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* Transgenoze rostlin

= vnaseni jednotlivych klonovanych genu do
genomu rostliny



Bakterialni genetika

* geneticka informace:
* bakterialni chromozom
e plazmidy



Transformace rostlinnych bunek

e pouze u rodu Agrobacterium prokazano, ze
vnasi své specifické geny, lokalizované na Ti
plazmidu do rostlinného genomu

* vnaseny usek T-DNA:

1. geny pro nové cesty biosyntézy rostlinnych

hormonu - auxinu a cytokininu -
nediferencované nadory (crown galls)

2. geny pro syntézu nadoroveé specifickych latek —
opinu- zdroj uhliku, dusiku a energie



Ti-plazmid Agrobacterium tumefaciens

e geny Ti plazmidu v interakci s chromozomalnimi
lokusy —— indukce nadoru

* Ti-plazmid ma dva useky nepostradatelné
k indukci nadoru:

1. T-DNA, vstupuje do rostlinnych bunék, ale nenese
geny pro prenos a integraci

2. usek virulence, obsahuje geny nutné pro prenos T-
DNA do rostlinnych bunéek



Usek virulence plazmidu Ti

geny uUseku virulence zprostredkovavaji oddéleni T-DNA z plazmidu
Ti a jeji prenos do rostlinnych bunék
useku virulence, sklada se ze sedmi operonu:
1. virA
VirB
virC
virD
VirE
virF
/. virG

aktivita chromozomovyvh gen virulence je nezbytnou podminkou
prenosu T-DNA do rostlinnych bunék

chromozomalni geny virulence exprimovany konstitutivne;
plazmidové geny vir exprimovany po indukci fenolickymi latkami
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T-DNA plazmidu Ti

Geny pro syntézu opinu
Geny pro syntézu fytohormonu
Hranicni sekvence T-DNA

hranice T-DNA tvori silné konzervativni
repetitivni sekvence 25bp se stejnou orientaci
na obou stranach T-DNA



Prenos T-DNA do genomu rostlinnych bunék

Mechanizmus excize T-DNA z plazmidu Ti v bakterich A. tumefaciens
» dulezita zejména prava hranicni sekvence , od niz zacina excize

* hranicni sekvence 25 bp spolecné s usekem virulence a chromozomalnimi
geny, které se podileji na virulenci, staci k prenosu T-DNA

e prenasena linedrni jednovlaknova T-DNA (=T-vlakno)
Mechanizmus integrace T-DNA do rostlinného genomu

* integrace T-DNA zprostfedkovana geny hostitele, které se za normalnich
podminek uplatnuji pfi syntéze DNA, rekombinaci a reparaci

* integrace CasteCné zavisla na proteinech, které jsou kédovany bakteriemi, i na
rostlinnych systémech reparace

* integrace do pocatku replikace rostlinné DNA, v S fazi bunécného cyklu

v useku spojeni T-DNA a rostlinného genomu Casté prestavby, delece,
inserce rostlinné DNA

integruje se jedna nebo nékolik kopii T-DNA



Vektory, mechanizmy a metody
transgenoze



Transgenoze prostrednictvim bakterii
Agrobacterium

= Agrobacterium tumefaciens:
= pudni, patogenni bakterie
= schopnost napadat pletiva vétSiny dvoudéloznych rostlin
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= napadeni se projevuje tvorbou nadord ,,crown-gal



Transgenoze prostrednictvim bakterii
Agrobacterium

pro vyuziti bakterii Agrobacterium jako vektoru
transgenu je tfeba z T-DNA odstranit puvodni geny a
nahradit je cilovymi
Kointegrativni vektory

* jen mala frakce regenerujicich pletiv transformovanych

Binarni vektory

* plazmid Ti rozdélen na dva : jeden obsahuje usek
virulence, druhy obsahuje T-DNA a selektovatelny gen pro
rezistenci k nékterému antibiotiku

e plazmid jiz dostatecné maly, ma vhodna restrikcni mista



Transgenoze prostrednictvim bakterii
Agrobacterium

* Transgenoze rostlinnych pletiv (Arabidopsis thaliana):

