Transformace rostlin

dvod
metody



Biotechnologie

metody vyuZivajici rizné organismy ve prospéch ¢lovéka a soucasné
pozménujici jejich vlastnosti tak, aby byly co nejlépe vyuzitelné

vyrobni postupy:
- ziskavani potravy
- chemicky prumysl
- vyroba enzymi - prani, priprava ovocnych $t'av, vyroba
Skrobu...
- farmaceuticky primysl
- vyroba odévii

- biologické cisténi vody, bioremediace - ropné produkty, PAH v
pudeé



Biotechnologie - kvaseni

konzervace rychle se kazicich potravin a krmiv

=) KkvaSeni:
* kvaseni mléka - syry, kefir, kumys, jogurty
- kvaseni cukernych roztoki - vino, pivo (bible,

Egypt)

+ kvasené proso - boza (Balkan, Orient)
+ kvasena ryze - saké (Japonsko)
- kvasené tropické ovoce - pombe (africky napoj)
+ kvasené zeli

- silaze



Definice podle protokolu o biodiverzite

» LMO = living modified organism
organismus se zménénou genetickou informaci, kterou je

schopen predavat do dalsSi generace (polyploidizace,
konjugace, transdukce)

> GMO = genetically modified organism
ziskany zavedenim cizorodé DNA (metody rekombinantni

DNA)

genové nebo genetické inzenyrstvi




.Klasické™ a ,moderni" biotechnologie

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

vysoké vytézky antibiotik, produkce enzymu, 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 kultivart produkovanych mutaénim Slechténim

Plodina
ryze
pSenice

oves
grapefruit

Cynodon dactylon

troskut prstnaty

salat

common bean

Serik

Kultivar
Calrose 76
Above
Lewis
Alamo-X
Rio Red
Star Ruby
Tifeagle
Tifgreen Il
Tift 94
Tifway Il
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
ethyl methan sulfonat
X-paprsky

X-paprsky

neutrony




.Klasické" a ,moderni” biotechnologie
> moderni biotechnologie - umoznuji cileny postup - vndseni
pouze Zadaného genu beze zmény ostatnich gent = GMO

> 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



vV V VY V

YV V VY V V

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 pud

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



Obecné schéma transformace

> priprava rekombinantni DNA (konstrukt)

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

> test exprese vnesenych genu

> demonstrace stabilni integrace DNA
do rostlinného genomu



Charakteristika rostlinnych gent

kodujici sekvence (+ repetitivni DNA)

kodujici iseky = exony
nekodujici useky = introny

gen \

regulacni cast
promotor

zavadeéci sekvence
terminaéni sekvence

Ondrej 1992



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



Metody transformace (vnaseni DNA)

lipozomy uzavirajici DNA

elektroporace

mikroinjekce DNA do jadra
prime bombardovani mikroprojektily

vakuova infiltrace

s pouzitim nanovldken

neprimé - pomoci vektort plazmidy Agrobacterium
rostlinné viry

modifikovany bakteriofdg A

> intermediarni

plazmidy
\

binarni



Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes

Pudni bakterie:  Pseudomonas, Corynebacterium
Agrobacterium, Rhizobium

Agrobacterium tumefaciens nadory Ti plasmid T-DNA
Agrobacterium rhizogenes korinky Ri plasmid B

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



Mechanismus prenosu T-DNA
intermediarni vektor
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rostlinna bunka




tumefaciens

um

Agrobacteri

Research News
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adheze bunék agrobakteria na povrchu rostl



