag-2, regenerovaly z transformovanych
bunék rostliny s normalnimi kvéty. To dalo ditkaz, ze tento kosmidovy klon opravdu obsahoval



gen AG. Predpovézena sekvence AG proteinu odvozena ze sekvence cDNA, ukazala homologii
k eukaryotickym transkripénim faktoram.

Transformace chloroplastu

(prevzato z internetu)

Genové inZenyrstvi rostlin vyuZivajici vnaseni gend do bunécného jadra je v soucasné dobé jiz
vyspélou technologii, ktera je bézné vyuzivana at uz pro védecké ucely, tak i ke komerénim Gceldm.
Naproti tomu technologie vnaseni cizorodych genld do specifického mista chloroplastového
chromosomu byla vyvinuta relativné nedavno. Proc€ byla tato technika vyvijena, jaké jsou jeji vyhody i
omezeni si povime v této prednasce.

Srovnani transformace jadra a chloroplastu

Abychom dosahli stabilni genetické transformace rostlin, musime Uspésné realizovat tyto tfi
kroky: 1) vneseni klonované DNA do vhodné cilové tkané; 2) selekce bunék, které tuto DNA pfijaly a
integrovaly do svého genomu; 3) regenerace rostlin schopnych dalSiho mnoZeni nebo pohlavniho
rozmnozovani. To plati pro jadernou i chloroplastovou transformaci.

Podivejme se nejdfive ve strucnosti na transformaci jadernou. Zdaleka nejrozsifenéjsi
metodou transformace jadra rostlinné bunky je transformace zprostfedkovana baktériemi
Agrobacterium tumefaciens. Ta byla a stale je Siroce vyuzivdna k transformaci dvoudéloznych rostlin,
avSak jednodélozné bylo obtizné takto transformovat. Transformacni systémy vsak byly postupné
zdokonalovany, takze v 2. pol. 80. let se podafilo pomoci A. tumefaciens vpravit do bunék kukuftice
DNA viru MSV (maize-streak-virus) a byla zjisténa exprese téchto vnesenych gen(. V letech 1993-94
pak bylo dosaZzeno A. tumefaciens zprostfedkované transformace ryzZe (Hiei et al., Plant Mol. Biol., 35:
205-218, 1997). U¢inna transformace kukufice pomoci A. tumefaciens byla popsana v r. 1996 (Ishida
et al., Nat. Biotechnol., 14: 745-750, 1996) a pSenice v roce 1997 (Cheng et al., Plant Physiol., 115: 971-
980, 1997). Mezitim byly samozifejmé vyvijeny i dalsi metody transformace, jako napf. biolisticka
metoda, ktera je velice UspéSnou alternativou k A. tumefaciens zprostfedkované transformaci u rady
rostlinnych druh.

Vyvoj byl relativné rychly a uspésny, presto soucasné techniky transformace jadra rostlinnych
bunék nepfekonaly urcitd omezeni. Asi nejvyznamnéjsim problémem je extrémné veliky rozdil v drovni
exprese vneseného genu mezi jednotlivymi transformanty, z ¢ehoz vyplyvd nutnost vyprodukovat
velké mnoZstvi transgennich rostlin a mezi nimi testovanim vybrat rostliny s nejvyssi Grovni exprese.
Tento jev je pfisuzovan tzv. poziénimu efektu, pficemZ metoda pro fizenou inzerci transgenl do
specifickych mist jaderného genomu rostlin jesté nebyla vyvinuta. Zminéna nevyhoda jesté vice
vystoupi do popredi, jestlize potfebujeme vnést do rostlin vice neZ jeden gen - napf. sérii gend
kddujicich enzymy urcité biosyntetické drahy pro syntézu napf. slozek bunécné stény, chlorofylu,
aminokyselin atd. Nicméné i toto lze, sice pracné a s obtizemi, prekonat, jak ukazal pripad tzv. zlaté
ryze, ktera obsahuje hned tfi rlzné transgeny biosyntetické drahy B-karotenu (Ye et al., Science, 287:
303-305, 2000). Resenim pro vnaseni vice gen(l je napt. vytvoreni T-DNA nesouci 2 separatni geny,
kazdy svlastnimi regula¢nimi sekvencemi. Nicméné pomér jejich exprese mlze byt u rdznych
transformant( rGzny. To znamena, Ze klonovani nékolika gentd do jediné T-DNA obecné neodstranuje
dany problém promeénlivosti exprese transgen(. Se zajimavym reSenim problému pftisli Dasgupta et al.
(Plant J., 16: 107-116, 1998), ktefi zkonstruovali a do rostlinné buriky vnesli jediny velky gen kédujici



polyprotein skladajici se ze tfi enzym(. Jednotlivé proteiny byly navzajem oddéleny aminokyselinovou
sekvenci rozpozndvanou Nla proteasou, ktera byla jednim ze tfi enzym( v polyproteinu. V rostlindch
byly detekovany vSechny tfi peptidy jako enzymaticky aktivni slouceniny. U baktérii je problém fesen
operonovym systémem, ktery je hojné zachovan rovnéz v chloroplastech.

