..
%r ..
L ]
©
el
; OP Vzdélavani
= fondvCR EVROPSKA UNIE zdélavani

pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR
InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



2.4 GENETICKE MANIPULACE in vitro

- nekonvencni techniky, kterymi Ize modifikovat rostlinny
genom

@ bunécne pristupy (somaticka /parasexualni/ hybridizace)

@ vlastni genové inzenyrstvi

- vSechny techniky vyuzivaji totipotence bunek a jsou
vazané na explantatové kultury




2.4.1 Somaticka (parasexualni) hybridizace

- splynuti cytoplasmy a jaderné hmoty dvou nebo
vice somatickych bunek

- moznost roz8ifeni genetické variability ¢

2.4.1.1 lzolace a kultivace protoplastu

- predpoklad somat. hybridizace

protoplast = bunka zbavena bunecne steny




@ zdroj protoplastii

- mezofyl, endosperm, epidermis, pyl...
- kalusy z kalusovych kultur - rozpadaveé

@ izolace protoplastu -

- mechanicky — mala efektivita

- enzymaticky a) dvoustupnove (pektinazy, pak celulazy)
b) jednostuprioveé (smes celulaz a pektinaz)

@ kultivace protoplastu

- v tekutém mediu

- nutricni a hormonalni naroky jako u beznych explantat.
kultur
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@ faze protoplastu
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- spontanni - mala frekvence
- indukovana - frekvence 10 - 35 %

@ regenerace bunéecne steny
- po fuzi vytvoreni bunecné steny a deleni bunek

@ organogeneze - regenerace rostlin

- vznik somatickych (parasexualnich) hybridu (cybridi)

- pravy s. hybrid (splynuti jader i cytoplasmy)
- nepravy s. hybrid (jadro z jedné a cytoplasmu z druhe
nebo obou bune€k)
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2.4.1.2 Vyuziti parasexualni hybridizace

@ prekonani sexualni inkompatibility
@ krizeni fylogenet. vzdalenych druh

@ ziskani asymetrickych hybridu
(cely soubor jadernych genu z jednoho + cytopl. z jiného
rodicCe)

@ ziskani hybridu se souc¢tem genotypu rodicu
@ prenos cytoplazmatické samci sterility

@ prenos genu rezistence vuci virovym, houbovym
chorobam



¥ prenos rezistence vuci stresum (teplotnim, zasoleni,..)

¥ prenos rezistence vuc¢i hmyzim skudcum
(syntéza fytoalexinu)

¥ prenos genu pro syntézu zasobnich proteint, vitaminu,
alkaloidu



2.4.2 Genove inzenyrstvi

zadouci znak
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— techniky vedouci k umelé tvorbé geneticky pozménéenych
(transformovanych) bunék zasahem do jejich DNA

- z transformovanych bunék Ize regenerovat transgenni

rostliny



@ umoznuje cilenou modifikaci genomu

- vlozeni cizino DNA segmentu (genu) do DNA prijemce

- vyrazeni nezadouciho genu z funkce, tzv. genovy knock-out

Genovy "knock-out” Transgenoza

strukturni geny plivodni DNA
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2.4.2.1 Obecny postup genového inzenyrstvi

@ vyber vhodného donora

& 1zolace DNA

@“nastrihani” DNA restrikCnimi
nukleazami

@ identifikace aizolace genu
(vytvoreni genove) knihovny
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@ molekularni klonovani (namnozeni molekuly DNA)
In Vitro
- procesem polymerazove retezove reakce (PCR)
In VIVO
- pomoci prokaryot (bakterie, napr. E. coli nebo eukaryot),
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@ transformace bunek (vnos cizorode DNA)
a) pfimé vnaseni genu
— pomoci PVA nebo PEG
— elektroporace
— pomoci laseru
— mikroinjekce
— biolysticka metoda

(nabaleni DNA na zlaté ¢i wolframové
kulicky a nastreleni na rostlinny organ,
bunécnou kulturu,...




