Transgenni rostliny
Biotechnologie
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metody



Biotechnologie - pristup k prirode

biotechnologie = metoda vyuZivajici ve prospéch ¢lovéka ruzné
organismy a soucasné pozmenuje jejich vlastnosti tak, aby byly
co nejlepe vyuzitelne

~ kvaseni - snahy konzervovat rychle se kazici potraviny a
krmiva
> kvaseni mléka - syry, kefir, kumys, jogurty
> vino, pivo - bible, Egypt
> boza - kvasené proso (Balkdn, Orient)
> saké - japonsky ndpoj z kvasené ryze
> pombe - africky napoj z kvaseného tropického ovoce
> kvasené zeli
> silaze
» vyroba enzymu - prani, pFiprava ovocnych $t'av, vyroba
skrobu...
» farmaceuticky prumysl

» bioremediace - biologicke CiSténi vody, odstrariovani
ropnych produktu z pudy...



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)

> ziskani organismi preZivajici za stresovych podminek

> ziskani obnovitelnych a ekologickych zdroju pro vyrobu

> produkovani léCiv ekonomicky a bezpecné + vakciny

> vyvinuti novych zpusobu cisténi vod a pud

> priprava enzymi novych vlastnosti - sniZeni energetické
narocnosti vyroby a ekologickych rizik



Definice podle protokolu o biodiverzité

» LMO = living modified organism
organismus se zmeénénou 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 enzymu,
sladovnicky je¢men

Nevyhoda - metody jsou ,slepé”™ = vyvolava se poskozeni a
nasledné se ceka, zda nahodou nevznikne vyhodnd zména.
Navic nevime, kolik gent se zménilo a jak.



Priklady kultivart produkovanych mutaénim Slechténim

Plodina
ryze
pSenice

oves
grapefruit

Cynodon dactylon
troskut prstnaty

salat

Phaseolus vulgaris
fazol obecny

Serik

Kultivar
Calrose 76
Above
Lewis
Alamo-X
Rio Red
Star Ruby
Tifeagle
Tifgreen Il
Tift 94
Tifway I
Ice Cube
Mini-Green
Seafarer
Seaway
Prairie Petite

Metoda indukce mutace

gama zareni
azid sodny
neutrony
X-paprsky
neutrony
neutrony
gama zareni
gama zareni
gama zareni
gama zareni

ethyl methan sulfonat (EMS)
ethyl methan sulfonat

X-paprsky
X-paprsky
neutrony




.Klasické” a ,moderni" biotechnologie

> moderni biotechnologie - umoznuji cileny postup
= vndsSeni pouze zddaného genu beze zmeény
ostatnich gend D GMO

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

> mohou ale existovat i nechténé nasledky

!

pozadavek regulace a sprdvného zachazeni



Danaus plexippus, danao stéhovavy
.Monarch™ imago a housenka

http:// www. kidzone . ws/animals/ d;k;rr'cfl;:Bu‘r’rer'f ly.htm



Charakteristika rostlinnych genu

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

gen \
regulacni ¢dast

promotor
zavadeéci sekvence
terminaéni sekvence



Promotor

sekvence DNA - schopnost vazat RNA-polymerazu

= zahajovat prepis genu

‘ enhancery /rozpozndvaci eIemenTyI——

TATA
box

it

pocdtek transkripce

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

se bude gen transkribovat

Ondrej 1992



Zavadéci sekvence

pocatecni isek mRNA, na niz se uchycuji ribosomy a
postupuji ,naprdzdno” az k prvnimu iniciacnimu kodonu

rozhoduje o stupni afinity ribosomu, 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 signdl

AATAAA
Ondrej 1992



Obecné schéema transformace

> priprava rekombinantni DNA (konstrukt)
» vneseni DNA do rostlinné bunky
> test exprese vnesenych gend

» demonstrace stabilni integrace DNA do rostlinného
genomu



Metody transformace (vnaseni DNA)

lipozomy uzavirajici DNA
e elektroporace
prane mikroinjekce DNA do jadra
bombardovani mikroprojektily
vakuovad infiltrace

Agrobacterium (plazmidy)
neprimé - pomoci vektort rostlinné viry
modifikovany bakteriofdg A

plazmidy > intermedidrni

i

binarni



Transformace pomoci liposomu

liposom + DNA

protoplast



Elektroporace

» vyzaduje pouziti protoplastt (bakterii, kvasinek)

