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Biotechnologie = technologicky
pristup k prirodé

biotechnologie - metoda vyuzivajici organismy ve prospéch clovéka
a soucasné pozmeénuje 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 (Balkdn, Orient)
- saké - japonsky ndpoj z kvasené ryze
+ pombe - africky ndpoj z kvaseného tropického ovoce
+ kvasené zeli
- silaze
vyroba enzymi - prani, priprava ovocnhych $t'av, vyroba
skrobu...
. farmaceuticky primysl - sekundarni metabolity rostlin
. bioremediace - biologické Cisténi vody, ropné produkty
v pudé, toxické kovy...



Definice podle protokolu o biodiverzité

» LMO = living modified organism

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

» GMO = 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 enzymd,
sladovnicky jecmen

Nevyhoda = metody jsou ,slepé” = vyvoldva se poskozeni a nasledné
se Cekd, zda nahodou nevznikne vyhodnd zména.
Navic nevime, kolik gent se zménilo a jak.



Priklady odrud rostlin odvozenych mutacénim Slechténim

plodina
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jméno kultivaru

Calrose 76
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Lewis
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Rio Red
Star Ruby
Tifeagle
Tifgreen II
Tift 94
Tifway IT
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Seafarer
Seaway
Prairie Petite
Diamant

metoda pouzita k mutaci
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.Klasické" a ,moderni" biotechnologie

> moderni biotechnologie - umoznuji cileny postup
- vndseni pouze zddaného genu beze zmény
ostatnich genli mmmp GCMO

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

> mohou ale existovat i nechténé nasledky

!

pozadavek regulace a spravného zachdzeni s GMO
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Cile modernich biotechnologii

zvySeni vynosu plodin, produkce dobytka i ryb
zvysSeni 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 ¢iSténi vod a pud

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



Obecné schéema transformace

> priprava rekombinantni DNA (= konstrukt)

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

> test exprese vnesenych gend

> demonstrace stabilni integrace DNA do rostlinného
genomu



»Tradiéni" metody transformace
(vnaseni DNA)

lipozomy uzavirajici DNA

e o elektroporace

prime mikroinjekce DNA do jadra
bombardovani mikroprojektily
vakuova infiltrace
s pouzitim nanovldken

neprimé - pomoci vektord Agrobacterium (plazmidy)
rostlinné viry

modifikovany bakteriofdg A

~ Intermediarni (jeden maly plazmid)

plazmidy
\

° V4 ' d
Binarni (ava plazmidy: s virulentni oblasti a s T-DNA)



Transformace zprostredkovana liposomy

protoplast

fuize membran
protoplastu a
liposomu




Elektroporace

vyZaduje pouziti protoplastu

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

BioRad Laboratories




Mikroinjekce DNA do jadra

pouZito u protoplasti rostlin, ale ¢astéjsi u Zivoéichu



Biolistické metody

BioRad Laboratories



krystal W
s DNA
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Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes

Plidni bakterie:  Pseudomonas, Corynebacterium
Agrobacterium, Rhizobium

Agrobacterium tumefaciens nadory i plasmld
Agrobacterium rhizogenes kori nky Ri plasmld -DNA

T-DNA Ti plasmidu (WT)

1. geny pro biosyntézu auxint (iaaM, iaaH) a cytokinint (ipt) =
dediferenciace bunék a vznik nadora (,crown gall™)

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

odz br'Ojené ve k"'Of'y (T-DNA, ze které jsou zachovany jen krajni

sekvence 25 bp nezbytné pro zaclenéni do rostlinného genomu, jinak neobsahuji Zadnou
DNA pochazejici z Agrobacterium)



Agrobacterium tumefaciens

e

il

L




"

dor ,Crown gall

Na

um tumefaciens

¥

infekci Agrobacter

reny po

vytvo



Agrobacterium rhizogenes

indukce tvorby korenu na segmentu korene mrkve



Mechanismus prenosu T-DNA
infermediarni vektor
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Agrobacterium tumefaciens
upraveny bindrni vektor LhGR

Sémalova 2005
4 )
3

LhGR T-DNA

DNA
agrobakteria

Km®

vir

Gnt®
\ Rift Km®

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 dolt

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

7. indukce zakoreriovani regenerovanych pryti MSRa



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
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Agrobactenum-madiatad
transformation of targeting construct
by infiltration & sana

E- TR m.

