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Remediace

»konven¢ni metody — finan¢né nakladné

» vyuziti mikroorganismil — pro
biodostupné a degradovatelné
kontaminanty




Fytoremediace

» vyuziti rostlin pro degradaci, zadrzeni
¢1 metabolizaci jak organickych tak
anorganickych kontaminantu

*energeticky a finanéné méné€ narocna

esteticky vliv

*zabranéni rozsirovani kontaminace vétrnou a vodni erozi
*podpora rustu mikrobialnich konsorcii pro dalsi detoxifikaci
*zachovani pudnich vlastnosti

*pouzitelnost na velké plochy

eCasova narocCnost

*vysoka koncentrace kontaminantu je toxicka 1 pro rostliny
*chybi rostlinné druhy schopné akumulovat kontaminanty ve
vysoké koncentraci a zaroven tvorit dostatek biomasy



Rostliny a jejich schopnost
akumulovat tézké kovy

» Thlaspi cearulescens (Penizek modry)
-1800 mg Cd/kg susiny, 51600 mg Zn/kg suSiny

» Thlaspi rotundifolium
- 8200 mg Pb/kg susiny .
- pfirustek biomasy za 5 mésicu je 50 mg s

» Ipomoea alpina - rod z ¥adu svlaécovitych
- nejlepsi hyperakumulator Cu - 12300mg /kg
suSiny

> Sebertia acuminata - Ni tvoii a 25% hm. susiny biomasy




Gen CUP

»ziskan z kvasinky Saccharomyces cerevisiae

» koduje protein metalothionein, ktery je
zodpovédny za zvySeni akumulace tézkych

kovu
G

T
H3N+—('|3H
COOH

» gen CUP spojen s histidonovou |
kotvou (6 histidin) — HiSCUP cystein

Macek T., Mackova M., Pavlikova D., Szakova J., Truksa M., Singh Cundy A., Kotrba P. a kol. (2002):
Accumulation of Cadmium by Transgenic Tobacco. Acta Biotechnologica 22: 101-106.



Postup prace
Piiprava konstruktu pNOV/RbcS/HisCUP

|

Agrobacterium tumefaciens + pPNOV/RbcS/HisCUP

Transientni exprese

» tabak virzinsky

» metoda pro ovéreni exprese gend v
rostlinach

Trvala transformace

» len sety

» metoda pro ziskani
transgennich rostlin




Priprava konstruktu s genem HisCUP

7196,BamHI,

! gen pro fosfomannosaisomerasu (PMI)
p 3 — - selekce transgennich rostlin na médiu s

MannosSou
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Rostlinny vektor pNOV2819 (Syngenta)



Klonovani kazety Rbc¢S do pNOV

MCS

Hind 111

P-RbcS  T-RbcS Pac |

plVv

Impactvector1.1-tag
A48T bps

P-RbcS T-RbcS

» Z plazmidu plV byla pomoci restrikénich enzymi vystépena
kazeta obsahujici promotor (P-Rbcs) a terminator (T-RbcS)
proteinu RUBISCO



Ovéreni ligace RbcS do pNOV

1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 pNOV

10000 bp
geeu®eenuge

1000 bp

1 kb — standard 1kb DNA LADDER
1-12 — plazmidova DNA pNOV/RbcS

@raven konstrukt pNOV/RbcS




Priprava konstruktu s genem HisCUP

» Z plazmidu pTrcHISCUP byl ziskan gen HiISCUP polymerasovou
fetézovou reakci s primery obsahujicimi navic mista pro
restrik¢ni endonukleasy

PCR —

l Stépeni

Neol  HisCUP  Bglll
[




Ovéreni ligace genu HISCUP do
PNOV/RbcS

100bp 1 23 4 5 6 7 NK PK pNOV/RbcS

» pritomnost genu HiSCUP v konstruktu
ovéfena metodou PCR a restrikénim Stépenim

100 bp — standard 100 bp DNA LADDER
1-7 — pl. DNA z jednotlivych kolonii 1-7
NK —PCR s vodou

PK —PCR s pTrcHisCUP (324 bp)

300 bp—> B -

@raven konstrukt pNOV/RbcS/H iSCD




Transformace bakterie Agrobacterium
tumefaciens

» plazmid
PNOV/RbcS/HisCUP
byl elektroporaci
vhesen do bakterie
Agrobacterium
tumefaciens C58-C1.

