8.4.2025.

POKBT

a. Bombardiranje mikroc¢esticama zlata ili kositra
(0,5 do 2 um u promijeru) koje su obavijene s DNA i
unesene u stanicu velikim brzinama. Stanice
prezivljavaju, dijele se i regeneriraju biljke.

*Transport i nasumicéna integracija u jezgru ili
ugradnja u kloroplaste homolognom
rekombinacijom.

*Razvijena zbog monokotiledona, a koristi se za
sve tipove stanica/tkiva

b. Polietilen glikol (PEG) i elektroporacija — unos
DNA u protoplaste. Resinteza stani¢ne stjenke,
diobe i regeneracija.
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Helios Gene Gun

Za brzu transformaciju bez potrebe za kulturom tkiva
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Tretiranjem vrdnog ili bo¢nih meristema
moguca regeneracija GMO izdanka
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* Biolistik transformacija se koristi za biljke koje
se ne mogu transformirati agrobakterijama

* Embrionalne stanice su otpornije na
Agrobakterije pa je biolistik ucinkovitiji za
njihovu transformaciju

* Bombardiranje mikroprojektilima dovodi do
kompleksne integracija DNA

Isolate plant
cells

Grow
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callus

Transform cells

Grow
transgenic
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callus
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BIOLISTIK TRANSFORMACIJA STANICA DUHANA BY2:

Protein Y
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BIOLISTIK TRANSFORMACIJA STANICA POKOZICE LUKA

Polietilenglikol (PEG) transformacija Elektroporacija

Power supply

Plant cell Plant cell
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Transformacija protoplasta

Regeneracija stjenke i indukcija *ig_,,,ssiw .
dioba (kalus) :

o Organogeneza — indukcija
~X izdanaka

\u"’l Zakorjenjivanje i regeneracija
\l GMO biljaka

Protein NPR1 nakon dodatka induktora ulazi u jezgru:
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1. Modificiranje agronomskih svojstava:
* Tolerantnost na herbicide
* Glifosat - Roundup Ready® ili Roundup
* Glufosinat - Liberty Link®
* Otpornost na insekte — Bt kulture
* Bt — Bacilus thurigiensis — crystaline — Cry gen
* Otpornost na viruse

2. Poboljsana ‘proizvodna’ svojstva kulture:
— Odgodeno dozrijevanje
— Usporeno dozrijevanje
— lzmijenjeni, poboljsani sastav hranjiva

Biljke s promijenjenim agronomskim svojstvima

- rast u uvjetima suse, hladnode, slanosti, sa smanjenim unosom hranjiva
Biljke sa svojstvima koja olakSavaju branje plodova
Biljke s poboljSanim prehrambenim svojstvima

- smanjena razina alergena (pSenica, kikiriki)

- uklonjeni nepovoljni sastojci

- sa svojstvima koja prije nisu imala, a ne mogu se postici klasi¢nim
oplemenjivanjem

Biljke kao vakcine
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Rezistencija na herbicid Roundup (Glifosat)
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Rezistentne biljke imaju bakterijski EPSP enzim

Liberty Link®: glufosinat amonijum / fosfinotricin / basta

* Inibira aktivnost glutamin sintaze
* Otporne biljke degradirju herbicid
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Zlatna riza

Nedostatak vitamina A — zdravstveni problemi
* slijepilo, ospice, smrt

>100 miliona djece pati od nedostatka vitamina A

CILJ: povecati sadrzaj vitamina A u hrani

Sinteza -karotena u biljaka

IPP

Geranylgeranyl diphosphate
I Phytoene synthase

Phytoene

Problem: -

~ . l Phytoene desaturase
Endosperm riZe nema aktivne gene

—p
l &-carotene desaturase

Lycopene
l Lycopene-beta-cyclase

B -carotene
(vitamin A precursor)

Normalna riza
bez
B-karotena



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/8/88/GoldenRice-WhiteRice.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/8/88/GoldenRice-WhiteRice.jpg
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2l The Golden Rice Solution