* Arabidopsis thaliana predstavuje vyjimku z faktu, ze
k transformaci bakteriemi A. tumefaciens je tfreba pouzit
metodu tkanovych kultur

* floral dipping: namaceni kvétnich meristému A. thaliana
suspenzi bakterii A. tumefaciens s vektorovymi plazmidy
nesoucimi vhodné transgeny

= T-DNA vclenéna do samiciho gametofytu a prenesena
pres vajicko do nasledné generace

* k transformaci dochézi az v pribéhu vyvoje kvétd,
pravdepodobné pri meidze nebo po ni



Prima transgenoze prostrednictvim DNA

* Transgenoze protoplastu
. bunécéna sténa predstavuje bariéru pruniku cizorodé DNA
. potize pri regeneraci rostlin
* Transgenoze bunék a pletiv
* mikroinjekce do bunécnych jader
* kokultivace mikrospor nebo pylovych lacek s exogenni DNA
* mikroprojektily
* zlaté nebo wolframové mikroprojektily smichané s roztokem plazmidové DNA
* do pletiv se kulicky vstreluji pfistrojem, ktery dava impulzy
* ve vetsiné pripadu (95%) se mikroprojektil dostane jen do cytoplazmy, u
zbyvajicich 5% bunék zasazenych mikroprojektilem do bunécného jadra
vétsSina (98-99%) do 48h odumira

* aby doslo k integraci transgenu do genomu, je tfeba, aby mikroprojetil pronikl
do jadra a bunka zasah prezila



Rozdil mezi primou transgenozi a vyuzitim
bakterii Agrobacterium

e transgenoze systémem bakterii Agrobacterium je
efektivnéjsi

e transgenozi bakteriemi Agrobacterium lze vyuzit pro
vetsSinu dvoudéloznych a neékteré jednodélozné a
nahosemenné rostliny

 prima transgenoze je ucinna obecne, i kdyz efektivita
casto nizka (pouziti zejm. u jednodéloznych rostlin)

 prfima transformace umoznuje vnaset kratSi useky a

vnasena DNA vykazuje vice nepravidelnosti nez pfi
vyuziti bakterii Agrobacterium

 u obou systému dochazi k integraci cizorodé DNA do
nahodnych mist rostlinného genomu (rdzny stupen
exprese az uplné potlaceni exprese)



Stabilita pritomnosti transgenu

e zpravidla stejna jako ostatnich unikatnich
sekvenci DNA v genomu

 projev vsak nemusi byt vzdy zcela stabilni
(obvykle nizsSi stupen exprese nez v puvodnim
rostlinném hostiteli - vliv polohy v genomu)



Prakticke priklady transgenoze rostlin

e §-endetoxin Bacillus thuringiensis

e aktivovany protein pro hmyz vysoce toxicky, pomeérné
selektivni

e &-endetoxinovy protein aktivovan stépenim
proteinazou v zazivacim ustroji hmyzu

 GM kukurice odolna proti zavijeCi kukuricnému



Praktické priklady transgenoze rostlin

* Plodiny rezistentni k herbicidum

» glyfosat (aktivni slozka herbicidu), pro hmyz a
zivoCichy netoxicky

e ,Roundup Ready“ plodiny: rezistence ke

5| nhiphdeseniescence listu

eexprese genu ipt pod promotorem
Sagl2 (exprimovan v prubéhu
senescence)

elisty zUstavaji zelené a fotosynteticky
aktivni



Prakticke priklady transgenoze rostlin

" |naktivace genu — antisense technologie

e gen v obracené orientaci, syntéza RNA reverznée
komplementarni k mRNA vytvorené normalni verzi
genu - hybridizace - degradace dsRNA

* degradace ACO - redukce zrani plodu a
senescence



Transgenni rostliny péstované v CR

e kukurice MON 810 (firma Monsanto)
* vlozen gen pro Bt-toxin
* odolnost proti zavijeCi kukuricnému

e ,Roundup Ready” plodiny

* odolnost vudi glyfosatu (Ucinna latka herbicidu
Roundup)

" brambory Amflora

» zablokovani syntézy amyldzy (pomoci antisense
RNA) ve prospéch amylopektinu

e vyuziti pro technické ucely