» DNA pronika do bunék po vytvoreni doasnych
mikropéri v plasmatické membrané vlivem pusobeni
el. pulst
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Princip biolistické metody
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Zarizeni pro biolistické metody




Biolisticka metoda:
pro transformace pletiv trav - GUS marker

jednodélozné rostliny
jsou resistentni vuci
infekci Agrobacterium

exprese akftivity
enzymu glukuroniddzy
po bombardovani kalusu

Brachypodium
partikule Au 0,5 mm

vyuziti kalusové kultury pro transformace
http://www.aber.ac.uk/plantpathol/brachytransform.htm



Nador ,.Crown gall®

vytvoreny po infekci Agrobacterium tumefaciens
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Vektory: Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium rhizogenes
Plidni bakterie:  Pseudomonas, Corynebacterium
Agrobacterium, Rhizobium

Agrobacterium tumefaciens nadory  Ti plasmld

Agrobacterium rhizogenes  korinky Ri plasmld -DNA

T-DNA (transferred) Ti plasmidu

1. geny pro biosyntézu auxini a cytokinint = dediferenciace
bunék a vznik nadord (,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 - puvodni geny odstranény



Agrobacterium rhizogenes

indukce tvorby korent na segmentu korfene mrkve
po infekci bakteriemi



Agrobacterium tumefaciens
upraveny bindrni vektor LhGR

DNA

agr'obakfem

Rift

Km®

LhGR

4

~N

T-DNA

/

cast vlastniho plazmidu

upraveny plasmid



Selekéni a signalni markery s
1. rezistence vuéi / hY9"°'“Y¢f"
antibiotikim gentamycin
cytostatikim (antimetabolika) » methotrexat
herbicidum i Bocta

2. iudA — glukuroniddza - GUS - histochemicka detekce

3. luc — luciferaza (z morského planktonu Photinus
pyralis, katalyzuje ATP dependentni oxidativni
dekarboxylaci substratu = luciferin - za produkce svételné
emise 562 nm)

4. GFP (,green fluorescent protein™ gen z meduzy
Aequorea victoria) - detekce fluorescencnim mikroskopem



Antibiotika

vyuzZiti pro selekci transgennich orgasnismu

latky produkované riznymi druhy
mikroorganismu, které potlacuji rust jinych
mikroorganismu (-statika), eventuelné je nici
(-cidy)

dnes termin rozsiren i na syntetické slouceniny
s podobnym Ucinkem nebo chemicky modifikované
latky produkované mikroorganismy



Klasifikace antibiotik

1. inhibitory syntézy bakterialni bunécné stény
2. antibiotika ovliviiujici permeabilitu membran
3. bakteriostatické inhibitory syntézy proteind

4. baktericidni inhibitory syntézy proteinu



1. inhibitory syntézy bakteridlni
bunécné steny

Peniciliny Cephalosporiny

Amoxycillin ; Cefulexin
Amoxycillin-klavunalat K Cefotaxim

Ampicilillin
Carbenicillin

Penicillin 6

Penicillin V
Ticarcillin-klavunalat K

Kyselina klavunolova = specificky inhibitor B-laktamazy



2. Antibiotika ovliviiujici permeabilitu membrany

antibakterialni

Gramicidine
Polymixin B

antifungalni

Amphotericin
Nystatin

3. Bakteriostatické inhibitory proteosyntézy

reversibilni inhibice

Chloramphenicol
Doxycycline
Erythromycin
Tetracycline
Oxyteracycline



4. Baktericidni inhibitory proteosyntézy

aminoglykosidy =~ Gentamycin
Hygromycin B
Kanamycin
Neomycin
Streptomycin

inhibitory metabolismu NK
Rifampicine
Kyselina nalidixova
antimetabolity
Methotrexat
Nitrofurantoin

analogy NK 5-florouracil



In vitro selekce rezistentnich rostlin

Selekce transgennich
rostlin tabdku, které maji
jako selekéni marker mysi
gen dhfr pro
dihydrofolatreduktazu
rezistentni vuci
methotrexatu (MTX)

