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modifikace
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Legislativa: Geneticka modifikace (GM)

= vneseni geneticke informace (Useku DNA) ¢i zména > 20 nt
zpusobem, ktery se v pfirodé nevyskytuje pfirozené
(jiné zmény nejsou povazovany za GM)

e Transgenoze — vnesen jakykoli usek DNA (nekfizitelné
druhy, syntetické molekuly, ...)

* Intragenoze — vnesen usek DNA vytvoreny vyhradné
z fragmentu DNA z téhoz ¢&i kfiziteIného druhu (v€etné
napf. konstruktt navozujicich RNAI)

» Cisgenoze — vnesen nezmeénény celistvy isek DNA z téhoz
Ci kfiziteIného druhu (velmi blizké pfirozenym procesum)
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Cisgenoze napodobuje klasické kfizeni
- ale nutnost dlouhé fady zpétnych kfizeni!
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UmlCovani exprese transgenu a rostlinnych genu

Vloha (gen) - (protein) — vlastnost (znak)
Geny predurcuji vlastnosti organismu!
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Jak zm enit vlastnosti (fenotyp) organismu?

Genotyp > Fenotyp

- vybér lokality

- zalivka, hnojeni

- hubeni Skudcu

- dalSi péce (fez, ...)

Zzménou prostredi:

zmeénou geneticke informace:
(Ci jejiho stavu)

- Slechténi klasicke, hybridizace (i vzdalend)

- mutageneze nahodna ¢i cilena
- genetické modifikace, epimutageneze, ...

Cil: vylepSené Ci zcela nové vilastnosti
klicové je vymyslet: jaké vlastnosti ménit?
jak toho dosahnout?

Strategie p ri priprave GMR

Jak geneticky podminit r tGzné vlastnosti?

Vneseni jednoho genu = jeden ,vykonny“ protein:
- produkce rekombinantnich proteint (napf. pro medicinské ucely)
- antigenu - jedla vakcina
- navozeni odolnosti (Bt toxin)
- odolnost x herbicidim — degrada¢ni enzym ¢i necitlivy isozym
- zasobni protein (zvySeny obsah esencialnich amk)

Vneseni vice genu — pf. vytvoreni celych biosyntetickych drah:
- zvySeny obsah urc€itych metabolitd ([3-karoten; mastné kyseliny, ...)

Lze nékterych vlastnosti dosahnout i bez genetické modifikace?




Strategie p Fi priprave GMR

Jak geneticky podminit r tGzné vlastnosti?

Vneseni regula énich gen u

— transkripéni faktory, enzymy syntézy fytohormond:
- zvySeni odolnosti vadi stresu
- zvySeni/snizeni obsahu ur€itych metabolitd, ...

Lze dosahnout stejného cile i bez genetické modifikace?

Strategie p fi priprave GMR

Jak geneticky podminit r tGzné vlastnosti?

Blokovani rostlinného genu -  vnesenim RNAI konstruktu

— RNAI (antisense RNA, vlasenka, ...):
- snizeni obsahu urcitého metabolitu (blokovani enzymu syntézy)
- sniZzeni obsahu alergenniho proteinu
- prodlouzeni trvanlivosti (blok gent ,starnuti®)

Lze dosahnout stejného cile i bez genetické modifikace?
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Jak p fipravit GM rostlinu?

 vytvofit genovy konstrukt (rekombinantni DNA)
« zabudovat gen(y) do genomu jedné bunky
 z této (transformovane) buriky vypéstovat rostlinu




Transformace

Stabilni
- dochazi k integraci do genomu (jaderného, popf. plastidového)
= dédi¢na zména genetické vybavy

Transientni

- nedochazi k integraci vnesené DNA do genomu

- vneseny gen se nereplikuje, az posléze vymizi

- vneseny gen je ale zpravidla doCasné exprimovan

x Virové vektory — infekce GM virem (virovou NK Otransientnf
transformaci, pokud neni vnesena DNA integrovana do genomu)

