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Abstrakt
VyuZzitie transgénnych rastlin pri $tadiu funkcie rastlinnych génov

Funk¢nd genomika umoznuje odhalovat’® funkcie dosiall necharakterizovanych génov.
Umoznuje pochopit’ nielen funkcie jednotlivych génov, ale aj vztahy medzi nimi. Ziskane
poznatky je mozné vyuzit aj vo vylepSovani vlastnosti réznych kultirnych rastlin. Pri
zniZzujucej sa cene a zvySujucej sa ucinnosti sekvenovania, s mnohé rastlinné genémy
osekvenovang, ale bez priradenej funkcie jednotlivych génov. K charakterizacii tychto génov
sa pouzivaju pristupy reverznej genetiky. V prvom rade si medzi nimi pristupy, medzi ktoré
patri analyza inzerénych mutantov, ¢i pouzitie RNA interferencie, ktoré inaktivuju alebo
znizuju expresiu jednotlivych Studovanych génov. Inaktivovat, ¢i cielene upravit funkciu
ur¢itého vybraného génu mdézeme aj pomocou miestne Specifickych endonukledz, medzi ktoré
patria meganukleazy, nukleazy zinkovych prstov, TALEN (transcription activator-like effector
nucleases) a CRISPR (clustered regularly interspaced short paindromic repeats). Oproti
inaktivacnym pristupom su pristupy ako aktivatnd mutagenéza a ektopickd expresia,
prostrednictvom ktorych naopak expresiu zvysime. Okrem toho je mozné analyzovat’ expresiu
génu a lokalizaciu proteinu pomocou reportérovych génov v translacnej a transkripcnej fuzii.
V tejto praci zhfiiam metddy reverznej genetiky zalozené na tvorbe transgénnych rastlin, ale

okrajovo spomeniem aj také, ktoré s zaloZené na inych pristupoch.

KLUCOVE SLOVA: funkéna genomika, reverzna genetika, identifikdcia génov, mutantné

rastliny, transgénne rastliny



Abstract

Use of transgenic plants in functional analysis of plant genes

Functional genomics makes it possible to detect the functions of uncharacterized genes. It
allows you to understand not only the functions of individual genes, but also the relationships
between them. The acquired knowledge can also be used in improving the properties of various
cultivated plants. With decreasing cost and increasing sequencing efficiency, many plant
genomes are sequenced, but without the associated function of individual genes. Reverse
genetics approaches are used to characterize these genes. In the first place, these include
approaches that include the analysis of insertional mutants or the use of RNA interference that
inactivates or reduces the expression of the individual genes studied. We can also inactivate
whether to specifically modify the function of a particular selected gene using site-specific
endonucleases, which include meganucleases, zinc finger nucleases, TALEN (transcription
activator-like effector nucleases) and CRISPR (clustered regularly interspaced short
paindromic repeats). In contrast to inactivation approaches, there are approaches such as
activating mutagenesis and ectopic expression, through which we increase the expression. In
addition, gene expression and protein localization can be analyzed using reporter genes in
translational and transcriptional fusion. In this work I summarize the methods of reverse
genetics based on the creation of transgenic plants, but I will also mention those that are based

on other approaches.

KEYWORDS: functional genomics, reverse genetics, gene identification, mutant plants,

transgenic plants
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Zoznam pouzitych skratiek

ABE: adenine base editors

AGO: Argonaut

amiRNA: artificial micro RNA

CAM: crassulacean acid metabolism; metabolizmus kyselin u tu¢nolistovych
CaMV: Cauliflover mosaic virus; virus mozaiky karfiolu

Cas: CRISPR associated protein

CBE: cytosine base editor

cDNA: complementary DNA

CRISPR: clustered regularly interspaced short paindromic repeats

CRISPRi: CRISPR interference

DHPLC: denaturing high performance liquid chromatography; denaturacné vysokoucinnd kvapalinova

chromatografia

DNA: deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

DSB: double-strand break; dvojvldknovy zlom

EMS: etylmetansulfonat

GFP: green fluorescent protein; zeleny fluorescenény protein

GUS: glukuronidaza

hpRNA: hairpin RNA

HR: homologicka rekombinacia

LUC: luciferaza

miRNA: micro RNA

MMEIJ: microhomology-mediated end joining; spajanie koncov sprostredkovany mikrohomoldgiou
NGS: next generation sequencing; sekvenovanie novej generacie
NHEJ: non-homologous end joining; nehomoldgne spajanie koncov

PAM: protospacer adjacent motif



PCR: polymerase chain reaction; polymerazova retazova reakcia

pegRNA: prime editing guide RNA

PTGS: post-transcriptional gene silencing; post-transkripéné uml¢ovanie génov
RdDM: RNA-directed DNA methylation; DNA metyldcia riadend RNA
RISC: RNA-induced silencing complex

RNA: ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

RNA-Seq: RNA sequencing; sekvenovanie RNA

RNAi: RNA interferencia

RT: reverzna transkriptaza

RVD: variable di-residue

sgRNA: single guide RNA

siRNA: small interfering RNA; malé interferujuce RNA

SMRT: singlemolecule real time

T-DNA: transferova DNA

TALEN: transcription activator-like effector nucleases

TGS: transcriptional gene silencing; transkripéné uml¢ovanie génov
TILLING — targeting induced local lesions in genomes

VIGS: virus induced gene silencing; virusom indukované uml¢ovanie génov
YFP: yellow fluorescent protein; zIty fluorescenc¢ny protein