IPP

Geranylgeranyl diphosphate

l Phytoene synthase (narcisa/kukuruz)

Phytoene

sinteza
vitamina A Odgovarajuci
promotori

l Phytoene desaturase
(bakterije)

l &-carotene desaturase

Lycopene

Lycopene-beta-cyclase (narcisa/kukuruz)

B -carotene
vitamin A precursor
p

* Boju cvijetovima daju antocijanini (vakuola) i

3x Mabomyl-Cor karotenoidi (kromoplasti)
mmm;-" = * Biosinteza antocianina
; bt A0 ol — Neochaojeni prije DFR
l bt — Vise OH skupina : boja je plavija
e on — Zasintezu delfinidina (plavi pigment)
5 potrebnfn ekspre.f.ija d\fa gena i uti_éavanje
i Z'me gena koji sudjeluju u sintezi crvenih
pigmenata

X utiSani geni
O uvedena
ekspresija gena

oM
pelargonidin cyanidin delphinidin S JAPED
(brick red) (red) (blue) Suntory Ltd. Japan

Florigene Australia
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Editiranje genoma CRISPR/Cas sustavom

3x
AtUB-26 sgRNA 2x358 Flag .5 hSpCas9
NLS Nos ter

e e

——
Transgen (T-DNA) za unos u biljne stanice

e Sustav CRISPR / Cas koristi sgRNA za ciljanu
modifikaciju gena u genomu

¢ sgRNA se prepisuje s transgena i navodi
protein Cas9 na poziciju u genomu gdje Cas9
protein radi dvolanéani lom DNA

e Stanica dIDNA lom popravlja nasumicno pri
¢emu uvodi mutacije

¢ [stovremeno moguce ciljati (modificirati) vise
gena/pozicija u genomu

Targeted genome editing

Genome specific
tracrRNA-crRNA

chimera \
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!
f
|

|

Genome
specific
crRNA
sequence

e =

Matching
genomic
sequence

Genomic

PAM
oA

Site-specific

DNA dsDNA break

Cleaving
single-stranded
RNA-guided r
Cas9protein |
-
-
—_—

¥

Modification of
targeted genome

doi.org/10.1038/s41580-020-00288-9
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Editiranje genoma CRISPR/Cas metodom
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Editiranje genoma CRISPR/Cas metodom

2 T I DS

, T .
1.Non- Homology end joining NHEJ

l No donor DNA

2. Homology-directed repair (HDR)

3 5
Donor DNA 5 -3
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¥ g DNA recombination <
5 L ST LTI S
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§ T ——TT i " Gy
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CRISPR/Cas sustav se moZze koristiti i za ciljane modifikacije genoma
Nakon eliminacije transgena u genomu ostaje promjena koja slici
mutacijama uvedenim kemijskim i fizikalnim mutagenima
Organizmi oplemenjeni na ovaj nacin nisu GMO ve¢ spadaju u tzv.
organizme dobivene novim genomskim tehnikama

R
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Cas9-Mediated

RNP Formation
Double-Strand Break

DNA
3 —
' 5 |

SgRNA sgRNA

T

Direktan unos proteina Cas9 i sgRNA
(RNP: ribonukleoprotein) u stanicu
omogucava editiranje genoma

CRISPR/Cas9 tehnologija za
uredivanje gena na razli¢itim
poljoprivrednim usjevima

Saini et al. 2023
doi.org/10.1080/21645698.2023.2256930

CRISPR ril i diated genetic engi \g in plants, 10.1016/j.xplc.2021.100168
Crop Enhanced trait by CRISPR Target Gene
Beta vulgaris Severe curly top virus IR
Brassica oleracea Mosaic virus CP
Brassica napus Herbicide resistance OsALS
Capsicum frutiscens Leaf curl virus C1/C4+V1/V2

