Vyhody rostlin p Ffi genetickych manipulacich

» totipotence (protoplasty, kalusy)

e schopnost regenerace (klonovani), péstovani ve tkanovych kulturach
e velky pocet semen

« kratka generacni doba

e asexualni kfizeni (samosprasnost, homozygotni mutanty)

* biochemické drahy poskytujici prumyslové suroviny a farmaka

Geneticky modelovy system: Arabidopsis thaliana (botanicka drozofila)
e snadna kultivace, 6 generaci za rok

« 10 000 semen

« velikost genomu 8 x 107 bp (6x vic nez kvasinka)

e geneticka mapa a sekvence genomu

* fada dobre definovanych mutant ziskanych klasickou genetikou

« snadna T-DNA mutageneza — vyhledani genu, studium regulace
« heterologni hybridizace — identifikace gen U v kulturnich rostlinach



Zpusoby p renosu gen u do rostlin

prost Fednictvim vektor G odvozenych z Ti- plazmid U A.
tumefaciens

elektroporace

biolistickA metoda — nast felovani mikro ¢astic kov u s
naadsorbovanou DNA

mikroinjekce DNA do protoplast U (tFipipetova metoda)
prenos DNA p fes lipozomy

pfenos pomoci virovych vektor U (pfima infekce nebo
agroinfekce)



Plant cell DNA-delivery methods

Method

Comment

Ti-plasmid-mediated
gene transfer

An excellent and highly effective system that is limited to
a few kinds of plants

Microprojectile
bombardment

Used with a wide range of plants and tissues; easy an
inexpensive

Viral vector

Not an effective way to deliver DNA to plant cells

Direct gene transfer
into plant protoplasts

Can be used only with plant cell protoplasts that can be
regenerated into viable plants

Microinjection

Has limited usefulness because only one cell can be
injected at a time; requires the services of a highly
skilled individual

Electroporation

Generally limited to plant cell protoplasts that can be
regenerated into viable plants

Liposome fusion

Can be used only with plant cell protoplasts that can be
regenerated into viable plants




Selektovatelné geny pro rostliny

Umoz Auji, aby na selektivnich mediich p  fezivaly jen bu fiky obsahujici
transgen. Pouzivaji se nasledujici:

1.

NPTII (npt) — rezistence ke kanamycinu (neomycinfosfotransferaza Il).
Kanamycin Ize pridavat do media, nebo jej Ize pfimo aplikovat na rostliny (v
misté kapek vznikaji léze).

APH IV (hyg) — Chimericky transgen pro rezistenci k hygromycinu
(hygromycinfosfotransferaza). Antibiotikum blokuje proteosyntezu (silné
toxicky i pro €lovéka).

Vzacné — rezistence ke streptomycinu, gentamycinu, bleomycinu a
methotrexatu (bakterialni geny).

Transgeny bar a pat (fosfinotricinacetyltransferaza) ze Streptomyces pro
rezistenci k herbicidu fosfinotricinu.

Transgen pro rezistenci k manoze. Novy system. U mnoha rostlin je manoza
fosforylovana enzymem hexokindzou na manosa-6-P, ktery dale neni
metabolizovan a je silné toxicky. Buriky odumiraji. Vnesenim transgenu
kodujiciho fosfomanoza-izomerazu (z E.coli), se méni manoza-6-P na
fruktoza-6-fostat, ktery metabolizovan je.



Signalni (reportérove) geny rostlin

Expresi t @chto gen U Ize snadno detekovat a kvantitativn & stanovovat a mohou tudiz
slouzit jako m éritko exprese transgen U riznymi promotory, s r tznou strukturou, v
riznych genotypech, r Gznych pletivech a zar tGznych podminek.

1. Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu (CAT). Bakterialni enzym nepulsobi
rezistenci k Clm, protoze rostliny jsou pfirozené rezistentni. Enzym acetyluje
14C-chloramfenikol, po pfidani extraktu z rostlin se zna¢eny Clm preménuje na
znaceny acetylovany Clm, ktery Ize chromatograficky zjistit. Vysledek je mozné
hodnotit kvantitativné.

2. Transgen pro B-glukuronidazu. Bakterialni enzym E. coli, ktery se v rostlinach

v W V& 4

meéni na modré produkty nebo fluoreskujici latky. Existuji dvé metody detekce aktivity:

A. Fluorescencni — provadi se v homogenatu se substratem MUG. Po ozareni
rozlozeného MUG dlouhovinnym UV 365 nm dava modrou fluorescenci 570 nm.

B. Histochemicky — pouziva se chromogenni substrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozStépeni dava modrou barvu, ktera je nerozpustna a zustava v bunkach
(pouzivaji se segmenty listl, kalusy apod.) Pouziva se konstrukt genu
obsahujici intron, ktery zarucuje, Ze je detekovana jen aktivita v bunkach
rostliny, ne v agrobakteriich (kontaminace).

MUG = 4-metyl umbelliferyl glukuronid >> 4-metylumbelliferon

o



Signalni (reportérove) geny rostlin

1. Transgen pro luciferazu. Vyuzivaji se cDNA ze svétlusky Photinus pyralis nebo
kodujici sekvence Vibrio harvei. Po dodani substratu (luciferin, ATP) k rostlinnému
extraktu nebo do kultivacniho media dochazi k emisi zareni méfitelného
luminimetrem, scintilacnim pocitaéem, CCD kamerou. Luciferin Spatné pronika do
pletiv, substrat je drahy.

2. Transgen pro zelené fluoreskujici protein GFP. Gen z meduzy Aeqorea victoria.
Protein GFP preménuje modré svétlo na zelené. Ma schopnost emitovat zelené svétlo
po ozarfeni modrym svétlem (440-480 nm). Je to jediny protein, ktery ma schopnost
fluoreskovat bez dodani substratu nebo kofaktori. Zachovava si schopnost
fluoreskovat, i kdyz je flUzovan s jinym proteinem, a to jak na C-, tak i A-konci.
Mutacemi byl zménén chromofor, takze fluoreskované svétlo mize mit riznou
vinovou délku. Pivodni gen se dobre exprimuje i v Zivoc¢iSnych burikach (I1épe jak
v rostlinach). V rostlinnych bunkach je pfitomen v jadre vice nez v cytoplazme.
Existuje i fuzni protein GFP-GUS, ktery ma obé signalni aktivity. U A. thaliana bylo
prokazano, ze po ozéareni rostlin UV svétlem Ize fluorescenci pozorovat pouhym
okem. Vysoka exprese transgenu vSak muze ovlivhovat Zivotaschopnost rostlin
nebo schopnost regenerace (nutno ovérit).

N




Charakteristika Ti-plazmid u

Hostitel: Agrobacterum tumefaciens, A. rubi, A. rhizogenes (Ri- plazmidy)

Ti — tvorba krékovych nadoru (crown galls)
Ri — vlaskové koreny (hairy roots)
Velikost 150-200 kb

Typy Ti-plazmidu (klasifikace podle typu opinu)
e nopalinovy

e oktopinovy

e agropinovy

« sukcinamopinovy

Typy Ri-plazmidu
°  manopinovy
* agropinovy



Geny a funk €ni oblasti Ti-plazmid u

T-DNA (15-45 kb): syntéza fytohormonu, syntéza opin(
Geny pro virulenci

Geny pro katabolizmus opinu

Pocatek replikace

Geny pro transkonjugaci

A R



Struktura Ti-plazmidu

—-—— - e

. f
Bacterium-to-plant:
_ _ - ~transfer

Replication within
Agrobacterium

Ti
plasmid

dai/\L0

, Bacterium-to-bacterium
transfer 5

oriT/tra

VirA-virG — aktivace
transkripce gen u vir

VirA-virB — aktivace
genu tra

virB2 — pilin (pilus)
virD2 —relaxaza, NLS
— cileni T-DNA do
jadra

VirE2 —tvorba kanalu

v membran & pro vstup
T-DNA




Struktura Ti-plazmidu

’ Cytokinin _
Auxin synthesis Oplne
synthesis _synthesis

Left Right

border / T‘DNA border

Ti plasmid
~200 kbp

Virulence

genes
Opine
utilisation

Agrobacterium
ori
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Struktura Ti-plazmidu  A. tumefaciens