ZFN: zinc finger nuclease; nukledza so zinkovymi prstami

ZFP: zinc finger protein; zinkovy prst



1. Uvod

Transgénnymi rastlinami oznaCujeme také rastliny, ktorych DNA je geneticky
modifikovana, ¢ize je do nej vloZzena cudzia, exogénna DNA. Této exogénna sekvencia je do
rastliny vlozena transformaciou, najbeznejSie pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens
alebo biolistickou metddou nastrelenim. Biolistickd metdda ,,gene gun‘ pouziva mikroskopické
zlaté Castice. Mnozstvo takychto Castic je obalenych DNA s génom, ktory chceme vlozit' do
rastliny, a nasledne nastrelenych tlakom do rastlinnych buniek. Ked sa gulicka dostane do
jadra, pripadne plastidu, d6jde k inkorporacii génov do gendému rastliny (Joshi et al., 2011).
Druhou metddou je transformécia pomocou agrobaktérie. Je to prirodzené cesta transgenozy.
Ide o vlozenie tiseku DNA do poranenej rastlinnej bunky prostrednictvom aparatu agrobaktérie,
ktora ma k tomuto prenosu vyvinuty tzv. Ti plazmid. Gény pre urc¢ité enzymi nachadzajuce sa
na tzv. T-DNA Ti plazmidu, m6Zeme nahradit’ vlastnymi, a teda preniest” agrobaktériou do

rastlinného genomu (Gelvin, 2003).

Vyznam transgénnych rastlin vo vyskume je pri stidiu funkcie jednotlivych rastlinnych
génov. Po osekvenovani prvych gendmov modelovych rastlin  Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000) a Oryza sativa (International Rice Genome Sequencing
Project, 2005) doslo k rozmachu sekvenovania pomocou metdd sekvenovania druhej a tretej
generacie. Momentalne je osekvenované nesmierne mnozstvo gendémov roéznych organizmov,
vratane ¢loveka (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Vedci ziskali
mnozstvo génov, ktorych ulohy st stale nezndme. Funkcie a prejavy Studovanych génov

sledujeme pomocou pristupov reverznej genetiky.



2. Reverzna genetika a funkéna genomika

Klasickad, priama genetika (angl. ,,forward genetics®) spociva v identifikacii génov, ktoré su
zodpovedné za urCité vlastnosti alebo znaky organizmu. To znamena, Ze znamy je fenotyp
ahlada sa zodpovedajuca sekvencia DNA, ¢ize postupujeme od fenotypu ku genotypu.
Reverzna genetika (angl. ,reverse genetics®) vSak funguje opacnym smerom. Pri reverznej
genetike postupujeme od genotypu k fenotypu. Ide o rézne modifikécie urcitého Studovaného
génu, ktorych nésledky sa prejavia vo fenotype, a tym umoznia objasnit’ Glohu tohto génu.
HTladaju sa funkcie uz poznanych génovych sekvencii. Pristupmi reverznej genetiky zistujeme,
aké su funkcie a prejavy tychto génov. Pomocou mutagenézy sa pozmeni ich sekvencia alebo
expresia a sleduje sa, ako sa tieto mutécie prejavia. Existuje mnoho metdd reverznej genetiky.
Gén mozeme napriklad inaktivovat, aktivovat na inom mieste, pripadne pozmenit jeho

funkciu.

Na rozdiel od genetiky, ktord skiima funkciu a zlozenie jednotlivych génov, sa genomika
venuje vSetkym génom v organizme a ich vztahom, za u¢elom identifikacie ich vplyvu na
organizmus. M4 niekol’ko odvetvi. Jednym z nich je funkéna genomika. V rastlinnom vyskume
zaCala byt vyuzitel'na po prvych osekvenovanych rastlinnych genoémoch (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000; International Rice Genome Sequencing Project, 2005). Cielom funkcnej
genomiky je urcit, ako jednotlivé zlozky gendmu organizmu spolupracujii na vytvoreni
konkrétneho fenotypu. Typickymi troviiami Stidia funkénej genomiky je transkriptomika
a proteomika. Transkriptomika je vedecka disciplina, ktora Studuje transkriptém, ¢o oznacuje
subor vsSetkych RNA nachadzajtcich sa v bunke. Proteomika je oblast’ skiimajlica proteiny
a vztahy medzi nimi. Poznatky ziskané¢ metodami funk¢nej genomiky maju doleZity vyznam

nie len vo vyskume rastlin, ale aj v pol'nohospodarstve a medicine.

Poradie jednotlivych nukleotidov v sekvencii DNA urujeme procesom nazyvanym
sekvenovanie. Ak chceme Studovat’ funkcie jednotlivych génov, musime v prvom rade poznat
primérnu Struktiru nukleovej kyseliny. Je mnoho sposobov, ktorymi tieto gény identifikujeme.
Sangerova metoda patri k najstar§im (Sanger & Coulson, 1975; Sanger et al., 1977). Hoci je
tato metdda pouzivana dodnes, postupne je nahradzovana novsimi a efektivnejSimi metédami
sekvenovania novej generacie (next generation sequencing; NGS). Pri pristupoch druhej
generacie paralelne sekvenujeme vel'ké mnoZstvo malych fragmentov gendmu, ktoré sa potom
,poskladaju“ a vytvoria celogendmovu sekvenciu DNA. Patri sem napriklad sekvenovanie na

zéklade ligacie oligonukleotidov (SOLiD) a sekvenovanie pomocou syntézy (Illumina, 454



pyrosekvenovanie). Tieto metddy umoznovali rychlejSie a lacnejSie ziskavanie sekvencii
a preto sa 'ahko dostali do popredia. Pri metddach tretej generacie sa gendmova DNA nemusi
amplifikovat’ a nepouziva sa ani fragmentdcia na mensie useky. Sem radime SMRT

(singlemolecule real time) a nanopor (Bleidorn, 2015).