Agrobacterium tumefaciens

» bakterie Agrobacterium tumefaciens je schopna vnést ¢ast své
plazmidove DNA (T-DNA) do chromozomu rostlinn¢ bunky



Postup prace

Piiprava konstruktu pNOV/RbcS/HisSCUP

|
Agrobacterium tumefaciens + pPNOV/RbcS/HisCUP

Transientni exprese Trvala transformace

» tabak virzinsky > len sety

» metoda pro ovéfeni exprese gend v » metoda pro ziskani
rostlinach transgennich rostlin




Ovéreni exprese genu HiSCUP
v rostlinach Nicotiana tabacum

Praotein Purification with tha
Mi-MNTA Protein Purification Systam
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Ovéreni exprese genu HISCUP v
rostlinach Nicotiana tabacum

M 1 2 3 4 5 6 2M PK

v <« 75
<« 50
<37
<« 25

. <— 20
<« 15

N

<— 10

1M — standard MARK 12™ upstained standards

Velké podjednotka
ISP+, s histidinovou
kotvou (55,6 kDa)

Metalothionein ?

Malé podjednotka
ISPo, (18,7 kDa)

1 — 1. frakce — transientni exprese 4 — 4. frakce — transientni exprese
2 — 2. frakce — transientni exprese 5 — 1. frakce — negativni kontrola
3 — 3. frakce — transientni exprese 6 — 2. frakce — negativni kontrola

2M — standard DUAL COLOR STANDARDS
PK — pozitivni kontrola toluendioxygenasa



Ovéreni exprese genu HISCUP v
rostlinach Nicotiana tabacum

6 2M PK

%75 Velké podjednotka
gO ISP+, s histidinovou
! kotvou (55,6 kDa)
<— 25

<« 20
Metalothionein
<« 10

1M — standard MARK 12™ upstained standards

1 — 1. frakce — transientni exprese 4 — 4, frakce — transientni exprese
2 — 2. frakce — transientni exprese 5 — 1. frakce — negativni kontrola
3 — 3. frakce — transientni exprese 6 — 2. frakce — negativni kontrola

2M — standard DUAL COLOR STANDARDS
PK — pozitivni kontrola toluendioxygenasa



Exprese genu HiISCUP v bakteriich

1

E. coli BI21 (DE3)

1638 — <— 150
663 < <— 100
554 — <— 75

50

365 —> < 37

5 —>
<«— 25

215 —> E 20

145 —> < b

6 <« 10
35 —>
25 —>

1M — standard MARK 12™ upstained standards
1 - 3.+ 4. frakce — exprese v E. coli BI21 (DE3)
2 — 7. frakce — exprese v E. coli BI21 (DE3)

2M — standard DUAL COLOR STANDARDS

PK — pozitivni kontrola toluendioxygenasa

Velké podjednotka
ISP+q, s histidinovou
kotvou (55,6 kDa)



Postup prace

Piiprava konstruktu pNOV/RbcS/HisSCUP

|
Agrobacterium tumefaciens + pPNOV/RbcS/HisCUP

Transientni exprese Trvala transformace

» tabak virzinsky > len sety

» metoda pro ovéfeni exprese gend v » metoda pro ziskani
rostlinach transgennich rostlin




Porovnani rostlin Inu a tabaku

Len sety

»mala plocha listi — velmi obtizné
proveditelna transientni exprese

»niz$1 uspeéSnost transformace

»dlouha selekce transgennich rostlin —
tvorba chimérnich rostlin

» zatim ne zcela dofeSen postup
regenerace - stale se optimalizuje

> obtizna tvorba kofenu

Tabak virzinsky

»snadné provedeni transientni exprese

»VvySsi spésnost tvorby
transgennich rostlin

»snadnd a rychlejsi selekce
transgennich rostlin

»standardni postup regenerace,
dokonala znalost podminek

»optimalizované kofenici
médium



Transformace rostlin Inu setého

»pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens
s plazmidem pNOV/RbcS/HisCUP

|

na médiu s mannosou



Transformace rostlin Inu setého

Hypokotyl s regeneranty Regenerujici rostliny



| 4 )" 4
Zaver
» byl pripraven rostlinny konstrukt pNOV/RbcS/HiIsCUP a byla
oveérena sekvence genu HisCUP.

» piipraveny plazmid byl vnesen do bakterie Agrobacterium
tumefaciens C58-C1

» byl proveden pokus ovéreni exprese vektoru v tabaku metodou
transientni exprese, expresi se vsSak zatim nepodafilo
jednoznacné potvrdit

» byl zahajen pokus trvalé transformace Inu setého bakterii
Agrobacterium tumefaciens obsahujici pPNOV/RbcS/HiIsCUP



Dékuji za pozornost

Prace byla podporovana granty 1M06030, MSM 6046137305, Z40550506, MSMT ¢&. 21/2010.