25 bp LB Cést plazmidu pfenasenéa do

\ rostliny
_—T-DNA
s 25 bp RB = sekvence nezbytna

pro zaclenéni T-DNA do
genomu rostliny

Geny pro
pfenos T-DNA
do rostlinnych
bunék

w A
o4/
dr OB Geny pro
genes (5 katabolismus
o A} opin U
X

Geny zodpovédné Geny zodpovédné
za transformaci za tvorbu opinQ v
rostlinnych pletiv rostlinnych bunkach 11



Transformace rostlin navozena Ti-plazmidem  Agr. tumefaciens

Poranéna Vytvoreni fytohormony
rostlina krckového ¢
nadoru

T-DNA

Zaclenéni T-DNA do
jadra rostlinné buriky
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PRUBEH PRENOSU Ti-PLAZMIDU
DO ROSTLINNE BUNKY

Geny virulence na
chromozomu _—_, .,
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Prenos cizich gen u do rostlin pomoci Ti-plazmidu

s «— Ti-vektor nesouci cizi gen
S Ti plasm.
) O”‘ o T-DNA

Helikaza O O
(celulaza, , - ,
pektinaza) B < - Transgenni
x4 | rostlina
prenasejici
e il geny do
potomstva

Zivné medium
s rastovymi faktory
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Regenerace listovych disk u infikovanych

Agrobacterium tumefaciens
l vyfiznuti listového disku

Inokulace disku agrobakteriemi
nesoucimi pTi

L ; pfenos disku na filtraéni papir
tvorici rustové faktory

S
1 kultivace 2-3 dny
buriky na krajich

disku se zag&inaji mnozit 7 pfenos na medium stimulujici rdst stonk

+ kanamycin (selekce pTi)
+ cefotaxim (likvidace agrobakterii)

objevu;ji se stonky

| pfenos na medium stimulujici rast kofenu

objevuji se koreny

kultivace 2-4 tydny h

regenerovana

presazeni do plady rostlina
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Omezeni Ti-plazmidu pro jeho vyuziti jako standardnihovektoru

Tvorba fytohormoni transformovanymi rostlinnymi bu ikami
rostoucimi v kultuie zabraiuje jejich regeneraci — proto je feba
geny pro auxiny a cytokininy z vektoru odstranit (vyslelny Ti-
plazmid (vektor) se ozn&uje jako odzbrojeny).

Gen pro syntézu opii miaze negativié ovlivnit r ast rostlin — gen je
proto z vektoru odstranén.

Ti-plazmidy jsou velké (150-800 kb) — jeiteba odstranit Useky, které
nejsou pro fungovani vektoru nutné

Ti-plazmidy se nereplikuji v E. coli — do vektoni je treba za&lenit
vhodny ori

16



Kointegra ¢ni klonovaci vektorovy system

Klonovaci vektor
Target
gene
gt Prenos do
S o rostliny
Target i ?ESS\J\S/IJS‘IIBANT
Ben Bacterial ' Plant gﬁrrxologous
selectable selectable PEEE
marker gene -
Left

gene

D border

Plant

rekombinace

Homologous >
DNA sequence
Right

i) A. tumefaciens
o\ ori

border :

Left .
&, border Z Tl

kointegrat

Bacterial §
selectable
marker gene

A. tumefaciens

G

g A. tumefaciens E. coli ori

vir genes\ X\ , arf

Odzbrojeny Ti-plazmid
= pomocny plazmid .




Prenos gen u do rostlin intermediarnim vektorem

Intermediate shuttle vector

. Cloning site
Plazmid \
replikujici T-DNA —
sevE. _(,:O,I' pBR322 (Amp")
obsahuijici e int

Igate Into
T-DNA cloning site
Obsahuje
konjugativni
plazmid
konjugace
Mate with

Agrobacterium

Plazmid neni
schopen se

v agrobakteriu
replikovat

Infect plant cells —»

neomycinfosfotransferaza
NPTII gene for Kan R selection in plants

~ Selectable marker for Agrobacterium

Gene of interest

Intermediarni vektor
s klonovanou DNA

Transform into E. coli
Select (Amp") colonies

v Zaclenéni plazmidu

"‘\ Agrobacterium

T-DNA plasmid integrates into Ti
plasmid by homologous recombination

agrobakterium obsahuje
rekombinantni plazmid

Selekce na KanR

Triparentalni kfizeni — pfed
zavedenim binarnich systému —
intermediarni a integrativni
vektory
Smichaji se t Fi bakterialni kmeny.
E. coli nesouci pomocny
plazmid schopny konjugace
E. coli nesouci rekombinantni
plazmid — vlastni konstrukt
s transgenem
Recipientni Agrobacterium,
obsahujici odzbrojeny Ti
plazmid, schopny rekombinace
s rekombinantnim plazmidem
pFenaSenym z E. coli.

Béhem inkubace se konjugativni
plazmid p Fenese z prvniho kmene
E. coli do druhého kmene E. coli,
kde mobilizuje rekombinantni
plazmid do agrobakterie. Ani jeden
z plazmid @ z kmen i E. coli neni
schopen se v agrobakteri
replikovat. V agrobakterii dojde

k homologni rekombinaci, b éhem
niz se rekombinantni plazmid viozi
(pres sekvence pBR322 nebo
T-DNA) do rezidentniho
nerekombinantniho Ti plazmidu.
Tento kointegrét je pak schopen
prfenasSet T-DNA do rostlin.



Prenos gen u do rostlin intermediarnim vektorem

a kointegraci

1. Pfiprava
odzbrojeného
plazmidu

2. Rekombinace
plazmid(l

3. plazmidovy
kointegrat

Obsahuje oblast
{a) Tumor Nnﬂlﬂﬂnéxs}

" = vir a defektni nebo
( i )— (e )| 340n0u T-DNA

S selekce agrobakterii
vecior
selekce v rostliné
Disarmed
Ti plasmid
Cointegrate Insert of
plasmid L interast Spc® nos R

- f Tobacco-plant
cell

| Tt?!nsrormed =
N Wl cell of
. transgenic
Culturad — Plantlat — Transgenic p I ant

tobacca
plant

cells



Binarni klonovaci vektor odvozeny z Ti-plazmidu

Chimericky gen neo
(NPTII zTn5) pod _
kontrolou regulagnich P|1dnt r

sekvenci fungujicich v selectable Dol 1.
rostliné (nos; 359) marker ks

e

| eft

; N Right
border : Smér prenosu T-DNA

W\ border
i Selectable marker

gene for both
E. coli and
A. tumefaciens

E. coli ori

A. tumefaciens ori

promotor 35S - velmi silny konstitutivni promotor viru CaMV (35S RNA)
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Sekvertni rozdily mezi levou a pravou hranici T-DNA

Right RB 5"-TGNCAGGATATATNNNNNNGTNANN-3’

Left LB 5-TGGCAGGATATATNNNNNTGTAAAN-3’

DNA je pirenasena do rostliny jako linearni
jednoretézcova molekula, ao od prave hranice (RB)
ve snéru 5°-3". Prenos je zahajen zlomy v obou
hraniénich sekvencich. Integrace do rostlinného
genomu zavisi na specifickych sekvencich uméstych
v RB. LB se integra&niho procesu nezdastiuje — éasto

dochazi k delecim sekvenci z nechr&ného 3 konce
LB o délce az stovek nt.
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Binarni vektorovy systém

