Mt DNA a cytoplazmaticka samci

sterilita (CMS) u rostlin

150 druhd, 20 celedi

DO 0O

az Rf8
Mt gen URF-13 tvori aldehydy toxické pro
mitochondrie bunék tapeta

3 Rf2 tvorba alkoholdehydrogenaz

L

CMS koédovana mitochondrialnim genomem

Kukurice — 3 plazmotypy cmsT, cmsS, cmsC,
vice jadernych genti obnovy Rf1, Rf2, Rf3, Rf4

odstranuje toxicke latky
Vyuziti samci sterility ve slechténi
d Vyroba hybridniho osiva

d Heterozni slechteni

nt | wrfl3 transcripts/
otype | URFI3 proteins

High
Low
High
None detected




Klonované mitochondrialni geny pro CMS
u jednotlivych rostlinnych druht
TRy AT RTET eSS EM | sekvence z ruznych genu
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Chloroplastové genove inzenyrstvi

rostlin

Historie

4 1980 Prvnj introdukce izolovanych chloroplastu do
protoplastu

a Biolisticka metoda transformace (bombardovani
mikroprojektily)

3d 1988 Prvni plastidova transformace zelené rasy
Chlamydomonas reinhardtii

a Mutant v genu atpB po bombardovani mikroprojektily
s DNA wt atpB genu = introdukovany gen opravil
puvodni nefunkcni gen
atpB - gen pro podjednotku ATP syntazy

d Uspesna komplementace, stabilni integrace do

plastidoveho genomu




Plastidy rostlin jsou idealnimi
kandidaty pro genové inzenyrstvi

Vyhody
d 1. Vysokd Uroven exprese plastidovych genu

Q Kolik kopii kazdého genu je obsazeno v 1
bunce potencialné transformované?

d 2. Maternalni dedicnost

0 3. Absence pozicnihq efektu - viz zpusob
introdukce transgenu homologm rekombinaci

d 4. Absence epigenetickych vlivi — nedochazi
ke zmé&ndm v regulaci genu a k jejich

umlcovani




Introdukce transgenu do cpDNA
homologni rekombinaci

Plastid transformation vector

Inaktivace cp genu pro fotosyntézu

A aadA B
Transformaci (gen Rubisco) — : ,
ene delivery ; ;
~Selection
A B
Regeneration ptDNA

{

Additional rounds of _selection A aadA B
and regeneration

Regenerace rostlin Bilé sektory —

3
po transformaci  homoplazmie l‘]
-organogeneze B> Transformed ptDNA
. , Shoot proliferation and rooting
'SOmatICka embryogeneze TRENDS in Biotechnology

odminky in vitro
. y aadA — koduje rezistenci k antibiotiku spektomy-

cinu a streptinomycinu



Misto zaclenéni transgenu

az

Tvorba funkcniho proteinu

pooD O O O

Poznatky plastidove genomiky — sekvenovani
cpDNA, nezbytnost pro tvorbu vektoru

Vektory pro transformaci — univerzalni vektor
neexistuje

Efektivni regenerace rostlin somatickou
embryogenezi

Vyloudeni genu pro antibiotika z vektoru
Stabilni integrace a stabilni exprese genu
Tvorba funkcniho proteinu

Ekonomickd produkce cizich proteinu

?Bezpecnost - rizika?




Rezistence k antibiotiku u transgennich rostlin

Soja

Untransformed Transformed

Potomstvo F1
transgenni x wt  wt x transgenni

TRENDS in Biotechnology



Prakticke aspekty
chloroplastoveho inzenyrstvi

Cile

Zlepseni agronomickych vilastnosti
J Rezistence k hmyzu

0 Rezistence k herbicidum

0 Rezistence k chorobdm - puvodci
bakterie, houby

1 Tolerance k suchu
1 Tolerance k zasoleni
J Fytoremediace




Terapeutické proteiny
Biomaterialy
Primyslové enzymy

Spektrum druh
] Tabak

1 Mrkev

d Bavinik

1 Soja




Rezistence k herbicidum

GlyTosat

Totalni herbicid, inhibuje enzym EPSPS
nezbytny pro syntezu aromatickych
aminokyselin. Rostlina uhyne.

Transformace gengppro necitlivost ke
glyfosatu: Gen EPSPS z bakterie obsahuje

odovou mutaci, proto neni gen glyfosatem
blokovan. Funkce enzymu je zachovana.

Chloroplastova transformace Petunia

hybrida

Gen aroA mezi geny trnl a trnA v jedne IR
nebo rbclL a accD v LSC

Rezistence vudi 5 mM glyfosatu (10x vySsi
~ nez letalni)

250X vySsi exprese ve srovnani s expresi v
iadernem aenomii



|
Fosfinotricin
Totalni herbicid, blokuje enzym
glutaminsyntazu, ktery odbourava
amoniakove ionty. Rostlina uhyne
vlivem hromadéni amoniaku.

Transformace tabaku geny pro
necitlivost k herbicidu

Gen bar z bakterie — kdduje enzym,
ktery preménuje herbicid na
netoxickou slouceninu

NizSi exprese genu, dostatecna

polni rezistence




Rezistence k hmyzu

[l

[l

Geny Cry pro hmyzi protoxiny z Bacillus
thuringiensis. Toxické pro larvalni stadia hmyzu.