Transformace plastidii. Jak vime, v rostlinach existuje nékolik typ( plastid(: (1) chloroplasty (obsahuji
chlorofyl), (2) chromoplasty (obsahuji Zluté, oranZové nebo Cervené karotenoidy), (3) amyloplasty
(obsahuiji skrob), (4) elaioplasty (obsahuji oleje), (5) etioplasty (¢aste¢né vyvinuté chloroplasty tvofici
se pri kliceni semen ve tmé) a (6) proplastidy (plastidové prekurzory). Preménu fotosyntetizujicich
chloroplastll do Zlutych chromoplastl s karotenoidy mlzeme pozorovat napf. pfi zrani banang,
konverze chloroplastll do cervenych lykopen obsahujicich chromoplastl u raj¢at. Plastidovy genom
vétsiny rostlin je veliky zhruba 50-290 kb a vyskytuje se v kazdé burice ve velkém poctu kopii (viz Tab.
1). V plastidech byl nalezen aktivni systém homologni rekombinace, diky némuz existuje plastidovy
genom ve stavu neustalych inter- i intramolekularnich vymén. Tyto vymény také usnadnuji presné
cileniintegrace vnasené klonované DNA a jeji Sifeni mezi chromozémy daného plastidu. Chloroplastovy
genom kvetoucich rostlin obsahuje asi 150 gend, zbyvajici stovky ¢i tisice plastidovych proteini jsou
kdédovany jadernymi geny. Peptidové sloZeni plastid( Ize modifikovat vnesenim genl do jaderného
genomu, pficemz tyto chimérické geny obsahuji N-terminalni sekvenci zajistujici transport propeptidu
do chloroplastu. Naskyta se proto otazka, pro¢ transformovat plastidy, kdyZ proteiny mizeme dostat
do specifického kompartmentu plastidu touto cestou. Je to predevsim kvili zminéné nevyhodé jaderné
transformace - vysoké heterogenité v Urovni exprese transgenu u jednotlivych transformantd, a dale
proto, Ze exprese transgen(l v plastidech je o jeden az dva rady vyssi neZ exprese transgen( jadernych.
Tim jsme se dostali k vyvhoddm transformace plastidi:

a) Plastidy vykazuji (az na vyjimky) uniparentdlni prenos, tzn. nejsou prenaseny do dalsi
generace pylem. Diky tomu nemohou byt transformované plastidy pfeneseny do nekulturnich
pfibuznych druhl a vytvofit tak tzv. superplevele, nebo zpUsobit genetické ,,znecisténi” jinych plodin.

b) Pomoci transformace plastid(l Ize fesSit problém, kdy plodiny nesouci transgen pro 6-
endotoxin z Bacillus thuringiensis v jaderném genomu exprimuji tento gen v suboptimalni drovni, coz
vede rychle k vytvoreni rezistentnich hmyzich sklidci. MozZnosti, jak tento nedostatek prekonat, jsou
minimalné tfi. Jde o podstatné zvySeni exprese genu, vneseni vice genl pro rlizné toxiny
(pyramidovani) nebo o expresi genu pouze vtéch Castech rostlin, které jsou nejvice Skidcem
poskozeny, a vSechny jsou realizovatelné prostfednictvim transformace chloroplastli (Daniell, Nat.
Biotechnol., 17: 855-856, 1999). Napf. Kole et al. (PNAS, 96: 1840-1845, 1999) dokazali plastidovou
hyperexpresi nového genu pro &-endotoxin znicit stoprocentné nejen citlivé skldce, ale i Skddce, ktefi
jiz vykazovali u jaderné transformovanych rostlin vici tomuto toxinu rezistenci. Dalsi vyhodou
pfitomnosti Bt genu v plastidovém genu je skutecnost, Ze se tim zabrani toxickému ucinku pylu
z transgennich rostlin na jiné hmyzi druhy (znamy pfipad motyla monarcha stéhovavy), nebot pyl diky
absenci chloroplastové DNA Zadny toxin neobsahuje. To, Ze toxin v pylu plastidové transformovanych
rostlin neni viibec obsazen, bylo ukdzano v r. 2000, pficemz v listech téchto rostlin bylo az 47 % (!)
vSech rozpustnych bilkovin tvofeno pravé timto toxinem (De Cosa et al., Nat. Biotechnol., 19: 71-74,
2000).

Strucna historie transformace chloroplasti
Myslenka transformovat chloroplasty se objevila v 1. poloviné 80. let minulého stoleti.