Bin 19 can be transformed into  Agrobacterium i
directly or mobilized into  Agrobacterium by helper a) s T-DNA sekvencemi

plasmid in triparental mating \
vir genes

Polylinker _
pAL4404

pTiAChS Odzbrojeny
derivative | Ti-plazmid

Plant
selectable
marker gene

L border

of T-DNA R border

of T-DNA

—

vir functions
supplied in trans

-/ Selectable marker
gene for both

E. coli and

A. tumefaciens

Bin 19 is derivative of
the broad host range
plasmid vector pRK252

A. tumefaciens ori

pJp181 can be mobilized into b) bez T-DNA sekvenci
Agrobacterium by helper plasmid

vir g_enels ‘

PAL4404

vir functions
supplied in trans

Odzbrojeny

pTiAch5 . .
derivative | Ti-plazmid

do rostlin se mohou dostavat

PRSF1010 sequences geny z bakterialnich plazmid

\ 4




Typical binary vecior

Cloning site
NPTl for Kan® selection in plants
N \ / gene tion in pl

et o ~RB
selection—
in bacleria ™~ Baclerial origin of replication

i Frogment from 5 end of

igale inlo mm—— _ <DNA encoding

cloning site polygelaciuronase [PG)

cloned in antisense crienlafion
1By PG antisense plasmid
=NPT Il
~RB
Transform into E, coli

Select transformants

@ @ N col vir

l Transfer fo Agrobaclerium

plasmid by mating

vir genes

Agrobacierium conlaining PG
plasmid and vir helper plasmid

Infect lomale stem segments

mm?mna T-DMA is Iransferred

vir helper plasmid
supplies proteins
needed for DNA fransler

Select Kan®
Nucleus 1 plant cells
enerole
Integrated ::;_.,gm, PG anfisensa RINA
T-DNA I

Prenos antisense-genu pro
polygalakturonazu binarnim
vektorem

Agrobacterium
s pomocnym Ti-plazmidem
(vir+, nema T-DNA)

|
Anlisense RNA hybridizes
with PG mRNA, |

RENRRNANRRRRED

i

Translation of PG mRMNA is blocked
Less PG protein is produced
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Mini-binarni vektorovy system

oriV npt trfA RB MCS LB

RB P355 TP MCS T355 bar LE
I A T V\
Promotor Terminator Selelkéni marker

Sekvence pro cileni proteinu do
mitochondrii nebo chloroplasti

Klonovani genmi v E. coli, pak pienos elektroporaci doA. tumefaciens a
nasledrg do rostliny
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Modifikovany vektor YAC pouzivany pro

prenos dlouhych Usek u DNA do rostlinného
genomu

Yeast Plant Plant

Yeast
SM1 CEN Foreign DNA SM2 TEL
t t
npt hyg
(KanR) (HygR)

YAC s klonovanou DNA je prenesen biolistickou metodou do rostlinnych
bunék, transformanti jsou selektovani na KanR a pfitomnost uplne délky
klonované DNA je ovérena rezistenci bunék na hygromyecin.

Délka prenesené DNA: 80-550 kb: integrace celé délky prokazana
hybridizaci — prenos v étSiho po ¢tu gen U nebo biosyntetickych drah

25



Virové vektory pro p fenos gen u do rostlin

e znamo pfes 600 typu viru rostlin: vétSina +ssRNA, jen 25 DNA

Vyhody:

1. Ziskani transgennich rostlin rezistentnich k virovym infekcim
VyuZziti regulaénich oblasti virl pro expresi klonovanych genu
Infikuji i druhy, které nenapada agrobakterie

K expresi genu dochazi i v protoplastech

Virus je pfitomen v mnoha kopiich, dosahuje se tedy vysSSi exprese
transgenu (ta je stabilni)

Viry s DNA:

*  Geminiviry: ssDNA kruznicova

e Kaulimoviry: dsDNA kruznicova

a bk wn
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Virové vektory pro p fenos gen u do rostlin

Geminiviry: TGMV — tomato golden mosaic virus

Infikuji jedno i dvoudélozne rostliny
Virova kapsida ma jeden typ proteinu

genom tvoren dvéma typy ssDNA o délce 2,5 kb, které maji stejnou
velikost, ale rtizny informacni obsah: A = replikace obou jednotek,
plastovy protein, B = pfenos v rostliné

Prfenos mozny agroinfekci nebo transfekci

Kaulimoviry CaMV (cauliflower mosaic virus)

8 kb dsDNA kruhova, replikuje se reverzni transkripci

Infekce virem je systemicka — dostava se do vSech

organu -10° virt/ bunku

Obsahuje silny promotor: 35S, ktery je aktivni v rade rostlin
Klonovani cizorodych genu do genu Il (tyka se pfenosu viru mSicemi)

Prfenos mozny transfekci nebo ¢asti genomu agroinfekci
27



Agroinfekce

= vnaseni vir U, virovych vektor U, nebo viroid U do rostlin pomoci
Agrobacterium tumefaciens

* virova genomova DNA nebo cDNA se zacleni in vitro do vektoru
obsahujiciho T-DNA, vznikly konstrukt se prenese do Agr.
tumefaciens, kterym se infikuji rostliny

« v rostlinné bunce neni dalSi osud virové DNA zavisly na zaclenéni
T-DNA do rostlinného genomu

* prenasena virova DNA byva upravena in vitro (napr. odstranéni
nezadoucich funkci: patogenita apod.)

« do virovych vektor( Ize umistnit selekéni nebo signalni markery

e prenesena virova DNA se v rostlinach Sifi systemicky (do vSech
organu), tj. prenesené geny se mohou exprimovat v celé rostliné

« vhodny zpusob pro prenos virll, které nelze snadno do rostlin
iInokulovat mechanicky (viry pfirozené pfenasené specifickymi
prenaseci)

28



Systemicka infekce rostlin
rekombinantnim vektorem geminiviru

Tomato golden masaic virus (TGMV)
Coat

protein gene
5 = 3 _
Obal. pfenos mezi
replikace ~ 2/ bunkami
NPT I — 08 e Coc protein gene \
fragment from DNA A i ) | ':
%

Klonovani NPTIl do DNA A
a zaclenéni celého konstruktu DNA A-NFTI Q
do intermediarniho vektoru a

" infekce
inary
vechor

o prenos DNA mezi bufikami
5 bez obalovych protein(
(ty I1ze nahradit cizimi geny)

DNA A se mUze v burikach ®
replikovat samostatné, pro g et i
pfenos do dalSich bunék je

vSak vyzadovana DNA B

e Agubicin vektor se replikuje jako
o plazmid (dsDNA)

Prenos do rostliny, ktera jiz .
. integrated DNA B genomes . , v rv Ve
obsahuje DNA B ol systemické rozsifeni

(makroinjekce)

vektorovych molekul do
DNA A-NPTIl sequences , .
inagol o plan encme celé rostliny — ty pak

} obsahuji vysokou hladinu

Viral DMAs produced

e npt (tisice kopii)




Priklady virovych vektoru, jejich vlastnosti a pouziti (Petrzik, 2002)

virus (rod) genom nevyhody vyhody, pou Ziti
nizky vyt ézek, uzky
Caulimoviry dscDNA okruh hostitel 1, velky DNA genom
genom
maly kompaktn i genom,
Geminiviry SSscDNA omezen é syst émov DNA genom
Sireni
Virus mozaiky vigny segmentovany RNA vysoky vyt &Zek, exprese peptid @ v
: ssIRNA
(Comovirus) genom chloroplastech
Virus mozaiky
okurky ssIRNA vysoky vyt ézek
(Cucumovirus)
Virus mozaiky
vojt &3ky ssIRNA malo informac i o pouziti | Toleruje velk éinzerce v chloroplastech
(Alfamovirus)
Potyviry ssIRNA ekvimol arni exprese -srol_<y|° _uzky ?krUh hostitel 1, exprese
peptid @ i gent
Virus mozaiky velmi vysoky vyt &zek, exprese peptid i i
tabaku ssIRNA geni, existuje modul arni systém
(Tobamovirus) vyu Zivajici transgenn i rostliny
. patentovan é pou Ziti
X virus l_)ramboru ssIRNA prote 4zy 2A v vysoky vyt &Zek, exprese gen u
(Potexvirus) :
konstrukci
Satelitn i RNA ssIRNA malo informac i o pouziti | toleruje velk éinzerce, exprese gen i

| = linearni, ¢ - cirkularni

30



Transformace chloroplast 0 — pFenos cizorodych gen

« vlastni ct genom: dsDNA, 35-220 kb, desitky kopii genomu.

e operonové usporadani chloroplastovych genu — moznost exprimovat
vice genul z jednoho transkriptu

« vysoce ploidni (vice kopii genomu) — tisice chloroplastu

« chloroplasty nejsou v pylu, transgen se nebude prenaset pri kfizeni

* inzerce DNA do chloroplastového genomu probiha homologni
rekombinaci v pfesném misté — nedochazi k pozicnimu efektu

» chloroplastoveé geny jsou transkribovany chloroplastové specifickymi
promotory

» selekéni marker (aadA) — rezistence k spektinomycinu

» selekéni marker Ize eliminovat pomoci cre-lox rekombinace.

