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CIELE PRACE
Teoreticka Cast’:
e Spracovanie literarnej reSerSe na tému Medicago sativa ako modelovy
organizmus, MAP kinazova signalizacia a editaicia genému pomocou
CRISPR/Cas9 technologii.

Prakticka cast”:

e CRISPR/Cas9 metdda (navrh primerov na editovanie SIMK génu, ligacia, colony
PCR, transforméacia Agrobacterium tumefaciens, klonovanie pomocou Multisite
Gateway® Cloning kitu).

e Stabilna transformacia Medicago sativa.

e Vyhodnotenie ziskanych vysledkov a spisanie experimentalnej Casti bakalarskej

prace.



1 UVOD

Lucerna siata ako hospodarsky vyznamna plodina, nazyvana aj kralovna krmovin,
je najviac produkovanou strukovinou vo svete s ekonomickym vyznamom
predovsetkym v USA (Gao et al., 2018; Wolabu et al., 2020). Vznika zaujem
0 vylepsenie a editaciu tejto plodiny s cielom dosiahnit’ vysSieho vynosu a kvality.
K tomu by mohla napomdct’ CRISPR/Cas9 technologia, ktora sa ukazala byt prinosna
aj pri inych hospodarsky vyznamnych plodinach.

Baktérie a archea si v snahe chranit’ sa pred napadnutim baktériofagmi vyvinuli
systém na rozpoznavanie a ni¢enie cudzorodej DNA, ktory im sluzi ako adaptivna
imunita. Modifikaciu tohto systému dnes pozndme pod nazvom CRISPR/Cas9. Tato
metodda za poslednych 10 rokov, od jej objavu v roku 2012, zaznamenala vel’ky prelom
Vv cielenej editacii genetickej informacie a nasla si $iroké uplatnenie vo vedeckom
svete. V medicine moze slazit’ na liecbu Huntingtonovej choroby (Shin et al., 2016)
alebo ako génova terapia na lieCbu transfizne zavislej P-talasémie a kosacikovej
anémie (Frangoul et al., 2021). V pol'nohospodarstve prispela k vylepSeniu plodin,
kedy bol CRISPR/Cas9 systém uspes$ne aplikovany na mnohych vyznamnych
plodinach, ako je ryza (Jun et al., 2019), pSenica (Upadhyay et al., 2013), soja (Jacobs
et al., 2015) a kukurica (Liang et al., 2014).

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo pripravit’ vektory pre CRISPR/Cas9 editaciu
SIMK génu u lucerny siatej. SIMK protein patri do rodiny mitogénom-aktivovanych
proteinkinaz, skratene MAPK. Jedna sa o signalne molekuly aktivované fosforylaciou,
ktoré st zodpovedné za odpoved bunky na stimuly sposobené abiotickymi alebo
biotickymi stresmi. Aktivaciou signalnych drah dochadza k regulacii bunkovych
procesov, ako st kontrola génovej expresie, diferenciacia alebo proliferacia. SIMK
je stresom indukovand MAPK, ktora je zapojend do roznych odpovedi lucerny siatej
na stres. Moze sa jednat’ o stres spdsobeny tazkymi kovmi (Jonak et al., 2004),
zasolenim alebo hyperosmotickym stresom (Munnik et al., 1999; Cardinale et al.,
2000, 2002).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Medicago sativa ako modelovy organizmus

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je viacro¢na dvojkli¢nolistova rastlina patriaca
medzi strukoviny z ¢elade bobovitych (Fabaceae). Prva kultivovana forma zrejme
pochédza zo zapadnej Perzie a rozsirila sa do mnohych regiénov v Eurépe, Amerike
a Azii (Rashmi et al., 1997). Strukoviny st vieobecne dolezitymi kimnymi plodinami,
pretoze su schopné produkovat’ vysoké vynosy kvalitného krmiva (Buxton &
Harrison, 2015). Rod Medicago zahfiia jednoro¢né aj trvalé druhy rastlin. Lucerna
siata je trvaca kifmna strukovina s hlbokym koreilovym systémom, ktory chrani pred
eroziou pddy alebo kontaminaciou povrchovych a podzemnych vod (Radovié et al.,
2009; Kumar et al., 2018).

Vyznamnym znakom lucerny je jej nenaro¢nost’ pri pestovani, tolerancia voci
environmentalnym stresom (Radovi¢ et al., 2009), ale hlavne symbidza S pddnou
baktériou Sinorhizobium (Ensifer) meliloti fixujicou vzdu$ny dusik, ¢o vedie
Kk prirodzenému obohacovaniu pody (Babi¢ et al., 2008). Ma vysoky obsah proteinov,
mineralov, antioxidantov, vitaminov (A, C, K, E) a enzymov (amylaza, peroxidaza
invertaza, koagulaza, erepsin, pektinaza, Bora & Sharma, 2011). Okrem toho
sa pouziva k vyrobe farmaceutickych zli€enin a priemyselnych enzymov
(Kineman et al., 2010; Kumar et al., 2018).

Lucerna siata je tetraploidny organizmus s Osmimi chromozémami
(2n = 4x =32) s velkostou 800 — 1000 Mbp (Blondon et al., 1994), ¢o prispieva
k velkej genetickej diverzite. Gendém lucerny je intenzivne Studovany, vratane
abiotickych a biotickych odpovedi lucerny na stres s vyuZzitim modernych
genomickych, proteomickych a metabolomickych pristupov (Hrbackova et al., 2020).

Lucerna patri medzi rastliny, ktoré su ¢asto vyuzivané na skimanie embryogenézy
rastlin pomocou somatickej embryogenézy (Stuart & Strickland, 1984; Gyorgyey
et al., 1991). Pouzitim inhibitorov biosyntézy, giberelinov, sa zistilo, Ze tieto rastlinné
hormony zohravaju tlohu pri indukcii a vyvine embrya (Rudus et al., 2002). Oxid
dusny (NO), ako signdlna molekula, ma vplyv na bunkové delenie a embryogenézu
rastlin za pritomnosti auxinu (Otvds et al., 2005). Pocas skorej fazy somatickej
embryogenézy lucerny sa ukédzala aktivacia Kalmodulinu podobnej doménovej

proteinkinazy (Calmodulin like domain protein kinase; CPK) vyvolana auxinom



(Davletova et al., 2001). Taktiez sa lucerna vyuziva na pozorovanie a vyskum

transformovanych sekundarnych embryi (Uzelac et al., 2007).

2.1.1 Somatickia embryogenéza

Somaticka embryogenéza (SE) je regenerany proces, pri ktorom st somatické bunky
indukované v podmienkach in vitro, aby ziskali embryogénny potencial (Zimmerman,
1993). Vyvojové stadia somatického embrya st podobné tym, aké pozorujeme pri
vyvoji zygoty. Z proembryogénneho zhluku buniek vznika globularne embryo, ktoré
prechddza do srdcovitého Stadia, to da nésledne vzniknut' torpédovitému embryu,
az nakoniec vznika embryo S viditelnymi klicnymi listami (Quiroz-Figueroa et al.,
2006; Sangra et al., 2019).

SE predstavuje hlavny spdsob regeneracie pre mnohé rastlinné druhy
(Lakshmanan & Taji, 2000; Guan et al., 2016; Sangra et al., 2019). Poskytuje dolezity
nastroj pri genetickej modifikacii rastlin S vyuzitim transformacie sprostredkovane;j
pomocou Agrobacterium tumefaciens (Rai et al., 2010). Prva Gspes$na nezavisla SE
vykonali Steward et al. (1958) a Reinert (1958) na mrkve oby¢ajnej (Daucus carota).
V prirode sa SE prirodzene vyskytuje u sukulentnej rastliny Kalanchoé
daigremontiana, na listoch ktorej vyrastaju malé semenaciky (Garcés et al., 2007).

Regeneracia bobovitych rastlin SE sa lisi pouzitym explantatom a rozli¢nou
potrebou rastovych regulatorov medzi jednotlivymi druhmi (Lakshmanan & Taji,
2000). Je zname, ze lucerna siata a d’alSie druhy z rodu Medicago moézu byt
regenerované prostrednictvom SE. Pre propagaciu lucerny siatej existuje niekol'ko
uspesnych in vitro regenera¢nych protokolov (Saunders & Bingham, 1972; Bingham
et al., 1975; Mitten et al., 1984; Shetty & McKersie, 1993). Tvorba novej rastliny
pomocou SE zahfiia pdt’ nasledovnych krokov: (1) inicidcia embryondlnej kultiry
na médiu s pozadovanymi rastovymi regulatormi, ako je auxin alebo cytokinin; (2)
proliferacia na tuhom alebo tekutom médiu s pozadovanymi rastovymi regulatormi;
(3) prematuracia odobratim rastovych regulatorov, ¢o stimuluje formovanie a vyvoj
embrya; (4) maturdcia pridanim kyseliny abscisove] (ABA) a/alebo znizenim
osmotického potencidlu; (5) vyvoj rastlin na médiu bez pridanych rastovych
regulatorov (Von Arnold et al., 2002). Vyvoj somatického embrya in vitro zavisi
na mnohych faktoroch, ako je genotyp, druh a stav rastliny, ale aj na vonkajsich
podmienkach, ako je teplota a svetlo (Gaj, 2004).



Existuju dva sposoby SE: nepriama somatickda embryogenéza (NSE) a priama
somatickd embryogenéza (PSE). NSE sa vyznacuje tvorbou kalusu, suspenzie alebo
kultary protoplastov, zatial’ ¢o PSE vznika z organizovanych Struktir ako su kmenové
bunky alebo bunky v okoli zygoty (Williams & Maheswaran, 1986). TaktieZ rozdiel
moézeme hl'adat’ v epigenetickom stave buniek. Bunky, ktoré sii embryonické alebo
sa nachadzaju blizko embrya, podliechaji l'ahsie SE ako diferencované vegetativne

bunky (Bhojwani, 1990).

2.1.1.1 Nepriama somaticka embryogenéza

Klasickym poznavacim znakom NSE je vznik embryogenénneho kalusu (Von Arnold
et al.,, 2002). Okrem vytvorenia kalusu, je dolezitym krokom NSE vytvorenie
proembryogénnej hmoty, ktora je charakteristickd neorganizovanou §trukturou buniek
obsahujuce skrobové zrna (Halperin, 1966). Bolo zistené, Ze mitoticka aktivita izko
stivisi s mnozstvom Skrobovych zin v cytoplazme (Atmane et al., 2000). V porovnani
s ostatnymi bunkami v kaluse su proembryogénne bunky malé, tvarovo izodiametrické
s hustou cytoplazmou, napadnym jadrom atenkou bunkovou stenou (Menéndez-
Yuffa & Garcia de Garcia, 1997; Atmane et al., 2000).

Prva in vitro NSE lucerny siatej bola prevedena Saundersom & Binghamom
(1972). U lucerny moze byt kalus ziskany z roznych explantatov. Indukovat’ kalus
sa podarilo z nezrelych prasnikov a ovarii, interndéd stonky, pletiva stopky alebo
hypokotylu semenacikov (Saunders & Bingham, 1972; Bingham et al., 1975; Walker
et al., 1979). Zaujimavym prikladom je indukcia kalusu z tenkej vrstvy hypokotylu,
pri ktorej boli pozorované oba sposoby SE (Mohammadi-Nasab et al., 2011). Pomocou
androgenézy cez Stadium kalusu je mozné ziskat haploidné, ale aj mixoploidné
rastliny lucerny. Takato indukcia kalusu a organogenéza zélezi na genotype, zloZeni
média a od vyvojového Stadia prasniku (Zagorska et al., 1997). Formovat’ kalus su
schopné aj somatické hybridy ziskané fuziou protoplastov M. sativa a Lotus
corniculatus, lenze takéto rastliny sa nepodarilo regenerovat’ (Niizei & Saito, 1989).

Podl'a protokolu vytvoreného Samacom & Austin-Phillipsom (2006) prebieha
regeneracia lucerny siatej NSE v niekol’kym krokoch s rozlicnymi kultivaénymi
médiami. Explantat, v tomto pripade list, je sterilizovany, rozrezany na polovicu
a preneseny na kalus indukujuce médium B5H (Gamborg et al., 1968) s pridavkom
Gamborg vitaminov, aminokyselin, auxinu (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, 2,4-D)

a cytokininu (kinetin). Po vzniku pozorovatel'ného zhluku nediferencovanych buniek



je kalus preneseny na B50 médium (rovnaké zlozenie ako B5H, ale bez rastovych
regulatorov), ktoré zodpoveda za formovanie embrya. Vyvinuté embrya sa dalej
prenest na MMS médium (Murashige & Skoog, 1962) s pridavkom Nitsch & Nitsch
vitaminov, sachar6zy a myoinozitolu. Toto médium zodpoveda za kli¢enie a vyvoj
rastliny. Pre lepsi rast korena a stonky moze byt’ do média pridana kyselina giberelova
(Mohammadi-Nasab et al., 2011). Na udrzanie in vitro rastlin sldzi MS médium
(Murashige & Skoog, 1962) s pridavkom sachar6zy (Samac & Austin-Phillips, 2006).
Na dlhodobi embryogénnu udrzatelnost’ lucerny siatej bol Sangrou et al. (2019)
vyvinuty systém somatickej embryogenézy za pouzitia SH4K média (Schenk &
Hildebrandt, 1972 s pridavkom prolinu, tioprolinu, siranu draselného, kvasni¢ného
extraktu, myoinozitolu, sachar6zy, 2,4-D a Kinetinu). Kalus indukovany na takomto
médiu vykazoval udrziavatel'nost’ a vytvaral somatické embrya po kazdom pasazovani

bez vyznamnej straty embryogénneho potencialu (Sangra et al., 2019).

