Transformace rostlin
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Biotechnologie - pristup k prirodé

biotechnologie - metoda vyuzZivajici organismy ve prospéch clovéka
a soucasné pozménuje jejich vlastnosti tak, aby byly co nejlépe
vyuzitelné.
kvaseni - snahy konzervovat rychle se kazici potraviny a
krmiva
+ kvaseni mléka - syry, kefir, kumys, jogurty
- vino, pivo - bible, Egypt
* boza - kvasené proso (Balkan, Orient)
- saké - japonsky ndpoj z kvasené ryze
- pombe - africky ndpoj z kvaseného tropického ovoce
- kvasené zeli
- silaze
- vyroba enzymi - prani, priprava ovocnych $t'dv, vyroba
skrobu...
- farmaceuticky primysl - sekundarni metabolity rostlin
bioremediace - biologické Cisténi vody, ropné produkty
v pidé, toxické kovy...



Definice podle protokolu o biodiverzite

» LMO = living modified organism

organismus se zménénou genetickou informaci,
kterou je schopen predavat do dalSi generace
(polyploidizace, konjugace, transdukce)

» 6GMO = genetically modified organism
ziskany zavedenim cizorodé DNA (metody

rekombinantni DNA)

genové nebo genetické inzenyrstvi




.Klasické" a ,moderni" biotechnologie

klasické slechténi LMO
prirozené mutace a jejich krizeni
indukované mutace
ozarovani UV nebo ionizujici zareni
chemomutageneze

vysoké vytézky antibiotik, produkce enzymi,
sladovnicky jecmen

Nevyhoda = metody jsou ,slepé™ = vyvolava se poskozeni a nasledné
se ¢eka, zda nahodou nevznikne vyhodna zména.
Navic nevime, kolik gent se zménilo a jak.



Priklady odrud rostlin odvozenych mutacnim Slechténim
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metoda pouzita k mutaci
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.Klasické™ a ,moderni" biotechnologie

> moderni biotechnologie - umoznuji cileny postup
- vnaseni pouze zadaného genu beze zmény
ostatnich genu mmmp CMO

> je mozny presun vlastnosti mezi organismy,
které se jinak nemohou ani potkat

> mohou ale existovat i nechténé nasledky

!

pozadavek regulace a spravného zachazeni s GMO
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Cile modernich biotechnologii

zvySeni vynosu plodin, produkce dobytka i ryb
zvySeni nutricni hodnoty, snizeni ztrat produkce
zlepseni chuti, kvality a trvanlivosti potravin

omezeni pouzivani pesticidi a chemickych latek (hnojiva,
postriky)

ziskat organismy prezivajici za stresovych podminek
ziskat obnovitelné a ekologické zdroje pro vyrobu
produkovat léciva + vakciny ekonomicky a bezpecné
vyvinout nové zpusoby Cisténi vod a pid

pripravit enzymy novych vlastnosti - sniZzeni energetickeé
narocnosti vyroby a ekologickych rizik



Charakteristika gent

kodujici sekvence (+ repetitivni DNA)
kodujici iseky = exony
nekodujici useky = introny

regulacni cast

gen

promotor
zavadeéci sekvence
terminaéni sekvence



Promotor

sekvence DNA - schopnost vazat RNA-polymerazu

= zahajovat prepis genu _(1/,/\/\/

TATA
‘ enhancery /rozpozndvaci elemem'y‘ box

pocatek transkripce

sekvence promotoru se netranskribuje, ale
rozhoduje o tom kdy, kde a s jakou intenzitou
se bude gen transkribovat

Ondrej 1992



Zavadeéci sekvence

pocatecni isek mRNA, na niz se uchycuji ribozomy a
postupuji ,naprazdno™ az k prvnimu iniciacnimu kodonu

rozhoduje o stupni afinity ribozému, tedy o intenzité translace

Pocatek translace
prvni triplet ATG, rozhoduje o Ucinnosti translace

Exony a introny pocatek a konec intronu GT-AC

Polyadenylacni a terminacni signal

AATAAA
Ondrej 1992



Obecné schéma transformace

> priprava rekombinantni DNA (konstrukt)

> vneseni DNA do rostlinné bunky (primo nebo pomoci
vektori)

> test exprese vnesenych genu

> demonstrace stabilni integrace DNA do rostlinného
genomu



Metody transformace (vnaseni DNA)

lipozomy uzavirajici DNA

elektroporace

mikroinjekce DNA do jadra
prime bombardovani mikroprojektily

vakuova infiltrace

s pouzitim nanovldken

nepriimé - pomoci vektort Agrobacterium (plazmidy)
rostlinné viry

modifikovany bakteriofdag A

plazmidy > intermediarni

N

binarni



Transformace zprostredkovana liposomy

protoplast

fize membran
protoplastu a
liposomu




Elektroporace

vyZaduje pouZiti protoplasti

po aplikaci el.pulsu se vytvori docasné pory v membrandch,
které umozni priniku DNA
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ruzné typy pulst

