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Biotechnologie
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Rostlinné explantaty

_ Ne piilis maly kus mladé zdravé %ﬁ — oo
tkane odebrane idealne na jare N /J

— Vyber vhodného explantatu et

— Pro mnozeni postranni pupen

— Pro pripravu kalusove kultury
nejCasteji delozni listek nebo
hypokotyl
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Tkanove kultury

— Prvni uspesneé kultivovana
byla nediferencovana
meristematicka tkan

— Kultury odvozené z
rostlinnych nadoru

— Po objevu hormonu i
(Castecne) diferencované
kalusové kultury




Bunecneé suspenzni kultury

— Vznikaji rozsuspendovanim kousku
kalusu v zivnem mediu

— Média obsahuji zdroj uhliku, dusiChany a
amonne ionty, dalsi soli obsahujici
vsechny potrebnée prvky, vitaminy a
hormony

— NejcCastejsi media: Murashige and Skoog,
Gamborg, Nitsch and Nitsch




Vyuziti rostlinnych kultur v primarnim
vyzkumu

CIM-inducad callus

— Studium primarniho i
sekundarniho metabolismu

—lzolace organel

— Studium morfogeneze,
organogeneze a
embryogeneze

— Studium interakci rostlin a
mikrobu

https://doi.org/10.1105/tpc.113.116053




Vyuziti rostlinnych kultur pro
mikropropagaci (mnozeni in vitro)

— Zkraceni cyklu, vysoky
mnozitelsky koeficient,
moznost nacasovani,
dobry zdravotni stav

— Narocné na energie,
nutnost aklimatizace
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Vyuziti rostlinnych kultur pro skladovani a
prevoz

Devoid of virus

— Uchovani genofondu
rostlin

— Priprava rostlinneho
materialu neobsahujiciho
mikroorganismy
(predevsim viry)

Virus particles Meristem culture

Retno Mastuti: Plant Physiology
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Vyuziti rostlinnych kultur pro tvorbu
produktu

Metabolic engineering

— Rostlinné sekundarni O &
metabolity s vyuzitim ve T
farmacii nebo prumysiu

— Komeréné ve velkoobjemovych == < -~ @ oo
reaktorech T R—

— Vyuziti vysoce vynosnych
kmenu/mutantu nebo stimulace

Screening of high-yielding cell lines

Elicitors and precursors
Two-phase culture

Absorption culture

Cell culture approaches
Appropriate bioreactor design

Advanced bioreactor culture strategies

’ Coordination of impeller speed and OUR
Extraction processing Bioreactor engineering

DOI: 10.3109/07388551.2014.923986
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https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.3109%2F07388551.2014.923986?_sg%5B0%5D=QZwQoXQ8XCJzuGoSer9MRuzZATMlNYLb6pl_vicvMxOTkQ5Us2xBadN3Td2YRmtqjz3HleQ4ERezcoYDokTD3MeBkQ.bpCzDoLxbwsuwpJTWysRu78_ZAyscCoXL-cWigGXZO2eZqou2zZj13LzoUJsbEdiwRBio5MsBt_W0ifuRoO2MA

Selekce s vyuzitim markeru

vh x P
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sledujeme pii Slechténi pfimo e
pozadované geny nebo obecné T T
sekvence spojené s danym SR
znakem (markery) el

— Vhodné pro fenotypové znaky R — - = E
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Vyuziti rostlinnych kultur pro genetickou
modifikaci rostlin

1 4 o o "
— Genetické transformace A R, Cell and Tissue //' é i
N Y Culture *;* \

bunék, tkani a organu

’ _ ) Es%:tana y /
— Produkce cisgennich a V\'y‘)@gﬂi . Plant

transgennich rostlin s . )
xtraction
rekombinantni DNA and Isolation
O™

Claning and £
Designing Genes
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Transformation
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Genetickée modifikace rostlin

— Bakterialni geny kodujici
proteiny rezistence (insekticidni
proteiny, enzymy degradujici
herbicidy) vlozené do DNA
plodin

— Vyuziti RNA interference expresi
fragmentu viru hostitelskou
rostlinou
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Insertion of a
transgene

Gene knockdown
by RNA
interference




Technologicke pristupy

— Tzv. gene gun (DNA navazana na
castice kovu)
— Transformace pomoci

Pocet publikaci
H
o1
o

agrobakterii (prirozené schopné 100

prenaset geneticky material) 50 -
— CRISPR/Cas (vyuziti 0

bakterialniho antiviroveho

systemu)
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Gene gun

— lzolace pozadovaného genu ze
zdrojového organismu, sestaveni
funkCniho konstruktu (promotor, gen,
markerové geny atp.)