2.1.1.2 Priama somaticka embryogenéza

Tento typ SE vedie k regeneracii rastlin bez tvorby kalusu. PSE u lucerny siatej bola
indukovana z listov, kli¢nych listov alebo protoplastov (Kao & Michayluk, 1980;
Lu et al., 1983; Dijak & Brown, 1987; Denchev et al., 1991). Ako vychodiskovy
explantat pre pripravu protoplastov mézu byt’ pouzité kli¢ne listy, korene semenacikov
alebo listy. PSE moze prebichat na tuhom alebo v tekutom médii. AvSak bolo
pozorované, ze embryoidy (utvary Strukturne aj funkéne podobné embryu) sa tvorili
rychlejsie v tekutom ako na tuhom médiu. (Lu et al., 1983).

Kao & Michayluk (1980) uskuto¢nili prvii PSE lucerny siatej z protoplastov
mezofylu. Zistili, ze schopnost’ tvorby embryoidov a regeneracie rastlin sa li$i medzi
rastlinami toho istého kultivaru. Ku prikladu sluZzi, Ze rastliny toho istého kultivaru
sa lisia potrebou rastovych regulatorov. Médium s 6-benzylaminopurinom (BA)
a kyselinou 1-naftyloctovou (NAA) navodzuje tvorbu embryoidov u jednej rastliny,
zatial’ ¢o u druhej st potrebné iné hormony (zeatin-ribozid a 2,4-D; Kao & Michayluk,
1980).

Stadium PSE na troch kultivaroch M. sativa (Rambler, Regen S, Rangelande)
potvrdilo tuto rozdielnost’. Protoplasty z kultivarov Rambler a Regen S nie st schopné
podliehat’ PSE, tvoria iba kalus, ale naopak kultivar Rangelande podlieha PSE, a to
nasledovne. Po prvom deleni povodnych protoplastovych buniek a pridani ¢erstvého

média dochadza k agregacii buniek do zhlukov. Na ich povrchu sa zacinaji formovat



-----

embryo s kli¢nymi listami (Dijak & Brown, 1987). Z histologického hl'adiska PSE
u lucerny siatej prebieha najpravdepodobnejSie vznikom meristému na povrchu
nepravidelne tvarovanych zhlukov buniek, ktory da vzniku globuldirnemu embryu
(Lu et al., 1983).

Dizka indukcie PSE ovplyviiuje poéet embryi a neskorsi vyvoj rastliny. Najvyssi
podiel embryi bol pozorovany po 10 diiovej indukcii auxinom (2,4-D). Po 30. dioch
indukcia inhibovala vyvoj embrya, ¢o moze byt vysvetlené spustenim sekundérnej
diferenciacie bunky. Dalsi vyvoj globularneho embrya bol mozny iba za pridavku
polyetylénglykolu. Pri maturacii je dolezitym pridavkom do média ABA. Najlepsie
sa ukézala $tvortyzdiiova kultivacia na B50 médiu s 30 mmol-1t ABA (Denchev et al.,
1991).

Kultivary lucerny siatej regenerované cez PSE dokazu byt regenerované
aj pomocou NSE, avSak opacne to nie je mozné. To naznacuje klondlnu variaciu
vo faktoroch dolezitych pre schopnost’ podlichat PSE a jej spojitost’ S viac
definovanymi vzorcami pociatocného delenia a vyvoja z bunkovych zhlukov

(Dijak & Brown, 1987).

2.2 Mitogénom-aktivované proteinkinazy

2.2.1 Zakladna charakteristika mitogénom-aktivovanych proteinkinaz
Mitogénom-aktivované proteinkindzy (MAPK) st signalne molekuly zodpovedné
za prenos signalu z plazmatickej membrany do vnutra bunky vyvolany vonkajSim
podnetom. MAPK sluzia ako signdlna kaskada, ktord sprostredkovava odpoved
organizmu na vyvolany stres. MAPK su pritomné v kvasinkach (Chen & Thorner,
2007), u cicavcov (Chang & Karin, 2001) a v rastlinach (Zhang & Kilessig, 2001).
V rastlinach sat MAP kinazy zapojené¢ do mnohych procesov, ako je vegetativny rast,
tvorba prieduchov, embryogenéza (Komis et al., 2018), ale taktiez hraju dolezita ilohu
pri raste korefiovych vlaskov (Samaj et al, 2002) abunkovom deleni
(Bogre et al., 1999).

MAPK kaskdda je zlozena ztroch funkéne prepojenych proteinkinéz.
Na zaciatku je aktivovany najvrchnejsi ¢len proteinkinazovej kaskady, MAPK kinaza
kindza (MAPKKK, MAP3K), ktora nasledne fosforyluje a tym aktivuje MAPK kinazu
(MAPKK, MAP2K), a ta prenasa signal d’alej na MAPK (MPK; Lewis et al., 1998;



Madhani & Fink, 1998; Schaeffer & Weber, 1999; Colcombet & Hirt, 2008; Samajova
etal., 2013a; Raja et al., 2017).

Boli identifikovani konkrétni ¢lenovia MAPK kaskady, ktori su aktivovani
posobenim prislusného stresu (Nakagami et al.,, 2006; Qiu et al., 2008).
U Arabidopsis thaliana pri posobeni stresu z nizkych teplot a zasolenia sa spusta
kaskada, kde prvym ¢lenom je MAPK kinaza kinaza 1 (Mitogen-activated kinase
kinase kinase 1; MEKK1), ktora d’alej spusta MAPK kinazu 2 (Mitogen-activated
protein kinase kinase 2; MKK?2) a ta fosforyluje kinazy MAPK4 (Mitogen-activated
protein kinase 4, MPK4) a MAPKG6 (Mitogen-activated protein kinase 6; MPKG6; Teige
et al., 2004).

U cicavcov st MAPK rozdelené¢ do troch velkych skupin: (1) Extracelularne-
signalom-regulované kinazy (Extracellular-signal-regulated kinases, ERK);
(2) c-Jun N-terminalne kinazy (c-Jun N-terminal kinases, JNK) a (3) p38/stresom-
aktivované proteinkinazy (p38/stress-activated protein kinases, p38/SAPKSs; Junttila
et al., 2008; Morrison, 2012).

Rastlinné MAPK st rozdelené do Styroch skupin (A-D) na zdklade ich
fosforylovaného aminokyselinového TXY motivu (treonin-X-tyrozin, kde X moze byt’
zvySok glycinu, prolinu, kyseliny glutamovej alebo asparagovej). Skupiny A, B a C
maju spolo¢ny aminokyselinovy motiv TEY (treonin-kyselina glutamova-tyrozin),
zatial' ¢o pre skupinu D je typicky TDY (treonin-kyselina asparagova-tyrozin)
motivom (Ichimura et al., 2002). V genéme modelového organizmu A. thaliana bolo
identifikovanych 110 génov kodujucich MAP kindzy. Medzi nimi 80 génov
kodujucich MAPKKK, 10 génov MAPKK a 20 génov kodujucich MAPK (Ichimura
et al., 2002; Colcombet & Hirt, 2008; De Zélicourt et al., 2012; Raja et al., 2017).
Fylogeneticka analyza genomov ostatnych strukovin ukazala porovnatelny pocet
¢lenov MAPK kaskady. V genome s6ji (Glycine max) bolo zatial’ identifikovanych
najviac MAPK, presne 150 MAPKKK génov, 9 MAPKK a 19 MAPK génov (Neupane
et al, 2013). Gendém kukurice (Zea mays) obsahuje 74 MAPKKK,
9 MAPKK a 19 MAPK génov (Kong et al., 2013). Genoém ryze (Oryza sativa) obsahuje
75 MAPKKK, 8 MAPKK a 17 MAPK génov (Xiong et al., 2001; Singh et al., 2012;
Wankhede et al., 2013).



2.2.2 Aktivacia signalnej drahy

K aktivacii MAPK signélnej drahy dochadza po zachyteni vonkajSieho signalu
receptorom na cytoplazmatickej membrane. Modze sa jednat o bioticky stimul,
napriklad vyvolany patogénmi (Droillard et al., 2004) alebo abioticky, vyvolany
roznymi environmentalnymi stresmi ako je chlad, zasolenie alebo sucho (Jonak et al.,
1996; Munnik etal., 1999; Jonak et al., 2004). Prenos signalu z plazmatickej
membrany moze byt zabezpeCeny réznymi sposobmi. Napriklad receptorom BRI1
s BRI1-asociovanou receptorovou kinazou (BRI1-associated receptor kinase 1;
BAK1), ktory rozpoznava flagelin a tym spista MAPK kaskadu (Samajova et al.,
2013a), dalej aktivaciou Ca?*-zavislou proteinkindzou (Ca2*-dependent protein
kinase; CDPK; Sangwan et al., 2002) alebo Rho GTPazou, ktora interaguje s MEKK1
(Christerson et al., 2002). Aktivovana MAPKKK d’alej fosforyluje dvojspecifickt
MAPKK (Bartels et al., 2010).

K aktivacii MAPKK je potrebnd fosforylacia na serin a/alebo treoninovom motive
SITXXXXXS/T (X znaci ktorikol'vek aminokyselinu) u rastlin (Cardinale et al.,
2002) a SXXXS/T u cicavcov (Matsuoka et al., 2002). MAPKK dalej fosforyluje
prislusnt MAPK na TXY motive, u rastlin X moze byt’ E-kyselina glutamova alebo
D-kyselina asparagova (Ichimura et al., 2002). MAPK st aktivované fosforylaciou na
tyrozinovom a serin/treoninovom zvysku (Stratmann & Ryan, 1997).

Fosforylované MAPK aktivuju cielové proteiny, ¢im dochddza k réznym
bunkovym odpovediam (Samajové, et al.,, 2013b; Komis et al., 2018). MAPK
fosforyluju a reguluji (aktivuji alebo deaktivuji) vel'ké mnozstvo substratov. Moze
sa jednat o transkripéné faktory, ktoré spustaju adekvatnu génovu expresiu voci
stimulu, ktory celii kaskadu spustil (Kim & Zhang, 2004). Dalej to mozu byt
proteinkinazy, cytoskeletalne komponenty, proteiny zapojené do rastlinného
metabolizmu alebo vezikularneho transportu (Samajova et al., 2013b; Smékalova
etal., 2014).

Konkrétne MAPK3 (Mitogen-activated protein kinase 3; MPK3) a MAPKG6
fosforyluji transkripény faktor WRKY 33 (WRKY33) spustajici expresiu génov
zodpovednych za odpoved’ voci stresu sposobené¢ho patogénom (Mao et al., 2011).
K fosforylacii dochadza na serinovom zvysku, ako tomu je u WRKY transkripéného
faktoru 8 (WRKY8; Ishihama et al., 2011). U A. thaliana boli identifikovani konkrétni
¢lenovia MAPK kaskady ako su MEKK1, MAPKK4 (Mitogen-activated protein
kinase kinase 4; MKK4)/ MAPKKS5 (Mitogen-activated
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Obrazok 1. Schematické znazornenie aktivacie/inaktivacie MAPK signalnej drahy od prijatia
signalu receptorom az po aktivaciu cielovych proteinov. (S/T)* — serin/treoninovy zvysok;
(Y)* — tyrozinovy zvySok; (T)* — treoninovy zvySok; PF — protein fosfatazy; P — fosfat.
Upravené podl'a: Taj et al. (2010).

protein kinase kinase 5; MKK5) a MPK3/MPKG®, ktor¢ aktivujt WRKY transkripény
faktor 22 (WRKY22) a WRKY transkripény faktor 29 (WRKY29). Cela draha je
spustana flagelinovym senzitivnym receptorom (Flagellin sensitive 2; FLS2) v reakcii
na rozpoznanie flagelinu (Asai et al., 2002). Priebeh aktivacie a inaktivacie signalnej
drahy a prenosu signalu v ramci kaskady MAP proteinkinaz na cielové proteiny je
znézorneny na Obr. 1.

Pri stabilizacii signalnej MAPK kaskady zohravaji dolezita rolu kostrové proteiny
a tzv. dokovaci motiv (Mochly-Rosen et al., 1991). Dokovaci motiv sluzi na Specificku
interakciu MAPK a jej substratu. Va¢sina MAP kinaz (skupina A, B a C) obsahuje
vo svojej Strukture, konkrétne v C-terminalnej oblasti, CD-doménu (Common docking
site), ktora slizi na naviazanie prislusnych MAPKK, MAPK fosfataz alebo MAPK
substratov. Tie na druhu stranu obsahuji D-doménu, nachédzajucu sa cca 100
aminokyselin od miesta fosforylacie, ktora interaguje so svojim antagonistom, CD-
doménou (Bigeard & Hirt, 2018).