Metddy NGS sa pouzivaju aj pri analyze transkriptomov, tzv. RNA-Seq (RNA sequencing).
Pouzivaju sa rozne metody NGS na detekciu celkového stavu transkriptov v bunke. Napriek
tomu, ze ide o analyzu RNA, sekvenuje sa cDNA. Su vsak pripady, ked’ sa sekvenuje priamo
RNA (Cloonan et al., 2008). Dalsie vyuzitie NGS je pri vyskume methylomu, &ize detekciu
methylacie DNA (Lister et al., 2008). Na analyzu S$pecifickych mutacii sa pouziva cielené

sekvenovanie, pri ktorom skiimame len urcita vybratu ¢ast’ gendmu (Boutigny et al., 2019).



3. Inaktivacia (LOSS OF FUNCTION)

3.1. Inzerénia mutagenéza

Jednou z ciest, ako vyradit’ funkciu génov je pouzitie inzer¢nej mutagenézy. Inzeréna
mutagenéza je zalozend na vlozeni transferovej DNA (T-DNA) alebo transponovatel'nych
elementov do gendmu rastliny. Ked’ sa tato cudzia sekvencia vlozi do génu, vyradi, pripadne
pozmeni funkciu daného génu. Integracia T-DNA a transpozonov tvori mutacie v gendéme
nahodne. Pretoze je vkladand sekvencia znama, inzert posluzi ako marker, podl'a ktorého
identifikujeme miesto vlozenia. Presné umiestnenie muticie je ur¢ené sekvenovanim DNA
(Krysan et al., 1996). Vytvorenim populacii mutantov bolo mozné identifikovat’ mutacie vo
vacsine génov modelovych druhov Arabidopsis thaliana (Galbiati et al., 2000) a Oryza sativa
(Jeon et al., 2000). Nevyhodou tohto pristupu je, Ze inzerty v pozadovanom géne napriek tomu

nemusia byt’ v kolekciach dostupné (Krysan et al., 1996).

3.1.1. T-DNA

T-DNA je ¢ast’ Ti plazmidu gramnegativnej baktérie Agrobacterium tumefaciens. Gény na
T-DNA prirodzene kodujii enzymy, ktoré syntetizujii fytohormény a opiny. Tieto gény su
nahradené novymi a transforméciou, ktora zaisti tato baktéria, vlozené do rastliny (Gelvin,

2003).

Vyber miesta integracie T-DNA v gendme je ndhodny (Kim & Gelvin, 2007) vyselektované
transformované rastliny maja preferenéne T-DNA integrovanu do miest inicidcie transkripcie
alebo terminatora (Sallaud et al., 2004; Li et al., 2006) a taktiez do oblasti, kde je viac AT parov
oproti GC parom (Brunaud et al.,, 2002), teda v miestach, kde zostava s vicSou

pravdepodobnost’ou aktivny vnaSany selekény gén (Kim & Gelvin, 2007).

Pre pouzitie vreverznej genetike je nutné vytvaranie velkych charakterizovanych
mutantnych kolekcii a ich analyza. Existuje mnoZstvo mutantnych linii r6znych rastlinnych
druhov. Mutantni linie z tychto zbierok je mozné vyhladat’ online a si cenovo dostupné. V
Arabidopsis thaliana patri k najznamej$im GABI-Kat (Kleinboelting et al., 2017), SALK,
SAIL, pripadne WISC (Sessions et al., 2002; Woody et al., 2007; O’Malley et al., 2015). V ryzi
je to napriklad TRIM (Hsing et al., 2007). U rastliny Brachypodium distachyon zas kolekcia od
WRRC (Bragg et al., 2012).


https://www.zotero.org/google-docs/?L7EY4U

3.1.2. Transpozony

Klasické transpozony st useky DNA, ktoré su schopné pohybovat sa v genéme, teda
preskakovat’ z miesta na miesto. Prirodzene st DNA transpozony uml¢ané a neaktivne (Mufioz-
Lopez & Garcia-Pérez, 2010). Endogénne transpozony st prirodzene sa vyskytujuce mutagény
u vsetkych rastlinnych druhov. Najznadmejsie su u kukurice: Ac/Ds (McClintock, 1947) a
Spm/En (Peterson, 1970). Tieto endogénne transpozény sa vyuzivaji v heterologickych
systémoch ako mutagény. Pre mutagenézu sa vzdy pouzivaju transpozény z iného druhu, aby
sa dala kontrolovat ich aktivita a aby sa nové¢ inzercie dali jednoducho identifikovat’ (Parinov
et al., 1999; Speulman et al., 2000). Schopnost’ niektorych transpozoénov je preferencne sa
inzertovat’ do tandemov alebo génovych rodin, ¢im mozu vytvarat’ inzeréné mutécie vSetkych
ich ¢lenov (Krysan et al., 1999). Transponovatel'né¢ elementy sa preferenéne vkladaju do
kédujucich oblasti genomu (Miyao et al., 2003; Kolesnik et al., 2004). Transpozony, na rozdiel
od T-DNA, je mozné z génu spétne vystrihntt, a tak overit, ¢i pozorované zmeny fenotypu

boli skuto¢ne spdsobené inzerciou transpozonu do urcitého génu.