nador vytvoreny po umélé infekci Agrobacterium tumefaciens
na stonku tabdku



Agrobacterium tumefaciens
upraveny bindrni vektor LhGR

Sdmalovd 2005

~

LhGR T-DNA

DNA
agrobakteria

Gnt
\ Rif? Km® J
4

cast plazmidu kodujici upraveny plasmid
virulenci




Agrobacterium rhizogenes

indukce tvorby korent na segmentu korene mrkve



Transformace pomoci lipozomu

Nallamothu et al. AAPS PharmSciTech. 2006

RGD Peptide

http://www.aapspharmscitech.org/articles
/pt0702/pt070232/pt070232_figurel. jpg

transformovany protoplast



Transformace s elektroporaci

1. vyZaduje pouziti protoplastu, kvasinek, bakterii

2. DNA pronika do bunék pres plasmalemu po vytvoreni
docasnych poru vlivem pusobeni elektrickych pulzi

Rectangular pulse

Spike pulse

©BioRad Laboratories




Mikroinjekce




Biolistické metody - vyhody

©BioRad Laboratories

Gene gun

1. mohou byt aplikovany na riuzné cile, véetné bunéénych a
tkariovych kultur rostlin i Zivoichu

2. vyuzivaji pulsy hélia, které urychluji c¢astice zlata nebo
wolframu obalené DNA

vysoce efektivni i pro nedélici se burnky
pouzitelné i pro rostlinné bunky

staci malé mnozstvi DNA

|ze pouzit in vitro, in vivo



Biolistické metody - schéma

Bafora

Plumngar
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Transferring a gene using a particle gun
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BBC news



Princip biolistické metody
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Selekéni a signalni markery anamyein

hygromycin
/’ gentamycin
1. rezistence vuéi antibiotikim chloramfenikol
a cytostatikim (antimetabolika) >  methotrexdt

2. iudA— glukuronidaza - 6US

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

4. GFP (,green fluorescent protein™ upraveny gen
z medlzy Aequorea victoria)



In vitro selekce rezistentnich rostlin

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

M-S médium s pridavkem
MTX

)"'6 SEnsn'lvnr-k ( 1'r'o of //




Biolisticka metoda:
pro transformace pletiv trav - GUS marker

jednodélozné rostliny
jsou resistentni vuci
infekci Agrobacterium

exprese aktivity
enzymu glukuronidazy
po bombardovani kalusu
Brachypodium

vyuziti kalusové kultury pro transformace



Indigogenni metoda detekce glukuronidazy

apex karafidtu Arabidopsis

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




Indigogenni metoda 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 aktivity luciferdazy:
postrikano luciferinem
a mereno luminometrem

rostlinky



Historie GFP

1955 prvni popis luminiscence mediizy

fotoreceptory na okraji

klobouku mediizy 2008 Nobelova cena za chemii

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



Vyuziti GFP

Fusiformni téliska v siti ER GFP v péstovanych
stonkové bunky Arabidopsis. burikach tabaku

Signalni peptid 6GFP-HDEL konfokalni mikroskopie



| Modifikace GFP

Roger Tsien
La Jola, Kalifornie

http://www.tsienlab.ucsd.edu/People.htm



Postup experimentu transformace -
diskova metoda

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

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

3. Priprava suspenze agrobaktéria pro kokultivaci
(LB médium)

4. kokultivace listovych segmentlu v suspenzi - 1 min.

5. osuSeni segmentili a prenos na povrch MSS média -
svrchni stranou dol

6. pravidelnd pasaz na médium MSSa (s antibiotiky-
potladeni agrobaktéria a selekce), regenerace kalust
a rostlinek

7. indukce zakoreriovani regenerovanych pryti MSRa



Agrobacterium - media pro kultivaci

LK médium
(Langley et Kado)
sachardza 10 g
kaseinhydrolyzat 8 g
kvasni¢ny extrakt 4 g
KH,PO, 2 g
MgSO, 0.3g
destil. H,O do 1000 ml
agar 13 g

LB BROTH High Salt

(DUCHEFA)

25 g do 1000 ml destil. H,O

sloZeni:
trypton 10 g
(kaseinhydrolyzat)
kvasnicny extrakt 59
NaCl 10 g
agar 15 ¢




Transformace Arabidopsis
vakuovou infiltraci

Individual plants screenad
from pools containing
putative targetad integrations

Sarah J. Liljegren and
Martin F. Yanofsky*

Dept of Biology, Center for
Molecular Genetics,
University of California at
San Diego, La Jollg,

CA 92093-0116, USA

]
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Agrobactenuim-mediated

by infiltration i olanis

Leaf tissue collectsd in pools
from Kan® Ty seadlings
for PCR screening

transformation of targating construct

E- fI'.Tﬂ-—-u H m.

