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modifikovanou rostlinu?
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Transformaci

» vznikne transgenni
rostlina nebo GMO
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1. Vybér genu (napr. z databdze)

2. Navrzeni klonovaci strategie
a primeru (= oligos)

3. PCR a klonovani genu do
plazmidu (= vektoru)

4. Transformace E. coli a
replikace plasmidu

5. Izolace plazmidu
6. Sekvenovdni genu (DNA)

7. (Re-klonovani do binarniho
vektoru pro trasformaci rostlin)

8. Transformace Agrobacteria
9. Transformace rostlin
Arabidopsis - “floral dip”

Tabdk, ryze - techniky
tkanovych kultur

Transienti exprese

10. Selekce transformantt
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GENOMIKA (GENOMICS)

» Zasadni pro bunécnou a molekuldrni biologii

» Analyza a manipulace s DNA

» Transkriptomika
» Proteomika
» Dalsi ,,omiky"

DMNA replication

DNA repair
<geﬂetic recumhinatinr)
DNA
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Klonovani

» V molekuldrni biologii se termin klonovdani DNA pouziva ve vyznamu
vytvoreni mnoha identickych kopii (obvykle miliard) molekul DNA -
amplifikace urcité sekvence DNA.

» Geny lze klonovat pomoci bakterii nebo PCR (polymerazova F'e’rézovc'i,‘_ reakce)
» Klonovat Ize jakoukoli DNA (fragment) | |
» Klonovat Ize jakéhokoliv jedince
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» Plasmid = kruhovité uzavirend molekula DNA, schopna replikace



PCR ~ Polymerase Chain Reaction

» Pdr PRIMERU (neboli OLIGOs) Fidi syntézu poZzadovaného segme

STEP 3
DNA SYNTHESIS
STEP 1 STEP 2 3
HEAT TO COOLTO |———
STRANDS PRIMIERS # Bl polimenass
+ dATP
5/ I 3’ products of
3’ > rask first cycle
region of +dTTP
double-stranded - h { > 3M§}
DNA to be -
amplified m m P2irof dNTPs
prlmers
FIRST CYCLE OF AMPLIFICATION
v ’ ° HEAT TO
» Kazdy cyklus PCR zahrnuje SEPARATE
3 kroky: L il cooLTo DN
STRANDS DNA ANNEAL SYNTHESIS
> separaci V|éken c;&[!ro SYNTHESIS PRIMERS _‘ e
(denaturation) | . E— _< i
» hybridizaci (annealing) S 0w — —
4 ‘ -
» syntézu DNA (extension) a— —_— = e
e e,
products of
»  Specidlni DNA polymerdza frst cyce m— | e
(z ’rer'mofllm bakterie, Taq) — | se— 4< -
stabilnf pFi mnohem vyssmh —— — [
teplotdch neZ eukaryotickd | === — e
DNA polymer‘aza ‘_ — » i ; m—
EEEesss—— @ S
> PCR pouZiva k amplifikaci oo Seconp cvaie THIRD CYCLE
DNA opakovani cyKId. FIRST CYCle i el o oy




. ’ s o ve o v o A
Klasicke klonovani vyuziva restrikéni nukleaz

» Restrikéni nukledzy stépi DNA ve specifickych nukleotidovych s%*'

» Pochazeji z bakterii, napr. EcoRT pochazi z Eschericiha coli (E. coli) ‘*

» AZ 1000 komeréné dostupnychl!

» Blunt-ended
DNA

» ‘“sticky ends” -
short, single-
stranded
overhangs

» Nové&jsi napF. GATEWAY klonovani ~ neni potFeba restrikénich end
» Pouivd rekombina&ni sekvence, "Gateway att" mista a smés klondzy

» Golden Gate, Green Gate (for plants), GeneArt jsou daléi klonovaci

Y

W

Sf

3’

5’

3f

5’

3’

cleavage site

Haelll

Hindlll
—_—




DMNA  double-stranded
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Ligace DNA a replikace fragmenti

> DNA cirfular, DNA fragment
fr'agmem‘ je double-stranded 16 be choned
plasmid DNA
vloien do (cloning vector) v recombinant DNA
bakteridlniho S — — P
plazmidu
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Izolace DNA

» Izolace plasmidu: 3 kroky - lyzace, neutralizace, DNA purifiké;

» Casto se pouzivaji komeréné dostupné KITy
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Bakterialni Lyzace a Navazani DNAna  Eluce
kultura neutralizace Kkolonku a promyvani

» Izolace genomové DNA (gDNA)

» Izolace genomové DNA z rostlin, hub i Zivolichd...