- vySSi pocet kopii oproti klasické transformaci

- silna exprese - rychla akumulace produktu
(pfirozené supresory silencingu x PTGS)

- systémoveé Sifeni rostlinou
- Casto Siroké hostitelské spektrum

Priprava GMR — genovy konstrukt

zpravidla geny kodujici bilkoviny (pfip. navod k blokovani genu RNAI)

kodujici sekvence genu univerzalni, jen instrukce pro expresi
genu ,V jazyce pfijemce*

Exprese genu (= tvorba funkéniho proteinu, popf. tvorba

specifické RNA) v jiném organismu:

- nutné requla éni sekvence , které jsou rozpoznany
transkripénim (i translacnim) aparatem pfijemce,

- jinak prakticky nejsou bariéry ani pfi prenosech mezi
vzdalenymi organismy (x editace, sestfih, ,codon usage®)




Priprava GMR — genovy konstrukt

regulacni sekvence a ,vykonné“ sekvence
(KDY, KDE, KOLIK?)  (CO?)

Transkripéni faktor / RNA polymeraza

J TERMINATOR transkripce
= polyA signal

PROMOTOR

regula éni sekvence: promotor, UTR, terminator, Kozakoveé
sekvence (u ATG), introny, ...

~vykonné“ sekvence: protein kodujici sekvence (ORF),
templat pro tvorbu RNA

Priprava genovych konstrukt
- zakladni predpoklady

e enzymy
» sekvencné specifické Stépeni DNA — restriktazy
* spojovani DNA — ligazy
* kopirovani DNA — DNA polymerazy
 zpétny prepis RNA do DNA — reverzni transkriptazy

 plasmidy — pomnozZeni (selekce) Zadoucich konstruktt

* PCR - pomnozeni (izolace) Gseki DNA
» Tag polymeraza, uméla syntéza kratkych useku DNA

e sekvenovani — kontrola konstruktd, objevovani gent




Priprava genovych konstrukt
- zakladni principy
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Exprese genu (jaderného):
1. krok - transkripce = tvorba (pre-)mRNA

RNA polymeraza
Transkripéni faktor ~ ,_—" POy
polyA

MRNA Ve

| |

TERMINATOR transkripce
= polyA signal
PROMOTOR

PROMOTOR

- urCuje zacatek a smér transkripce

- konstitutivni, inducibilni promotory, organové (pletivové) specifické
- rostlinné, &i z rostlinnych patogent (DNA virll, agrobaktéria)

Schopnost promotoru vazat urcité transkripéni faktory a pfitomnost
téchto faktort v burice ovliviuji, kde a jak bude gen exprimovan!




Exprese genu:
2. krok translace = syntéza proteinu

AACAATG termina éni kodén
-
» . mRNA

kodujici sekvence

Faktory ovliv Aujici expresi transgenu  (silu, misto, éas)

e promotor (terminator)
» charakter sekvence pred iniciaCnim kodonem (nasedani ribosomu)
 stabilita transkriptu (mnozstvi, sila terminatoru, introny, UTR, ...)

» pocet kopii transgenu (PTGS)

* misto integrace (enhancery, SAR, MAR...) - TGS //‘llfm\

- u rostlin nelze jednoduSe navodit vlozeni %l&;)( nuclel

do urc¢itého mista jaderného genomu / ccombinati »
- mala ucinnost homologni rekombinace, l Gene replacement

kromé mechu Physcomitrella patens)

Modi‘icd targeted gene

MAR sekvence

- pobliz transgenu zvySuje expresi a snizuje variabilitu
exprese v souboru nezavislych transformantd

Transgene

9 Cloned MAR  Cloned MAR

N

Inactive
Domain

Figure 1. Madels depicting the organization of chromatin into active and inactive loop domains and the formation of
independent transgenic loop domains. A, MAR sequences (open hoxes) interact with nuclear matrix fiber (filled bar) to form
two loop domains. The active domain is depicted as an 11-nm nucleosome fiber and the inactive domain as a 30-nm fiber
formed by supercoiling of the 11-nm fiber. B, An independent domain formed by the integration of MAR-flanked transgene

into the inactive domain.
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Metody transformace
(stabilni i transientni) ~ 8