3.2. Miestne Specifické endonukleazy (site-directed nucleases; SDN)

Mutacie pomocou T-DNA a transpozonov su v gendéme rozmiestnené nahodne a chyba im
Specifita, preto sa vyuzivaju spominané charakterizované kolekcie mutantov. Pomocou miestne
Specifickych nukledz mdzeme inaktivovat’ predom zvoleny ur€ity gén. Patria medzi nich
nukleazy zinkovych prstov (ZFN), TALEN (transcription activator-like effector nucleases),
meganukleazy a CRISPR/Cas (clustered regularly interspread short palindromic
repeats/CRISPR-associated protein) (Khandagale & Nadaf, 2016). Tieto nukledzy modZzeme
navrhnut’ alebo upravit’ pre vybrané miesto Stiepenia a nasledne, vytvorenou nukledzou,
v Specifickom lokuse spravit’ dvojvlaknovy zlom (double-strand break; DSB). Vzniknuté
dvojvlaknové zlomy st nasledne opravené bunkovymi mechanizmami (Obr.1). Mechanizmy
opravujuce dvojvlaknové zlomy su bud’ homologickd rekombinacia (HR), nehomologické
spajanie volnych koncov DNA (nonhomologous end joining; NHEJ) (Khanna & Jackson,
2001; Puchta, 2005) alebo mikrohomoldgiou sprostredkované spajanie vol'nych koncov DNA
(microhomology-mediated end joining; MMEJ) (Lee & Lee, 2007). Kazda z nich poskytuje iné

moznosti cielenej mutagenézy.

Pri NHEJ ¢i MMEJ sa nepouziva na opravu homologicky templat, preto Casto vznikaju
inzercie alebo delécie (InDel) v mieste zlomu a dochddza tak k vyradeniu funkcie génu
(knockout). Oproti tomu, pri oprave pomocou homologickej rekombindcie sa pouziva

homologicky usek DNA, podla ktorého sa zlom opravi. Podla charakteru poskytnutej
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templatovej DNA je bud’to zabezpecena bezchybna oprava, oprava s pripravenou mutéciou, ale
mdzeme docielit’ aj inzerciu jedného alebo viacerych transgénov do miest dvojvldknového
zlomu. Opravy pomocou HR sl menej efektivne, ale prirodzene dochddza k mensej chybovosti
(Puchta, 2005). To, ¢i bude DSB opraveny pomocou HR alebo NHEJ, zavisi aj od casti
bunkového cyklu. K NHEJ dochadza castejSie v G2/M faze, kdezto k HR v S faze (Bee et al.,
2013)
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Obr.1: Opravy DSB (prevzaté z (Govindan & Ramalingam, 2016)

3.2.1. Meganukleazy

Meganukledzy, Casto oznaCované ako tzv homing endonukleazy, patria k najstarSim
sekvenéne Specifickym nastrojom reverznej genetiky. Maju dlhé rozpoznavacie sekvencie. Su
schopné Stiepit’ DNA sekvencie dlhé az do 40 parov baz. Medzi najzndmejSie a najCastejSie
pouzivané patria meganukleazy rodiny LAGLIDADG. Prvy krat bola u rastlin pouzita nukleaza
prave ztejto rodiny, I-Scel, vrastline tabaku Nicotiana plumbaginifolia, na vytvorenie
dvojvlaknového zlomu (Puchta et al., 1993). I-Scel bola pouzitd aj na DSB a inaktivaciu génu
v ryzi (Nandy et al., 2015). Ale ked’Ze su meganukledzy zlozité a ich designovanie je ¢asovo

narocné, su Casto krat nahradzované novsimi a efektivnejSimi metddami na vytvaranie DSB.

3.2.2. Nukleazy zinkovych prstov (ZINC-FINGER NUCLEASES; ZFN)
Nukleazy zinkovych prstov su umelo vytvorené nukleazy, ktoré funguji ako diméry. Kazdy
monomér ma dve hlavné zlozky. Prva je doména, ktoré sa viaze na DNA a druhd je nukleazova

doména restrikénej endonukledzy Fokl (Smith et al., 2000). Na DNA sa viazu tri Cys2His2
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zinkové prsty (zinc finger protein; ZFP). Jeden zinkovy prst rozpoznéva tri nukleotidy. Jeden
monomér ZFN je tvoreny 3 az 4 ZFP, tym padom rozpoznava 9 az 12 nukleotidov na jednom
vlakne DNA (Urnov et al., 2010). Medzi monomérmi naviazanymi na protil'ahlé vlakna DNA,
je tzv. spacer sekvencia dlhéa zhruba 6 parov baz. Je to miesto, v ktorom pdsobi Fok1 (Shimizu
et al., 2009). Fok1 je endonukledza, ktora je aktivna len vo forme diméru, ktory sa vytvoril

parom ZFN, a vytvori DSB (Smith et al., 2000).

Lloyd v 2005 presne popisal, ako funguje cielena mutagenéza pomocou ZFN v Arabidopsis
(Lloyd et al., 2005). Pred nim uz tieto nukledzy boli pouzité v inych organizmoch, po ilom sa

zacali pouzivat’ aj v mnohych inych rastlinach.

3.2.3. TALEN

Nakonci 2010 sa k meganukledzam a ZFN pridali TALEN, ako nastroje na vytvaranie DSB
v DNA (Christian et al., 2010; Li et al., 2011). TALEN su, podobne ako ZFN, umelo vytvorené
nukleazy, ktoré funguju vo forme dimérov. Rovnako je tam Fokl restrikénd endonukleéza.
DNA-védzobna doména je vSak odlisn4, tvoria ju TALE proteiny. TALE proteiny st zlozené
z 12 — 27 repetitivnych domén o33 — 35 aminokyselinach. Specifickost uréuju hlavne
aminokyseliny na 12 a 13 pozicii, oznaCované RVD (repeat variable di-residue). Asn-Ile
rozpoznava A, Asn-Gly T, Asn-Asn G a His-Asp rozpoznava C. Spacerova oblast’ je dlha 15
parov baz (Christian et al., 2010). Dvojvlaknové zlomy vytvorené TALENmi boli pouzité
napriklad v ryzi (Nishizawa-Yokoi et al., 2016), Arabidopsis (Christian et al., 2013), pSenici
(Luo et al., 2019) a inych rastlinach.

