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Poznanie mozliwosci, jakie niesie technologia CRISPR/Cas9, oraz praktyczne jej
zastosowanie do uzyskania linii mutantéw rosliny Arabidopsis thaliana

Zakres tematyczny

1.
2.

Technologie edytowania genoméw (nukleazy z palcami cynkowymi, TALENYy)

Naturalne systemy CRISPR

a) wystgpowanie

b) skiladowe

¢) mechanizm dziatania

System CRISPR/Cas9 zaadoptowany do uzycia w laboratorium

a) niezbedne elementy

b) etapy uzycia (projektowanie gRNA, tworzenie konstruktéw genetycznych, techniki
klonowania, transformacja organizmu docelowego, metody sprawdzenia
efektywnosci systemu, identyfikacja mutacji, wyprowadzenie mutantéw) —
praktyczna nauka

¢) mechanizm dziatania

d) mozliwe zastosowania

e) dotychczasowe osiggniecia

f) perspektywy rozwoju

g) zagrozenia i obawy zwigzane z uzyciem technologii

Transformacja roslin

a) metody

b) zastosowanie bakterii Agrobacterium tumefaciens

c) technika floral dip

d) mechanizm selekcji herbicydem BASTA



Efekty (wiedza i umiejetnosci uzyskane podczas kursu)

Doktorant:

Zna technologie edytowania genomoéw takie jak nukleazy z palcami cynkowymi i

TALENy

Zna pochodzenie, elementy i role naturalnie wystepujacych systeméw typu CRISPR

Rozumie mechanizm dziatania naturalnych systeméw typu CRISPR w obronie przed

infekcjami

Wie, do jakich badawczych 1 terapeutycznych mozna uzy¢ technologii CRISPR/Cas9

Zna wady 1 zalety tej technologii (rowniez w stosunku do innych technologii edycji

genomu)

Jest Swiadomy zagrozen etycznych wynikajgcych z mozliwosci uzycia tej techniki

Potrafi uzy¢ system CRISPR/Cas9 w celu uzyskania mutacji w konkretnych genach

Arabidopsis thaliana, a w szczegdlnosci:

* Wie, jakie elementy systemu musza (w konstruktach genetycznych) zostac
wprowadzone do roslin

*  Umie uzy¢ baz danych w celu wyszukania mozliwych do uzycia gRNA 1 potrafi
wybra¢ optymalne z nich

* Zna 1 moze samodzielnie przeprowadzi¢ etapy uzyskiwania potrzebnych linii
mutantow A. thaliana poczawszy od uzyskania wektoréw binarnych (klonowanie do
wektora binarnego, transformacja i selekcja E.coli, namnozenie plazmidu 1 jego
izolacja, transformacja i selekcja A. tumefaciens, namnozenie A. tumefaciens,
hodowla i transformacja Arabidopsis metoda floral dip, selekcja nasion herbicydem
BASTA, izolacja DNA z materiatlu roslinnego, amplifikacja okreslonychloci metoda
PCR oraz obserwacja powstalych mutacji po rozdziale elektroforetycznym
produktéw PCR)

Zna techniki transformacji roslin, a zwtaszcza uzycie bakterii Agrobacterium tumefaciens

Wie, na czym polega metoda floral dip

Rozumie podstawy mechanizmu selekcji transformantéw z uzyciem herbicydu BASTA

Zawarto$¢ merytoryczna kursu:

1.

Wprowadzenie do tematyki zaje¢ (wyktad) i oméwienie ich przebiegu. (2,5 h) Wysianie
roslin Col-0 do transformacji oraz roslin pokolenia T1 do selekcji. Trawienie restrykcyjne
plazmidu zawierajacego kasete do ekspresji gRNA oraz wektora binarnego. (2,5 h)
Defosforylacja wektora binarnego. Rozdzial elektroforetyczny strawionych fragmentow
DNA, ich oczyszczenie i ligacja. Transformacja bakterii E. coli. Przygotowanie szalek z
pozywka selekcyjng i wysianie na nie bakterii. (5 h)

PCR kolonijny na wyrostych koloniach i rozdziat elektroforetyczny ich produktow.
Identyfikacja kolonii zawierajacych poprawny produkt ligacji i zaszczepienie nimi
pozywek ptynnych w celu namnozenia bakterii. Selekcja BASTA ro$lin T1 wysianych na
pierwszych zajeciach. (5 h)

Izolacja plazmidéw. Transformacja A. tumefaciens. Przygotowanie pozywek
selekcyjnych dla Agrobacteriumi wysianie ich na nie. Praca na komputerach -



projektowanie gRNA. (5 h)

5. PCR kolonijny na Agrobacterium i rozdziat elektroforetyczny produktéw, wybor kolonii
do namnozenia na transformacje¢ floral dip (zaszczepienie pozywki). Obserwacja
wynikow selekcji roslin herbicydem BASTA. Izolacja DNA z ro$lin po selekcji. (5 h)

6. Genotypowanie odpornych roslin (PCR, elektroforeza) i  interpretacja wynikow.
Transformacja roslin Col-0 metodg floral dip. Egzamin. (5 h)

Techniki/metody nauczania:

— wyklady w jezyku angielskim z wykorzystaniem technik multimedialnych
— ¢wiczenia laboratoryjne

Ocena efektow uczenia sie:

— egzamin ustny