« prenos DNA biolistickymi metodami

« vytvareni lidskych terapeutickych proteinu (lidsky somatotropin)
« rezistence k hmyzu (toxin B. thuringiensis) — neni v pylu!
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Transgemc Chioroplast genome
Transgene copy 10-1 astid genome
{(single circular chromo-
some) copies per plastid,
and 10-100 plastids per
cell depending upon age
and fype of tissue, resulting
in many transgene copies
{up to 10000 per cell
Level of gene expression  Polyploidy results in abun-
dant transgene transcripts
and a high accumulation of
foreign proteins (up to 47%
of total soluble protein)
Gene amangement ond Genes are often armanged
transcription in operons and transcribed
into polycistronic RNA so
that multiple uansgenes
can be introduced and ex-
pressed in a single transfor-
mation event
Site-specific insertion
through two homologous
Reconibination events
eliminates position effects
on fransgene expression
Not reported

Position effect

Gene silencing

Gene containment Matemnal gene inheritance
in most crop plants results
innatural gene containmient
Folding and disulfide bond Chloreplasts form disul-
formation file bonds and comectly
fold human proteins, mak-
ing them ideal for devel-
opment of edible vaccines,
pharmacesticals and planti-
bodies pharmaceuticals and
plantibodies
Toxicity of foreignproteins  Adverse effects of toxic
profeins might be mini-
mized by chloroplast com-
partmentalization
Transgenic lines Uniform gene expression
Homogeneity at ploidy Chloroplast transgenic
level lines are mostly
homoplasmic (all genome
copies are homogeneous
for the transgene).
Homoplasmy is mostly
achieved by repetitive
selection and regeneration

osome number is ific, but two copies
of each of many chromosomes present per cell results in
a few copies of the transgene per cell

Gene regulation determines the rate of transcription, and
accumulation of foreign protein is often a limitation

Each transgene is independently inserted into the chro-
mosome and transeribed into 2 monocistronic mRENA

Random insertions result in variable transgene expression
levels

Gene silencing results in decrease or elimination of
transgene expression, Both transcriptional and post-
transcriptional gene sitencing have been reported
Paternal transgene inheritance results in out-crossing
among crops and weeds

For disulfide bond formation, profeins are targeted to the
endoplasmic reticulum

Toxic proteins accumulating within the cytosol might
result in serious pleiotropic effects

Highly variable gene expression
Nuclear transgenic lines are
either heterozygous of ho-
mozygous. Homozygosity
is achieved either by selfing

O CTOSSIng
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Srovnani prenosu geit do chloroplastovéeho a jaderného genomu

Vlastnosti transgenu

Chloroplastovy genom

Jaderny genom

Pocet kopii transgenu

Az 10 000 transged/bunku
10-100 kopii plastidovych genoni/plastid
10-100 plastidi/bunku

Malo kopii transgenu

Hladina genové exprese

Polyploidie vede k vysokému pétu
transkript a transgenu, vysoka akumulace
proteina (az 47% vSech rozpustnych)

Rychlost transkripce je regulovana a
akumulace cizich proteimi muze byt nizka

Usparadani geni a
transkript a

Geny ¢asto v operonech, transkripty polygenni
— moznost vlozit vice transgef do jednoho
operonu

Kazdy transgen vloZen nezavisle, transkripty
monocistronni

Poziéni efekt

Mistné specificka inzerce prostednictvim HR
— poziéni efekt eliminovan

Nahodné inzerce vede k variabili€ genove
exprese

Umléovani genmi

Nepozorovano

Snizeni nebo ztrata exprese transgenu na
arovni transkrip éniho nebo
posttranskrip éniho umli¢eni

Kontrola Sifeni transgenu

Maternalni d édiénost — prirozena bariera
SiFeni transgenu

Paternalni dédi¢nost umo#iuje prenos
transgenu na plevele

Posttranslaéni Upravy
proteina

Vytvareji se disulfidické mastky a proteiny se
spravné sbaluji — idealni pro jedlé vakciny

disulfidické mustky se vytv&eji v ER

Toxicita cizich proteina

Nepriznivé vlivy 1ze minimalizovat

Toxickeé proteiny se akumuluji v cytosolu a
mohou mit neg¢iznivé Winky

Transgenni linie

Uniformni exprese gem

Vysoce variabilni genova exprese

Homogenita na arovni
ploidie

Transgenni linie jsou homoplasmickeé —
dosazeno selekci

Heterozygotni nebo homozygotni (dosazeno
samooplozenim nebo KiZenim) 29




Selekce homogenn é transgennich chloroplast u

Kazda bunka obsahuje 50-100
chloroplast(, kazdy obsahuje 10-20
nukleoidl (nehistonovych proteinl s
P— omotanou DNA), z nich kazdy ma 5-10
Hieptaronelion genomu. Jedna bunka tak mize
obsahovat vice nez 10 000 plastidovych
genomu

divisions under strong

Cell (and chloroplast)
selection

Further rounds
of regeneration

and selection

Homoplasmicka burika
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Stabilni transformace plastid u tabaku

Selekéni misto Pstl — Puisite  $p%5m® 145 RNA gene
N

.. q:'—-:,“ "' B
'- Lo U
T Particle gun

T Rostliny s wt-genem rRNA jsou
na mediu se spektinomycinem bilé

Mutantni gen — SpRSmMR

Cul into sections

Culture on medium conteining spectinomycin

S mutantnim genem rRNA

WD) select 552 ol SpR = zelené _
: SpS = bilé Spontanni mutanti
Regenercte plants
(zdaména homologni rekombinaci)
o — --g
@ & @
woedert ™1 Skrining na pfitomnost plazmidu s mutantnim
&b & b / genem pro rRNA obsahujicim misto Pstl
Cleave with Psil and Hindill
Seuthern blot using 145
rRMA gene as probe

Standardni gen

145 rRNA gene

ARG, Wil ype

6.2 kb

44k Mutantni gen

6.2 kb

e \‘7 A sl U OO Prenos do potomstva
maternalné

i , Transgent ——— P

Spontaneous

1.8 kb 4.4kb o)
SpR plants 90
56:3 Presence of new Pstl site indicates integration of plasmid -borne gene [ StrR




Table 3. Foreign gene expression in chloroplasts of higher plants®

Genes and use Gene products and use Refs
Selectable markers and reporters

aadA Aminoglycoside-3’-adenylyltransferase [14]
nptil Neomycin phosphotransferase [52]
codA Cytosine deaminase [53]
BADH Betaine aldehyde dehydrogenase [4]
uidA B-glucoronidase [12]
cat Chloramphenicol acetyl transferase [9.1]
gfp Green fluorescent protein [24,54]
aadA:glp Selectable or screenable fusion protein [47]
Plant traits: herbicide resistance

aroA Glyphosate resistance [2,19]
bar Bialaphos resistance [18,20]
Insect resistance