3.2.4. CRISPR/Cas

CRISPR/Cas funguje ako ,,imunitny* systém u baktérii a archei. Od roku 2013 sa pouziva
na editaciu gendémov rastlin, ako je ryza (Tang et al., 2017), s6ja (Jacobs et al., 2015),
Arabidopsis (Liu et al., 2015), a mnoho d’alSich (Lawrenson et al., 2015). Existuje viac typov
CRISPRu. Momentélne najvyuZzivanejsi a najzname;jsi je typ II, CRISPR/Cas9. Ma dve hlavné
zlozky, ¢o je sgRNA (single guide RNA) a endonukleaza Cas9. U ZFN a TALEN S$pecifitu
zabezpecovali DNA-vdzobné domény proteinov. U CRISPRu ju zabezpeCuje v prvom rade
sgRNA, konkrétne 20 nukleotidov na 5° konci, v druhom rade védzba Cas9 na trojnukleotidovii
PAM sekvenciu (NGG), ktoré sa nachadza v blizkosti cielového miesta. Na 3 konci sgRNA je
42 nukleotidova vlasenkova Struktura, ktora viaze endonukledzu Cas9. Hybridizacia sgRNA
s cielovou DNA sposobi, ze endonukleaza Cas9 aktivuje svoje dve nukledzové domény (RuvC
a HNH) a produkuje DSB v ciel'ovej sekvencii. Kazda doména Cas9 Stiepi jedno vlakno (Jinek
etal., 2012, 2013). Na knockout génu v hostiteI'skej bunke treba transformovat’ bunku s génom
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pre Cas9 a génom kodujucim sgRNA, ktory obsahuje 20 nukleotidov komplementarnych
k cielovému segmentu DNA (Jinek et al., 2013).

Zaujimavy je aj mechanizmus dualnej sgRNA, pri ktorom dve sgRNA naraz ,,zatutoc¢ia“ na
jeden gén a tym padom je knockout spolahlivejsi. Casto dochadza k delécii medzi cielovymi
miestami jednotlivych sgRNA (Pauwels et al., 2018). Existuje taktiez moznost’ zacielenia
viacerych génov sucasne, ak sa navrhne viac sgRNA s roéznymi cielovymi sekvenciami

(Lowder et al., 2015).

V reverznej genetike bol CRISPR vyuzity napriklad na charakterizaciu génov spojenych
s CAM (Crassulaceam Acid Metabolism). Knockoutovanim génu pre receptor modrého svetla,

fototropin 2, pomocou CRISPRu, sa zistilo, Ze je dolezity v CAM dréhe (Liu et al., 2019).

Nedavno sa zacal pouzivat’ aj CRISPR typu V, CRISPR/Cpfl, ako u rastlin, tak aj u inych
organizmov. Je Specifickejsi ako typ II, jeho riadiaca RNA ma scielovou DNA
komplementarnych 23 nukleotidov a jeho PAM sekvencia je tvorend TTTV, pricom V je

adenin, cytozin alebo guanin (Tang et al., 2018).

3.2.5. DalSie vyuZitia miestne $pecifickych endonukleiz

Okrem inaktivacie, mdZeme gén pomocou miestne Specifickych endonukleaz aj cielene
upravit. Casto na zaklade opravy dvojvlaknového zlomu pomocou homologicke;
rekombinacie. Ked'ze je HR malo efektivna, existuji rdzne spdsoby, ako zvysit' efektivitu.
Jeden pripad je pouzit’ replikony geminiviru, ktoré budi sluzit’ ako templat na opravu DSB

(Baltes et al., 2014).

Pomocou HR moéZeme integrovat’ do rastlinného gendému aj cely gén, a to na presnom
Specifickom mieste. Vnesenie a presnd integracia génu je zabezpecena vlozenim templatovej
DNA, ktora je ohrani¢ena sekvenciami komplementarnymi so sekvenciami miesta Stiepenia

v genome (Svitashev et al., 2015).

Za zmienku stoji CRISPR/dCas9 (,,dead Cas9*). Ide o upraveny neaktivny CRISPR/Cas9,
ktory netvori DSB a je vyuzivany v procese tzv. CRISPRi (CRISPR interference). Specifita
regulacie je zabezpecena guide RNA. Naviazany dCas9 sice DNA neStiepi, ale moze byt
prifizovany na regulatory transkripcie a tym menit’ expresiu génov. Fuzny dCas9 tak méze
priamo reprimovat’ alebo aktivovat’ transkripciu a taktieZ moze modifikovat’ chromatin. Je

taktiez dokdzané, Ze vie zacielit’ na viac génov sucasne (Qi et al., 2013).



Pri editacii génov sa vyuzivaju aj editori baz. S zname ako editori adeninov (adenine base
editors; ABE), tak editori cytozinov (cytosine base editors; CBE). Tieto editori baz (s
deaminazovou aktivitou) zabezpecuju substitu¢né mutécie bez tvorby dvojvladknového zlomu.
Funguje to tak, ze sa dCas9 sfuzuje s deamindzou a umoznia tak presnii zdmenu jednej bazy.
Ciel'ové miesto je rozpoznané¢ pomocou guide RNA, ktord je v Cas9 a samotni nahradu
zabezpeci deamindza. Vysledkom je potom zdmena parov AT za GC a GC za AT , podla

prislusnych editorov (Gaudelli et al., 2017; Kang et al., 2018).