Kanamycin selaction

Individual plarts screenad of Ty seed
from pools containing
putative targeted integrations

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

Fiz. 1. Strategy for tarpeted disruption in Arafdopsis. Infiltration of Arafvdapsiz plants
with the targeting construct is used o generate large numbers of kanamycin-resistant (Kan™)
primary | T, | transformants, which are transferrsd to soil. Homaologous-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 signalni markery

kanamycin
1. rezistence vici antibiotikim ——  hygromycin
o : : entamycin
cytostatikum (antimetabolika) - 5 Y
herbicidim —____ methotrexat

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

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

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



Vyuziti methotrexatu pro selekci
transgennich organismu

§ transgenni rostliny maji vlozeny gen pro dihydrofolat reduktdzu
(DHFR) z mysi, kterd neni citlivd na methotrexat

§ do média pro selekci transgennich organismi se pridavad
methotrexat sterilné (0,5 g/l) az po vysterilizovani média

< Sy e

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

na MS médiu na MS médiu s MTX



Indigogenni metoda detekce glukuronidazy

apex karafiatu 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 4@\ J OH + glukéza
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2. Sekundarni reakce - tvorba indiga
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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
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Potraviny a GMO



Prvni povolend transgenni plodina

Rajce Flavr-Savr

schvdleno v USA v roce 1994
obracena orientace genu pro enzym
polygalakturonasu, ktera normdlné
degraduje pektin v bunécnych
sténach a vede k méknuti plodi

od jeho péstovani se jiz upustilo

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

mozné pouziti také u bandnl, papaji, manga a dalSiho ovoce

ke snizeni poskliziiovych ztrat.



Transgeny pro toleranci k herbicidum

~ vyhody - moZnost pouzit herbicidy az postemergentné
_ jsou biodegradovatelné
' mechanismus ucinku

do rostliny je vnesen gen kddujici enzym necitlivy k herbicidu
transgen primo herbicid rozklada

_ nevyhody
vznik herbicid rezistentnich plevelt
Nadmérné pouzivani herbicidd (hlavni kritika odplrct GMO)

Nékteré posledni studie ukazuji, Ze doslo k velkému nartstu
pouzivani herbicidl predevsim u rostlin, které nemaji GM odridy



Herbicid tolerantni plodiny (HTP)

' transgenni plodiny tolerujici herbicidy

- umozriuji ziskat prakticky €istou monokulturu = kritika
z hlediska biologické rozmanitosti

~ rizikem je vznik plevelt tolerujicich herbicid podobné jako
transgenni plodina - mohou vznikat jak prirozenymi
mutacemi, tak pFimym pFenosem fransgenu podmifiujiciho
necitlivost (v pfipadé kriZitelnosti a vzniku plodného
potomstva) - u nds je rizikem repka.

- zprdvy z USA a Argentiny o plevelech necitlivych na
glyfosdt, coz se klade za vinu péstovdni RR séji (Roundup
Ready) vyvoldvajici potrebu opakované aplikace glyfosatu

u nds je neni povoleno péstovat, ale bez dovozu RR soje z Jizni
Ameriky by se zhroutila nase zivocCiSna vyroba



Bt- p|0d| ny produkuji 8-toxin z Bacillus thuringiensis
resistence vuéi Skudcum

zavije¢ kukuriény - Ostrinia nubilalis

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

zvysuje ldmavost stébel, coZz znamend skliziové ztrdty
u poskozenych obilek se navic zvySuje obsah afaltoxin



Bt-kukurice MON810

~ odolnd vuci zavijeci kukuri¢nému

~ prvni GM plodinou autorizovanou v EU (1998)

| v Evropé v roce 2008 byla péstovana priblizné na
110 tisicich ha, v 6 zemich EU véetné Ceska

~ Nyni nic



Danaus plexijppus, danao stéhovavy
.Monarch”™ imago a housenka
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Pyl z Bt kukurice je toxicky pro housenky
nicméné nebyl prokazan zadny dlouhodoby vliv
urice na ubytek motyla, napr. Sears et al. (2001)




Zlata ryze

| podle WHO kazdy rok na svété oslepne zhruba ¢tvrt az pll
milionu lidi, protoZe nemaji v potravé dostatek vitaminu A,
témér polovina z nich pak zhruba do dalitho ptlroku zemre

~ Moznym resenim by mohla byt GMO zlatd ryze - obsahuje 4
geny, které zvysuji obsah vitaminu A v zrnu

| mezindrodni neziskova organizace vyvazala tento produkt ze

viech patentovych zdvazku

' hlavni vyzkumny program prevzala nekomercni instituce, tedy
International Rice Research Institute (IRRI) na Filipindch