M-S médium s pridavkem
MTX

10/ _%vSEHSﬂ'lvﬂl'-'k :J,s /




Indigogenni metoda detekce glukuronidazy

apex karafidtu Arabidopsis

ll_
substrat =

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




Indigogenni metoda detekce aktivity
glukosidasy

1. Primarni reakce - $tépeni substratu enzymem

: 2 | J O— Gluc enzym ‘ | J i + glukoza
N N
H

X =Br, Cl

2. Sekundarni reakce - tvorba indiga

= oxidace
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Transformované rostlinky kasavy regenerované
z embryogenni kultury, signalni gen = luciferdza

rostlinky vizualizace luciferazy- posttikano
luciferinem a meéreno luminometrem



o . In Aequorea victoria a protein called
Aequor ea vic ror a aequorin releases blue light upon
binding with calcium. This blue Iigh‘r is

then totally absorbed by the GF
which in turn gives off the green light

http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1 htm

6reen Fluorescent Protein (GFP) has existed for more than one hundred and sixty
million years in one species of jellyfish, Aequorea victoria. The protein is found in
the photoorgans of Aeguorea, see picture below right. GFP is not responsible for
the glow often seen in pictures of jellyfish - that "fluorescence" is actually due
reflection of the flash used to photograph the jellies.



GFP jako marker

Osamu Shimomura byl prvni,
kdo izoloval GFP z meduzy
(.jellyfish™) Victoria aequorea

a zjistil, kterd cdst GFP je
zodpovédna za jeho
fluorescenci.

Green Fluorescent Protein
v bunkach tabaku

konfokalni obraz



Many other mutations have been made,
including color mutants; in particular blue
fluorescent protein (EBFP, EBFP2, Azurite,
mKalamal), cyan fluorescent Fro‘rein (ECFP,
Cerulean, CyPet) and yellow fluorescent protein
derivatives (YFP, Citrine, Venus, YPet).

excitace

pri vinové délce 395 nm
a emise

pri 509 nm

v zelené Casti
viditelného spektra

The diversity of GFP genetic mutations is
illustrated by this San Diego beach scene drawn
with living bacteria expressing 8 different colors
of fluorescent proteins.



Agrobacterium - média pro kultivaci

LK médium LB BROTH High Salt
(Langley et Kado) (DUCHEFA)
e 10 g 25 g do 1000 ml destil. H,O

kaseinhydrolyzat 8 g

5 sloZenti:
Il:\lfirgcny extrakt : g e 10 g
2’ =4 (kaseinhydrolyzat)
MgSO, 039 kvasnicny extrakt 5g
destil. H,O do 1000 ml NacCl 10 g

agar 13 g agar 15 g




Postup transformace - diskova metoda

1. priprava kultury agrobakteria - kriZzovy rozter
na LB médium s antibiotiky, ztuzené agarem

2. priprava listovych segmenti - predkultivace na
MSH - s auxinem a cytokininem + agar (2 - 3 dny
v kultiv. mistnosti) Lo -

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 - inokulace svrchni stranou dolt

6. pravidelna pasdz na médium MSSa ( s antibiotiky) m

regenerace transgennich kalust a rostlinek

7. indukce zakorefiovani regenerovanych pryti MSRa



Transformace Arabidopsis
vakuovou infiltraci

Sarah J. Liljegren and
Martin F. Yanofsky™*
Dept of Biology, Center
for Molecular Genetics,
University of California at
San Diego, La Jolla,

CA 92093-0116, USA

l—— ]
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Agrobactenum-mediatad

transfomation of targeting construct
by infiltration i oana

E- ﬂ?ﬂq—q h m.

Kanamycin selaction

Individual plarits screenad of Ty sead

from pools containing
putative targeted integrations

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

Fiz. 1. Strategy for tarceted dismuption in Aralédopsis. Infiltration of Arafvdopsis plants
with the targeting construct is used to generate large numbers of kanamyein-resistant | Kan™
primary | T, tranzfommants, 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,




Komercni vyuziti GM rostlin
je doposud omezeno:

> nedostatecnou znalosti kontroly exprese gent

> nedostatecnou vzdjemnych interakci genu a regulaci
jednotlivych metabolickych cest v ramci celé
rostliny

> malo Ucinnymi protokoly regenerace rostlin in vitro

> vysokymi naklady na technologii geneticke
transformace rostlin

> obavami vere jnosti



Prvni povolena transgenni plodina

The Flavr Savr fomato was
the first commercially grown
genetically engineered food
to be granted a license for
human consumption. It was
produced by the Californian
company Calgene, and
submitted to the U.S. Food
and Drug Administration
(FDA) in 1992.