CryiAc Bacillus thuringiensis (Bt) toxin [15]
Cry2Aa2 Bacillus thuringiensis (Bt) toxin [16]
Cry2AaZ operon Bacillus thuringiensis (Bt) toxin [3]
Pathogen resistance

msi-99 Bacterial, fungal resistance 171
Drought or salt tolerance

tpsT Trehalose phosphate synthase [8l
BADH Betaine aldehyde dehydrogenase [4]
Amino acid biosynthesis

EPSPS 5-enol-pyruvyl shikimate-3-phosphate synthase  [2,19]
ASA2 Anthranilate synthase (AS) a-subunit [55]
Phytoremediation )

mer A Mercuric ion reductase &
mer B Organomercurial lyase &
Non-plant traits: biopharmaceuticals

hST Human somatotropin [71
HSA Human serum albumin ¢

msi 99 Anticancer, lytic antibiotic [17]
proinsulin Human insulin ¢, p chains d
IFNa5 Human interferon o5 e
Monoclonals

Guy's 13 For dental caries against Streptococcus mutans ¢
Biomedical polymer

gvgvp-120 Bioelastic protein-based polymer [21]

Edible vaccines
ctxB Cholera toxin B-subunit [6]

20Only the first reports are included here, unless a variant or synthetic gene was used in subsequent
investigations.

0, Ruiz, MS thesis, University of Central Florida, 2001.

H. Daniell et al., www.publish.csiro.au/books/bookpage.cfm?PID=3051&TXT=DES#DES

40. Carmona-Sanchez, MS thesis, University of Central Florida, 2001.

M. Torres, MS thesis, University of Central Florida, 2001.

Rezistence k herbiciadim

Rezistence k hmyzim
Skadciam a houbam

Odolnost via¢i suchu a
solim

Syntéza aminokyselin
Fytoremediace (HQ)
Biofarmaka

Vakciny, protilatky

Guy’s 13 = mouse monoclonal antibody which
recognizes streptococcal antigen I/l (SA I/ll), a
major cell surface glycoprotein of
Streptococcus mutans
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Inzer éni mutageneza pomoci transpozon U
nebo T-DNA (tagging)

* navozeni identifikovatelného fenotypu a izolace pfislusného genu

Transpozon nebo T-DNA

1 Inzerce do genomu

W.t.organizmus —— Mutantni organizmus s oznacenym genem

Plazmid ,rescue”

l

Plazmid

Inverzni PCR Genomova knihovna
PCR klon Oznaceny klon

\ | w sondy I

Testovani klonu «—— W.t. genomova knihovna

l

lzolace W.t. genu —

heterologni hybridizace — identifikace a analyza g@l)v
kulturnich rostlinach




Vyhledani genu zajmu po mutagenezi pomoci T-DNA
a) vneseni T-DNA do rostliny
b) selekce rostlin s identifikovatelnou mutaci (zména fenotypu)

,plasmid rescue": izolace genu sousedicich s T-DNA

* |zolace rostlinné DNA, Stépeni RE, ktera nesStépi uvniti T-DNA, cirkularizace, pfenos do E. coli

gen pro selekci  bakterialni po¢atek marker pro selekci transformovanych

v bakteriich  replikace rostlin
N / /

Hindlll BL ampR ori nptll BR  Hindlll

5. Diky bakterialnimu poc¢atku
replikace se molekula T-DNA
BR s pfilehlymi sekvencemi chova
jako plasmid a lze ji analyzovat
, klasickymi technikami
Hindlll molekularni genetiky

<

v

4. Transformace ligaéni smési do bakterii a selekce na ampicilin

l

Vyhledani wt-genu v genove knihovné a jeho analyza 38




Vektory pro inzer €ni mutagenezi

1. Past na zesilovace

Zesilovace pusobi na dalku nehledé na orientaci. Inzerce
transgenu do jeho blizkosti vede ke zvySeni transkripce
transgenu.

T-DNA obsahuje minimalni promotor s nizkou aktivitou
(proximalni ¢ast promotoru 35S CaMV) a reportérovy gen,
jehoz produkt musi byt kvantitativné hodnotitelny
histochemicky (napr. GUS).

2. Past na promotory

Reportérovy gen neobsahuje promotor a je lokalizovan na
5’konci T-DNA. K aktivaci reportérového genu dochazi po
zaClenéni pasti za promotor. Pokud reportér nema iniciacni
kodon AUG, dochazi k translaéni fuzi, pokud jej ma, dochazi
genu, spravny ¢teci ramec).

Jako reportérové geny se pouzivaji: nptll, GUS, luc, GFP
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Vektory pro inzer €ni mutagenezi

3. Past na geny

» Selektuje se integrace pasti do kodujici oblasti genu. Kodujici
sekvence (plvodniho) genu je pferusena a dochazi ke vzniku
chimerického genu a fuzniho proteinu proteinu, ktery obsahuje
¢ast aminokyselinové sekvence puvodniho genu a celou
sekvenci reportéroveho genu. Gen vykazuje aktivitu
reportérového genu.

e Jsou zde omezeni, takze systém funguje jen u nékterych
inzerci.

4. Aktivacni mutageneza

« Dochazi k aktivaci nativhiho endogenu vnesenym zesilovacem
transkripce nebo silnym promotorem (T-DNA s tetramernim
usporadanim useku 35S promotoru CaMV). Jsou navozovany
dominantni mutace.



,T-DNA tagging“ — vyuziti T-DNA pro
charakterizaci rostlinnych gen U

P rostlinny gen

1. Inzeréni mutageneze — ztrata funkce genu inzerci T-DNA (inzer¢ni inaktivace)

] o~ N —

2. ldentifikace promotorl fuzi s bezpromotorovym genem NPTII (T-DNA nese reportér)

A/TDNA

3. Aktivace tichych genul zesilovaéem transkripce nebo promotorem (T-DNA nese zesilovac)

TTTrTYYT
-*--':,\ L T o D o S e

zesilovac

Analogicky lze vyuzit i rostlinne transpozony "




Pouziti bezpromotorovych reportérovych
genu k izolaci rostlinnych promotor u

A

— Plant DNA — T-DNA

Hyg" gene TT

A. Pokud se T-DNA zacleni do genomu rostliny za promotor funkéniho genu, Ize expresi
npt detekovat pfimou selekci KanR transformantl. Nelze ji vSak detekovat v pripadé, kdy
je promotor aktivni jen béhem urcité faze vyvoje nebo je indukovan specifickym faktorem
v prostredi

B. Kromé bezpromotorového genu npt je do konstruktu vioZzen gen pro rezistenci
k hygromycinu (Hyg") pod kontrolou konstitutivhiho promotoru. Selektuji se transformanti
rezistentni k hygromycinu a mezi nimi se hledaji ti, ktefi za urcitych podminek exprimuji
gen npt (kde je tudiz tento gen za indukovatelnym promotorem). 42



Klonovani rostlinnych gen
znaceni -
o

1. Rostlina Antirrhinum
' | obsahujici Tam3

wt kvét 1
e Rust pfi 15C, dochazi
l k transpozici

U po transpozonovém

Izolace genomové DNA z rostlin Flo+
a Flo-, Stépeni Hindlll a identifikace
fragment(, hybridizujicich s Tam3

Sekvence pouzité

— =21 Samospraseni, ziskani WT flo-613
Ruzné dalsi mutanty l potomstva sl o)
SR 110 613 el
Mutant </r7muu| Tc1]m3 Hindlll / G e
- s S e — —_— —
nesvg:hopvny _ TEIL, \ e
tvorit kvéty Sy

\  Rizkovani,
l regenerace rostlin

k pfipravé sondy
pro vyhledani wt
aenu flo

Vzacné revertanty

|
|

£

~ | tvofi kvéty, tj. mutace muze hybridizace — stanoveni
byt zplisobena transpozonem charakteru genu flo
T s pouzitim Flo cDNA
e e 75kb | jako sondy
- = -40 kb
o \ Ztrata Tam3 vede
- + o
Flo-613 Flo k reverzi, tj. mutace byla
fenotyp zpUsobena transpozici