Receptory v travicim traktu hmyzu vazou specificky
protoxiny — toxicky ucinek. Specifita = urcity gen
Cry proti urcitému druhu Skodliveho hmyzu.
Transformace tabaku: Operon Cry2Aa2 obsahuje
geny Cry2AaZ2 gen pro vlastni toxin

orfl, orf2 geny pro chaperony, které zajistuji
tvorbu funkcniho protoxinu

46% celkovych proteinu chloroplastu (tsp - total
soluble protein)




Skiidce tabaku ¢ernopaska
Transformace chNA tabaku
Uginna exprese gent a
ucinna vysledna rezistence
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Rezistence k patogenum

00O O

MSI-99 synteticky analog magaininu-2 .
aptimikrobialni peptid - izolovany ze sekrett
kuze drapatky vo ni_

Mechanizmus jeho pusobeni:

vysoce specificky pro negativné nabite _
fosfolipidy pritomne ve vnejsi membrane
pakteril a hub,

- 30 s O ’ v
agregace peptidu a tvorba poru v membrane -
yze bunky = destrukcni ucinek na membranu
Dakteril
Ucinny vudi Sirokému spektru mikroorganizmu
Transformace genem pro MSI-99

Vysoka ucinnost exprese, dostatecna ochrana rostlin
proti bakterialnim a houbovym patogenum




Funkcnost antimikrobialniho proteinu MSI-99

u rostlin vuéi patogennim mikroorganizmim
Transgenni Netransgenni

Tabak




Rezistence k suchu

Osmoprotektanta

- nizkomolekularni latky
regulujici prijem a
zadrzovani vody

Trehaloza

Gen TPS1 - Trehalbzo-
fosfat syntaza

25x vyssi akumulace
trehaldézy nez pfi jaderné
transformaci




Tolerance k solim

0 S m O p I‘Ote kta I1 ta Transformed  Transformed Untransformed  Transformed

O Glycin betain se akumuluje v
nékterych rostlinach po
pusobeni sucha nebo pfi
vyssich koncentraci soli v pudé

OO Gen badh —enzym
betainaldehyd dehydrogenaza
preménuje toxicky
betainaldehyd na netoxicky
glycin betain a -alanin betain

O Uginnost: transgenni rostliny
mrkve rostou pfi 400 mM NaCl |
(Uroven halofyt) — -

TRENDS in Biotechnology
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Fytoremediace

Bezpecné a cenove efektivni odstranovani toxickych chemikalii z
prostredi pomoci pestovani rostlin

Rtut
NejtoxiCtéjsi je organicka rtut
Geny — pro bakterialni
enzymy
merA — reduktaza
merB — lyaza
Test pomoci vysoce toxického
fenyl acetatu rtuti — PMA
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‘Transgenni rostliny rostou az
do koncentrace 400 uM PMA.




Plastidy jako bioreaktory
farmakologickych latek

Sseéra

Tvori 60% proteinu
krevniho sera. Nahrada
Turnerova syndromu, krve pfi traumatickych

chronického selhani stavech
ledvin Gen HSA

Gen hST
/% tsp

somatotropin

Lécba trpaslic¢iho
vzrustu u déti,




Antimikrobialni
peptidy
MSI-99
Efektivni i viéi lidskym
patogenum,

efektivni i vudi bakteriim
rezistentnim k fadeé [égiv
(Pseudomonas
aeruginosa)

Po transformaci tabaku
bunécny extrakt ucinny
vuci rezistentnim
bakteriim

21,5% tsp

Lidsky interferon

O

O

O

Glykoprotein produkovany bilymi
Krvinkami jako odpovéd na
napadeni organizmu virem.

Funkce jako IéCivo pfi virovych
infekcich, leukemii i proti nadoram
(ledvin, ktize, sarkomu, malignimu
lymfomu, mnohocCetnym myelomum
aj.)

Uc€inek — tlumi metabolismus
nékterych bunék, tlumi projevy genu
odpovédnych za nadorovou
premenu bunky

Transgenni tabak

Interferon a  19% tsp
IFNa2b 1écba leukemickych bunék
Interferony 6% tsp



Monoklonalni Bioreaktory pro

protilatky vakciny

Imunoglobuliny (Ig) Vakcina cholery

Chrani télo proti toxickym  Gen - podjednotka toxinu cholery
latkam a pronikajicim CTB

patogenum Vakcina antraxu

Protilatka Guy's 13 ucinna Vakcina moru

vudi Streptococcus Zviteci vakeiny — psi

mutans

pPSbA regulacni sekvence

+ gen Guy 13 — exprese

IgA-G

Studium problematiky na
zacatku

Vyhoda - cena

parvovirus




Dalsi priklady mimojaderné dedicnosti
Symbiotickeé infekcni castice

Paramecium aurendm

40. leta 20. st Tracy Sonneborn

Symbiotické infekCni castice kapa s vlastni DNA,100 az
200 na bunku

Toxin paramecin — kmen Killer
Jaderny gen K determinuje odolnost k paramecinu
Reprodukce - pohlavni vyména konjugaci
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Drosophila melanogaster
[0 Kmeny citlivé k CO,
0 Virove castice sigma

Drosophila bifasciata

0 V potomstvu pouze dcery pri 21°C a
nizsich

O V cytoplazmé samicek symbioticky
mikroorganizmus, letalni pro samecky