Metodicky vsak tato doba jesté moc neumoziiovala, takze vyzkum se soustredil na modely s jedinym
velkym chloroplastem - Chlamydomonas reinhardtii. Boynton et al. (Science, 240: 1534-1538, 1988;
Genetics, 126: 875-888, 1990) dokazali, Ze vsechny kopie chloroplastové DNA chloroplastu C.
reinhardtii mohou po poutZiti biolistické metody obsahovat jimi vnesenou klonovanou DNA. Byly to
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pionyrské prace, které stanovily zakladni pfedpoklady a pravidla pro transformaci chloroplastd. Daniell
et al. (PNAS, 84: 6349-6353, 1987) sice jiz o rok drive publikovali praci dotykajici se transformace
plastidl, ale tam Slo o studium pFfijmu a exprese bakteridlnich a cyanobakteridlnich gend jen
v izolovanych etioplastech okurky. Zakladni metodou transformace plastidi se stala biolistickd metoda
a postupné byly vytvareny vektory pro transformaci chloroplasti dvoudéloznych rostlin (Daniell et al.,
PNAS, 87: 88-92, 1990, transientni exprese v chloroplastech tabaku) i jednodéloznych rostlin (Daniell
et al., Plant Cell Rep., 9: 615-619, 1991, transientni exprese v chloroplastech listl a kalust pSenice).
Vyraznéjsi Uspéchy stabilni integrace transgenl do chloroplastu lze pak datovat do nedavné doby, tj.
asi do polovina 90. let.

Vedle biolistické metody byla k transformaci chloroplasti v izolovanych protoplastech vyuZita
metoda za pouziti PEGu (Biotechnology, 11: 95-97, 1993; Plant J., 3: 729-738, 1993). Tato metoda ma
vSak nizsi uéinnost nez biolistickd metoda. Posledni alternativou je zatim pfima mikroinjekce DNA do
chloroplastu bunék listového mesofylu tabaku (Knoblauch et al., Nat. Biotechnol., 17: 906-909, 1999).

Pro Uplnost je pak tfeba dodat, Ze existovaly i Uspésné pokusy o transformaci chloroplastt
pomoci baktérii A. tumefaciens (De Block et al., EMBO 1., 4: 1367-1372, 1985; Venkateswarfu et al.,
Biotechnology, 9: 1103-1105, 1991). Tyto vysledky se vsak jiz nepodafilo nikdy zopakovat.

Metody transformace plastidi

Transformujici DNA musi projit bunécnou sténou a plasmatickou membranou a poté jesté
dvojitou membranou plastidd. Nasledna stabilni integrace se déje pomoci homologni rekombinace
mezi plastidovym genomem a Useky plastidového genomu ve vnasené plasmidové DNA. Jako
nejucinnéjsi a proto v soucasné dobé nejpouzivanéjsi metodou vnaseni cizorodé DNA do plastidl se
jevi jiz zminovana biolistickd metoda. Pfehled Uspésnych transformaci chloroplastli podava Tabulka 3
(Daniell et al., 7: 84-91, 2002). Z nich valna vétsSina byla dosaZena pravé biolistickou metodou.

Piiklady transformace plastidu

a) Produkce lidského biologicky aktivniho somatotropinu v chloroplastech tabaku (Staub et al., Nat.
Biotechnol., 18: 333-338, 2000).

V této préci autofi pouzili plastidovy transformacni vektor zobrazeny na Obr. 3B. Je vidét, Ze
obsahuje expresni kazetu, v niZ je transgen regulovan 5 a 3’ plastidovymi expresnimi signaly,
konkrétné promotorem genu psbA nebo rrn s pfipojenou RBS (ribosome binding site) sekvenci
z leaderu genu 10 bakteriofaga T7, resp. 3‘ stabilizacni sekvenci (UTR) z rps16. Tato kazeta byla
zaklonovdna do plastidového transformacniho vektoru tésné vedle selektovatelného genu aadA,
zajistujiciho resistenci vici spectinomycinu resp. streptomycinu (Obr. 3B). Cely tento vektor se
v plastidovém genomu integroval homologni rekombinaci do oblasti mezi gen trnV a operon
rps7/3"rps12 (Obr. 3C) diky tomu, Ze ¢asti téchto gen byly souéasti transformacniho vektoru (Obr.
3B). Dukaz, Ze se jedna o uniformé transformované (homoplasmické) rostliny, byl provadén po

dvou cyklech regenerace a selekce se 300-400 mgl? spectinomycinu v médiu (u jadernych
transgen( lze pouZit 40 mgl™) pomoci Southernovy hybridizace (Obr. 3D). DlleZité bylo, Ze autofi
prokazali, Ze v chloroplastech vznikl biologicky aktivni protein, tj. Ze po syntéze na ribosomech
doslo k vytvoreni dvou bisulfidickych mstkd nezbytnych pravé ktomu, aby se protein stal
aktivnim. Obsah proteinu byl velmi vysoky a Cinil >7 % vSech rozpustnych bilkovin, tedy zhruba
300x vice nez v analogickém experimentu vyuzivajicim vSak jadernou transformaci. Rostliny byly
fenotypové normalni a fertilni.