.pfirozené“ metody —

— via Agrobacterium

* varianty (agroinfiltrace - transientni, floral dip, ...)
— pomoci rostlinného viru

e prechodna (transientni) transformace

 vneseni — pfirozenou infekci virovymi ¢asticemi (ale ¢asto
agroinfiltraci ¢i nastfelenim konstruktu, jehoZz transkripci vznika
virovy RNA+ genom)

biolistika (,particle bombardment*, ,microprojectile bombardment*)

vneseni DNA do protoplastu:
— elektroporaci
— puUsobenim PEG (polyethylenglykol)

mikroinjekce




Prirozena transformace agrobaktériem
(Agrobacterium tumefaciens)

pudni baktérie G- (Rhizobiaceae), Ti plasmid

~-geneticky parazitismus” na dvoudéloznych
rostlinach (pro transformaci jednodéloznych rostlin je
nutné indukovat vir geny agrobaktéria externé)

prenasi nékolik svych genu do rostlinné bunky v
misté poranéni
z transformované bunky se tvofi nador:
ipt — isopentenyl transferase
laaH — indolacetamid hydrolase
produkce vyzivnych latek (opind) pro agrobaktérium
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Upravené agrobakterium

- geny zpusobujici vznik nadoru e

a syntézu opinu odstranény

transgene seleclable

of interest marker gel nucleus

e W _. )

- T-DNA v binarnim plasmidu rocombinan

plasmid in

Agrobacterium

repems

plant chromosome

(vir geny, zodpovédné za L-__.;.fy ~
pfenos T-DNA alokovany na T.ONA 25 nucleoide i \ &

pomocném plasmidu in trans)

Vyuzita jen schopnost agrobaktéria pfenaset T-DNA (definovanou
kratkymi hraniénimi sekvencemi) do genomu rostlinnych bunék

Vyhody:

» pomeérné vysoka frekvence stabilni transformace

* mensi pocet kopii (mensi riziko umil€eni exprese)

* moznost pfenosu delSich usekd DNA (desitky kbp)

Balistickd metoda, transformace

biolisticka, biobalisticka, nastfelovani,“particle/gene gun®

Eiolistics DNA transfer

» nabaleni DNA na zlaté i wolframové kuli¢ky
» nastfeleni na rostlinny organ, celé rostliny, buné¢nou kulturu,...
* univerzalni pouzitelnost bez druhovych limitaci
* moznost transformace organel (plastida)
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Transformace chloroplastu
Vyhody:

- vysoky pocet kopii v genomu, vysoké hladiny proteinu

(buriky Iépe toleruji, u Bt toxinu brani vzniku rezistence

a zasazeni necilovych organismud — neni v pylu)

- mozno produkovat i RNA (dsRNA) x herbivoram
moznost cileni do urcitého mista — homologni rekombinace
vyrovnana exprese (neni silencing/RNAI a pozicni efekt)
plastidovy genom je vétSinou neprenosny pylem

(pokud se nezacleni do jaderného genomu)
tvorba proteinu i v chromoplastech

Nevyhody:

- nejsou eukaryotické posttranslacni modifikace (jsou ale S-S)
- priprava homoplasmickych a nechimerickych rostlin je
c¢asové narocna




Integrace rekombinaci

— transgen obklopeny chloroplastovymi sekvencemi (vyplati se cilit
do operonu — transkribovanych sekvenci mezi geny)

{a) Vectar
Left  Promoter Marker 3 UTR  Right
arm  +5°UTR arm

Postupna selekce
homoplasmickych bun ék a nechimerickych rostlin

N PN S ALY Y P S
S S Y
(U=
LG GO ED

Heteroplasmic Heteroplasmic Chimeric Homoplasmic
non-chimeric

aadA - adenosyl-3‘-adenyltransferaza (spektinomycin,streptomycin)
nptll - neomycinfosfotransferaza (kanamycin); cat - chloramfenikolacetyltransferaza

Regula éni oblasti

Promotory: plastidovych genu pro 16S rRNA, tRNA,
LS Rubisco, protein D1 fotosystemu ll, ...
- plastidova RNA polymeraza (PEP)

5-UTR (nebo 5-TCR - translation control region):
5-UTR plus pocatek plastidového genu (nékolik aa),
- translacni fuze
- zvySeni ucinnosti transkripce (stability RNA?)