It was first sold in 1994,
and was only available for a
few years before production
ceased.




Komercni vyuziti GMO

1994 prvni povolend GM zelenina - rajcata Flavr-Savr s
pridanym antisense genem, ktery interferuje s produkci
enzymu polygalakturonasy (RNA interference). Tento
enzym je zodpovedny za méknuti bunééné stény pri
dozravani plodu (= zpomalené dozravdni a dlouhodoba
trvanlivost v obchodé)

1996 prvni komercni osivo GM kukurice v USA s rezistenci
viéi zavijeli kukuri¢ nému

2000 Walmsley a Arntzen - vakcina proti prijmovému
onemocnéni (diarrhoea) v GM plodech bandnu

2001 Potrykus - GM ,zlatd ryze" s vyssi schopnosti
akumulovat B-karoten a zelezo



Transgenni plodiny

» geneticky manipulované hospodarské a prumyslové
plodiny kukurice, psenice, repka, cukrovka,
slunecnice, brambory, soja a bavlna maji zvyseny
vynos a jsou rezistentni proti nékterym herbicidtm
a skidctm

» transgenni ., zlata ryze " nese gen kukurice pro
tvorbu B-karotenu (provitamin A) a ma zvyseny
obsah Zeleza v prijatelné forme



Zlata ryze

nese gen kukurice pro tvorbu
B-karotenu (provitamin A) a
gen pro feritin

zrno ma vyssi obsah B-karotenu a
zvyseny obsah Zeleza v prijatelné
forme

konstitutivni uklddadni Zzeleza do stébel

zvyseny prijem Zeleza koreny

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



Komercné Uspésne GM plodiny

"l Zlata ryze se komercne péstuje v jihovychodni
Asii a vyznamne prispiva k zlepseni zdravotniho
stavu populace v rozvojovych zemich

1V roce 2001 péstovaly USA 68% svétové vyroby
GM plodin, Argentina 22%, Kanada 6% a Cina 3%

] Transgenni plodiny jsou duvodem dlouholetého
sporu mezi EU a USA. Modifikovane kukurici,
repce a soji s rezistenci proti herbicidu Round-up
(glyphosate) spotrebitelé v EU stdle neduvéruyji.



L]

Komercné dspésné GM dreviny
a okrasné rostliny

Populus nigra tranformovany genem CryAC (bakteridlni
toxin Bacillus thuringiensis) Gc¢inny proti housenkam
motylt (Lepidoptera)

Cina komeréné vysazuje a péstuje porosty Populus nigra a
Pinus nigra pro prumysl papirensky a textilni.

ruze a karafiaty serie Moon, s modifikovanou vuni, firmy
Suntory Ltd. (Japonsko) a Florigene Ltd. (Australie) jsou
péstovdny v jizni Americe a prodavany v Evropé, USA,
Kanadé, Japonsku, Austrdlii.

transgenni modrd rtze firmy Suntory byla ziskdna
prenosem gend pro tvorbu modrého barviva delfinidinu.



Trendy vyzkumu GM okrasnych rostlin
a lesnich drevin

okrasné rostliny

] odddleni starnuti kvetl: zména biosyntézy etylénu

[l zmeény barvy kvétu: manipulace s geny pro biosyntézu antokyand
] zmény viné: manipulace s geny kodujici S-linalolsyntdzu

1l modifikace rezistence vuci patogenim a herbicidim

lesni dreviny

I modifikace obsahu celulézy, shiZeni obsahu ligninu a zména jeho
struktury - vyuziti v papirenském pramysiu

Ll rezistence proti fy’ropa‘rogenmm houbdm (manipulace s geny
kédujicimi peptidy) a skidctm

I rezistence proti herbicidu Buster - méné pracné péstovani



Doporucené adresy

postup transformace v krocich a obrazech
http://ceprap.ucdavis.edu/Transformation/transform11 htm

transformace sdje
http://www.cropsoil .uga.edu/soy-engineering/Transformation.html

transformace sdje
http://www.oardc.ohio-state.edu/plantranslab/
http://www.biotrin.cz/

GM potraviny
http://www.csa.com/discoveryguides/gmfood/overview.php