Kostrové proteiny spdjajt MAPK dréhu s G proteinom z plazmatickej membrany
a maju za ulohu drzat’ pokope celt MAPK kaskadu (Su et al., 2015). Receptor pre

aktivovant C kinazu 1 (Receptor for activated C kinase 1; RACK1) sluzi ako kostrovy



protein aviaze vSetky tri MAP kindzy jednej signalnej kaskady. RACKI je
aktivovany heterotrimérnym G proteinom a posuva signal d’alej na MEKKI1 pocas
rastlinnej imunitnej odpovede (Cheng et al., 2015). U A. thaliana RACK 1 zohrava rolu
pri posobeni rdoznych stresov a taktieZ interaguje s proteinmi fotosyntézy (Kundu
etal., 2013). U lucerny siatej bola objavena Oxidativnym stresom aktivovana
MAPKKK1 (Oxidative stress-activated MAPKKK 1; OMTK1) kostrova
proteinkinaza, ktora priamo aktivuje Medicago = mitogénom-aktivovanu
proteinkinazu 3 (Medicago mitogen-activated protein kinase 3; MMK3). MEKK1
a OMTKI1 zohravaju ulohu kostrovych proteinov v MAPK kaskade po aktivacii
oxidativnym stresom (Nakagami et al., 2004, 2006). Priklady kostrovych proteinov
s konkrétnymi MAPK signalnymi drahami s ukdzané na Obr. 2.
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Obrazok 2. Znazornenie kostrovych proteinov a aktivacia konkrétnych MAPK signalnych
drah vyvolanych stresom. BAK1 (BRIl-associated receptor kinase 1); FLS2 (Flagellin
sensitive 2); MEKK1 (Mitogen-activated kinase kinase kinase 1); MKK4/5 (Mitogen-
activated protein kinase kinase 4/5); MMK? (Medicago mitogen-activated protein kinase ?);
MMK3 (Medicago mitogen-activated protein kinase 3). MPK3/6 (Mitogen-activated protein
kinase 3/6); OMTK1 (Oxidative stress-activated MAPKKK 1); P — fosfat; PrpL/ArgC
sektretované proteazy z Pseudomonas aeruginosa a Xanthomonas campestris; RACK1
(Receptor for activated C kinase 1). Upravené podl'a: Nakagami et al., 2004; Meng et al., 2015;
Su et al., 2015.
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2.2.3 Inaktivacia signalnej drahy
Za inaktivaciu MAPK signalnej drahy su zodpovedné Specifické fosfatazy. Skupina
hydrolytickych enzymov, ktoré su schopné odstranit’ fosfatova skupinu z daného
substratu naruSenim esterovej vdzby (Camps et al., 2000; Mishra et al., 2006; Brock
et al., 2010; Carrasco et al., 2014; Kuddus et al., 2018). Medzi také fosfatazy patria
serin/treoninové fosfatazy (Protein serine/threonine phosphatase, PSTP), protein
tyrozinové fosfatazy (Protein tyrosine phosphatase, PTP), proteinové fosfatazy
typu 2C (Protein phsosphatase of type 2C, PP2C) a dvojito-Specifické fosfatazy
(Dual-specificity phosphatase, DSP; Andreasson & Ellis, 2010; Bartels et al., 2010).
Pri inaktivacii musi dojst’ k odstraneniu oboch fosfatovych skupin na TXY motive.
Napriklad fosfatiza PP2C defosforyluje treonin 213 a tyrozin 215 TEY motivu
Stresom indukovanej MAPK (Stress-induced MAPK; SIMK; Meskiene et al., 2003).
Medicago fosfataiza 2 C (Medicago phosphatase 2C; MP2C) patri do skupiny
serin/treoninovych fosfataz a v lucerne inaktivuje Stresom aktivovanu MAPK (Stress-
activated MAPK; SAMK) kaskadu pri strese spdsobenom poranenim. Pri expresii
MP2C je de novo aktivacia SAMK drahy inhibovana (Meskiene et al., 1998). Taktiez
bola preukazand v poranenych listoch lucerny defosforylicia SIMK a SAMK
sposobena de novo expresiou génu MP2C (Meskiene et al., 2003). Prikladom protein
tyrozinovej fosfatazy je Arabidopsis thaliana dvojito-Specificka protein tyrozin
fosfataza (Arabidopsis thaliana dual-specificity protein tyrosine phosphatase;
AtDsSPTP), ktora je schopna defosforylovat fosfoserin/treonin fosfotyrozin
a Vv A. thaliana specificky defosforyluje MPK4 (Gupta et al., 1998).

2.2.4 Mitogénom-aktivované proteinkinazy u Medicago truncatula

V genome M. truncatula boli v roku 2013 in silico analyzou identifikované 4 MAPKK
a 18 MAPK (Neupane et al., 2013). Dalsie analyzy identifikovali 7 MAPKK
a 25 MAPK (Purayannur et al., 2017). Bioinformatickou analyzou za pouZitia
homolognych génov pre MAPKKK z A. thaliana bolo objavenych 73 MAPKKK,
ktoré sa nachadzaji na vsetkych 8 chromozémoch M. truncatula. Analyzou expresie
génov pomocou sekvenovania RNA bolo zistené zapojenie MAPKKK pri pdsobeni
stresu. Napriklad MAPKKK36 a MAPKKK41 boli nadexprimované pri nizkych
teplotach, zatial' ¢o iné vykazovali nadexpresiu pri inych stresoch, ako st stres
zo zasolenia (MAPKKK1 a 4), osmoticky stres (MAPKKK32 a 59), stres mrazom
(MAPKKK18 a 6) astres pod vplyvom kyseliny abscisovej (MAPKKK52 a 57).
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Len jedina MAPKKK vykazovala zvySenu expresiu pri vSetkych stresoch, a to
MAPKKK49 (Li et al., 2016).

Vypnutie génu MAPKK4 u M. truncatula spdsobilo rastové poruchy, ¢o naznacuje
dolezitost MAPKK4 (Mitogen-activated protein kinase kinase 4) pre spravny vyvoj
arast. Taktiez bol pozorovany zniZzeny pocet tvorby nodulov (Chen et al., 2017a).
Testovanim interakcie s ostatnymi MAPK v dvojhybridnom kvasinkovom systéme
sa priSlo na interakciu MAPKK4 s MAPK3 (Mitogen-activated protein kinase 3)
a MAPK®6 (Mitogen-activated protein kinase 6). Stadium MAPKK4 fuzneho proteinu
so zelenym fluorescenénym proteinom (GFP) ukézalo subcelularnu lokalizaciu
Vv plazmatickej membrane, cytoplazme a jadre. Rovnaky signal bol pozorovany pre
MAPK3 a MAPKG®G, svynimkou cytoplazmy, kde bol slabsi. Vysledky expresie
Vv jednotlivych organoch M. truncatula naznacuju pritomnost MAPKG6 predovsetkym
v koreni, stonke, listoch a noduloch. (Chen et al., 2017a).

Pri inokulacii symbiotickou baktériou S. (Ensifer) meliloti bola pozorovana
zvySena hladina transkriptov MAPK3, MAPKG a taktiez doslo k potlaceniu obranne;j
reakcie na patogén Pseudomonas syringae (Chen et al., 2017b).

Pouzitim dvojhybridného kvasinkového systému sa zistilo, ze MAPKKS
(Mitogen-activated protein kinase kinase 5) fosforyluje MAPK3 a MAPKG6
v kinazovej kaskade a tato signalna kaskada je zodpovedna za negativne regulovanie
tvorby nodulov v korefioch M. truncatula v spolupraci s prislusnymi transkripénymi

faktormi skorej nodulacie (Ryu et al., 2017).

2.2.5 Mitogénom-aktivované proteinkinazy u Medicago sativa
Pomocou homolégneho génu z hrachu bola objavena prva MAPK u M. sativa,
Mitogénom-aktivovany proteinkindzovy homolég MMK1 (Mitogen-activated protein
kinase homolog MMKZ1; ERK1). Expresia ERK1 v Escherichia coli naznacovala, ze
sa jedna o tyrozin fosforylovani MAP kinazu. (Duerr et al., 1993). V devit'desiatych
rokoch boli objavené d’alsie MAPK u lucerny a to: Medicago mitogénom-aktivovana
proteinkinaza 2 (Medicago mitogen-activated protein kinase 2; MMKZ2; Jonak et al.,
1995), MMK3 (Bogre et al., 1999) a SAMK (Jonak et al., 1996).

SIMK bola identifikovana ako sol'ou alebo elicitormi indukovana MAPK (Munnik
et al., 1999; Cardinale et al.,, 2000, 2002). SIMK je ulucerny odpovedou
na hyperosmoticky stres (Munnik et al., 1999). Bolo ukazané, ze SIMK je lokalizovana

Vv rasttcich Spickach koreniovych vlaskov, kde dochadza k interakcii s vezikularnym
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transportom a organizaciou aktinu (Samaj et al., 2002). Hrbackova et al., (2021)
v snahe zvysit expresiu SIMK, naklonovali N-terminalny fazny konstrukt s GFP
a SIMK pod kontrolou 35S konstitutivneho prométora (35S::GFP:SIMK) a stabilne
transformovali lucernu siatu tymto konStruktom. Mikroskopia na zivych bunkach
ukazala lokalizaciu GFP-SIMK predovsetkym V jadrach a v cytoplazme rdéznych
rastlinnych organov, ako st korene a listy. GFP-SIMK fazny protein bol taktiez
lokalizovany v Spickach rastucich korenovych vlaskov. ZniZzena expresia SIMK
a Stres indukovanej MAPKK (Stress-induced MAPKK; SIMKK) viedla k celkovému
znizeniu dizky koretiovych vlaskov oproti divému typu, zatial’ ¢o nadexpresia mala
opacny efekt. Rovnaky ucinok bol pozorovany aj pri tvorbe nodulov, ¢o viedlo
k zvySeniu celkovej biomasy v nadexprimovanych rastlinach lucerny (Hrbackova
etal., 2021).

V odpovedi na stimuly vyvolané latkami z parazitov, v tomto pripade z hib,
sa ukazala aktivacia réznych mitogénom-aktivovanych proteinkinaz (MMK). Na
chitin, komponent bunkovej steny hib, reagovali SIMK, MMK2 a MMKa3. Ergosterol,
sterol pritomny v hubach, zase aktivoval SIMK, MMK3 a SAMK. Beta-(1,3)-Glukan,
komponent bunkovej steny mnohych hub, aktivoval SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK
v bunkach lucerny (Cardinale et al., 2000).

Bolo preukazané, ze MMK2 a MMK3 st zapojené do bunkového rastu
a bunkového delenia (Bogre et al., 1999). MMK2 je jedna z prvych identifikovanych
MAPK zapojenych do cytoskeletalnej regulacie. MMK3 bola najviac pritomna
V rozvijajacich sa organoch a pri blizSom skiimani sa zistila aktivita MMK3 behom
mit6zy, konkrétne po metafaze a pri formovani fragmoplastu. Najviac sa vyskytovala
v deliacich sa pletivach (Bogre et al., 1999). SAMK bola identifikovana po pdsobeni
osmotického stresu (Munnik et al., 1999), po poraneni (Bogre et al., 1997) a vplyvom
hubovych elicitorov (Cardinale et al., 2000).

Sangwan et al. (2002) identifikovali Tepelnym Sokom mitogénom-aktivovanu
proteinkinazu (Heat shock mitogen-activated protein kinase; HAMK) ako antagonistu
SAMK. HAMK je aktivovana stresom ztepla. Ich vzdjomna ambivalencia je
zabezpeCend zmenou priepustnosti (fluidity) cytoplazmatickej membrany. Spolu
taktiez zohravajii ulohu pri remodelacii cytoskeletu. Mikrofilamentovy a taktiez
mikrotubulovy stabilizadtor zablokovali aktivaiciu SAMK spdsobent chladom.

Vapnikovym influxom na plazmatickej membrane dochadza k aktivacii MAP kinéz.
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Za to moze byt zodpovednd CDP kinaza, ktord aktivuje prislusna MAPKKK a tym
aktivuje celt MAPK kaskadu (Sangwan et al., 2002).

Pozorovania pod vplyvom stresu sposobenymi tazkymi kovmi (CuClz, CdCly)
ukazali zvySenu aktivitu SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK, najrychlejSiu odozvu
vykazovala SIMK a to v ramci niekol’kych mintt (Jonak et al., 2004). Bola preukazana
aktivacia SIMK a SAMK vyssou kinazou v kaskade, SIMKK, a to v odpovedi na stres
sposobeny CuCl, (Jonak et al., 2004). Interakcia a vzajomna Specificita bola potvrdena
pomocou dvojhybridného kvasinkového systému. SIMKK skutocne fosforyluje SIMK
a to predovsetkym pri posobeni stresu zo zasolenia (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et
al.,, 2002). Pri preneseni SIMKK do A. thaliana, bola SIMKK pozorovana
predovsetkym v jadre, avSak po spdsobeni stresu z0 zasolenia doslo k ¢iastoénej
relokalizacii do cytoplazmy. Podobny priebeh bol pozorovany aj v bunkach korena
M. sativa (Ovecka et al., 2014). Ina MAPKK identifikovana u lucerny bola na patogén
reagujuca MAPKK (Pathogen-Responsive MAPKK; PRKK). PRKK spolu so SIMKK

vykazovali najsilnejsiu interakciu so SIMK (Cardinale et al., 2002).

2.3 Technologia CRISPR/Cas9

2.3.1 Zakladna charakteristika CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 technologia je moderna metdoda pouZzivand v génovom inzinierstve
na vyvolanie relativne presnej zmeny genetickej informacie organizmu. Sklada
sa z jednovlaknovej navadzacej RNA (single guide RNA; sgRNA) a proteinu CRISPR
asociovany protein 9 (CRISPR associated Protein 9; Cas9) s endonukleazovou
aktivitou schopného sposobit’ cielené zlomy na oboch vlaknach DNA sucasne. Skratka
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) znaci
zoskupené pravidelne rozmiestnené kratke palindromické opakovania.

Bola objavena u prokaryot, ktorym CRISPR/Cas sluzi ako adaptivny obranny
mechanizmus v boji proti virusom a cudzim plazmidom. CRISPR adaptivna imunita
u baktérii a archeii je nadobudnuté nasledovne: kratka sekvencia (protospacer) z faga
je vlozena ako spacer sekvencia do CRISPR regionu CRISPR-associated (Cas)
proteinmi. Pri d’alSom stretnuti s fagom dochadza k transkripcii prekurzorovej
crisprRNA (pre-crRNA), ktora je zostrihavana na crisprRNA (crRNA) a taktiez
dochadza k expresii trans-aktivujucej RNA (tracrRNA) a Cas proteinu. Nasledne
sa crRNA sparuje s tractrRNA a naviaze sa na Cas9 endonukledzu, ktort nésledne

navadza na homolognu sekvenciu fagovej DNA. Tam hra dolezitd ulohu kréatka
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sekvencia, tzv. PAM (protospacer adjacent motif), vécSinou trojnukleotidova
sekvencia NGG (N znaci hocijaki bazu). Po jej najdeni dochadza k rozmotaniu
dvojzavitnice a komplementarnemu naviazaniu navadzacej] RNA (guide RNA,
gRNA). Nasledne dojde k dvojvldknovému zlomu pomocou endonukledzovych
jednotiek na proteine Cas9 (Fineran & Charpentier, 2012; Barrangou & Marraffini,
2014).