Klonovani rostlinnych gen U po inzer éni mutagenezi pomoci T-DNA

Kvét Arabidopsis
standardniho typu:

6 tycinek, 2 plodoplisty,
4 sepala, 4 petala

Zavedeni plazmidu
do kli¢icich semen

pomoci agrobakteria \

Vypéstovani rostlin
KanR, vizualni

identifikace ,ag-like* , - 31 _
mutant /

Mutant ag-2
(mé& vzhled ag-1)

Zjisténi funkce: cDNA {
klon — sekvence genu Ag
kodujici TF SRF a MCM1

Mutant ag-1 (homeoticka mutace)

10 petal (z pestik(), 10 sepal,
plodolisty pfeménény v kvétni listky

m&-?"" ﬂ\

TN pBR322

U - T-DNA

<«— Ti-plazmid
A . ‘L/
en Ag p reruSeny T-DNA _
: I -itac 1 y | Mutace ag-2

ey " vznikla za¢len&nim

T-DNA do rostliny

l
p \ Izolace celkové DNA, 8t épeni RE v mistech S, ligace, transformace
.@g E. coli (,plasmid rescue” — naklonovani  €asti genu AG)

——_ Useky genu Ag ohranicujici zaclenenou T-DNA
/\ Priprava sondy a detekce wt-genu AG
v genoveé knihovné wt-rostliny

7/~ K osmidovy klon

AGgene

Zavedeni genu AG (wt) do mutanta ag-2

S8 '4{; 7

,:U‘f

Vneseny gen AG komplementuje mutaci
ag-2, rostlina tvofi kvéty wt typu




ldentifikace a izolace rostlinnych gen U
genovou aktivaci

e Do rostlinného genomu je pomoci T-DNA vnesena  regula éni
oblast s aktiva €ni funkci (zesilova € transkripce nebo silny
konstitutivni promotor)

* jelikoz v étSina rostlinnych gen 0 neni exprimovana
konstitutivn & (jsou regulovany pletivov é-, organov é- nebo
vyvojov € specifickymi signaly nebo podn  éty z vn éjSku), dojde
po navozeni aktivace ,tichych“ gen U k viditelné zm éné
fenotypu rostliny

« Priklad: aktivace gen U pro tvorbu auxinu (r uast protoplast 0 na
mediu bez auxinu — p Fezivaji jen ty bu nky, u nichz doslo k
zacélenéni T-DNA se zesilova €em transkripce do blizkosti
auxinového genu)
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Problémy spojené s p Fenosem gen u
do rostlin a jejich expresi

e integrace cizich genu a sekvenci do rostlinného genomu je
vétSinou nahodna — dochazi i k integraci do heterochromatinu a
pozi¢nimu efektu, kdy se exprese transgenu postupné sniZzuje a po
nékolika generacich se zcela inaktivuje (i kdyz je v genomu).

e geny jsou ¢asto umlCovany — silencing (napf. metylaci)

e nastava degradace RNA (transkriptl) — RNazy, interference apod.

* dochazi k sestfihu i mimo standardni signaly sestfihu,
napr. i v oblastech, kde je hodné uridinu.

« odliSné vyuzivani kodonu, chybéni tRNA.

Cilena integrace genu (gene targeting) homologni rekombinaci
k zdméné standardnich genu za mutacné pozmeénéné — nizké

frekvence — 10> az -4

(Experimentalné se HR sleduje v systému protoplastu, coZz umozriuje
sledovat statisice bunék najednou.)
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Ztrata aktivity transgenu

e transgen je pfitomen, ale od pocatku neni aktivni
* postupna ztrata aktivity transgenu
e postupna ztrata nejen transgenu, ale i homologického genu rostliny

Normalné je v daném pletivu aktivni asi ¥4 genu, ostatni jsou spici
(silent genes)

Procesy RNAIi (RNA interference) — obrana proti virlim a retroelementiim.
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Ztrata aktivity transgenu

Lze rozliSit nékolik typu ztraty aktivity (uml€ovani) transgenu:

« Polohovy (pozi¢ni) efekt, znamy z klasické genetiky — lokalizace na
chromozomu rozhoduje o aktivité genu.

* Kosuprese — epigeneticka inaktivace. Zahrnuje vztahy mezi DNA-DNA,
DNA-RNA a RNA-RNA. Podstatou je hybridizace homolognich oblasti.

Uplathuje se hlavné pfi vétSim poctu kopii transgenu. Ang. HDGS: homology
dependent gene silencing. Déli se na dva typy:

transkripéni inaktivace (TGS) — k transkripci nedochazi. Geny ziskavaji
metastabilni stav, se zménénym obrazem metylace a zménénou strukturou
chromatinu.
posttranskripéni inaktivace (PTGS) — k transkripci dochazi, ale mRNA se
v cytoplazmeé neobjevuje. Dochazi k degradaci vétSiny mRNA, ktera je dostate¢né
shodna se sekvenci, jez je pficinou PTGS. Zda se, Ze pfedmétem pusobeni
nukleaz jsou dsRNA —ty vznikaji tak, ze se transgen zacleni v nékolika kopiich a
nékteré jsou obracené orientované, ¢imz vznika antisense RNA. Nékdy muze
transkripce prepsat endogen a nasledné jednu kopii transgenu nachazejici se
v opacné orientaci — tim bude potlacena exprese endogenu. U rostlin existuje
enzym RNA-dependentni RNA polymeraza, ktera transkribuje dsRNA za vzniku
kratkych RNA, které jsou jak sense tak antisense. Spojuji se s RNA a tim ji oznadi
pro RNA4azy jako RNA, ktera ma byt degradovana.
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Ztrata aktivity transgenu

« ZvlaStnosti PTGS u rostlin je jeji schopnost se Sifit po rostliné a pusobit
sekvencné specificky, takze jsou inaktivovany jen homologické geny
s transgenem, ktery inicioval inaktivaci. Inaktivace (systeme acquired
silencing, SAS) je zalozena na signalnich molekulach (asi RNA), které
putuji z jedné burnky do druhé prostifednictvim plasmodesmat nebo na
dlouhé vzdalenosti floemem (pokusy s roubovanim — zména barev

u kvéta rostlin). Pravdépodobna pFi¢ina: RNAI

« DalSi zmény mohou byt navozeny metylaci, ktera vede ke zménam
transkripce transgenu.
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Praktické aplikace: Moznosti genovych
manipulaci u rostlin

Analyza genomu: Vytva feni mutaci inzer éni mutagenezi,
vyhledavani a izolace gen 0, promotor u, zesilova €u transkripce

Vnaseni novych gen 0 ovliv Aujicich agronomické a
agrotechnické vlastnosti rostlin
Vnaseni novych gen 0 pro produkci cizorodych latek

Potla €eni exprese gen u pomoci Gl-konstrukt u
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Vyuziti genoveého inzenyrstvi u rostlin