K modernejSim pristupom patri tzv. prime editing. Ma tri zlozky, a to nukleazu Stiepiacu
DNA podra guide RNA, reverznu transkriptdzu (RT) a pegRNA. Uloha nukleazy je vytvorit
jednovlaknovy zlom na cielovom DNA vldkne. Reverzna transkriptdza cCita RNA a pouziva
RNA ako templat na vytvorenie komplementarnej DNA. PegRNA sluzi ako guide RNA a ma
2 Casti. Prva z nich je komplementarna sekvencia viaZzuca sa na cielovii DNA a druhou ¢ast'ou
je RNA kodujica novy edit. PegRNA vytvori komplex s nukledzou a RT a ,,prinesie” ho
k cielovej sekvencii. Nukledza v tom mieste vytvori jednovlaknovy zlom. RT na zdklade RNA
sekvencie z pegRNA dotvori cieloviil DNA, s tym, Ze do miesta SSB je vloZena novéa sekvencia.
Needitované vldkno DNA je nésledne rozstiepené nukledzou a na zdklade komplementarity

dosyntetizované k editovanému vlaknu (Anzalone et al., 2019).

3.3. RNA interferencia

Predchadzajuce metody vytvarali knockout mutacie, cielene modifikacie sekvencie alebo
expresie. Zmeny expresie cielovych génov mdézeme dosiahnut’ aj RNA interferenciou, vtedy
hovorime o knockdown mutdcii, pri ktorej sa gén nevyradi z funkcie Uplne, len sa znizi jeho
expresia. RNA1 m6ze umlcovat’ génova expresiu bud’ na Grovni transkripcie (transcriptional
gene silencing; TGS), alebo na post-transkripénej Grovni (post-transcriptional gene silencing;
PTGS). TGS sa zabezpecuje najmd metylaciou cytozinu v promotore, ¢o moze vyvolat’ tvorbu
heterochromatinu a modifikadcie histonov. V pripade PTGS dochddza najcastejSie
k rozstiepeniu mRNA proteinom Argonaut (AGO), pripadne moze dojst’ aj k bloku translacie

(Méndez et al., 2015).

RNA interferencia je vyvoland, ked sa v bunke ocitne dsSRNA (double-stranded RNA,
dvojvlaknova RNA). Tato dsRNA je nastiepand DICER-like (DCL) enzymami na 21 — 24
nukleotidov dlhé dvojvlaknové useky, tzv. malé RNA (sRNA). Jedno vldkno tejto malej RNA
spolu s proteinom AGO a inymi komponentami tvoria RISC (RNA induced silencing complex).

Nésledne sa pomocou RISC, konkrétne vldknu malej RNA, ktord je jeho sucastou, na zéklade



homologie vyberie cielovda molekula RNA, ktord bude umlc¢and (Baulcombe, 2004;

Baumberger & Baulcombe, 2005).

Zékladom RNA1 st uz spominané malé, nekodujuce RNA. Su to siRNA (small interfering
RNA) a miRNA (microRNA). Si RNA sprostredkovavaji umlcovanie génov aj na Grovni
transkripcie, aj na post-transkripcnej urovni, Kdezto miRNA pdsobia hlavne post-transkripéne

(Filipowicz et al., 2005).

Pri $tadiu funkcie génov ich uml¢ovanim na post-transkripénej trovni sa vyuzivaji hlavne
hpRNA (hairpinRNA) a amiRNA (artificial microRNA). Konstrukt hpRNA je zlozeny z dvoch
usekov rovnakych sekvencii cielového génu v orienticii invertovanych repeticii, medzi
ktorymi je spacer sekvencia (Obr.2). Po introdukovani do bunky sa transkripciou takto
vytvoreného konstruktu vytvori hpRNA s dvojvladknovym usekom tvorenym invertovanymi
repeticiami. Tato dvojvlaknova RNA je v bunke spracovana na siRNA, ktoré v procese RNA

interferencie umlcuju dany gén (Wesley et al., 2001).

—eeee -
Target gene Target gene
sequence sequence

................................ I
Promoter Intron

spacer

Obr.2: Konstrukt hpRNA (prevzaté z Tenea a Burlibasa 2012)

Prekurzory amiRNA sa vytvaraji s prekurzorov miRNA. AmiRNA sa designuje tak, Ze
sekvencie v miRNA prekurzore su nahradené sekvenciami komplementarnymi k cielovym
génom (Obr.3). Pomocou enzymov potrebnych v Standardnej drdhe miRNA sa pomocou
amiRNA dosiahne uml¢anie ktoréhokol'vek génu z gendému organizmu (Warthmann et al.,
2008). Mdze byt nadesignovana tak, ze uml¢i aj viac génov. Je to velmi presna a efektivna

inaktivacia génov (Zhang et al., 2018).
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Obr.3.: Draha a design amiRNA (prevzaté z Wojcik 2020)

Umlc€anie génov na Urovni transkripcie sa deje procesom tzv. RNA riadend DNA
methylacia (RdADM; RNA directed DNA methylation). Ide o methyldciu cytozinov
v promotoroch. Konstrukt sa v tomto pripade designuje tak, aby dsRNA bola homologicka
s oblast’ou promotoru (Jones et al., 2001). Samotny priebeh RADM zacina $tiepenim dsRNA na
malé RNA. Potom jedno vlakno z malej RNA spolu s proteinom AGO indukuje v promotore
de novo methylaciu DNA methyltransferazou (Matzke & Mosher, 2014).

