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Fytoremediace

e Ekonomicky atraktivni, neinvazivni remediacCni
metoda s ucasti rostlin

e ALE! Tézké kovy inhibuji rust vétSiny rostlin
(kromé hyperakumulatoru)

e Geneticka manipulace rychle rostoucich rostlin
pro zlepSeni jejich odolnosti vaéi tézkym kovim
a zvyseni akumulace kovu v rostline




Pfirozena obrana rostliny vuci
tézkym kovum

e Syntéza latek schopnych vazat kovy:
. H
— Glutathion M H\-j\o
y-GluCysGly : 1 N "

e Neutralizace potencialne toxickych xenobiotik
e Prekursor fytochelatinu

- Metalothioneiny (y-GluCys)n-R

- Fytochelatiny (y-GluCys)n+1Gly




Limitujici krok
za pritomnosti
tézkych kovl

Cysteine + Glutamate

Syntéza glutathionu a fytochelatinu

e

v—Glutamylcysteine

Limitujici krok
za absence
tézkych kov(

Glycine @ -
Glutathione
PS <—+—

Phytochelatin




Vkladané geny

o Gen GSHI1
- koduje y- glutamylcysteinsynthetasu (y-ECS)
o Gen GSHZ2
- koduje glutathionsynthetasu (GS)

e Gen GUS - reportérovy gen

— koduje B-glukuronidasu — ovéreni funkcnosti
promotoru




Klonovani genu

BamHI 4
Mot 14 ,
4672,Mcal ; Bylll, 22

4B64¥bal | Sacl 77 e geny vilozeny do

Impact Vector 1.1
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pomoci nested PCR
ImpactVectord e ™

LacZ
4672 bps

e Rubisco promotor
(P-RbcS) a terminator
(T-RbcS)

BEE Hindlll,

3658 Ascl _Pacl 1010

e vznikly vektory:
— pIV1 (gen GSH1)
—- plV2 (gen GSH?2)
- pIV3 (gen GUS)
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2000

\
fi Amp R



Klonovani genu

7196,BamHI,
7184,Sall ; ,
7146,Pacl i ;BamHl,1

e expresni jednotky viozeny 7146 Pacl

do restrikénich mist
Ascl/Pacl vektoru
PNOV2819

e binarni vektor pro SHSER PR EA
agrobakterialni - "
transformaci “®  pNOV2819

7599 bps = I

e gen PMI pro selekci rostlin 5000 spy/

na manose VS10RI 2000 /
4000 \ '

Tw‘vs’)

pNOV2819 poskytnut firmou Syngenta



Vysledné konstrukty pro trvalou
transformaci

N°°' BamHI

' P-RbcS cMPS
Bl A \
/ NOS |
T-RbcS
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Sacl

(Nicotiana tabacum)

P-RbcS CMPS
PMI
NOS

T RbcS

Pacl

BamHI

Ascl

BamHlI

LB~
pNOV3

11,6 kb Spej
RepA(pVS)

Oveéreni funk¢énosti Rubisco promotoru

e Transientni exprese vektoru pNOV3 (gen GUS) v listech tabaku

docasna transformace
nejvyssi exprese po 3 dnech

histochemicka reakce se
substratem pro B-glukuronidasu

modré zbarveni listu




Transientni exprese v listech tabaku



Metoda pro sledovani u€inku exprese
genu v rostliné

e ocCekavané zvysSeni mnozstvi glutathionu a
fytochelatinu v transformovanych rostlinach

e HPLC s fluoroscencnim detektorem

e fluoroscencni znaceni SH- skupin




Stanoveni GSH a PCs ve Inu

— monitorovani zmén v
obsahu GSH a PCs u
rostlin stresovanych
kadmiem

— 10 denni vyhonky Inu

_ 50 uM, 100 uM a 200 pM
cdcl,



Stanoveni GSH a PCs
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Plany do budoucna
e Trvala transformace tabaku a Inu plasmidy pNOV1 a
PNOV12

e Ovéreni schopnosti transformovanych rostlin
akumulovat vetsi mnozstvi kadmia

e Stanoveni obsahu GSH a PCs u transformovanych
rostlin
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