BioRad Laboratories



Mikroinjekce DNA do jadra

pouZito u protoplastl rostlin, ale éastéj$i u Zivolichd



Biolistické metody

BioRad Laboratories
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regenerace
rezistentnich rostlin



Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes

Pudni bakterie:  Pseudomonas, Corynebacterium
Agrobacterium, Rhizobium

Agrobacterium tumefaciens nadory Ti plasmld

Agrobac terium rhizogenes korany Ri plasm|d -DNA

T-DNA Ti plasmidu (WT)

1. geny pro biosyntézu auxini (iaaM, iaaH) a cytokinini (ipt) =
dediferenciace bunék a vznik nadorua (,crown gall®)

2. geny pro syntézu nadorové specifickych latek, tzv. opinu
(bazické aminokyseliny - oktopin, nopalin, manopin) = zdroj
dusiku, uhliku a energie pro bakterie

odzbrojené vektory



tumefaciens

um

Agrobacteri




~Crown gall”

tvoreny po infekci Agrobacterium tumefaciens



Agrobacterium rhizogenes

indukce tvorby korenu na segmentu korene mrkve



Mechanismus prenosu T-DNA
intermediarni vektor
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Agrobacterium tumefaciens

upraveny bindrni vektor LhGR

Sdmalovd 2005

~

LhGR T-DNA

DNA
agrobakteria
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cast plazmidu kodujici
virulenci

upraveny plasmid s vlozenym genem



Postup transformace - diskova metoda

1. priprava kultury agrobakteria - kriZzovy roztér na LB
médium s antibiotiky + agar

2. priprava listovych segmentu - predkultivace na MSH - s

auxinem a cytokininem + agar (2 - 3 dny v kultiv. mistnosti)
- - &

3. priprava suspenze agrobaktéria pro kokultivaci (LB médium)

4. kokultivace listovych segmenti v suspenzi - 1 min.

5. osuSeni segmentl a prenos na povrch MSS média -
svrchni stranou dold

6. pravidelnd pasaz na médium MSSa ( s antibiotiky)
regenerace kalust a rostlinek

7. indukce zakorerovani regenerovanych pryti MSRa



Agrobacterium - media pro kultivaci

LK médium
(Langley et Kado)
sachardza 10 g
kaseinhydrolyzdt 8 g
kvasnicny extrakt 4 g
KH,PO, 2g
MgSO, 0,3g

destil. H,O0 do 1000 mi

agar 13 g

LB BROTH High Salt

(DUCHEFA)

25 g do 1000 ml destil. H,0

slozeni:
trypton 10 g
(kaseinhydrolyzat)
kvasnicny extrakt

59
NaCl 10 g
agar 15 g




Transformace Arabidopsis
vakuovou infiltraci

Sarah J. Liljegren a

Martin F. Yanofsky
Dept of Biology, Center for
Molecular Genetics,
University of California at
San Diego, La Jollg,

CA 92093-0116, USA

-
_—

Agrobactenum-madiated
transformation of targating construct
by infiltration & oana
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Kanamycin salection

Individual plants screened of Ty sead

from pools containing
putative targeted integrations

Leaftissue collected in pools
from Kan®™ Ty seadlings
for PCR screening

Fig. 1. Strategy for tarceted disruption in Avalidopsiv. Infiltration of Avafvidopsis plants
with the targeting construct is used to generate large numbers of kanamycin-resistant | Kan™
primary | T, transformants, which are transferrsd to soil. Homologous-targeting events are
detected by PCR-based screens™ of pooled plants, and individual lines are subsequently
identified. PCR screens can be done six weeks after infiltration,




Selekéni a signdlni markery

kanamycin
1. rezistence viici antibiotikim ——  hygromycin
o : : entamycin
cytostatikum (antimetabolika) - 2 Y
herbicidim —__ methotrexat

glyfosat
2. iudA— glukuronidaza - GUS (z E. coli)

3. luc — luciferdza (z morského planktonu Photinus
pyralis, ka’ralyzme ATP dependentni oxidativni
dekarboxylaci substrdtu = luciferin za produkce
svetelné emise 562 nm)