CRISPR lokusy su typickym znakom vsetkych CRISPR/Cas systémov. CRISPR
lokus sa sklada vo vSeobecnosti z CRISPR regionu (CRISPR array) a Cas génov.
CRISPR region pozostava z neopakujucich sa/ nerepetitivnych (spacer) sekvencii
(neopakujiice sa sekvencie DNA pochadzajice z faga alebo plazmidu), ktoré st
oddelené nefagovymi opakujucimi sa/ repetitivnymi tsekmi DNA (20 — 50 bp;
Makarova et al., 2015). Suhrnne je CRISPR region tvoreny spacer-repeticia-spacer
usporiadanim. Oblast’ Cas génov sa nachadza pred CRISPR regiénom a tieto gény su
prepisované na proteiny. CRISPR lokus Streptococcus pyogenes sa sklada z Cas9,
Casl, Cas2, Csn2 génov, CRISPR regionu a tracrRNA (Liao & Beisel, 2021). Cas9
izolovana zo S. pyogenes (SpCas9) je dnes najcastejSie vyuzivanou endonukleazou
na editovanie DNA (Jiang & Doudna, 2017). Znazornenie CRISPR lokusu

a bakterialnej adaptivnej imunity je zobrazené na Obr. 3.
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Obrazok 3. Schéma SpCRISPR/Cas lokusu a CRISPR/Cas9 bakterialnej adaptivnej imunity
v odpovedi na cudziu DNA. SpCRISPR/Cas lokus obsahuje tracrRNA, Cas gény (Cas9, Casl,
Cas2, Csn2), veducu (leader) sekvenciu a CRISPR region. Upravené podla: Bondy-Denomy
& Davidson, 2014; Jiang & Doudna, 2017; Liao & Beisel, 2021.
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Veduca (leader) sekvencia sa nachadza tesne pred CRISPR regiénom a sluzi ako
promotor. Promotor CRISPR 1 regionu, Pcrisprl, je zodpovedny za transkripciu pre-
CRISPR. Cas gény obsahuju svoj vlastny promotor, Pcas, nachadzajuci sa pred Cas
génmi. Usmeriiuje transkripciu polycistronickej mRNA vsetkych 5 génov v kaskade
(Pul et al., 2010).

Cas protein pozostava z dvoch rozdielnych lalokov (Casti). Prvy lalok sa nazyva
alfa-helikalny rozpoznavajuci lalok (alpha-helical recognition lobe; REC) a jeho
ulohou je rozpoznavanie cielovej DNA. Druhy lalok je nukleazovy lalok (nuclease
lobe; NUC). Laloky su spojené dvoma segmentami: arginin-bohatym helikalnym
mostom (arginine-rich bridge helix) a nepravidelnymi linkerami (disordered linker).
REC lalok sa sklada z 3 alfa-helikalnych domén (Hel-I, Hel-11, and Hel-111). NUC
obsahuje konzervovani HNH doménu, RuvC nukledzovi doménu a variabilni
C-terminalnu doménu (C-terminal domain; CTD; Jinek et al., 2014; Jiang & Doudna,
2017).

HNH doména je typicka pre jej histidinové a asparaginové zvySky a je
zodpovedna za zlom komplementarnej DNA. RuvC doména tvori Strukturalne jadro
NUC laloku. Struktira RuvC domény je tvorend Sestvlaknovym beta listom
obklopenym S$tyrmi alfa helikdzami, pricom vsetky tri konzervované subdomény
prispievaju  katalytickymi zvySkami do aktivneho miesta. Sposobuje zlom
nekomplementarneho vlakna DNA (Jinek et al., 2012).

Dvojvlaknovy zlom DNA sposobeny Cas9 endonukleazou spusta v bunke opravu
DNA. Koprave DNA dochadza dvoma sposobmi: nehomoléognym koncovym
spajanim (nonhomologous end-joining; NHEJ) alebo homolognou priamou opravou
(homology-directed repair; HDR). Pri NHEJ oprave dochadza k chybam, ¢im vznikaja
malé delécie, inzercie alebo substitu¢né mutacie DNA. HDR je takzvana bezchybova
DNA oprava, ktora potrebuje opravny templat v podobe homoldgnej donorovej
sekvencie (Zhang et al., 2014).

Molekula sgRNA kombinuje crRNA a tracrRNA. Tym je docieleny jednotny
RNA traskript. Zmenou sgRNA sekvencie je mozné zacielit' ktorikol'vek DNA
sekvenciu a sposobit’ mutaciu (NHEJ) alebo vlozit' poZzadovanti donorovi sekvenciu
(HDR oprava) na uréené miesto, kde nastal zlom (Jinek et al., 2012). Molekula sgRNA
interaguje s Cas9 proteinom prostrednictvom repeticia-antirepeticia duplexu (repeat—

antirepeat duplex), kmenovej slu¢ky 1 (stem loop 1), Hel-I domény, arginin-bohatym
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helikalnym mostom a CTD doménou (Jiang & Doudna, 2017). Znazornenie

CRISPR/Cas9 editacného mechanizmu je zobrazené na Obr. 4.
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Obrazok 4. Schéma mechanizmu CRISPR/Cas9 metédy spdsobujuceho dvojvlaknové
zlomy DNA anasledna oprava DNA. HNH konzervovana nukledzovda doména; PAM -
protospacer adjacent motif; RuvC nukledzova doména; SQRNA - single-guide RNA. Upravené
podra: Jiang & Doudna, 2017.
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2.3.1.1 Vyuzitie CRISPR/Cas9 technolégii v pol’nohospodarstve

Metdéda CRISPR/Cas9 bola pouzitd na mnohych dodlezitych plodinach, ¢i uz
hospodarsky alebo vedecky vyznamnych. Uspe$ne sa podarilo editovat gény
Nicotiana benthamiana (Jansing et al., 2019), ja¢mena (Hordeum vulgare; Gasparis et
al., 2018), sodje (G. max; Jacobs et al., 2015), ryze (O. sativa) a A. thaliana (Feng et
al., 2013). CRISPR/Cas9 je vhodny na editaciu génov jednokli¢nolistovych, tak aj
dvojkli¢nolistovych rastlin. Uspe$ne sa podarilo editovat’ polyploidné rastliny, ako st
I'ul’'ok zemiakovy (Solanum tuberosum) alebo ps$enica (Triticum aestivum; Johansen et
al., 2019).

Konkrétnym prikladom vyuzitia CRISPR/Cas9 je zvySenie vynosu u pSenice, kde
pri vypnuti génu TaCKX2 (Triticum aestivum cytokinin oxidase/dehydrogenase), co je
gén pre tvorbu cytokinin oxidazy/dehydrogenazy, doslo k tvorbe véac¢siecho mnozstva
zin (Zhang et al., 2019). Taktiez sa da pomocou CRISPR dosiahnut’ zlepsenie kvality
pSenice ato editovanim génov zodpovednych za tvorbu lepku, spdsobujuceho
celiakiu. Bola vytvorend pSenica Snizkym obsahom lepku, ktord znizovala
imunoreakciu az o0 85 % (Sanchez-Leon et al., 2018). Editovanim promotora génu
CsLOB1 (Citrus sinensis lateral organ boundaries 1) sa zvysila rezistencia
Vv citrusoch voci patogénu Xanthomonas citri subsp. citri, sposobujiceho rakovinu
citrusového plodu (Peng et al., 2017). Za pouzitia adenin bazového editora (adenine
base editor), ktory sa sklada z tRNA adenozin deaminazy spojenej s Cas9 nikazou
(SpCas9 nickase) sa podarilo zamenit' tymin za cytozin v géne ACC (acetyl-
coenzyme A carboxylase), ¢o viedlo k rezistencii ryze (O. sativa) voc¢i herbicidu (Li
etal., 2018).

2.3.2 Histéria CRISPR/Cas9
Prvd zmienka o CRISPR sa objavila v roku 1987 pri Studovani génu alkalickej
fosfatazy (Alkaline phosphatase gene; IAP) v E. coli. Boli objavené opakujice
sa nukleotidové sekvencie, ktoré boli netypicky prerusované neopakujlicimi
sa sekvenciami (Ishino et al., 1987). Nasledne v roku 1993 boli podobné sekvencie
objavené aj u archea, konkrétne u Haloferax mediterranei (Mojica et al., 1993).

V roku 2000 boli publikované poznatky, ze CRSIPR, vtedy eSte nazyvany
Short Regularly Spaced Repeats (SRSRs), skratka pre Kratke pravidelne oddelené
opakovania, sa vyskytuje po celej risi prokaryot. Konkrétne v rodoch baktérii ako

cyanobaktérie, proteobaktérie, hypertermofilné baktérie a pravdepodobne vo vsetkych
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archea (Mojica et al., 2000). Pojem CRISPR bol zavedeny v roku 2002 vyskumnymi
skupinami Mojica et al. (2000) a Jansen et al. (2002) ako skratka pre Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats. In silico analyzou boli objavené
Styri CRISPR-asociované gény (CRISPR-associated genes; Cas gény), Casl-Cas4,
ktoré su v asociacii s CRISPR regionom (Jansen et al., 2002).

V roku 2005 sa podarilo trom vyskumnym skupinam nezavisle na sebe objasnit’
funkciu CRISPR u prokaryotickych organizmov. Objavili, Ze spacer sekvencie, teda
neopakujuce sa sekvencie, odpovedaji nukleotidovym sekvenciam pochadzajiucim
z patogéna. Predostreli hypotézu, ze CRISPR mdze sluzit’ ako imunitny systém pre
prokaryoty tym, ze zabudovava cudziu DNA, ¢im poskytuje ochranu proti cudzorodej
DNA pochadzajiucej bud’ z bakteriofaga alebo konjugativneho plazmidu (Bolotin
et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005). Tato hypotéza bola potvrdena
zistenim, ze virusy nie s schopné infikovat’ bunky archeii, ktoré obsahuju ich vlastna
virusovii DNA (Mojica et al., 2005).

Prvy experimentalny dokaz o funkcii CRISPR ako adaptivnej imunity prokaryot
prisiel v roku 2007. Vysledky vyskumu naznacovali, Ze baktéria majuca CRISPR
neopkaujucu sa (spacer) sekvenciu odpovedajucu fagovej sekvencii, bola rezistentna
voCi fagu. Pri odstraneni odpovedajucej tejto sekvenecie, rezistencia voéi fagu
nenastala (Barrangou et al., 2007). Dal§i posun nastal vroku 2008 odhalenim
transkripcie neopakujucej sa sekvencie na crRNA, ktora sluzi ako navadzacia
sekvencia. Vysledky ukazali, ze za zostrihavanie pre-crRNA je zodpovedny CaskE
protein, ktory zostrihava pre-crRNA transkript na dozreta crRNA. Domnievajuc sa, Ze
transkripcia neopakujucej sa sekvencie na pre-crRNA a nasledne zostrihanie
na crRNA Cas proteinom, je hlavny princip antivirdlnej obrany prokaryot
CRISPR/Cas systému (Brouns et al., 2008).

V roku 2008 taktiez potvrdili, ze CRISPR/Cas systém moze sluzit' ako obranny
mechanizmus nielen vo¢i virusom, ale aj horizontalnemu prenosu génov spdsobeného
plazmidmi (Marraffini & Sontheimer, 2008). Rok na to sa preukazalo, ze CrRNA
v spolupraci s Cas proteinom zameriava cudziu virdlnu mRNA tak, Ze sa na iiu naviaze
na principe komplementarneho parovania bazy (Hale et al., 2009). VV tom istom obdobi
sa objasnil mechanizmus a $pecifikoval gén pre Cas protein, na ktory sa viaze CrRNA.
Jednalo sa o Cas5 gén, dnes uz znamy pod nazvom Cas9. In vivo bola preukazana
schopnost CRISPR/Cas systému odstranovat fagova aplazmidova DNA.

Po inaktivacii Cas5 génu nedoslo k odstraneniu viralnej DNA. To viedlo k zaveru,
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ze endonukleazova aktivita Cas5 proteinu je podstatna pre CRISPR/Cas systém
(Garneau et al., 2010).

O niekol’ko mesiacov neskor vyskumna skupina Deltcheva et al. (2011) odkryla
d’al$i vyznamy komponent CRISPR skladacky. Objavili tracrRNA, ktoréd sluzi ako
leSenie pre naviazanie crRNA na Cas protein. A taktiez zohrava délezitu rolu pri
dozrievani pre-crRNA (Deltcheva et al., 2011).

Objavy ako endonukleazova aktivita Cas9 proteinu a variabilnost’ crRNA viedli k
otazke, ¢i by sa CRISPR/cas9 systém nedal vyuzit’ pre génové inzinierstvo ako RNA
navadzaci nastroj pre editaciu gendému. Tento zamer potvrdil prenos CRISPR/Cas
modulu zo Streptococcus thermophilus do E. coli, ktory poskytol rezistenciu
transgénnej E. coli voéi plazmidovej a viralnej infekcii (Sapranauskas et al., 2011).