~ finance poskytla Rockefellerova nadace, pozdéji (az dodneska)
Nadace Billa Gatese a firma Syngenta

http://opatrny.bigbloger.lidovky.cz/c/404055/Ryze-Zlata-trikrat-pozehnana.html



Zlata ryze

Ingo Potrykus - Zurych
Peter Beyer - Freiburg

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

péstovadni zlaté ryze by mélo ohromny vyznam
pro zlepSeni vyZivy, predevsim u obyvatel Asie
2022 - povoleno ke konzumaci a péstovani na Filipinach

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



Amflora - GM brambor

1996 poddna Zddost o schvdleni Amflory

Evropska agentura pro bezpecnost potravin (EFSA) pri nékolika
prilezitostech v prubéhu schvalovaciho procesu opakované
zdlraznila bezpechost Amflory pro lidi, zvifata a Zivotni prostredi

Ludwigshafen, Némecko - 2. brezen 2010 - Evropskd komise
povolila Amfloru, geneticky modifikovanou bramboru (BASF) s
optimalizovanym obsahem skrobu, pro komercéni pouziti v Evropé

odrida této brambor'y se s Uspéchem testovala pro vyrobu
primyslového Skrobu i v CR

2013 - Ustup od péstovani (BASF odchdzi z Evropy do USA)



O wve

Brambor rezistentni vuci plisni bramboroveé

2007 - BASF vysadil geneticky vylepsené brambory "Fortuna”
odolné vuci plisni bramborové

2012 - po letech boju o povoleni péstovani této odridy v Evropé
se BASF vzdal a presunul veskery svij vyzkum rostlin do Severni
Karoliny

| 2014 - John Innes Centre (Norwich) -"Desiree, - s genem pro
odolnost vici plisni bramborové z blizce pribuzného
jihoamerického druhu lilku

| na zkusebnich polich se ukdzalo, Ze brambory jsou vuci plisni
doopravdy odolné a Ze oproti béznym brambordm dosahuji
dvojndsobné Urody

' diky evropskym restrikcim Jones a spol. licencovali své brambory

spolecnosti Simplot, se sidlem v Boise, Idaho

http://www.gate2biotech.cz/geneticky-vylepsene-brambory-
opet-vystvany-z-evropy/




Nové metody Slechténi
+~NEW PLANT-BREEDING TECHNIQUES*

odstranuji nevyhodu vSech zpusobu vzniku transgeneze, tj. cili
na presneé misto na molekule DNA, kde bud' vyvola mutaci,
nebo umozni vlozeni genu

_ cisgeneze = vkladani genu jako pri transgenezi, ale jde o
gen vilastniho druhu, nebo druhu, se kterym se odruda kfizi

Intrageneze = gen vlastniho druhu, jen nové kombinace
diky in vitro manipulaci funkénich genetickych jednotek

ODM - oligonukleotidem fizena mutageneze
Agro-infiltrace
Reverse-breeding

gene editing, ij. editace, uprava genu (Zinc-finger, TALEN,
CRISPR)

[]

)



Conventional
Breeding Techniques

* Selection in natural populaﬁcm}

* Intra-specific crossing and
selection

* Mutagenesis

* Wide hybridization (Inter-
specific hybridization)

* Tissue culture techniques (incl.d

somatic hybridization between
quaﬂ vy compatible species)

Established Techniques
of Genetic Modification

* Somatic hybridization between
sexually incompatible species

* Transgenesis

Time

(Cardi et al. 2017)

New Breeding
Techniques

ﬁfgonuc!eoﬁde Directed
Mutagenesis (ODM)

* Nuclease-based Genome Editing
* Cisgenesis and Intragenesis
* Grafting (on GM rootstocks)

* RNA-dependent DNA
methylation (RADM)

* Reverse breeding

* Agro-infiltration

Qntheﬁc genomics /

Plant breeding efficiency
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CRISPR/Cas9

segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetic

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
jsou to useky prokaryotické DNA obsahujici kratke repetice nukleotidu.

Kazda z repetic je nasledovana kratkymi segmenty tzv. spacer DNA,

ziskanymi pi1 predchozich setkanich s prisluSnymi bakteridlnimi viry nebo
plazmidy.

prokaryoticky imunitni systém, zajiSt'ujici rezistenci vici cizim
genetickym elementiim, jako jsou plazmidy nebo fagy
Cas9 je nukleaza, enzym, specializovany pro sttihani DNA

gRNA je navadéci RNA se sekvenci nukleotidii odpovidajici sekvenci na
DNA, kterou chceme upravit



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/



