Jak vytvorit geneticky
modifikovanou rostlinu?
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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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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 retézova reakcej
» 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
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Klasické klonovéani vyuZiva restrikéni nukledzy

» Restrikéni nukledzy stépi DNA ve specifickych nukleotidovych Séﬂi.

» Pochdzeji z bakterii, napt. EcoRI pochdzi z Eschericiha coli (E. coli) '

» AZ 1000 komeréné dostupnychl!

» Blunt-ended
DNA

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

» Novéjéi napi. GATEWAY klonovéni ~ neni potieba restrik&nich end
» Pouzivad rekombinaéni sekvence, "Gateway att" mista a sm_és’k/ona’zy

» Golden Gate, Green Gate (for plants), GeneArt jsou dal%i klonovaci
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Ligace DNA a replikace fragmenti

> DNA circular, DNA fragment
. double-stranded

ff'(lgmen'l' Je plasmid DNA to be cloned
VIOien dO (cloning vector) v recombinant DNA
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Izolace DNA

» Izolace plasmidu: 3 kroky - lyzace, neutralizace, DNA pur'ifik&

» 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 Zivolichl.. |



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
prodluZovdni a také kazdy obsahuje razny
fluorescenéni marker,

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

» sepazeni podle velikosti fragmentli DNA,

» automatizované vyhodnoceni sekvence.
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V prirodé se
vyskytujici Ti
plazmid z
Agrobacerium
tumefaciens

Ti plazmid dokdze
vloZzit DNA do
rostlinného genomu

Prenese se pouze
mala ¢ast plazmidu:
T-DNA

Binarni plazmid
obsahuje T-DNA
a vir geny (virulence)

Nékdy vir geny
mohou byt na
oddéleném
“helper” plazmidu

Agrobacterium

Induction of
vir gene
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Acetosyringon se pouziva
jako chemicky atraktant
napr. pri transientni
expresi
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V prirodé se
vyskytujici Ti
plazmid z
Agrobacerium
tumefaciens

Ti plazmid dokdze
vloZzit DNA do
rostlinného genomu

Prenese se pouze
mala ¢ast plazmidu:
T-DNA

Binarni plazmid
obsahuje T-DNA
a vir geny (virulence)

Nékdy vir geny
mohou byt na
oddéleném
“helper” plazmidu
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of hormones and
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Transgenni rostliny vyrobené pomoci tkér‘iov?ch 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
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.Snadnd” transformace rostlinnych bunék

» “floral dip” metoda » Pouziti “"gene gun”
pouzivand se pro
Arabidopsis thaliana
(Husenicek rolni)

Helium gas

Disk with DNA-coated

gold particles I
Restraining membrane s -
0y

Disk stopped by screen

Microprojectiles
(DNA-coated gold
projectiles)

Agrobacterium

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 fluorescenéniho proteinu, interakce protein/protein
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Proc vyrobit geneticky
upravenou rostlinu?
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Proc¢ vyrobit geneticky upravenou rostlinu?

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

» Co se stane, kdyz sniZime expresi genu nebo jej
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 cuzuch
genli zapojenych do syntézy B-karotenu

N . ” Golden Rice
‘ Phytoene synthase TYTYTYV ‘ A < P~ .
‘ crtl

; crtl

Lycopene
cyclase

o-carotene

» Golden Rice je nutricnim zdrojem pro-vitaminu A, ktery zlepSUJe
imunitni odpovéd’ ¢lovéka na beznd onemocnéni a vyznamné shizuj
de‘rskou slepo’ru Jele hlavni pricinou Je nedos‘rcn‘ek vitaminu A.