Velky prelom nastal v roku 2012, ked’ sa medzinarodnej skupine Jinek et al.
(2012) podarilo zostrojit sgRNA spojenim tracrRNA a crRNA. To prinieslo
zjednoduSenie celej metddy aumoznilo lepSie navadzat Cas9 endonukleazu
do cielového miesta a efektivne zacielit’ a vystrihnit’ pozadovantt DNA sekvenciu.
Taktiez potvrdili tlohu nukledzovych domén HNH and RuvC, ktoré su zodpovedné sa
dvojvlaknové zlomy (Jinek et al., 2012). Nasledne bol CRISPR/cas9 po prvykrat
pouzity na editaciu genetickej informacie v 'udskych bunkach (Cong et al., 2013; Mali
etal., 2013).

Cely potencial a vyznam CRISPR/Cas9 metody potvrdzuje udelenie Nobelovej
ceny za chémiu v roku 2020 dvom vedkyniam, Jennifer Doudna a Emmanuelle
Charpantier, ktoré sa s velkym prispenim zasluzili o pretransformanie CRISPR
imunitného systému prokaryot na vysoko efektivnu a Siroko zauzivanii génovi
editatnu techniku, ktora mala v poslednom desatroc¢i velky dopad na génové

inZinierstvo a biotechnologie naprie¢ vsetkymi odvetviami.

2.3.3 CRISPR/Cas9 u Medicago sativa

2.3.3.1 Pouzitie single guide CRISPR/Cas9 systému (sgCRISPR/Cas9)

Prvykrat bol CRISPR/Cas9 u lucerny pouzity na editaciu génu MSSPL9 (Medicago
sativa Squamosa promoter binding protein like 9). K editacii bola pouzita SQRNA,
vklonovana do plazmidového vektora pod A.thaliana U6 (Arabidopsis thaliana
ubiquitin U6) promotorom spolu s dicot plants Cas9 (dpCas9) pod ubiquitinovym
promotorom. Pri porovnani efektivity editdcie s dostupnymi informaciami

na pribuznom druhu M. truncatula, vysledky na lucerne ukazali vel'mi nizke percento
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frekvencie mutacii (priblizne 2,2 %) a ziadna z modifikovanych rastlin nevykazovala
pozmeneny fenotyp. Nizke percento mutdcii je pravdepodobne sposobené
tetraploidnym gendémom lucerny anaronym zacielenim a vyradenim vsSetkych
Styroch alel naraz (Gao et al., 2018).

Dalsi pokus vyuzitia SgCRISPR/Cas9 systému bol pouZity na vyradenie génu PDS
(Phytoene desaturase; Chen et al., 2020). Vyradenie tohto génu vykazovalo I'ahko
pozorovatel'ny albino trpasli¢i vzhl'ad, ¢o bolo odskuasané na evolu¢ne najblizSom
organizme lucerny, M. truncatula (Meng et al., 2017). Podarilo sa vytvorit’ dve rastliny
so zmutovanym fenotypom a celkova efektivita editacie dosahovala 0,57 %. Taktiez
sa pokusili o mutaciu v géne MSPALM1 (Medicago sativa palmate-like pentafoliatal)
s tispes$nostou 1,72 % (Chen et al., 2020).

Vyskumnej skupine Singer et al. (2020) sa podarilo pomocou sgRNA dosiahnut’
mutacie na 3 zo 4 aliel v géne MsSPL8 (Medicago sativa Squamosa promoter binding
protein like 8). NedoSlo k mimocielenym (off-target) mutaciam na sekvencne
podobnych miestach ku gRNA, ¢o bolo overené pomocou Sanger sekvenovania.
V porovnani s prazdnym vektorom vykazoval genotyp SPL8-1 redukciu v dizke
intern6d, zmensenie plochy listov a zrychlené kvitnutie. Testovanim voci stresu mal
tento genotyp zlepSenti odolnost’ vo¢i suchu a zasoleniu oproti lucerne s prazdnym

vektorom (Singer et al., 2020).

2.3.3.2 Aplikovanie multiplex guide RNA-CRISPR/Cas9 systému
Multiplex gRNA-CRISPR/Cas9 systém sa sklada z polycistronickej tRNA-gRNA
(PTQ). Je zaloZeny na tandemovo opakujucom sa usporiadani tRNA a gRNA. Kazda
gRNA obsahuje $pecificku navadzaciu sekvenciu, ktora odpoveda cielenej sekvencii
v genome a sekvenciu pre gRNA Kkostru (scaffold), ktora slizi na naviazanie sa na Cas
protein. Priméarny transkript je nasledne zostrihany pomocou RNéazy P a RNazy Z,
ktoré v eukaryotickych bunkach prirodzene Stiepia prekurzorova tRNA. Vznika
samostatna gRNA (Xie et al., 2015). U rastlin bol multiplex gRNA-CRISPR/Cas9
systém pouzity uz niekol'’kokrat (Xing et al., 2014, Lowder et al., 2015; Maet al., 2015;
Wang et al., 2015) .

Po nizkych frekvencidch mutacii sgRNA CRISPR/cas9 metdédy u lucerny
(2,2% Gao etal., 2018; 0,57 % a 1,72 % Chen et al., 2020; 2,5 % Wolabu et al., 2020)
sa vyskumna skupina pod vedenim Wolabu rozhodla pouzit’ metédu multiplex guide

RNA na navadzanie Cas9 endonukleazy (Wolabu et al., 2020).
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Na dosiahnutie vysSej efektivity mutagenézy boli zostrojené tri multiplex
gRNA-CRISPR/Cas9 vektory pre editaciu génu MSSGR (Medicago sativa stay green),
kedy kazdy vektor obsahoval Styri MsSGR-gRNA navrhnuté na zacielenie S$tyroch
dvadsat’ nukleotidovych sekvencii na troch exonoch génu MsSGR. Prvy vektor
obsahoval 35S prométor pohanajici Cas9, zatial’ ¢o druhy sa nelisil promdtorom, ale
pozmenenou sekvenciou gRNA kostry (scaffold). Treti mal zmeneny promotor pre
Cas9 gén, a to AtUBQI10. Pouzitie prvého vektora viedlo k31 % ucinnosti
mutagenézy, druhého vektora k 23 % ucinnosti mutagenézy a pouzitie tretieho vektora
viedlo az k 49 % ucinnosti tejto metody (Wolabu et al., 2020). Pouzitie promotora
AtUBQ10 viedlo k najvyssej mutagenéze, zatial' ¢o zmena sekvencie gRNA kostry
viedla k zniZeniu efektivity. Promoétor 35S vykazoval nizsiu efektivnost’ ako promoétor
AtUBQ10 pre navadzanie Cas9 proteinu. Druhy atreti vektor bol schopny
vyprodukovat’ 100 % tetraalelickych homozygotov. Taktiez sa podarilo pozorovat
silny pozmeneny fenotyp u rastlin lucerny, ¢o len potvrdzuje tspeSnost’ multiplex
gRNA-CRISPR/Cas9 metody (Wolabu et al., 2020).

Multiplex systém CRISPR/Cas9 zamerany na rozne miesta toho istého génu
sucasne drasticky zvysil Géinnost’ upravy genéomu lucerny, ¢o prinieslo perspektivu

pre editaciu nielen lucerny, ale aj ostatnych polyploidnych rastlin.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Bakterialny material
Pri priprave vektorov pre CRISPR/Cas9 mutagenézu SIMK génu sa pouzivali
bakteridlne kmene:

e Escherichia coli One Shot™ TOP10 chemicky kompetentné bunky

e Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90 chemicky kompetentné bunky

3.1.2 Rastlinny material

Ako rastlinny material boli v experimentalnej Casti pouzité rastliny lucerny siatej
(M. sativa L.) kultivaru Regen-SY (RSY). Rastliny lucerny siatej uréené k stabilnej
transformacii pomocou A. tumefaciens nesuce konstrukty (pDe-Cas9 + SIMKgRNA4;
pDe-Cas9 + SIMKgRNADS5; pDe-Cas9 + SIMKgRNAG; pDe-Cas9 + SIMKgRNA7;
pDe-Cas9 + SIMKgRNAS8; pDe-Cas9 + SIMKgRNA9) boli pripravené
prostrednictvom somatickej embryogenézy a pestované do velkosti vhodnej
na presadenie do pddy v kultivanej miestnosti S konStantnymi hodnotami teploty,
osvetlenia, fotoperiody a vihkosti (21 °C, 80 umol-m2-s?, 16/8, 70 %). Z dospelej
rastliny kultivaru RSY boli odobrané stredne staré, neposkodené listy a bez napadnutia

patogénmi, ktoré boli puZité pre ucely stabilnej transformacie.

3.1.3 Pouzité plazmidy pre Multisite Gateway® klonovaci systém

Pri priprave konstruktov pre CRISPR/Cas9 mutagenézu SIMK génu sa pouzival pEn-
Chimera vstupny (entry) vektor s ampicilinovou (Amp®) rezistenciou kodujuci gRNA.
Sekvencie gRNA (navadzacie sekvencie) boli v plazmide pEn-Chimera riadené pod
U6-26 promoétorom z arabkovky. Ako destinacny vektor sa pouzival pDe-Cas9 vektor
so spektinomycinovou (SpeR) rezistenciou pre baktérie a fosfinotricinovou (Ppt®)
rezistenciou pre selekciu v rastlinach. Jedna sa o binarny T-DNA vektor, ktory je
zaroven expresnym vektorom SpyCas9. SpyCas9 je riadeny konStitutivnym

prométorom UDbi4-2 z petrzlenu.
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3.1.4 Chemikalie

Alfa Aesar: Gellan Gum

Duchefa Biochemie: 1000x Gamborg vitaminy, 1000x Nitsch & Nitsch vitaminy,
ampicilin, fosfinotricin, Gamborg BS5 =zakladna zmes soli, kinetin, kyselina
2,4-dichlérfenoxyoctova (2,4-D), Murashige & Skoog zakladna zmes soli,
myoinozitol, rifampicin, spektinomycin, tikarcilin

Thermo Fisher Scientific: 2X Phire Plant Tissue PCR pufor, 6x DNA Loading Dye,
10x DreamTaq pufor, 10x T4 DNA, dNTP Mix 2 mmol-1*, DreamTag DNA
Polymeraza, Gateway® LR Clonase 11 Enzyme mix, 10x Ligase pufor, GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder, Phire Hot Start Il DNA Polymeraza, Proteinkinaza K, T4 DNA
ligdza

New England BioLabs: 10x NEB pufor 2.1, NEB Bbsl-HF, RNAsa A

Nippon Genetics: Midori Green Advance

Sigma Aldrich: 2(N-morfolino)etansulféonova kyselina (MES), 1000X Schenk &
Hildebrant vitaminy, adenin, agaréza, dodecylsulfat sodny, dusi¢nan draselny (KNO3),
etanol, etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), glukéza, glutamin, glycerol,
heptahydrat siranu hore¢natého (MgSQO4-7H20), hovidzi sérovy albumin (BSA),
hydroxid sodny (NaOH), hypochlorid sodny (NaClO), chlorid draselny (KCl), chlorid
hore¢naty (MgClz), chlorid sodny (NaCl), chlorid vapenaty (CaClz) kvasni¢ny extrakt,
kyselina octova, L-glutation, Luria Bertani (LB) Broth (Miller), LB Broth s agarom
(Miller), metanol, Na2EDTA-2H>0, octan draselny, prolin, sacharéza, Schenk &
Hildebrant zakladna zmes soli, serin, trypton, Tris(hydroxymetyl)amino-metan,

Tris-hydrochlorid, Tween-20

3.1.5 Kultivaéné média
Luria Bertani pevné médium
40 g-I* LB Broth s agarom
milliQ voda

sterilizované autoklavovanim

Luria Bertani tekuté médium
25917 LB Broth
milliQ voda

pH 7,2; sterilizované autokldvovanim
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B5SH médium

31gt
05g-1*
0,25 gl
05¢g:I?
309t
45917t

1ml-It

30 ml-I?t
1 mg-I*?
0,1 mg-I?