Kanamycin salection
of Ty seaed

Fiz. 1. Stratepy for tareeted dismuption in Avedvidopsiv, Infiltration of Arafvdopsis plants
with the targeting construct iz used to generate large numbers of kanamyein-resistant | Kan™
primary | T, 1 tranzformants, which are transterred to soil. Homologous-targeting events are
detected by PCR-based screens™ of ponled plants, and individual lines are subsequently
identified. PCR screens can be done six weeks after infiltration.




Prvni povolena transgenni plodina

rajce Flavr-Savr

prvni komercné povolend GMO
odrida pro lidskou spotrebu

Calgene a Zeneka
Kalifornie, 1992

Poprvé prodavdana 1994, ale
produkce byla brzy ukoncena.

komplementarni (antisense) konstrukce genu pro
galakturonidazu (pektindzu) - zpomalené dozravani plodu

namitky vyvolal selektabilni gen NPTII - rezistence ke kanamycinu



Komercéni 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 zodpovédny za méknuti bunééné stény pri
dozravani plodu (= zpomalené dozrdvadni a dlouhodoba
trvanlivost v obchodé)

1996 prvni komeréni osivo GM kukurice v USA s rezistenci
viéi zavijei kukuri¢nému

2000 Walmsley a Arntzen - vakcina proti prijmovému
onemocneéni (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 bavina maji zvyseny
vynos a jsou rezistentni proti nékterym herbicidlm
(Round-up) a skudcum (Bacillus thuringiensis toxin)

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



Danaus plexippus, danao stéhovavy
.Monarch™ imago a housenka

Bacillus thuringiensis - A toxin - selektivné pusobici insekticid
(zavije¢ kukuri¢ny) povoleny v USA od r. 1961




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
formeé

konstitutivni ukldddani zeleza do stébel

zvySeny prijem Zeleza koreny

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



Komercné dspésné GM plodiny

[ zlata ryze se komercné péstuje v jihovychodni Asii a
vyznamné prispivd 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 divodem dlouholetého sporu mezi EU
a USA. Modifikované kukurici, repce a soji s rezistenci proti
herbicidu Round-up (glyphosate) spotrebitelé v EU stdle
neduvéruji.



Komercné Uspésné GM dreviny
a okrasne rostliny

Populus nigra tranformovany genem CryAC (bakteridlni toxin
Bacillus thuringiensis) G¢inny proti housenkdm motylt
(Lepidoptera).

Cina komeréné vysazuje a péstuje porosty Populus nigra pro
primysl| papirensky a textilni.

riZe a karafidty serie Moon, s modifikovanou vani, firmy
Suntory Ltd. (Japonsko) a Florigene Ltd. (Austrdlie) jsou
péstovany v jizni Americe a prodavany v Evropé, USA, Kanadé,
Japonsku, Austradlii.

transgenni modra rize firmy Suntory byla ziskdna prenosem
genu pro tvorbu modrého barviva del/finidinu.



Trendy vyzkumu GM okrasnych rostlin
a lesnich drevin

okrasné rostliny

[ odddleni starnuti kvétl: zména biosyntézy etylénu

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

0 modifikace rezistence vuci patogeniim a herbicidim

lesni dreviny

[ modifikace obsahu celulézy, sniZeni obsahu ligninu a zména jeho
struktury - vyuziti v papirenském primyslu

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

[ rezistence proti herbicidu Buster - méné pracné péstovani