A. Potraviny a krmiva
* Ovliviovani agronomickych vlastnosti
* rezistence k herbicidlim,
 rezistence k patogentim (hmyzu, virim, plisnim apod.)
« tolerance ke stresiim
(vodni stres — sucho, mraz; osmoticky stres — zasoleni ptd)
* Modifikace posklizriovych vlastnosti
« prodlouzeni skladovatelnosti
e zpomaleni zrani a navozeni rezistence k skladkovym chorobam
 vylepSovani nutriéni hodnoty a chuti
« ZvySeni obsahu nedostatkovych amk (lysin, metionin)
B. Produkce novych latek a sekundarnich metabolitu
« studium a pfenos genu pro kli€ové enzymy biosyntetickych drah
« farmakologické pripravky (vitaminy, vakciny, protilatky aj).
C. Technické plodiny
e produkce Skrobu a oleji pro pramyslové vyuziti
* Dbiodegradovatelné plasty
D. Bioremediace
» Odstranovani skodlivin z prostiedi

o1



Some antibodies and antibody fragments that have been produced in plants

Host plant

Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Petunia
Soybean
Pea

Pea

Antigen

Phosphonate ester
(4-Hydroxy-3-nitrophenyl)acety!l

Phytochrome

Artichoke mottled crinkle virus

Human creatine kinase

Streptococcus mutans cell surface antigen SA /11
Fungal cutinase

Oxazolone

Abscisic acid

Cell surface protein from mouse B-cell lymphoma
Human carcinoembryonic antigen

Tobacco mosaic virus

Gibberellin

Beet necrotic yellow vein virus coat protein
Stolbar phytoplasma membrane protein

Root rot nematode surface glycoprotein
Dihydrofolate reductase

Herpes simplex virus

Abscisic acid

Human cancer cell surface antigen



Some of the therapeutic agents produced in transgenic plants

Protein

Human protein C
Human hirudin variant 2

Human granulocyte—macrophage
colony-stimulating factor

Human erythropoietin

Human enkephalins

Human epidermal growth factor
Human o-interferon

Human serum albumin

Human hemoglobin

Human homotrimeric collagen I
Human al-antitrypsin

Human growth hormone
Human aprotinin
Angiotensin-1-converting enzyme
a-Tricosanthin
Glucocerebrosidase

Plant(s)

Tobacco
Tobacco, canola, Ethiopian mustard
Tobacco

Tobacco

Thale cress, canola
Tobacco

Rice, turnip
Potato, tobacco
Tobacco
Tobacco

Rice

Tobacco

Corn

Tobacco, tomato
Tobacco
Tobacco

Application

Anticoagulant
Anticoagulant
Neutropenia

Anemia

Antihyperanalgesic by opiate activity
Wound repair/control of cell proliferation
Hepatitis C and B

Liver cirrhosis

Blood substitute

Collagen synthesis

Cystic fibrosis, liver disease, hemorrhage
Dwarfism, wound healing

Trypsin inhibitor for transplantation surgery
Hypertension

HIV therapy

Gaucher disease
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Rostliny rezistentni k hmyzim Sk udcum

75 kb plazmid _’Q@‘ Bacillus thuringiensis

\

erm—— Klonovany gen pro toxin
Stépeni restrik énimi enzymy

—en— Fragment genu kédujici

m— aminokyseliny 454-615
Synteticky gen pro toxin
kodujici aminokyseliny 1-454 Ligace

8
Zaména kodon( \/URS

Promotor ! Binarni vektor

A .,
_—— —Terminator

CaMV promotor

Prenos do Agrobacterium

|
' Infekce rostlin
)

Regenerované transgenni rostliny
Napadeni exprimujici vysoké hladiny Bt toxinu

larvami hmyzu

List z rostliny, usmrcujici
larvy, z Gstava neposkozen

List z kontrolni
rostliny je napaden
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Some properties of the insecticidal toxins from various strains of B. thuringiensis

B. thuringiensis strain or

subspecies Protoxin size (kDa) | Target insects Serotype
berliner 130-140 Lepidoptera 1
kurstaki KTO, HD-1 130-140 Lepidoptera 3
entomocidus 6.01 130-140 Lepidoptera 6
aizawai 7.29 130-140 Lepidoptera 7
aizawai IC 1 135 Lepidoptera, Diptera 7
kurstaki HD-1 71 Lepidoptera, Diptera 3
tenebrionis (san diego) 66-73 Coleoptera 8
morrisoni PG14 125-145 Diptera 8
Israelensis 68 Diptera 14

BT-toxiny - delta toxin ~ Cry proteiny — parasporalni krystaly
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Mechanismy navozujici rezistenci k herbicid  um

1. Inhibice pfijmu herbicidu

2. Nadprodukce cilového proteinu, na néjz herbicid pusobi
(jeho mnozstvi je pak takové, ze zajiStuje svou funkci i za
pfitomnosti herbicidu

3. Snizeni schopnosti cilového proteinu vazat herbicid

4. Vybavit rostliny schopnosti herbicid metabolicky inaktivovat
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Some examples of gene-based herbicide resistance

Herbicide(s) Mode of development of herbicide resistance

Triazines Resistance is due to an alteration in the psbA
gene, which codes for the target of this herbi-
cide, chloroplast protein D-1.

Sulfonylureas Genes encoding resistant versions of the enzyme
acetolactate synthetase have been introduced
into poplar, canola, flax, and rice.

Imidazolinones Strains with resistant versions of the enzyme
acetolactate synthetase have been selected in
tissue culture.

Aryloxphenoxypropionates, These herbicides inhibit the enzyme acety!
cyclohexanediones coenzyme A carboxylase. Resistance, selected
in tissue culture, is due either to an altered
enzyme that is not herbicide sensitive or to the
degradation of the herbicide.

Glyphosate Resistance is from overproduction of EPSPS, the
target of this herbicide. Resistance has been
engineered by transforming soybean with the
gene for a glyphosate-resistant EPSI’S and
tobacco with a glyphosate oxidoreductase gene,
which encodes an enzyme that degrades
glyphosate.
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Some examples of gene-based herbicide resistance

Herbicide(s)

Bromoxynil

Phenoxycarboxylic acids
(e.g., 24-D and 2,4,5-T)

Glufosinate
(phosphinothricin)

Cyanamide

Dalapon

Mode of development of herbicide resistance

Resistance to this photosystem Il inhibitor has
been created by transforming tobacco and
cotton plants with a bacterial nitrilase gene,
which encodes an enzyme that degrades this
herbicide.

Resistant cotton and tobacco plants have been
created by transformation with the tfdA gene
from Alcaligenes, which encodes a dioxygenase
that degrades this herbicide.

Over 20 different plants have been transformed
with either the bar gene from Streptomyces hygro-
scopicus or the pat gene from S. viridochromo-
genes. The phosphinothricin acetyltransferase

that these genes encode detoxifies this
herbicide.

Resistant tobacco plants were produced when a
cyananide hydratase gene from the fungus
Myrothecium verrucaria was introduced. The
enzyme encoded by this gene converts cyana-
mide to urea.

Tobacco plants transformed with a dehalogenase

gene from Pseudomonas putida can detoxify this
herbicide.
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Zavedeni genu pro plas tovy protein viru
mozaiky okurky do rostlinné bu  nky

Viral RNA

Purfction e RNA4 kédujici plastovy protein
o of RNA4 i
e lSynthesize
cDNA

LT -~ Incomplete cDNA
Full-length cDNA/ STHE

l Add linkers

Clone into
E. coli vector

Zaclenéni cDNA pod
kontrolu P35S a tRBC
(RUBISCO)

l full-length cDNA

V rostlinach vznika
plastovy protein,
rezistence k vysokym
koncentracim vir(

Clone into
Ti plasmid vectors

V rostlinach vznika
antisense RNA —
rezistence k nizkym

koncentracim viru

Sense RNA-producing Antisense RNA-producing
orientation (+) orientation ()

59



Some transgenic plants engineered to have viral coat protein-mediated protection

against viral infection
Viral source of coat protein

Alfalfa mosaic virus

Arabis mosaic virus

Beet necrotic yellow vein virus
Cucumber mosaic virus
Cymbidium ringspot virus
Grapevine chrome mosaic virus
Maize dwarf mosaic virus
Papaya ringspot virus

Plum pox virus

Potato aucuba mosaic virus
Potato leaf-roll virus

Potato virus S

Potato virus X

Potato virus Y

Rice stripe virus

Soybean mosaic virus
Tobacco etch virus

Tobacco mosaic virus

Tomato mosaic virus

Tomato rattle virus

Tomato streak virus

Tomato spotted wilt virus
Watermelon mosaic virus Il
Zucchini yellow mosaic virus

Transgenic plant

Alfalfa, tobacco, tomato

Tobacco

Sugar beet
Cucumber, tobacco
Tobacco
Tobacco

Sweet corn
Papaya, tobacco
Tobacco
Tobacco

Potato

Potato

Potato, tobacco
Potato, tobacco
Rice

Tobacco
Tobacco
Tobacco, tomato
Tomato

Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Muskmelon, tobacco

60



Zpusoby odstra novani selek énich marker i z DNA

1. Kotransformace selekéniho markeru a genu zajmu, kfizeni potomstva —— segregace genu

— Selekéni marker — —I Gen z4mu I— I

2. Selekéni marker je transponovan do jiného mista v genomu, pak kfizeni potomstva

LB Ds Selectable marker Ds Transposase Target gene RB

3. Po selekci transformovanych rostlin je selekéni marker pfi dalSi kultivaci vy¢lenén

Recombinase Selectable
RB gene marker Target gene LB

Recombinase site “«— - 7ygosaccharomyces rouxii, cre-lox aj.