3'-UTR — zvySeni stability mRNA (z psbA, rbcL, rpsl6)




Transformace mitochondrii

* jen jednobunécné organismy (kvasinka, Chlamydomonas)

* biolisticka transformace, ale zvazovany i jiné postupy
(napf. transformace izolovanych mitochondrii)

» prakticky chybi selekéni geny

* editace RNA v mitochondriich muze komplikovat genovou
expresi (zména kédovani)

Obsah p rednasky

Jak zlepsit vlastnosti rostlin

Principy pfipravy GMR

— Prfiprava genovych konstruktd

— Genovy pfenos do jaderného a plastidového genomu
— Selekce a odvozeni transgennich rostlin

UmlCovani exprese transgenu a rostlinnych genu

Analyzy transgennich rostlin

Nové techniky Slechténi




Jak udélat z jedné bunky celou rostlinu?

- organogeneze (kalus — pryt — rostlina)

- somaticka embryogeneze (som embryo rostlma)

Princip pripravy transgennich rostlin
1. Na zacatku je jedna transformovana burika!

(nelze transformovat vSechny bunky rostliny naraz)

2. Pomnozeni transformovanych bunék na ,selekénim mediu“

3. Indukce organogeneze €i somatické embryogeneze
(aplikaci regulatord rostlinného rdstu v in vitro podminkach)

vnesenl genu selekce

! ! g <Organogeneze
transformovana embryogeneze
burika transformovany kalus




Selekce transformovanych bunék (rostlin)

Selekéni geny - pouze transformovane, rezistentni bunky se
mohou délit a vytvofit rostlinu

- rezistence k antibiotikim (kanamycin, hygromycin)
- rezistence k herbicidim (Roundup® - glyphosate, Liberty® - glufosinate)
(produkt selekéniho genu budto degraduje
selekéni latku, ¢i komplementuje zasazenou
bunécnou funkci)
- schopnost vyuziti urcité ziviny:
pf. PMI (fosfomandza isomeraza) — pfeména
manoza-6-P na frukt6za-6-fosfat, ...

Reportérove geny

(vizualni selekce transformanta):

- GFP (zeleny fluorescencni protein),
- glukuronidaza, luciferaza, ...

Transformace bramboru pomoci agrobaktéria

agrobaktérium vstup agrobaktéria v misté poranéni  ¢asny kalus




Transformace Arabidopsis thaliana

pomoci agrobaktéria — floral dip
Ponoreni kvétenstvi s poupaty do suspenze agrobaktéria
Pouzito i u dalSich druh:
pSenice, ryze, kukufice, len, vojtéska, ...

Transformace Arabidopsis thaliana
pomoci agrobaktéria

TPl

i - cilem transformace je ziejmé vajicko (samici
: game_tofyt), ) ) ,
- z vajecné bunky po oplozeni transformovana
embrya (semena) a nasledné rostliny

tm | | o

.

modfe zbarveny produkt enzymové aktivity
glukuronidazy, ktera byla pouzita jako reportérovy gen
pro visualizaci transformovanych bunék




Agroinfiltrace

- pfedbézné testovani exprese transgen
- komeréni produkce proteind (vE. protilatek)
- bez nutnosti prace in vitro

Ochrana proti inaktivaci exprese  (RNAI)
— kotransformace virovym supresorem silencingu
zpravidla p19 (Tombusviry) €i pfimo virové vektory

* Lokalni exprese
- jednoducha T-DNA

se stpresorem

» Systemicka (virovy konstrukt):
- sekvence a geny nutné pro pomnozeni viru
- sekvence pro Sifeni rostlinou (geny pro movement proteiny)