Cucumis sativus

Mosaic virus

ORF1a, ORF 3a, 3 0UTR

Glycine max

Salt resistance

GmDrb2a and GmDrb2b

Gossypiun herbaceum

Leaf curl Multan virus

Rep + IR

Gossypiun herbaceum

Leaf curl virus and beta satellite

Rep

Gossypium hirsutum

Heat resistance

GhPGF and GhCLA1

Manihot esculenta

Cyanide reduction

CYP79D1 and CYP79D2

Manihot esculenta Herbicide resistance OsALS
Medicago sativa L. Biomass yield and quality Msftal
Musa sp. Streak virus ORF1, 2,3
Oryza sativa Salt resistance OsDST
Oryza sativa Salt resistance OsSPL10
Oryza sativa Heat tolerance OsPDS
Oryza sativa Herbicide resistance OsTB1
Oryza sativa Metal stress tolerance OsPRX2
Oryza sativa Bacterial blight OsSWEET13
Oryza sativa Plant hopper OsCYP71A1
Oryza sativa Stem borer Rice OsCYP71A1
Phaseolus vulgaris Yellow dwarf virus LIR
Solanum lycopersicum Powdery mildew SIMLO

Solanum lycopersicum

Late blight

miR482b and miR482c

Solanum lycopersicum

Gray mould

SIPL
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Protivnici GMO biljaka osobito protiv:

1) Prekomjernog unosenja gena za rezistenciju na antibiotike i herbicide u okolis
- u slucaju prijenosa na organizme iz okoline mogli bi nastati super rezistentni,
infektivni mikroorganizmi i/ili super rezistentni korov

2) Unistavanje rijetkih i korisnih vrsta kukaca zbog transgenih biljka koje sintetiziraju
insekticide

RijeSenje: Stvaranje biljka otpornih na ograniceni, usko specifi¢an tip insekata

3) Nekontroliranog Sirenja transgenog peluda i sjemena

RijeSenje: terminator tehnologija (neviabilno sjeme) i stvaranje sterilnog polena

Iu\dm:exl
Seedy'/—/\

GENE 1 repressor gene

promoter

GENE 2 —-—-—_—

binding site recombinase gene o

recombinase

GENE 3
I

| ’
blocker toin gene 4 @
late promoter 3
fol

toxin

Induktor

Gen za represor = GEN1
Gen za rekombinazu=GEN2
Gen za toksin=GEN3

* Represor sprecava stvaranje rekombinaze
* Bez rekombinaze nema stvaranja toksina.

14
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Tehnologija terminatora:
proizvodnja sjemena

: indncex ~

Seed/com//_\

GENE 1

repressor gens

iy .

ot —
@

binding site recorbinase gene
recorbinase

GENE 2

|
GENE 3
| t
late promoter blockex e e

toxin

@

Nema prisutnog induktora
— stvara se vijabilno sjeme

Tehnologija terminatora:
sijanje transgenog sjemena

Dmﬂuﬁerﬂ
Mp_\

GENE 1

repressor gene
U U repressor protein

promoter
GENE 2 —-—|i-|———

binding site recombinase gene ™ 7

recombinase

e -y —
2

toxin

late promater

Sjeme se inokulira s induktorom.
Induktor sprecava vezanje
represora i omogucava ekspresiju
rekombinaze.

Rekombinaza izrezuje blok iz
promotora gena za toksin. Takva
biljka tijekom stvaranja sjemena
sintetizira toksin koji sprecava
razvoj embrija i dobiva se
nevijabilno sjeme.
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Zastita novih sorti biljaka omogucuje uzgajivacima da o¢uvaju svoja prava na komercijalizaciju
i distribuciju svojih inovacija, sprje¢avajuci druge da neovlasteno koriste njihov rad.