B5Hmédium + antibiotika

3,19l
0,59t
0,25 g-I*
05¢It
3091t
45q-1?t

1ml-It

30 ml-It
1mg-I?t
0,1 mg-I?
15 mg-I*
500 mg-I*

Gamborg B5 zakladna zmes soli

KNOs3

MgSO4-7H20

prolin

sacharoza

Gellan Gum

1000x  Gamborg vitaminy (pridava sa  po
autoklavovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
2,4-D (pridava sa po autoklavovani)

Kinetin (pridava sa po autoklavovani)

milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

Gamborg BS5 zékladna zmes soli

KNOs

MgSO4-7H20

prolin

sachardza

Gellan Gum

1000x  Gamborg vitaminy (pridava sa  po
autoklavovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
2,4-D (pridava sa po autoklavovani)

Kinetin (pridava sa po autoklavovani)

fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani)
tikarcilin

milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim
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B50 médium
31gt
05g-1*
0,25 gl
05¢g:I?
309t
45917t

1ml-It

30 ml-It

B50 médium + antibiotika

319t
05¢g:I?
0,25 g-I*
0,59t
30 g1t
45911

1ml-It

30 ml-I*?
15 mg:-I*?
500 mg-I*

MMS médium
43911
30 gt
0,19t
45 g1t

Gamborg B5 zékladna zmes soli

KNOs3
MgSO4-7H20
prolin
sacharoza

Gellan Gum

1000x  Gamborg

autoklavovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

milliQ voda

(pridava

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

Gamborg B5 zékladna zmes soli

KNOs3
MgSO4-7H20
prolin
sachar6za

Gellan Gum

1000x  Gamborg

autoklavovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

(pridava

fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani)

tikarcilin (pridava sa po autoklavovani)

milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

Murashige & Skoog zakladna zmes soli

sacharoza
myoinozitol

Gellan Gum
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1ml-It 1000x Nitsch & Nitsch vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)
milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

MMS médium + antibiotika

43¢ Murashige & Skoog zakladna zmes soli

309t sachardza

0,1g? myoinozitol

45911 Gellan Gum

1ml-It 1000x Nitsch & Nitsch vitaminy (priddva sa po
autoklavovani)

15 mg-I?t fosfinotricin (pridava sa po autokldvovani)

500 mg-I*t tikarcilin (pridava sa po autoklavovani)
milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

MS médium

43¢ Murashige & Skoog zakladna zmes soli
309t sachar6za
45g-I? Gellan Gum

milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autokldvovanim

SH médium

3,29l Schenk & Hildebrant zakladna zmes soli

1ml-It 1000X Schenk & Hildebrant vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

309t sachar6za

05¢g:I* 2(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES)
milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim
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SOC médium
591t
20 g1
0,584 g-I'1
0,186 g-I'*
3,691t
0,952 g-I'*

3.1.6 Roztoky a pufry

TE pufor
10 mmol-I*
0,1 mmol-I*?

kvasnicovy extrakt
trypton

NaCl

KCI

glukoza

MgCl;

milliQ voda

pH 7,5; sterilizované autokldvovanim

Tris-HCI pH 8,0
EDTA
miliQ voda

sterilizované autoklavovanim

10x koncentrovany Restriction digest buffer (restrikény pufor)

0,5ml
0,1 mi
1ml

0,1 ml
8,3 mi

50 mmol-I"* Tris-HCI pH 7,5
10 mmol-I"t MgCl;

100 mmol-I"* NaCl

1 % BSA (w/v)

milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

1x koncentrovany Restriction digest buffer (restrikény pufor)

1 pul
Oul

Roztok ampicilinu
0,25¢g
5ml

10x koncentrovany restrickny pufor

milliQ voda
ampicilin
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter
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Roztok spektinomycinu

0549
5ml

Roztok rifampicin
0,259
5mi

Roztok fosfinotricinu
0,259
5ml

Roztok kinetinu
1mg
20 ul
10 ml

Roztok aminokyselin
6,659
0,004 g
0,83 ¢
0,083 g
250 ml

2,4-D roztok
10 mg
150 umol.I*
50 ul
10 ml

spektinomycin
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

rifampicin
metanol

sterilizacia cez bakteriologicky filter

fosfinotricin
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

kinetin
1 mol-I"* NaOH
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

glutamin
adenin

serin
L-glutation
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

2,4-dichloérfenoxyoctova
1 mol.I"t NaOH
etanol

milliQ voda
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sterilizacia cez bakteriologicky filter

EDTA (0,5 mol-I"t zasobny roztok)

18,61 ¢ Na;EDTA - 2H,0
80 ml milliQ voda
pH 8,0

50x koncentrovany TAE pufor

1219 Tris
28,55 ml kyselina octova
50 ml 0,5 mol-I*EDTA
421,45 ml milliQ voda

pH 8,0

1x koncentrovany TAE pufor
20 ml 50x TAE pufor
980 ml ddH20

1 % agarozovy gél

19 agaroza
100 ml 1x TAE pufor
1 ul Midori Green Advance
Roztok A
10 mmol-I? Tris-HCI pH 7,6
100 mmol-I* MgCl>
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

Roztok B
10 mmol-I? Tris-HCI pH 7,5
100 mmol-I* CaCl;

milliQ voda
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Roztok C
10 mmol-It
100 mmol-I*

15%

Roztok P1
50 mmol-I*
10 mmol-I?
100 p-ml?

Roztok P2

200 mmol-I?

Roztok P3

3mol-I?t

sterilizacia cez bakteriologicky filter

Tris-HCI pH 7,5
CaCl;

glycerol

milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

Tris-HCI pH 8
EDTA

RNase A
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

NaOH
1 % SDS (w/v)
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

octan draselny

milliQ voda

pH 5,5; sterilizacia cez bakteriologicky filter

3.1.7 Pristrojové vybavenie a komer¢né kity

Analytické vahy XA110/2X (Radwag; Pol'sko), autoklav Sterivap HP IL (MMM
Group; Nemecko), centrifiga ROTANTA 460R (Schoeller Instruments, Cesko),
centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific; Holandsko), elektroforeticka vana

(Bio-Rad; USA), MSH-420 (Boeco;

elektromagnetickd mieSacka
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inkubator s nastavitelnou teplotou (Verkon; Cesko), laboratorne navazky S1502
(BEL-Engineering; Taliansko), kultivacna miestnost’ (Weiss Gallenkamp; Nemecko),
Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up XS Kit (Thermo Fisher
Scientific; USA), mikrocentrifuga Microfugel6 (Beckman Coulter; USA), MyFuge™
Mini (Benchmark Scientific, USA), NanoDrop (Thermo Fisher Scientific; USA), PCR
termocyklér MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad; USA), PCR termocyklér T100
Thermal Cycler (Bio-Rad; USA), pH meter PC 2700 (Eurotech Instruments;
Singapur), Phire Plant Direct PCR Kit (ThermoFisher Scientific, USA), plastové tuby
(Eppendorf; Nemecko), Plant Direct PCR Kit (Thermo Fisher Scientific; USA),
QIlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN; Nemecko), QIAquick PCR Purification Kit
(QIGEN; Nemecko), spektrofotometr Smart SpecTM plus (Bio-Rad; USA), sterilny
laminarny box (Merci; Cesko), teplotny sterilizator (Schuett-biotec; Nemecko),
termoblok ThermoStat C (Eppendorf; Nemeceko), trepacka s nastaviteI'nou teplotou
inkubacie ES-20 (Biosan; Lotys$sko), UV transiluminator (Bio-Rad; USA), UV
vizualizator Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad; USA), vortex Microspin FV2400
(Labnet; USA)

3.1.8 Software

ApE - A plasmid Editor, ImageLab (BioRad; USA), Microsoft 365, SnapGene
(Insightful Science; USA), SnapGene Viewer (Insightful Science; USA); Zeiss
Zen 3.5 (blue edition, Nemecko)

3.2 Metédy

3.2.1 Priprava chemokompetentnych buniek

Chemokompetentné bunky boli v tejto praci vyuzité na transformaciu tepelnym
Sokom. E. coli One Shot™ TOP10 sluzili na propagéciu vstupného a destinaéného
vektora. Chemokompetentné bunky A. tumefaciens GV3101 sluzili k propagacii
destina¢nych vektorov a boli pouzité k stabilnej transformacii lucerny. Priprava

jednotlivych chemokompetentych buniek je uvedena nizsie.

3.2.1.1 Escherichia coli One Shot™ TOP10 chemokompetentné bunky
Pre pripravu chemokompetentnych buniek E. coli bola pouzita kryokonzerva buniek
E. coli kmena TOP10. Zo zamrznutej konzervy bola sterilne v laminarnom boxe za

pomoci sterilnej plastovej SpiCky odskrabnutd malé Cast’ kultary do plastovej nadoby
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(50 ml tuba) s objemom 3 ml tekutého LB média bez antibiotik. Pripravena kultra
Vv plastovej nadobe bola umiestnena do inkubdatora a kultivovana cez noc, za staleho
mieSania pri 200 RPM a 37 °C.

Druhy den rano boli pripravené tri roztoky (A, B aC). Roztok A sluzil
K rozruseniu bunkovych stien gram-negativnych buniek E. coli. Roztok B sluzil
k vyplachnutiu zvyskov MgCl> obsiahnutého vroztoku A. Roztok C sluzil
k uchovavaniu chemokompetentnych kultar E. coli TOP10 v mraznicke pri -80 °C.

Kultiura buniek E. coli TOP10 v 3 ml LB tekutého média, ktora rastla cez noc
Vv inkubatore, bola v laminarnom boxe sterilne preliata do ¢istych Erlenmayerovych
baniek s obsahom 100 ml LB tekutého média bez antibiotik. Takto pripravené banky
boli prekryté sterilnym alobalom a ponechané v inkubatore na 37 °C, 200 RPM
do namerania ODesoonm = 0,4 — 0,6. Parameter ODegoonm bol priebezne merany
na spektrofotometri. Po dosiahnuti cielenej hodnoty optickej denzity, bola kultara
buniek sterilne preliata do dvoch 50 ml plastovych tub, ponechana na 'ade 10 min.
a nasledne stocena pri 4 °C, 6800 g, 20 min.

Po centrifugacii boli 50 ml plastové tuby vybraté z centrifigy a supernatanty
zliate. Sedimenty boli rozpustené v 1250 pul na 4 °C vychladenom roztoku
A v laminarnom boxe a ponechané na l'ade 30 min. Nasledne boli kultiry buniek
v roztoku A stocené v centrifige pri 4 °C, 6800 g, 20 min. Po centrifugacii
boli supernatanty zliate. Sedimenty boli rozpustené v 1250 pl na 4 °C vychladenom
roztoku B v laminarnom boxe a ponechané na 'ade 30 min. Nasledne boli kultiry
buniek v roztoku B sto¢ené v centrifuge pri 4 °C, 6800 g, 20 min. Supernatanty boli
zliate a sedimenty rozpustené v 2 ml na 4 °C vychladenom roztoku C.

Takto pripravené kultiry chemokompetentnych buniek E. coli TOP10 boli
pomocou pipety za staleho chladenia na I'ade prenesené po 50 pl do sterilnych,
vychladenych, plastovych, uzatvéaratelnych skimaviek. Nasledne boli zmrazené

Vv tekutom dusiku a skladované v mraznicke pri -80 °C.

3.2.1.2 Agrobacterium tumefaciens GV3101 chemokompetentné bunky

Pre pripravu chemokompetentnych buniek A. tumefaciens bola pouzitd narastena
vyselektovana kolonia A. tumefaciens rastica na LB pevnom médiu, ktora bola
odobrata sterilnym Sparatkom do 5 ml tekutého LB média s prisluSnym antibiotikom
(Rif?) a nechala sa kultivovat’ pri 28 °C v tme za staleho miesanie pri 200 RPM cez

noc.
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Kultara buniek A. tumefaciens GV3101 v 5 ml LB tekutého média, ktora rastla cez
noc Vv inkubdtore, bola v laminarnom boxe sterilne preliata do cistych
Erlenmayerovych baniek s obsahom 100 ml LB tekutého média bez antibiotik. Takto
pripravené¢ banky boli prekryté sterilnym alobalom a ponechané v inkubatore
na 28 °C, 200 RPM do namerania ODgsoonm = 0,4 — 0,6. Parameter ODsoonm bol
priebezne merany na spektrofotometri. Po dosiahnuti cielenej hodnoty optickej
denzity, bola kultura buniek sterilne preliata do dvoch 50 ml plastovych tub,
ponechana na 'ade 30 min. a nasledne sto¢ena pri 4 °C, 6800 g, 20 min.

Po centrifugacii sa supernanant vylial a sediment sa rozpustil v 2 ml vychladeného
20 mmol-I"t CaCl,. Rozpusteny sediment sa nechal inkubovat’ na I'ade 3 h. Po inkubécii
sa ksuspenzii buniek pridal glycerol (20 % koncentracia k celkovému objemu)
a suspenzia sa preniesla po 100 pl do vymrazenych (-80°C) plastovych skimaviek.
Takto pripravené chemokompetentné bunky A. tumefaciens GV3101 boli zmrazené

Vv tekutom dusiku a skladované v mraznicke pri -80 °C.

3.2.2 Metodicky postup pri priprave konstruktov pre CRISPR/Cas9
mutagenézu SIMK génu

3.2.2.1 Navrh navadzacich sekvencii gRNA

Pre kazda kandidatnu cielovl sekvenciu (protospacer) bol objednany priamy alebo

spatny primer. Navadzacie sekvencie gRNA boli navrhnuté pomocou programu

CRISPR-P 2.0 (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/). Sekvencia SIMK génu bola

ziskana z referen¢nej databazy lucerny siatej, kultivar XinJianDaYe (MS.gene39573;
Chen et al., 2020). Pre editovanie SIMK génu boli vybraté tie gRNA, ktoré mali
nespecifického zacielenia (nizke off-skore) nachadzajuce sa na 1. exone génu SIMK.

Jednotlivé SIMKgRNAA4-9 sekvencie a ich zacielenie je znazornené na Obr. 5.

5 ATGGAAGGAGGAGGAGCTCCACCAGCTGACAC C A\m GCCGCCGCAGATEC RTCGAGAATATTCC AGGTTCATTCAA
3 TACETTCCTCCTCETDGAGG GACTGTGGCACTACA GTCT&CGACGTGGCCGEGGCBGCGTCTAECECTAGETETTATA GTCAGGAATCGGTGCCACCATCCAAGTAAGTT
L
| 9SIMK4 ] | GSIMKS |
T gsivK?
TACAACATTTTCGGCAACATTTTTGAAGTTACTGCAAAATACAAACCACCCATCATGCCAA 'AAAGGCGCTTATGGTATTGTTT? 3

+ + + + + + + + | 209
ATGTTGTAAAAGCCGTTGTAAAAACTTCAATGACGTTTTATGTTTGGTGGGTAGTACGGTTAGCCATTTCCGCGAATACCATAACAAAC 5

Obrazok 5. Sekvencia 1. exénu SIMK génu u lucerny siatej. Farebne vyznacené navadzacie
SIMKgRNA4-9 s trojnukleotidovymi prvkami (NGG), oznacované ako PAM sekvencia
(Cerveny obdlznik), pred ktorym by malo nastat’ Stiepenie DNA a tym vzniknat’ mutacia.
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Pre nasledna ligaciu bolo potrebné pridat pred navrhnuté gRNA
Stvornukleotidové presahy, ktoré sluzia ako lepivé konce pre ligaciu do vstupného
vektora pEn-Chimera:

5-ATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3¢
3*-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA-5°

e Priama (forward) sekvencia: 5'- ATTG + SIMKgRNA

e Spitna (reverse) sekvencia: 5'- AAAC + obratena sekvencia SIMKgRNA
Jednotlivé primery gRNA so stvornukleotidovymi presahmi st prehladne uvedené
v Tab. 1. Pripravené vektory obsahujuce navadzacie SIMKgRNA sekvencie boli
overené pomocou PCR alebo pomocou Sanger sekvenovania s pouzitim primerov

uvedenych v Tab. 2.