4. Po zaclenéni plazmidu do chloroplastové DNA homologni rekombinaci je pfi nasledné kultivaci bez
selekéniho tlaku selekéni marker odstranén homologni rekombinaci mezi 174 bp-DR

Cp DNA  Selectable marker Target gene  Cp DNA
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Terminatorovy system vedouci k nekli

semen

LoxP sites

civosti

Transgene 1: Blocking seqence = direct repeats recognized by CRE

® prevents expression of RIP d protein
= orientation is important for excision

Protein inaktivuje
klicivost semen

LoxP l LDXP//' ® origin: bacteriophagem/y
Late Embryogenesis Abundant

Ribosome Inhibitory Protein
{(LEA) promotor

(RIP) cDNA
® active during late stages of ® inhibits cellular translation therefore
embryogenesis

leads to cell death
» tissue-specific activity s expression inhibited by blocking sequence
* origin: cotton

® origin: Saponaria officinalis (Soapwor)

Transgene 2:

35SI3T etO “derepressible” CRE protein
Promotor cDNA

* modified CalMV 35S promotor ® recombinase that mediates excisive site-specific
containing 3 tet operators to which recombination between LoxP sites
TetR protein can bind ® origin: bacteriophage P1
® origin of 358 promotor. Cauliflower
mosaic virus (a strong promotor)
® origin of tet operator. E. coli Tn10

tetracyklin | induktor

Vazba proteinu TetR na tetO

transposon

Konstitutivni exprese TetR proteinu

Transgene 3. 1

TelR cDNA
® encodes a repressor protein
® binds tet operators to block expression of CRE
o preferentially binds tetracycline
® origin: E coli Tn10 fransposon

Plant-active Promotor
» consitutively active

|

CRE protein se netvori

|

Blokujici sekvence
se nevystépi

l

K expresi RIP nedochazi

l v s

Semena klici
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Terminatorova technologie pro p  Fipravu
sterilnich semen

Bez aplikace tetracyklinu Ize ziskavat kliiva

—Tetracycline (Producer semena a rostliny opakované péstovat
fetO Pjea L ]

loxP____loxP
_ « pred prodejem prodejce aplikuje tetracyklin
—+-Tetracycline (soak seeds before sale) na semena a proda je farmarim

Excision of block

Farmar vypéstuje ze semen
rostliny, ale semena téchto rostlin
jsou sterilni




Metoda vyuziva 3 transkripcnich funkéné spjatych jednotek.

Prvni obsahuje segment kodujici RIP (ribozomovy inhibi¢ni protein),
jehoz exprese vede k pletivové-specifické inhibici translace. Exprese RIP
je fizena dvéma mechanismy:

a)

b)

pouzitim doCasné aktivniho promotoru LEA (late embryogenesis
abundant). Tento promotor se stava aktivni jen v pozdnim stadiu
embryogeneze semen, ¢imz je exprese RIP omezena nejen na
embryonalni pletivo, ale je omezena téz na urcité stadium jeho
vyvoje. Aby se umoznila germinace (kliCeni) rostlin, obsahuje tento
gen blokujici sekvenci umisténou mezi promotor a RIP sekvenci.
Pritomnost teto sekvence zabranuje expresi letalniho fenotypu, coz
umoznuje distributorim opakované péstovat tyto rostliny pred
prodejem semen farmarim.

mistné specificky rekombinanc¢ni systéem CRE/LOX odvozeny z faga
P1 zprostredkuje odstraneni blokujici sekvence a tim expresi RIP-
proteinu.
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Druha transkripcni jednotka kdduje CRE protein a je pod kontrolou
reprimovatelného promotoru tetO. Kontrola tohoto promotoru je
zprostiedkovana systémem Tn10 (tfeti TJ). Navozeni exprese CRE a
tim indukce exprese RIP je dosazeno externim stimulem, jimz je
tetracyklin. Tetracyklin se vaze na TetR represor, tim jej uvolhuje

z promotorového mista tetO, coz vede k expresi CRE proteinu.

KdyZ se na semena pusobi tetracyklinem hned po skonéeni
embryogeneze (tj. po ¢asovém obdobi, v némz je RIP exprimovan),
umozni se kliceni semen a vznik dospélych rostlin, které budou tvofit
semena exprimujici RIP, v disledku ¢ehoz budou tato semena sterilni.

Systém pro navozeni saii sterility
barnaza — bakterialni ribonukleaza (B. amyloliquefaciers)

barstar — inhibitor barnazy
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Method 2: Creation of sterile, hybrid plants

Involves cross-breeding of 2 fertile transgenic, parental plants containing
the following transgeneS'

—> —>
5 : I I 3,
 LEA promotor germination-specific promotor
* 34-bp LoxP excision CRE recombinase sequence

sequences

* blocking sequence
RIP coding sequence

>K Hybrld seeds RIP protein
¢ 0
. O 0 9
RIP protein
/\/\.l/'\/\/
RIP protein

CRE expressed after embryogenesis, so hybrid seeds survive g




Dosazeni sekrece protein u kofeny rostlin

) Secreted
foreign protein

P g SPC&-‘ g fD
C

pmas.?’ SPa,lk . alk .

P masZ= mannopin-syntaza

,Rhizosekrece” — Hydroponicka kultura
transgenni rostliny sekretujici cizorody
protein do apoplastu bunék a nasledné
do prostredi

Normaln é sekretované: nizkomolekularni latky (aa + cukry) —
koFrenové exudaty (vyziva bakterii)

Experimentalné dosazena exkrece
ruznych proteinu v kofenech rostlin

A, B. Signalni peptid proteinazového
inhibitoru tabaku

C. Signalni peptid lidské alkalickeé
fosfatazy

Listové exudaty (gutace) &7



Cilené zm eny exprese mRNA

Modifikace biosyntetické drahy mastnych kyselin u kukufice

MRNA stearoyl-ACP-desaturaza

Inhibice ribozymem

Acetyl-CoA Palmitic Stearic| Y Oleic
+ — > — acid —== acid %' acid
malonyl-CoA 16:0 18:0 18:1

l

oleje na pe€eni, margarin

Inhibice exprese mRNA:

1. Dodani pridatné kopie genu (kosuprese)

2. Vlozeni antisense-verze genu

3. Pouziti ribozymu se sekvenéné-specifickou endoribonukledzovou

aktivitou
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Potencialni rizika spojena s p éstovanim
transgennich rostlin

1. Nepfiznivy vliv genu pro rezistenci k antibiotikim
pouzivanych jako selekCni markery

2. Vznik novych druh plevell, zvySeni plevelného charakteru
soucasnych pleveld

3. Vznik novych typu rostlinnych virll nebo viroidu jako dusledek
rekombinace s viry pouzivanymi pro pfenos transgenu
(transenkapsidace)

4. Produkce latek toxickych nebo alergennich pro ¢lovéka,
zvifata nebo prirodni spoleenstva
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