Priznavanje novih biljnih sorti
Nacionalni ili medunarodni sustav za priznavanje i zastitu novih biljnih sorti, kao $to je UPOV
(International Union for the Protection of New Varieties of Plants), organizacija koja osigurava
medunarodnu zastitu biljnih sorti i Stiti prava uzgajivaca novih biljnih sorti
Licenciranje i komercijalizacija
Nakon sto se sorte zastite vlasnici prava mogu licencirati tehnologiju ili sjeme, Sto im omogucuje da
naplate koristenje nove sorte. Ovaj korak je kljucan za zastitu komercijalnih interesa i moze ukljuciti
ugovore s komercijalnim partnerima ili tvrtkama za Sirenje novih sorti na trzistu. U prijavi za licenciranje
potrebno navesti jedinstvene karakteristike varijeteta. Agencija potom provodi ispitivanje kako bi se
utvrdilo da li sorta ispunjava sve uvjete za zastitu.

*Novina (nikada ranije nije bila poznata ili komercijalizirana),

*Razlikovan (ima karakteristike koje je razlikuju od drugih postojecih varijeteta),

eUniforman (ima stabilne karakteristike u razli¢itim uvjetima),

eStabilan (karakteristike se moraju odrzati tijekom vremena i generacija).

Dobivanje ekskluzivna prava na proizvodnju, prodaju, koriStenje i distribuciju sjemena ili biljnih
proizvoda, no biljke se ne mogu patentirati!

GMO regulativa u EU

Uredba (EC) br. 1829/2003 kljucni je dio zakonodavstva Europske unije (EU) koji ureduje genetski modificiranu
hranu i hranu za Zivotinje. Usvojena je 22. rujna 2003. i postavlja pravila za autorizaciju, ozna¢avanje i sljedivost
genetski modificiranih organizama (GMO) u hrani i sto¢noj hrani unutar EU. Uredba osigurava da su GMO sigurno
procijenjeni, pravilno oznaceni i sljedivi u cijelom lancu hrane i hrane za Zivotinje.

1. Autorizacija GMOa u hrani i hrani za Zivotinje
* Odobrenje prije stavljanja na trziste: GMO-i moraju pro¢i temeljitu procjenu rizika
* Postupak autorizacije - GMO je odobren za uporabu samo ako zadovoljava sigurnosne standarde EU-a.

* Odobrenje za GM prehrambene sastojke i aditive: Ne samo cjeloviti GM prehrambeni proizvodi, vec¢ i sastojci ili
aditivi izvedeni iz GMO-a (kao sto je kukuruzno ili sojino ulje iz GM usjeva) takoder moraju biti odobreni.

2. Oznacavanje GMOa

* Obavezno oznacavanje hrana ili hrana za Zivotinje koja sadrzi vise od 0,9% GMO-a
* Oznacavanje preradene hrane

3. Sljedivost

Sustav sljedivosti: Postoji zahtjev za sljedivost GMO-a u svim fazama proizvodnje, prerade i distribucije. Tvrtke
moraju voditi evidenciju o tome odakle GMO ili proizvodi dobiveni od GMO-a dolaze i gdje se prodaju ili
distribuiraju, osiguravajuci da se proizvodima moze pratiti njihovo podrijetlo

4. Procjena rizika na ljude i okoli$ obvezna ....

16
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Zakon o geneticki modificiranim organizmima (NN 70/2015)

Biljke dobivene novim genomskim tehnikama za sada u EU podlijezu istoj regulativi kao
GMO. U tijeku su pregovori i intenzivne rasprave te se ocekuje blaza regulativa, odnosno
izjednacCavanje s organizmima dobivenim standardnim metodama mutageneze

* Osim GMO hrane i hrane za Zivotinje propisuje i pravila koja se odnose na sve
aktivnosti koje uklju¢uju GMO, uklju€ujudi istrazivanje i eksperimentiranje u
zatvorenim sustavima

* Zatvoreni sustav za baratanje GMO organizmimamoze biti kategorizirani u 4
kategorijev(ovisno o opasnosti za okolis) te su za svaku kategoriju propisani
razliciti sigurnosni standardi i postupci.