Biolysticka metoda

identifikace a
-

izolace genu bufiky jsou zasaZeny genovou pistoli
a DMA je wilenéna do chromozamu
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b) nepfimé vnaseni genu

Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterim rhizogenes
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Tumor praduction

Mopaline synthesis

Mopaline
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DNA IS EXCISED FROM PLASMID AS A LINEAR
MOLECULE AND IS TRANSFERRED DIRECTLY INTO THE PLANT
CELL, WHERE IT BECOMES INTEGRATED INTO THE PLANT CHROMOSOME

- geny zpusobuijici vznik nadoru mohou byt vyménény za jakékoli
jiné geny a preneseny do rostlinné bunky



& selekce transformovanych bunék pomoci signalnich

terminacni

Znakloj (markerﬁ) marker promotor transgen sekvence

ﬁ leaf discs incubated with
dinca ramovad fraom genatically enginesrad

1obaceo leaf Agrobacteria for 24 h
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@ regenerace rostlin in vitro
@ molekularni dukaz pritomnosti genu

@ testovani transgennich rostlin



2.4.2.2 Vyuziti genoveho inzenyrstvi

@ vyroba leCiv
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- inzulin, lidsky rustovy hormon, srazlivy faktor, interferony atd.



@ pramysl kvasny, textilni
- vyroba aminokyselin, bilkovin, Skrobu

@ zivotni prostredi:
- likvidace ropnych havarii, Cisteni odpadnich vod ....



@ pestovani zemedeélskych rostlin:

- zlepSeni technologickych vlastnosti (odolnost herbicidum,
houbovym a virovym chorobam, skudcum, zvySeni nutriéni
hodnoty)

* plodiny s rezistenci vuci herbicidum (séja, fepka, kukufice, bavinik)
* plodiny produkujici bakterialni insekticidni toxiny (brambory,kukurice
e plodiny s upravenym metabolismem cukru (brambory)

* plodiny s prodlouzenou trvanlivosti (rajcata)

* plodiny s upravenym pomeérem latek (rajCata, repka)

* plodiny se schopnosti asimilace vzdusného dusiku

* ryze produkujici betakaroten
 peckoviny s odolnosti k viru sarky




Nejvice péstovane transgenni plodiny (2006)

Plodina Plocha %
(mil. ha)

Sdéja — odolna k herbicidim 11 57
Kukufice odolna k hmyzim skiadcum Bt) 11,1 11
Bavinik odolny k hmyzim Skidcum (Bt) 8,0 8
Kukufice odolna k herbicidim 5,0 5
Kukufice odolna k hmyzim skadcum i herbicidim 9,0 9
Repka odolna k herbiciddm 4.8 5
Bavinik odolny k hmyzim Skddcum i herbicidim 4,1 4




@ vyuziti u lesnich drevin

- transgenoze uspesnejsi u krytosemennych

Juglans nigra

Populus alba x grandidentata
Populus trichocarpa x deltoides
Populus alba x tremula

Malus pumila

Larix leptolepis
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regenerovany
transgenni
rostliny

- u nahosemennych docileny transgenni projevy

chloroplastu



Znaky prenesené pomoci genoveho inzenyrstvi u drevin

rezistence k hmyzu

TP (geny z B. thuringiensis)
TP (inhibitor proteinazy z brambor)
BR (inhibitor proteinazy ze soje)

rezistence k herbicidim
TP a MD rezistence ke glyfozatu (gen z mikroorg. Salmonela)

zvyseni rhizogeneze
OR (gen z petunie)



2.4.2.3 Cile genovéeho inzenyrstvi u drevin
@ zvyseni produkce

@ odolnost k vnéjSim strestim

@ rezistence k herbicidim
@ rezistence k houbovym patogenum

@ rezistence kK hmyzu

Problémy: neznalost genomu
polygenni kontrola vétSiny znaku

delka zivota a hodnoceni prenosu na potomstvo



2.4.2.4 Mozné nezadouci dopady
@ ziskana rezistence skudce (adaptace)
@ zvySeny vyskyt jinych skudcu

@ snizeni biodiversity

@ kontaminace genofondu
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