4. GFP (.green fluorescent protein" gen z meduzy
Aequorea victoria)



Transgeny pro toleranci k herbicidum

1 vwhody - mozZnost pouzit aZ postemergentné
" jsou biodegradovatelné

1 mechanismus uéinku

* do rostliny je vnesen gen kodujici enzym necitlivy
k herbicidu

* transgen primo herbicid rozklada

I nevyhody

- vznik herbicid rezistentnich pleveld



Vyuziti methotrexatu pro selekci transgennich
organismu

[ do média pro selekci transgennich organismt se priddava
methotrexat sterilné (0,5 g/1) az po vysterilizovdni média

[ transgenni rostliny maji vloZzeny gen pro dihydrofoladt reduktazu
(DHFR) z mysi, kterd neni citlivd na methotrexat

- 2

heterozygotni kontrola bez mysi DHFR heterozygotni
transgenni tabak na MS médiu s MTX transgenni tabak
na MS médiu na MS médiu s MTX




Indigogenni metoda detekce glukuronidazy

apex karafidtu Arabidopsis

substrat =
5-Br-4-Cl-3-indolyl-B-D-
glukuronid (X-gluc)




Princip indigogenni metody:
detekce aktivity glukosidazy

1. Primarni reakce - $tépeni substratu enzymem

\ ~ | J O— Gluc enzym ‘ | J OH + glukoza
N N
H

X=Br, Cl

2. Sekundarni reakce - tvorba indiga

= oxidace
CLT g
X i X NN
indoxyl indoxyl 4@(0\ P N@
X C=C X
/' Nc




Transformované rostlinky kasavy z embryogenni
kultury, signalni gen = luciferaza

vizualizace luciferdzy- postrikano
luciferinem a méreno luminometrem

rostlinky



Osamu Shimomura - objevitel GFP

2008 Nobelova cena za chemii (Osamu Shimomura,
Marty Chalfie a Roger Tsien)

http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/shimomura.html



Modifikace GFP
Roger Tsien
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Prvni povolena transgenni plodina

Rajce Flavr-Savr

schvdleno v USA v roce 1994
obrdacend orientace genu pro enzym
polygalakturonasu, kterd normadiné
degraduje pektin v bunécnych
sténdch a vede k méknuti plodu

od jeho péstovani se jiz upustilo

2010 - v Indii se vraci k tématu - vyuzili RNA interference, aby
potlacili u zrajiciho ovoce tvorbu alfa-mannosidazy a beta-D-N
acetylhexosaminidazy, které maji ,na svédomi" dozrdvani:

mozZné pouziti také u bananu, papdji, manga a dalSiho ovoce

ke sniZzeni poskliznovych ztrat.



Herbicid tolerantni plodiny

[ transgenni plodiny folerujici nespecifické herbicidy (HTP)

VvV ev/

[ jejich pouZiti je z hlediska ochrany rostlin sloZitéjsi -
umoznuji ziskat prakticky ¢istou monokulturu = kritika
z hlediska biologické rozmanitosti

I rizikem je vznik plevell tolerujicich herbicid podobné jako
transgenni plodina - mohou vznikat jak prirozenymi
mutacemi, tak primym prenosem transgenu podmifiujiciho
necitlivost (v pfipadé kriZitelnosti a vzniku plodného
potomstva) - u nds je rizikem repka.

[ zprdvy z USA a Argentiny o plevelech necitlivych na
glyfosat, cozZ se klade za vinu péstovani RR s6i (Roundup
Ready) vyvoldvajici potrebu opakované aplikace glyfosatu



B'|'- plodi ny produkuji 8-toxin z Bacillus thuringiensis

[ kukurice MON 810 - se péstuje od roku 2005 je odolnd vici
zavijeCi kukuri¢nému

je jednim z nejvyznamnéjsich sktdct kukurice, ktery sniZuje vynosy
a kvalitu zrna

u poskozenych obilek se navic zvySuje obsah afaltoxint

zdroven také zvysuje lamavost stébel, coZz znamena sklizriové ztrdty



Danaus plexippus, danao stéhovavy
~.Monarch™ imago a housenka

| L S TORER e .'i."'- ‘I‘_
http://www.kidzone.ws/animals/monarch_butterfly.htm
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Amflora - GM brambor

1 Ludwigshafen, Némecko - 2. brezen 2010 - Evropska komise
povolila Amfloru, geneticky modifikovanou bramboru BASF s
optimalizovanym obsahem skrobu, pro komercni pouziti v
Evropé

(1 Zddost o schvdleni Amflory byla ve Svédsku poddna v roce
1996.

[J Odriada této brambory tak mize byt nyni pouzivdna pro
vyrobu primyslového $krobu.