Dodatni pravni okviri i regulacije:

* Europska uredba 2009/41/EC o zatvorenim sustavima za rad s GMO-ima i
Direktiva 2009/41/EZ koja osigurava uskladivanje sigurnosnih mjera za
laboratorije i istrazivacke ustanove koje manipuliraju s GMO-ima.

A) Produzenje ciklusa mikropropagacije — 2 metode:

1) Mikrokloniranje kod normalnih temperatura

= Usporavanje rasta u kulturi upotrebom podloge koja
ograni¢ava rast

= [suSivanjem i snizavanjem atmosferskog tlaka

» Dodavanjem inhibitora rasta (klorkolinklorida, ABA)

2) Mikrokloniranje kod temp. Od +2 do +15 °C i niskog
intenziteta osvjetljenja.

c¢uvanje do 4 godine

17
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B) Krioprezervacija tkiva (-196 °C)

* ultra niske temperature
+ zaustavljanje st. dioba i metabolizma

* neogranic¢eno vrijeme ¢uvanja

POHRANA U DUBOKO POTHLADENOM
STANJU (u tekuéem dusiku, temp. -196°C)
— metabolicko mirovanje

* Predtretman

* Smrzavanje -

 Otapanje

* Regeneracija -

18
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* nediferencirane stanice
* embriogene suspenzije
* kalus

* polen

* sjemenke

« somatski embriji
* vrSkovi izdanka

’ ’ ».J Solute Injury
3 ; Cell Dead
d(‘ool 3
* o i Ice Injury
>

Cell Dead

19
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»Prekultivacija — obi¢no u uvjetima koji poti€u brzi rast Sto omogucuje
razvoj stanica s malim vakuolama i niskim sadrzajem vode

»Prekondicioniranje stanica — dodatak osmotski aktivnih tvari
(manitol, sorbitol, saharoza, prolin)

» povecanje otpornosti na smrzavanje (smanjenje stani¢nog

volumena i dehidratacija)

» Krioprotekcija - zastita od smrzavanja, zastita tkiva od ozljeda i
smanjenje stvaranja ledenih kristala

« prozimajuce tvari (ulaze u stanice): dimetilsulfoksid
(DMSO), metanol, glicerol

* neprozimajuce tvari: Seceri, Sec¢erni alkoholi, polivinil-

pirolidon, dekstran, hidroksietilni Skrob

10
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DODATAK KRIOPROTEKTORA
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NajcesSce se koristi postupno smrzavanje:

Snizavanje temperature za 0,5-2 °C po minuti do
-40 °C, a zatim naglo smrzavanje u teku¢em duSiku

<— POCETAK SMRZAVANJA

250 270 290 min.
1 1 1 Il 1

8
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B
! \\\
B P LN p—— S i

TEMPERATURNI TOK KOD RAZNIH POSTUPAKA SMRZAVANJA

|

| /STEPENICASTO Smrznuti materijal se u

I tekuéem dusiku moze

| - S ¢uvati neograni¢eno dugo.
L7 »

37 >
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Prema potrebi materijal se otapa.

Otapanje obi¢no brzo (uranjanem tkiva u toplu vodu) da se
izbjegne ozljedivanje zbog rasta ledenih kristala.

Nakon ispiranja krioprotektora otopljienom materijalu se
obnavlja sposobnosti rasta.

Biljke se regeneriraju postupcima in vitro pri emu je
pozeljno izbjegavanje kalusnog rasta radi stabilnosti.

Initiation of new

Enarsmspf;?t:uﬂf Preconditioning Extraction of Preculture Loadingand

individual scales 4°C (14 days) juvenilecorms Dehydration

@) wp €3 m il i

- \ .
0.3M 03M(1d)  ca.>pys3
SUCTose 0.7M (1d) ;.‘

Droplet freezing

Foil

Recovery Unloading  Thawing LN Storage

#
Ak y

25°C, Dark (5d), then SUCrose 40°C
normal conditions (0.8M, 40min) 0.8M sucrose
A0 sec
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