Ako nastroj k Stadiu funkcie rastlinnych génov sa taktiez pouziva umlCanie génu
indukované virusom (virus induced gene silencing; VIGS), nevznikaji pri iom vSak transgénne
rastliny. Virusovy vektor nesuci gén hostitel’a je vpraveny do rastliny pomocou Agrobacteria,
pripadnd je moZnost’ infekcie po mechanickom poraneni listu aj priamo virovym inokulom.
RNA interferencia sa spusta ako obrana proti virusovym molekuldm, pri com vzniknii malé
RNA aj proti pridanému rastlinnému génu, ktory je potom post-transkripéne uml€any, podobne
ako pri pouziti hpRNA (Baulcombe, 1999). VIGS mdze byt pouzity ako alternativny pristup

u rastlin, ktoré sa nedaju transformovat’, napriklad konope (Schachtsiek et al., 2019).
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4. GAIN OF FUNCTION

Pristupy loss of function, pri ktorych dochadza ku knock-outovaniu génu, maju pri uréovani
funkcie génov aj nedostatky. Komplikované je napriklad pouzitie na funk¢ne redundantné, ¢i
esencidlne gény. A ked’ze ide o mutacie recesivne, na analyzu potrebujeme homozygotnych
mutantov (Lodish et al., 2000; Cutler & McCourt, 2005). Ako doplnok a alternativa k nim sa
teda pouzivaju pristupy gain of function, vratane analyzy aktivaénych inzerénych mutantov
a ektopickej overexpresie. Aktivacna inzeréna mutagenéza je zalozena na nahodnej inzercii
zosilnovacov transkripcie alebo silnych promotorov do genému rastliny, ¢im sa zvysi expresia
nahodnych génov. Tieto nadmerne exprimujuce sa gény sa prejavuju dominantnymi fenotypmi
(Lodish et al., 2000). Pri ektopickej expresii ide o ,,zapnutie® génu tam, kde nie je prirodzene

aktivny.

4.1. Aktiva¢na inzer¢na mutagenéza

Aktivaénd inzerénd mutagenéza je metoda, pri ktorej sa generuji transgénne rastliny
pomocou T-DNA vektorov obsahujucich promotory alebo zosiltiovace transkripcie,
najcastejSie CaMV (Cauliflower mosaic virus) 35S typu. Tieto inzercie indukuju zvySenu

expresiu susednych génov (Gou & Li, 2011).
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Obr.4: Aktivacna inzeréna mutagenéza (prevzaté z Meng et al. 2012)

Prikladom aktivacného konstruktu je vektor pre Agrobacterium tumefaciens obsahujuci
tetramer CaMV 35S enhancera pri pravej hranici, ktory sa transformaciou vlozi do rastliny
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(Obr.4). Takato T-DNA je ndhodne integrovana do rastlinného gendému a vytvara dominantné
mutacie zvySenim expresie génov v jej blizkosti. Vlozené zosililovace aktivuji expresiu génov
nachadzajucich sa v blizkosti inzercie, nezavisle na smere, upstream aj downstream (Kakimoto,

1996).

Dominantné mutanty vzniknuté aktivaénou inzerénou mutagenézou pomocou T-DNA maju
vyznam nie len v urCovani funkcie génov. Boli napriklad vyuzité aj v priamej genetike
k izolovaniu mutantov lepSie odolavajucich acidite (Bissoli et al., 2020), tolerantnych
k zvySenej salinite (Nguyen et al., 2018) a odolnych voci nedostatku dolezitych prvkov (Lee et
al., 2011).

St pripady, ked’ je pouzitie T-DNA na aktivacnu inzerciu neefektivne, pripadne rastliny su
netransformovatel'né. Vtedy sa pouzivaji na mutagenézu transpozony (Qu et al., 2008; Davies

et al., 2019).

Rovnako ako pri inaktivaénych pristupoch, aj pri aktivaénych mutantoch méme k dispozicii

charakterizované kolekcie (Hsing et al., 2007; Qu et al., 2008).

4.2. Ektopicka overexpresia

Do gain of function pristupov reverznej genetiky radime aj ektopicku expresiu génov. St
pri nej gény exprimované v Castiach, kde prirodzene exprimované nie su. Mdze ist’ o gény
endogenne (Criqui et al., 2000; Kalyna et al., 2003) aj exogénne, to znamena, Ze je gén jednej

rastliny exprimovany v inom druhu.

Pri ektopickej expresii sa vyuZzivaji hlavne konStitutivne prométori. To st takeé, ktoré su
exprimované za vSetkych podmienok (Qin et al., 2010). VeI'mi casto pouzivany je prave
promotor CaMV 35S (Holtorf et al., 1995). Naproti konstitutivnym rozoznavame aj inducibilné,
ktoré sa zapinaju iba pri uréitych podmienkach ¢&i osetreni. Casto ide o rdzne stresory, ako je

napriklad chlad (Pino et al., 2007).

Heterologickd expresia ¢cDNA je pristup, pri ktorom charakterizujeme rastlinné gény
v cudzich organizmoch (Cordier et al., 1999). Pomocou rastlinnej cDNA vlozenej do kvasinky

sa identifikovali napriklad gény podiel’'ajuce sa na odolnosti vo¢i NaCl (Sentenac et al., 1992).

Castejsie sa pre ektopickll expresiu génov z réznych rastlin pouziva modelové rastlina
Arabidopsis thaliana. Napriklad pri expresii bol-miR390a génov brokolice v Arabidopsis sa

zistilo, Ze st zodpovedné za vyvoj, rast a tvorbu laterdlnych organov (He et al., 2020), TaARF
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pSenice za celkovy vyvoj rastliny (Yao et al., 2009) a domény NB-ARC z vinic¢u za rezistenciu

k patogénom (Wen et al., 2015).
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5. Analyza expresie pomocou reportérovych génov

Analyzovat' funkcie génov mdzeme pomocou reportérovych génov, ako si zeleny
fluorescencny protein (GFP), glukuronidaza (GUS), luciferaza (LUC) (Kavita & Burma, 2008)
a zIty fluorescen¢ny protein (YFP) (Zhao et al., 2008). M6zeme pomoocu nich sledovat’
expresiu génu, ¢i dokonca lokalizaciu jeho proteinového produktu v rdmci bunky. Podla
designu génového konstruktu s reportérovym génom a ucelu, rozoznadvame transkripcnu fuziu

a translaénu fuziu.