b)

Podobné nadéjny vysledek ziskali Daniell et al. (J. Mol. Biol., 311: 1001-1009, 2001), kdy?Z ziskali
integraci nemodifikovaného genu pro B-podjednotku cholerového toxinu (CTB) do genomu
tabakovych chloroplastl funkéni CTB oligomery, a to v mnozstvi 4,1 % vSech rozpustnych bilkovin,
tj. 410x vice neZ pfi jaderné transformaci. Testy prokazali, Ze tento protein se vazal na pfislusny
stfevni receptor, coZ znamena, Ze sbaleni a tvorba bisulfidickych mastk( pentameru CTB probéhla
Uspésné i v chloroplastech.

Transplastomické rostliny tabaku bez uzZiti selekce pomoci antibiotik (Daniell et al., Curr. Genet.,
39:109-116, 2001).

Daniell et al. publikovali v r. 2001 metodu, kterou lze ziskat plastidové transformanty bez uziti
antimetabolitl typu antibiotik pfi selekci. Univerzalni chloroplastovy vektor, ktery zkonstruovali a
ktery sméfuje integraci transgenl do oblasti invertovanych opakovani, obsahuje takové sekvence
chloroplastové DNA, které jsou vysoce konzervativni a mohou byt proto uzity pro transformaci
chloroplastll velké fady vyssich rostlin. Témito konzervativnimi sekvencemi jsou geny pro tRNA pro
isoleucin (trnl) a tRNA pro alanin (trnA) Do tohoto vektoru byla vloZzena expresni kazeta, kde
slelektovatelnym ge nem nebyl gen zajistujici rezistenci vici antibiotikim, ale gen pro

ADH (betainaldehyd dehydrogenasu), ktera zajistuje konverzi toxického betainaldehydu (BA) na
netoxicky betainglycin. Druhym transgenem byl gen aadA, ktery zajistuje rezistenci vUci
spectinomycinu resp. streptomycinu a ktery zde slouZil k porovnani obou typu selekce. Oba geny
vytvofily operon ovladany promotorem Prrn genu pro 16S rRNA a regulovany 3‘ neprekladanou
oblasti plastidového genu psbA. Promotor obsahoval také RBS (ribosome binding site) sekvenci
z leaderu plastidového genu rbcl, tj. sekvenci zajistujici optimalni vazbu chloroplastovych
ribosomu. Cely proces transformace pocinaje vnasenim plasmidové DNA pomoci mikroprojektild
a konce prenosem vyselektovanych transgennich rostlin do pldy trval pfi pouZiti BA 2-3 mésice,
pfi pouziti spectinomycinu 3-6 mésicl. Regenerované pryty se objevily pfi pouZiti BA za 12 dni u
80 % listovych diskl, a to vpoctu az 23 na disk, zatimco pfi druhém zplsobu selekce se
regenerované pryty objevily u 15 % diskl za 45 dni, a to v poctu 1-2 na disk. Transformacni Uc¢innost
byla pfi pouziti BA 25x vyssi neZ pfi pouZiti spectinomycinu. Southernova hybridizace potvrdila
stabilni integraci transgenl do genomu plastid(l i skutecnost, Ze v burikdch se vyskytovaly jen
transformované plastidy. Rostliny byly fenotypové normalni a fertilni.

Zavér

Metoda transformace plastidové (chloroplastové) DNA zacinad vyrlstat z plenek a pomalu se stava
béZnym postupem pouzivanym pro vnaseni cizorodych genli do genomu rostlin. Diky ¢etnym vyhodam

je ji vénovana velkd pozornost, takZe se stava stale Ucinnéjsi a spolehlivéjsi. V soucasnosti je ohromny

potencial, at uz agronomicky nebo primyslovy, exprese transgent v plastidech stale do znacné miry
omezen vlastni transformacni technologii (i pres zmirfiovany pokrok diky selekci pomoci BA), nebot
uspésné byla aplikovana jen u tabdku a pfibuznych rostlin. Nicméné lze ¢ekat, Ze vyvoj na tomto poli
bude kopirovat vyvoj pfi zavadéni jadernych transformacnich technologii nebo novéji pti hledani
ucinné transformacni metody pro obilniny. Lze se tedy nejpiSe nadit dalSiho vyrazného pokroku.