Tab. 1: Sekvencie pouzitych primerov pre gén SIMK so $tvornukleotidovymi presahmi ATTG
pred priamou (zlto zvyraznené) as AAAC pred spiatnou gRNA sekvenciou (Cerveno
zvyraznengé).

Nazov primera Sekvencia primerov 5> 3’
SIMKgRNA4 fw ATTG CGTGATGTCAGATGCTGCAC
SIMKgRNA4 rev BAAB GTGCAGCATCTGACATCACG
SIMKgRNAS5 fw ATTG AAACCACCCATCATGCCAAT
SIMKgRNAS rev BAAE ATTGGCATGATGGGTGGTTT
SIMKgRNAG fw ATTG CACCGGCGCCGCCGCAGATG
SIMKgRNAG rev BAAE CATCTGCGGCGGCGCCGGTG
SIMKgRNA?7 fw ATTG GGCAGTCCTTAGCCACGG
SIMKgRNAT rev BAAE CCGTGGCTAAGGACTGCC
SIMKgRNAS fw ATTG CCACCGTGGCTAAGGACTGC
SIMKgRNAS rev BAAB GCAGTCCTTAGCCACGGTGG
SIMKgRNAGQ fw ATTG GACATCACGGTGTCAGC
SIMKgRNAGQ rev BAAB GCTGACACCGTGATGTC

Fw = forward (priama) sekvencia; rev = reverse (spitnd) sekvencia.

Tab. 2: Pouzité primery pre PCR reakcie a sekvenovanie.

Nazov primera Sekvencia primerov 5°> 3°

S542 TCCCAGGATTAGAATGATTAGG
S543 CGACTAAGGGTTTCTTATATGC
SS61 GAGCTCCAGGCCTCCCAGCTTTCG
SS129 CACAGGAAACAGCTATGAC
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Primery pouzit¢ k PCR anavadzacie gRNA primery boli objednané u firmy
Eurofins Genomics AT. Vsetky primery boli nariedené podl'a udaju od vyrobcu.
Nasledne boli riedené¢ 10X v objeme 100 pl. K 10ul primeru bolo pridané 90 ul PCR
vody.

3.2.2.2 Dimerizacia navadzacich gRNA sekvencii (primer annealing)

Do mikroskimavky s$25 ul PCR vody sa pridalo 10 ul priameho primeru
(SIMKgRNAA4-9 fw) a 10 ul spitného primeru (SIMKgRNAA4-9 rev). Nasledne sa
pridalo 5 ul 1x koncentrovaného restrik¢ného pufru. Mikroskiimavky boli prenesené
do termobloku nahriateho na 95 °C a zohrievali sa po dobu 5 min. Nasledne boli
prenesené na lad achladili sa 10 min. Vzniknuté dimerizované primery
(SIMKgRNAA4-9) boli 10x zriedené. Tento postup bol pouzity u vetkych navrhnutych

primerov.

3.2.2.3 Restrik¢né Stiepenie vstupného vektora pEn-Chimera

Ako vstupny vektor bol pouzity komerény vektor pEn-Chimera (Obr. 6) nesuci gén
pre rezistenciu vo¢i ampicilinu (AmpR; Fauser et al., 2014). Vo vektore za miestom
vloZenia dimerizovanych navadzacich gRNA sekvencii sa nachadza sSgRNA kostra
(scaffold), ktora sluzi na naviazanie endonukleazy Cas9. Kompletna sgRNA je
exprimovana pod promotorom Arabidopsis thaliana ; (AtU6-26). Cela tato sekvencia
je ohrani¢end usekmi attL1 a attL 2, ktoré sluzia k spravnemu vlozeniu do destina¢ného
vektora pDe-Cas9 v LR reakcii pomocou Multisite Gateway® klonovania.

Pre restrikéné Stiepenie vstupného vektora pEn-Chimera bol pouzity restrikény
enzym Bbsl-HF, vdaka ktorému vznikli lepivé konce pre spravnu ligaciu
dimerizovanych  navadzacich gRNA  sekvencii so  Stvornukleotidovymi
presahmi. Zlozenie restrikénej zmesi je uvedené v Tab. 3. Reakcia prebiehala po dobu
4 h pri teplote 37 °C.

Tab. 3: Restrikéné Stiepenie vstupného plazmidu pEn-Chimera restrikénym enzymom

Bbsl-HF.

Pouzité chemikalie MnoZstvo
Vstupny vektor pEn-Chimera (nerozstiepeny) 14 ul
10x NEB pufor 2.1 5pul
NEB Bbsl-HF 2,5ul
PCR voda 28,5 ul
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Obrazok 6. Mapa vstupného vektora pEn-Chimera.

3.2.2.4 DNA agarézova elektroforéza

Vstupny vektor pEn-Chimera bol po restrikénom S$tiepeni overeny pomocou DNA
agardzove] elektroforézy. Metdoda agardzovej elektroforézy bola pouzitd v praci
niekol’kokrat pre rézne Ucely, ale hlavne na overenie PCR produktov. Nizsie je
uvedeny zakladny postup, ktory sa nelisi v celej praci.

Do Erlemayerovej banky bolo pridanych 0,9 g agarozy spolu s 90 ml 1x TAE
pufru. Tato zmes bol zahriata priblizne 2 min. v mikrovinnej rire a schladena vo
vanicke s vodou. Nasledne bolo pridané fluorescenéné farbivo Midori Green Advance
agél bol naliaty do formy s hrebefiom. Stuhnuty gél bol preneseny do
elektroforetickej vane s obsahom 1x TAE pufru. K 5 mnozstvam vzorky bolo pridané
1 mnozstvo 6x Loading Dye (nanasaci pufor) a po odstraneni hrebena boli vzorky
nanesené do jamiek gélu. Ako marker molekulove;j velkosti sluzilo 5 pul GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder. Vana bola prikrytda a pripojena k zdroju. Nastavilo
sa konstantné napatie 80 V, v elektrickom prude 400 mA po dobu 40 min. Po rozdeleni

vzoriek sa gél vyvolal vo vizualizatore Gel Doc™ EZ Imager v programe ImageLab.

37



3.2.25 Extrakcia DNA z agar6zového gélu
Po skonceni restrikéného Stiepenia vstupného vektora bolo k 50 pl reakénej zmesi
pridanych 10 ul 6x Loading Dye a pripravena zmes bola nanesena na agar6zovy gél.
Overeny restrikéne nastiepeny vstupny vektor pEn-Chimera bol nasledne extrahovany
z 1 % agardzového gélu. DNA extrakcia z agar6zového gélu bola urobena pomocou
komeréného kitu Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up XS.
Vyrezany pas gélu s pozadovanou velkost'ou sa preniesol do predom odvazanej 2 ml
plastovej skimavky a obsah sa zvazil. Na kazdych 100 mg gélu sa pridalo 200 pl
neriedeného NTI roztoku. Zmes sa ponechala v termobloku pri 50 °C do tplného
rozpustenia gélu.

Do NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up XS kolonky, sa pridalo 700 pl vzorky.
Na kolonke doslo k zachyteniu DNA na membranu oxidu kremicitého. Nasledna
centrifugacia prebehla pri 11 000 g, 1 min. pri izbovej teplote. Supernatant sa vylial
a kolonka sa precistila pridanim 700 ul NT3 roztoku a centrifugaciou pri 11 000 g, po
dobu 1 min. pri izbovej teplote. Pre dosledné premytie sa tento krok zopakoval este
raz. Po premyti sa kolonka vysusila centrifugaciou pri izbovej teplote, 11 000 g, 3 min.

Na membranu sa pridalo 10 ul PCR vody. Zachytena DNA sa vplyvom vody
uvolnila do novej plastovej skamavky. Vysledna koncentracia extrahovaného vektora

pEn-Chimera bola zmerana pomocou NanoDropu.

3.2.2.6 Ligacia gRNA do rozstiepeného vstupného vektora pEn-Chimera
Ligacia prebiehala medzi 6 dimerizovanymi navadzacimi gRNA sekvenciami
a rozstiepenym vstupnym vektorom pEn-Chimera. ZloZenie liga¢nej zmesi je uvedené
v Tab. 4. Tato zmes bola inkubovana cez noc pri 16 °C a T4 DNA ligaza bola nasledne
inhibovana pri 65 °C po dobu 10 min.

Tab. 4: Zlozenie liga¢nej zmesi.

Pouzité chemikalie MnoZstvo
Linearny vstupny vektor pEn-Chimera (rozstiepeny) 60 ng
Dimerizované gRNA primery 1 pl

10x T4 DNA Ligase buffer (ligacny pufor) 2l

T4 DNA ligaza 1l

PCR voda Doplnit’ do 20 ul
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3.2.2.7 Transformacia Escherichia coli vstupnym vektorom pEn-Chimera
s inzertom

K transformacii vektora pEn-Chimera sinzertom cielovej navadzacej gRNA
sekvencie boli pouzité pripravené chemicky kompetentné bunky E. coli TOP10 podla
postupu uvedeného v podkapitole 3.2.1.1. Postup transformacie:

K 50 ul chemicky kompetentnych bunick E. coli TOP10 bolo pridanych 5 ul
z predchadzajucej liga¢nej zmesi pre kazdi variantu dimerizovanych gRNA primerov
samostatne. Zmes sa nechala inkubovat’ 30 min. na l'ade. Po inkubécii na I'ade bola
suspenzia umiestnena do termobloku nahriatetho na 42 °C po dobu 455
a bezprostredne potom sa suspenzia opat’ schladila po dobu 3 min. na Tlade.
K suspenzii buniek bolo pridanych 300 pl SOC média azmes bola kultivovana
vo vodorovnej polohe pri 37 °C po dobu 1,5 h v inkubatore za staleho mieSania pri
190 RPM. Suspenzia transformovanych buniek v objeme 150 pul sa rozotrela na vopred
pripravené okrtihle Petriho misky s 25 ml LB tuhym médiom, ktoré obsahovalo 50 pl
selekéného antibiotika (AmpR). Kultivicia baktérii na pevnom LB médiu (AmpF)

prebiehala cez noc pri 37 °C.

3.2.2.8 Metoda colony PCR

Metoda colony PCR (polymerazova retazova reakcia) sluzila na overenie narastenych
koldnii transformovanych baktérii. Touto metdodou je mozné zistit', ¢i vyselektované
kolonie na pevnom LB médiu so selekénym antibiotikom naozaj obsahuji vstupny
plazmid. Pre colony PCR sa vyuziva dvojica primerov, vd’aka ktorym sa amplifikuje
pozadovany usek DNA o znamej molekulovej velkosti. PCR produkt je nasledne
overeny pomocou 1 % DNA agarézovej elektroforézy.

Pre kazdu variantu klonovaného inzertu gRNA bol nahodne vybraty uréity pocet
kolonii. Tie sa pomocou plastovej sterilnej pipetovej $picky preniesli do 10 ul PCR
vody aobsah sa premiesal. Nasledne bola pripravena PCR reakéna zmes uvedena
v Tab. 5. Na amplifikaciu DNA tseku bol pouzity priamy primer SIMKgRNAX
a spatny SS129 primer. Reak¢na zmes bola prenesena pomocou automatickej pipety
do PCR skumaviek po 9 ul do kazdej skimavky a nakoniec sa pridal 1 ul vzorky
pripravenej z jednotlivych kolonii transformovanych baktérii. PCR reakcia prebiehala
v PCR termocykléri s nastavenym programom uvedenym v Tab. 6. PCR produkt bol

overeny pomocou DNA agarozovej elektroforézy.
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Tab. 5: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre DreamTaq polymerazu.

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PCR voda 6,75 ul
10X DreamTagq pufor 1ul

2 mmol -1t ANTP Mix 0,2 ul
10 mmol 1 SIMKgRNA4-9 fw 0,5 ul
10 mmol 1" SS 129 primer 0,5 ul
DreamTaq DNA Polymeraza 0,05 ul
pDNA 1l
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl

Tab. 6: Teplotny program colony PCR s pouzitim DreamTaq polymerazy.

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 95 °C 3 min. 1x
Denaturacia 95 °C 30s

Nasadanie primerov 56 °C 30s 30x
Elongacia 72 °C 1 min.