5.1. Transkripéna fizia

Pri tzv. transkripénej fuzii sa analyzuje ako, kde a kedy je gén exprimovany. Promotor
analyzovaného génu sfuzujeme s reportérovym génom a to tak, Ze reportérovy gén bude v
downstream smere od promotoru (Obr.6A). Takyto konstrukt je transformaciou vlozeny do
rastliny. Ak je promotor Studovaného génu aktivny, tak je syntetizovany aj dany reportérovy
gén. Vysledky sledujeme pomocou fluorescencnej alebo konfokalnej mikroskopie (Lee et al.,
2006; Tovar-Aguilar et al., 2019). Z aktivity promotoru sa snazime pochopit’ funkciu génu, Cas

aktivacie promotoru, uréenie pletivovej Specifity (Xiao et al., 2010)

ATG STOP

Obr.6: Transkripca fuzia s GFP (prevzaté z Boulin et al. 2006 - upraven¢)

5.2. Transla¢na fauzia

Pri transla¢nej fizii je reportérova znacka (fluorescenény protein) fizovanéd so samotnym
Studovanym proteinom (Obr.6B) Primarne je fuzia vytvorend na trovni DNA a prekladom
fazneho génu vznikne fuzny protein. Fluorescenény protein moéze byt prifuzovany na
ktorykol'vek koniec a aj do stredu proteinu (Deuschle et al., 2005). Ak sa fuzia dobre vytvori,
tak je protein funkény a je schopny zastlpit’ protein v. mutovanych rastlinach. Mézeme takto
zistit, kde sa Studovany protein prirodzene vyskytuje a aj sledovat’ jeho dynamiku, ato

pozorujeme konfokalnou alebo fluorescenénou mikroskopiou (Zhao et al., 2008).
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6. TILLING

Tilling (Targeted Induced Local Lesions In Genome) je pristup reverznej genetiky, pri
ktorom nevznikaji transgénne rastliny. Tento pristup ma Siroké spektrum vyuzitia (Till et al.,
2004), ale s rozvojom editacii gendmu straca na vyzname. Ide o cielent identifikaciu bodovych
mutacii v populdcii mutantov. Na indukciu mutacii sa pouziva klasickd necielend chemicka

mutagenéza, najcastejSie pomocou EMS (etylmetansulfonat).
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Obr.5: Tilling postup (prevzaté z Simsek a Aka Kacar 2011)

Samotny proces (Obr.5) zacina oSetrenim semienok M1 generacie mutagénom. Mutacie
detekujeme aZ u M2 rastlin (druha generacia mutantov). Pri prvom uspeSnom pouZiti metody
TILLING v rastlinach (McCallum et al., 2000) sa k detekcii mutacii pouzivala DHPLC
(denaturacnd vysokoucinna kvapalinovd chromatografia). T4 bola ale nahradenda novsimi
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metodami, najcastejSie sa na detekciu pouziva Specificky enzym CEL 1. CEL I je endonukleédza
pochadzajuca zo zeleru, ktord rozpoznava chybné parovanie baz, a Stiepi teda sekvencie DNA
v mieste heteroduplexov. Samotnd detekcia mutdcie spociva vtom, ze po amplifikacii
vybrané¢ho génu pomocou PCR sa produkty reakcie denaturujii a spitne renaturuju. Ak je
pritomna DNA s mutaciou v danom géne, v mieste mutacie sa vytvori spominany heteroduplex,
ktory je Stiepeny pomocou CEL I. Mutacie sa potom identifikuju elektroforézou na LI-COR
géle, ktory ur¢i polohu mutécie (McCallum et al., 2000; Till, 2004).

EcoTILLING je pristup odvodeny z TILLINGu. Vyuziva sa na vyskum prirodzenych
jednonukleotidovych polymorfizmov. Postup je, az na chemicku mutagenézu, rovnaky.
Detekujeme pri iom prirodzené mutécie. Bol vyvinuty u rastlin, konkrétne Arabidopsisu , ale
vzhl'adom k masivnemu celogendmovému sekvenovaniu rady ekotypov uz nie je u tejto

rastliny vyuZivany (Comai et al., 2004).
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7. Zaver

Existuje vela pristupov na identifikaciu génov pomocou transgénnych rastlin. Kazdy je
osobity a pouziva sa v urcitych pripadoch. RNA interferencia pomocou dvojvlaknovych RNA
nevyradi gén z funkcie uplne, ale iba stlmi expresiu, hovorime teda, Ze ide o knockdown. Ku
génovému knock outu dochadza najéastejSie pomocou inzer¢nej mutagenézy, teda vlozeniu
transferovej DNA alebo transponovatelného elementu do génu. Ako doplnok pouzivame
pristupy gain of function, ako je ektopickd expresia, ¢i analyza aktivanych inzerénych
mutantov. Velké vyuzitie maji aj miestne Specifické endonukledzy, medzi ktoré patria
meganukleazy, nukledzy so zinkovymi prstami, TALE nukleazy, ¢i CRISPR/Cas, pomocou
ktorych vieme zabezpecit’ génovy knock out, ale niekedy vieme aj Specificky editovat’ vybrany
gén. Napomocna modze byt aj analyza génovej expresie pomocou reportérovych génov,

pomocou ktorej sa uruje miesto expresie génu, ako aj lokalizacia proteinov a ich interakcie.

Na analyzu funkcie génov ndm nestaci poznat’ funkcie génov, ale aj vztahy medzi nimi.
Identifikécia génov ma obrovské vyuzitie, a to nie len v zdkladnom vyskume. Znalost’ funkcii
génov nam umoznuje zabezpecit’ pozadované vlastnosti jednotlivych rastlin. Mézeme napriklad
zabezpecit' rezistenciu voci patogénom a rdéznym abiotickym stresorom, zlepSit'® tUrodu

kultarnych rastlin, pripadne vytvorit rastliny s lepSimi estetickymi vlastnost’ami.
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