1 Evropskd agentura pro bezpecnost potravin (EFSA) pri
nékolika prilezitostech v prubéhu schvalovaciho procesu
opakované zduraznila bezpecnost Amflory pro lidi, zvifata a
Zivotni prostredi.



Zlata ryze
Ingo Potrykus

nese geny pro tvorbu B-karotenu lykopenu (provitamin A)
pod kontrolou endosperm-specifického promotoru

psy (phytoene synthase) z narcisu Narcissus pseudonarcissus
crtI z pudni bakterie Erwinia uredovora

bakteridlni gen funguje jako katalyzator dokonceni biosyntézy
lykopenu

péstovani zlaté ryze ma ohromny vyznam
pro zlepsSeni vyzivy, predevsim u obyvatel Asie

http://en.wikipedia.org/wiki/Golden_rice



Doporucené adresy

BIOTRIN je neziskova organizace vytvorend védeckymi pracovniky
pro Sireni informaci o modernich biotechnologiich.

http://www.biotrin.cz/
vyddvaji internetovy bulletin SVET BIOTECHNOLOGII, Bilé kniha
Gate2Biotech - vSe o ceskych biotechnologiich na jednom misté:
http://www.gate2biotech.cz/

prezentace o transformaci
http://www.life.umd.edu/classroom/BSCI411/Liu/lecturell pdf

postrehy z péstovdni transgennich plodin:

http://www.gate2biotech.cz/postrehy-z-prvnich-sedmnacti-let-
pestovani-transgennich-plodin/

hebicid glyfosat a rezistence:

http://en.wikipedia.org/wiki/Glyphosate



Postrehy z prvnich sedmnacti let péstovani

transgennich plodin
Dr. Jaroslav Salava, VURV, v.v.i. Praha - Ruzyné

v roce 2012 byl zaznamendn 100 ndsobny ndrtst ploch
péstovdni GM plodin:
= 1996 (v roce, kdy byly uvedeny na trh) 1,7 miliénu ha
- 2012 170 miliént ha
prijimdni transgennich plodin je zndmkou toho, Ze
jsou pro farmadre uzite¢né

nevyhodou je vznik rezistentnich plevell i $ktdc

http://www.gate2biotech.cz/postrehy-z-prvnich-sedmnacti-
let-pestovani-transgennich-plodin/



Klasifikace antibiotik podle uUcinnosti

> inhibitory syntézy bakteridlni bunécné stény
> antibiotika ovliviiujici permeabilitu membran
> bakteriostatické inhibitory syntézy proteini

> baktericidni inhibitory syntézy proteinu

\

vyuzivaji se jako selekéni markery



1. Inhibitory syntézy bakterialni bunécné stény
B-laktamova antibiotika

peptidoglykan = vysoce zesit'ovana molekula, ktera
zabranuje plazmoptyze plazmatické membrany
bakterie v hypotonickém prostredi

inhibice syntézy bakterialni bunécné stény
zplisobi jeji rozStépeni

\°

odkryti plazmatické membrany vede k plazmoptyze
bakteridlnich bunék

B-laktamadza stépi strukturu antibiotika = vede k inaktivaci



Stadia tvorby bakteridlni bunécné stény
I. biosyntéza zdkladnich stavebnich jednotek - uvnitr burky
Cykloserin inhibuje jejich dokonceni

IT. prenos stavebnich jednotek vné membrdny a jejich kovalentni
vazba na jiz existujici bunécnou sténu

inhibuje Vancomycin a Bacitracin
ITI. zesit'ovani peptidoglykanovych polymert do pevného skeletu

inhibuji peniciliny a cephalosporiny



Peniciliny Cephalosporiny

Amoxycilin ' Cefalexin
Amoxycilin-klavunalat K Cefotaxim

Ampicilin

Carbenicilin

Penicilin 6

Penicilin V
Ticarcilin-klavunalat K

Kyselina klavunolova = specificky inhibitor B-laktamazy



2. Antibiotika ovliviiujici permeabilitu membrany

antibakterialni antifungalni
Gramicidin Amphotericin
Polymixin B Nystatin

3. Bakteriostatické inhibitory proteosyntézy

reversibilni inhibice: Chloramfenikol
Doxycyklin
Erythromycin
Tetracyklin
Oxyteracyklin



4. Baktericidni inhibitory proteosyntézy

aminoglykosidy:  Gentamycin
Hygromycin B
Kanamycin
Neomycin
Streptomycin

inhibitory metabolismu NK:
Rifampicin
kyselina nalidixova
antimetabolity:
Methotrexat
Nitrofurantoin

analogy NK: 5-florouracil