DNA (Sanger) sekvenovani

» Dideoxy sekvenovdni (vyvinuté Dr. Sangerem):

» pouziva primer, DNA polymerdzu a specidlni
dideoxyribonukleosidtrifosfdaty (ddNTP)

» kdyz jsou inkorporovdny do rostouciho retézce
DNA, ddNTP blokuji jeho dalsi prodluzovani

» vytvori se ¢dstecné kopie fragmentu DNA,
ktery mad byt sekvenovdn

» sefazeni podle velikosti fragmentd DNA...

AUTOMATED DIDEOXY SEQUENCING

mixture of DNA products, each containing a chain-
terminating ddNTP labeled with a different
fluorescent marker
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V prirodé se
vyskytujici Ti
plazmid z
Agrobacerium
tumefaciens

Ti plazmid dokaze
vlozit DNA do
rostlinného
genomu

Prenese se pouze
mald ¢dst
plazmidu: T-DNA

Bindrni plazmid
obsahuje T-DNA
a vir geny

Nékdy vir geny
mohou byt na
oddéleném
“helper” plazmidu

i Acetosyringon se pouZzivad
C—CH, jako chemicky atraktant
napr. pri transientni
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V prirodé se
vyskytujici Ti
plazmid z
Agrobacerium
tumefaciens

Ti plazmid dokdze
vlozit DNA do
rostlinného
genomu

Prenese se pouze
mala ¢ast
plazmidu: T-DNA

Binarni plazmid
obsahuje T-DNA
a vir geny

Nékdy vir geny
mohou byt na
oddéleném
“helper” plazmidu

Bacterial Bacterial
vir genes genomic DNA cell
\ \
Ti plasmid N o _"'/

T-DNA

Wild-type T-DNA Genes for production
of hormones and

opines (oncogenes)

Left border (LB) Right border (RB)

Engineered T-DNA
9 Gene of Antibiotic

interest resistance gene




Transgenni rostliny vyrobené pomoci tkanovych kultur

shoot

leaf discs incubated with
genetically engineered

tobacco leaf

callus /eiection medium allows
only plant cells that
have acquired DNA from

the bacteria to
proliferate

Aoot-inducing

medium

)| — —_—
transfer grow up
shoot to root- rooted
inducing seedling

medium

adult tobacco plant
carrying transgene
that was originally
present in the
bacterial plasmid




.Snadnd” transformace rostlinnych bunék

» “floral dip” metoda
pouzivanad pro Arabidopsis
thaliana

Agrobacterium

» Pouziti “"gene gun”

Helium gas

Disk with DNA-coated
gold particles

Microprojectiles
(DNA-coated gold
projectiles)

Target plant tissue

» Agrobacterium neni zap

» Ale the gun je zapot



Metoda"agroinfiltrace”, velmi efektivni zplsob, jak studovat geny

Na principu do¢asné vysoké transkripce DNA sekvenci, které se
nemusi nutné integrovat do rostlinného genomul!

Prechodnd exprese, trva pouze 48-72 hodin

Napr. lokalizace fluorescencniho Qr‘o‘reinu, interakce protein/protein
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3. TRANSIENT GENE EXPRESSION ASSAY
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Nicotiana benthamiana



Pro¢ vyrobit transgenni rostlinu? |




\

Proé vyrobit transgenni rostlinu nebo GMO?

» Pro studium exprese a funkce genu
» Kdy a kde je gen exprimovan?
» Role promotoru a reportérovych geni
» Co se stane, kdyZ zvySime expresi genu?
» Chemicky regulovatelné transkripéni aktivaéni systémy

» Co se stane, kdyZ sniZime expresi genu nebo je|
vyradime z funkce?

» amiRNA, CRISPR/Cas9

» Pro zlepsSeni vlastnosti rostlin

» Klasické slechténi a domestikace
divoké travy teosinte (vlevo) vedly
po stovky let k plodiné Zea mays
(kukurice, vpravo).



JZlata ryze" byla vyrobena vloZenim 2 cizich)
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genu zapojenych do synteézy B-karotenu §

W Geranylgeranyl-pP ® Golden Rice
‘ Phytoene synthase W bl & a w 7~ -

‘ crti

‘ crtl

Lycopene
cyclase

o-carotene

» Golden Rice je nutricnim zdrojem pro-vitaminu A, ktery zlepsu ei
odpovéd’ ¢lovéka na béZnd onemocnéni a vyznamné snizuje détsko
jeJiz hlavni pricinou je nedostatek vitaminu A.

» Byla ziskdna jiz pred 20 lety, ale stdle je zakazana .....