— Inkorporace konstruktu do vhodného
plazmidu

— Pokryti kovovych (zlato, wolfram) Castic
plazmidem
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Gene gun a B

Gf%%@ = it
v \ L
— Castice urychlené stlacenym \
vzduchem pronikaji bunecnou 1
stenou | plasmatickou membranou
bunék (obvykle kalus) awm -
— Selekce transformovanych bunék, —  E——
regenerace rostlin
https://istudy.pk \
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Transformace pomoci agrobakter

— Agrobacterium tumefaciens je fytopatogenni
bakterie (nadorova onemocnéni)

— Ti plazmid obsahuje T-DNA, schopnou zaclenit se
do genomu rostlin

y




DOI: 10.1016/JCOPBIO.2006.01.009
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Transformace pomoci agrobakterii

Agm.tra::a‘enum tumefaciens

— Urrlele Ti pI’azmldy S O c% —
pozadovanym genem a C{%
markerovymi geny jsou m f_ TEE.
namnozeny v E. coli a vlozeny o @
do A. tumefaciens O ot o °°

the T DNA is cut by a

— Infekce rostlinnych bunék, rs 'E’L*;z:,z.f?ﬁ?;::;‘;fm

of the plasmid.
selekce, regenerace © fosanonsiscu
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The bacterium is
used to insert the
T-DMA carrying the
foreign gene into the
chromosome of a
plant cell.

-~
Inserted T-DMNA
carrying foreign
gene

O The plant cells
are grown in

culture.
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oA plant is generated from a cell
clone. All of its cells carry the

foreign gene and
it a5 a new trait.
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Editace genomu

— Vyuziva nukleasy specificke pro
urcité sekvence (napr. CRISPR/Cas9)
— Zména konkretniho lokusu DNA —

knockout konkretniho genu nebo
zacleneni transgenu

— Prvni plodiny s editovanym genomem

se objevuji na trhu v USA a v Kanade
(fepka, soja)
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Meganuclease

Zinc-finger
nucleases

Example target sequence: G AC

Foki

N —C
TALENSs X
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...j Cas9
CRISPR/Cas 5 /i——\ A

https://www.nap.edu
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CRISPR/Cas

— CRISPR/Cas nejméné
komplikovana (stejna nukleasa pro

editaci ruznych sekvenci)
— Vybeér genu a navrh gRNA
— Klonovani gRNA do vhodného

vektoru (obsahuje | sekvenci pro

C a S 9) Restriction Enzyme Sanger Sequencing/ NGS  Real Time PCR

N | |~|\ ‘Mr i
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— Vlozeni do cilove rostliny a selekce U
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https://doi.org/10.3389/fpls.2018.00985

| navadéci
retézec (QRNA)

e

CRISPR/Cas

misto Stépeni

oprava bez navodu oprava podle vzoru
(spojovani konct) (homologni rekombinace)
bodova delece / inzerce (AN NRRRRRRANRnnnnl

templatova DNA

vloZzena nova selekce
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RNA Interference

— Prirozeny regulacni
mechanismus
eukaryotickych bunéek
— 2 drahy RNAI: mIRNA G-
(regulace exprese
vlastnich rostlinnych genu)
a siRNA (antivirova i
obrana)
— dsRNA je meziproduktem
v replikaci vetsiny
» rostlinnych viru

dsRNA ) ®Double stranded RNA

(dsRNA) formation

SiRNA C‘)“SC + siRNA binds to

womodiniinonn. - a complementary

mRNA.
@)dsRNA binds to dicer
and it is cleaved into
small fragments
- ()ImRNA is cleaved in a

Lo ...i ST, specific site

(siRNA) is recruited
by the RISC complex

G})ne RNA fragment

@Cleaved mRNA is
degraded
in the cell
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RNA Interference

— Rostlinné bunky mohou byt
modifikovany k produkci Casti
dsRNA uz pred napadenim

— dsRNA muze byt také vnesena
rekombinantnim virem/bakterii,
vstriknuta do stonku/kmene
nebo absorbovana korenovym
systemem

— RNAI muze byt ¢aste€né funkéni
| proti eukaryotickym patogenum
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DsRNA moves up and down throughout plant

Delivery of dsRNA
through irrigation
water allows uptake
by roots
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Genetickée modifikace rostlin

Area Change of GM Crops by Country in 2023P




Prinosy rostlinnych biotechnologii

— Zvyseni produkce plodin

— Omezeni pouziti pesticidu a
umelych hnojiv

— Zvyseni vyzivove hodnoty
potravin (vitaminy, mineraly)

— Podpora ekonomiky chudych
zemi
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Rizika rostlinnych biotechnologii

— Ztrata biodiverzity (preference
monokulturniho péstovani
vysoce vynosnych odrud,
migrace genu opylenim
pribuznych druhu)

— Rozsireni geneticky
zvyhodnénych invazivnich druht g

— Zdravotni riziko (alergeny)




Dalsi moznosti rostlinnych biotechnologii...

— https://www.ted.com/talks/joanne_chory_how_supercharged_plants_could_slow_climate_change?utm_campa

ign=tedspread&utm_medium=referral&utm_source=tedcomshare
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