Finalna elongacia 72 °C 15 min. 1x
Schladenie 4°C 0 -

3.2.2.9 Kaultivacia pozitivnych transformovanych kolénii Escherichia coli so
vstupnym vektorom pEn-Chimera s inzertom

Po skonéeni PCR reakcie boli PCR produkty overené pomocou DNA agarézove;j
elektroforézy. Pre kazdu klonovanu variantu (dimerizované navadzacie gRNA
sekvencie) bolo vybratych aspon 5 kolonii, ktoré boli nasledne kultivované
v 10 ml tekutého LB média so selekénym antibiotikom (Amp®). Tekuté LB médium
s bakterialnymi kultirami bolo kultivované cez noc pri 37 °C za staleho trepania pri

200 RPM.

3.2.2.10 Izolacia plazmidovej DNA pomocou miniprepu P1P2P3

Na ziskanie plazmidovej DNA (pDNA) bola pouzita cez noc narastena kulttira E. coli
transformovana vstupnym vektorom pEn-Chimera s prislusnym inzertom pre
navadzaciu gRNA sekvenciu. Zo zakalenych tekutych bakterialnych suspenzii boli
odobraté 2 ml pre izolaciu pDNA aprenesené do 2 ml plastovych skumaviek
(Eppendorf). Plastové skimavky boli stocené v centrifuge pri izbovej teplote po dobu
3 min. na 15600 g. Po centrifugacii bol supernatant vyliaty a k sedimentu sa pridalo
250 pl P1 roztoku. P1 roztok obsahoval RNAsu A. Sediment sP1 pufrom bol
resuspendovany za vyuzitia vortexu. Nasledne sa k sedimentu pridalo 250 pl P2

roztoku, ktory slizil k lyze buniek. Nakoniec sa pridalo 250 pl P3 roztoku. P3 roztok
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zaistoval neutralizaciu a vyzrazanie bunkovych stien baktérii. Takto pripravené 2 ml
plastové tuby boli vlozené do centrifugy a stocené pri izbovej teplote po dobu 20 min.
pri 15600 g. Po centrifugacii bol supernatant preneseny do ¢istych vychladenych 2 ml
plastovych tub sobjemom 1 ml absolutneho etanolu. Vzorky boli ulozené
do mrazni¢ky na -20 °C po dobu 30 min., K precipitacii pDNA. Po tejto dobe boli
vzorky sto¢ené v centrifiige pri izbovej teplote po dobu 30 min. pri 15600 g. Nasledne
bol supernatant odstraneny a vzniknuty sediment sa nechal vysusit’ a rozpustit' v 30 ul
PCR vody.

Pripravené vzorky s pDNA boli nasledne precistené pomocou komeréného kitu
QlAprep Spin Miniprep. K celému objemu 30 pl sa pridalo 150 ul PB pufru a cely
obsah plastovej tuby sa preniesol na Specidlne kolonky urcené k zachytu pDNA.
Kolonky so supernatantom boli vlozené do centrifugy a sto¢ené po dobu 1 min. pri
izbovej teplote pri 15600 g. Pretecena tekutina bola zachytena v spodnej ¢asti koloniek
apo stocCeni vyliata. Na kolonky bolo aplikovanych 750 ul PE pufru a stocené
v centrifiige pri izbovej teplote 1 min. pri 15600 g. Zvysok tekutiny bol odliaty. Takto
prazdne kolonky sa sto€ili eSte d’als$ich 6 min. pri izbovej teplote, 15600 g, aby sa
kolonky vysusili. Nasledne sa aplikovalo 20 pl PCR vody. Voda sluzila k uvolneniu
pDNA z kolonky a jej eltciu. Kolonky s hanesenou PCR vodou sa ponechali asi 1 min.
pri izbovej teplote a nasledne boli sto¢ené pri izbovej teplote 2 min. pri 15600 g. Takto
pripravené vzorky s pPDNA boli nasledne overené sekvenaciou a uréené pre naslednu
rekombinaciu do destinaéného vektora pDe-Cas9. Koncentracia vyizolovanej pDNA

bola zmerana pomocou NanoDropu.

3.2.2.11 Sekvenovanie vstupného vektora pEn-Chimera s inzertom

Sekvenovanie vzoriek bolo urobené firmou SEQme a pre sekvenaciu bol pouzity
primer SS42 uvedeny v Tab. 2. Zkazdej klonovanej varianty vyizolovanych
plazmidov (pEn-Chimera + inzert cielovej navadzacej gRNA) boli pripravené vzdy
2 vzorky pre sekvenovanie. Obidve vzorky obsahovali 500 ng plazmidu a 2,5 ul
(10 mmol-1") SS42 primeru, objem vzoriek bol doplneny na 10 pl PCR vodou.
Vysledky sekvenovania takto pripravenych vzoriek potvrdili, ¢i sa vo vstupnom
vektore pEn-Chimera nachadza inzert s cielovou sekvenciou. K porovnaniu sekvencii

bol pouzity program ApE.
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3.2.2.12 Tvorba bakterialnych konzerv

Osekvenované bakterialne kolonie transformovanych buniek E. coli s cielovym
inzertom boli kultivované v 4 ml tekutého LB média so selekénym antibiotikom
(AmpR) pocas noci za staleho miesania pri 200 RPM a pri teplote 37 °C. Z narastenych
bakterialnych kultar bolo odobratych 600 pl a prenesenych sterilne v lamindrnom
boxe do sterilnej 2ml plastovej skumavky. K tomuto objemu bolo pridanych 600 pl
50 % glycerolu. Vzorky boli poriadne premiesané, zmrazené v tekutom dusiku

a ulozené do mraznicky na -80 °C.

3.2.2.13 Priprava finalneho destina¢ného vektora pDe-Cas9 s inzertom

Ako destinacny vektor pre pripravu konstruktov na CRISPR/Cas9 mutagenézu SIMK
génu bol pouzity komeréne dostupny plazmid pDe-Cas9 (Obr. 7; Fauser et al., 2014).
Vektor obsahuje gén pre endonukledzu Cas9, ktora je exprimovana pod ubiqutinovym
promotorom z petrzlenu (Petroselinum crispum ubiqutin; PcUbiP). Vektor nesie
rezistenciu vo&i SpeR. Pozadovana sekvencia (attL1 - AtU6-26 — sgRNA — attL2)
zo vstupného vektora pEn-Chimera bola vlozena pomocou rekombinacie v LR reakcii
Multisite Gateway® klonovacieho systému do miesta medzi sekvenciami attR1
a attR2. Medzi attR miestami sa nachadza ccdB gén, ktory bol behom LR reakcie
s vyuzitim LR klonazy II vymeneny za sekvenciu zo vstupného vektora pEn-Chimera
s inzertom. Tym bola prenesena finalna sgRNA vratane promotora za vzniku finalneho
konStruktu (expresny klon). Zlozenie zmesi pouzitej] pri LR reakcii je uvedené
v Tab. 7. Pred samotnou LR reakciou sa vektory nariedili na poZzadované mnozstva
uvedené v Tab. 7. Vzorky sa nechali kultivovat’ cez noc pri 25 °C. Rano po inkubacii
sa vzorky oSetrili Proteinkinazou K po dobu 10 min. pri 37 °C, ¢im doslo k inaktivacii
LR klonazy II. Takto pripravené vzorky boli nasledne transformované
do chemokompetentych buniek E. coli TOP10 pripravené podl'a protokolu uvedeného
v podkapitole 3.2.1.1.

Tab. 7: Zlozenie reakénej zmesi pre LR reakciu.

Pouzité chemikalie MnoZstvo
Vstupny vektor s inzertom 25ng
Destinacny vektor 100 ng
TE pufor pH 8,0 2 ul
LR klonaza II 1 ul
Proteinkinaza K 0,5 ul
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Obrazok 7. Schéma destinacného vektora pDe-Cas9.

3.2.2.14 Transformacia Escherichia coli destinaénym vektorom pDe-Cas9
s inzertom

K transformaécii boli pouzité pripravené chemicky kompetentné bunky E. coli TOP10
podl'a postupu uvedeného v podkapitole 3.2.1.1. Konzervy chemokompetentnych
buniek E. coli TOP10 v 2 ml uzatvarate'nych skimavkach, umiestnenych v mraznicke
na -80 °C, boli vytiahnuté a ponechané na 'ade rozmrznit. Po skonceni LR reakcie
Vv priprave destina¢ného vektora pDe-Cas9 bolo 5 pl reakénej zmesi pridané
k chemokompetentnym bunkam E. coli TOP10 abola prevedena transformacia
tepelnym Sokom podla postupu uvedenom v podkapitole 3.2.2.7. Jediny rozdiel
spocival v pouziti selekéného antibiotika. Pre selekciu transformovanych buniek

s destinaénym vektorom pDe-Cas9 bolo pouzité antibiotikum Spe®.
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3.2.2.15 Metoda colony PCR a DNA agarézova elektroforéza

Metoda colony PCR bola pouzita k overeniu E. coli transformovanych buniek
destinaénym vektorom pDe-Cas9 s inzertom cielovej navadzacej gRNA sekvencie.
Zakladny postup pouzity pri overovani je uvedeny v podkapitole 3.2.2.8. Na overenie
pritomnosti destina¢ného vektora pDe-Cas9 s inzertom bola pouzita Phire polymeraza,
priamy SS61 primer aspiatny gRNA (SIMKgRNAX rev) primer. Zlozenie PCR
reakénej zmesi pre Phire polymerazu je uvedeny v Tab. 8. PCR reakcia prebiehala
v PCR termocykIéri s nastavenym programom uvedenym v Tab. 9.

PCR produkty boli overené¢ pomocou 1 % DNA agardzovej elektroforézy podla
postupu uvedenom vV podkapitole 3.2.2.4. Kultivacia bakterialnych buniek E. coli
s vnesenym vektorom pDe-Cas9 s inzertom bola prevedend obdobnym spdsobom ako
je uvedené Vv podkapitole 3.2.2.9. Jedinym rozdielom bolo pouzitie SpeR. Suspenzie
kultar boli kultivované cez noc pri 37 °C za neustaleho mieSania pri 200 RPM.
Na druhy den bola zo suspenzie kultar narastenych transformovanych buniek E. coli

s destinacnym vektorom s inzertom vyizolovand pDNA.

Tab. 8: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre Phire polymerazu.

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PCR voda 2,3 ul
2x Phire Plant Tissue PCR pufor 5pul

10 umol 1" SS61 primer 1 ul

10 umol-1t SIMKgRNA4-9 rev 1 ul
Phire Hot Start 1| DNA Polymeraza 0,2 pl
pDNA 0,5 pl
Celkovy objem reakcie 10 ul

Tab. 9: Tepelny program pre colony PCR s pouzitim Phire polymerazy.

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 98 °C 5 min. 1x
Denaturacia 98 °C 5s

Nasadanie primerov 68,7 °C 5s 40x
Elongacia 72 °C 20s

Finilna elongicia 72 °C 1 min. 1x
Schladenie 4°C 00 -
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3.2.2.16 Izolacia plazmidovej DNA pomocou QIAprep Spin Miniprep Kitu
Pre izolaciu pDNA bola pouzitd cez noc narastena bakterialna suspenzia. Do 2 ml
plastovej skumavky boli prenesené 2 ml bakteridlnej suspenzie, ktora bola stocena
Vv centrifiige pri izbovej teplote 3 min. pri 6800 g. Supernantant sa vylial a k sedimentu
bolo pridanych sa 250 ul P1 roztoku. Nasledne bolo pridanych 250 ul roztoku P2 a
350 ul N3 roztoku. Vzniknutd zmes bola stocena pri izbovej teplote 10 min. 15600 g.

Po centrifugacii bolo 800 pl supernatantu prenesenych do QIAprep 2.0 spin
kolonky a zmes bola sto¢ena v centrifuge 1 min. pri 15600 g.

Na kolonky bolo nasledne aplikovanych 750 ul PE pufru, skamavky boli sto¢ené
Vv centrifiige pri izbovej teplote 1 min. pri 15600 g. ZvySok tekutiny bol odliaty.
Prazdne kolonky sa sto¢ili d’alSich 6 min. pri izbovej teplote, aby sa kolonky vysusili.
Nasledne sa na kolonky aplikovalo 20 ul PCR vody. Voda sluzila pre uvol'nenie pDNA
z kolonky. Kolonky s nanesenou PCR vodou boli sto¢ené pri izbovej teplote 2 min. pri

15600 g. Koncentracia vyizolovanej pDNA bola zmerana pomocou NanoDropu.

3.2.2.17 Sekvenovanie destina¢ného vektora pDe-Cas9 s inzertom

Sekvenovanie vzoriek bolo urobené firmou SEQme a pre sekvenaciu bol pouzity
primer SS42 a SS61 uvedeny v Tab. 2. Z kazdej klonovanej varianty vyizolovanych
plazmidov (pDe-Cas9 + inzert cielovej navadzacej gRNA) boli pripravené vzdy
2 vzorky pre sekvenovanie. Obidve vzorky obsahovali 500 ng plazmidu a 2,5 pl
(10 mmol-1") SS42 primeru alebo SS61 primeru, objem vzoriek bol doplneny na 10 ul
PCR vody. Vysledky sekvenovania takto pripravenych vzoriek potvrdili, ¢i sa
v destinaénom vektore pDe-Cas9 nachadza inzert s cielovou sekvenciou.

K porovnaniu sekvencii bol pouzity program ApE.

3.2.2.18 Tvorba bakterialnych konzerv

Osekvenované bakterialne kolonie transformovanych buniek E. coli s cielovym
inzertom boli kultivované v 4 ml tekutého LB média so selekénym antibiotikom
(Spe®) pocas noci za stileho miesania pri 200 RPM, pri teplote 37 °C. Z narastenych
bakterialnych kultar bolo odobratych 600 ul a sterilne prenesenych v laminarnom
boxe do sterilnej 2 ml plastovej skimavky. K tomuto objemu bolo pridanych 600 ul
50 % glycerolu. Vzorky boli poriadne premieSané, zmrazené v tekutom dusiku

a ulozené do mraznicky na -80 °C.

45



3.2.2.19 Transformacia Agrobacterium tumefaciens destina¢nym vektorom pDe-
Cas9 s inzertom

Chemokompetentné bunky A. tumefaciens GV3101 boli transformované destinaénym
vektorom pDe-Cas9 s inzertom cielovej navadzacej gRNA sekvencie.

Postup transformacie: K200 pl chemokompotetnych buniek A. tumefaciens
GV3101 v 2 ml plastovych skimavkach bolo pridanych 10 ul vyizolovanej pDNA
destinacného vektora pDe-Cas9 scielovym inzertom. Bakteridlna suspenzia
sa opatrne premiesala Spickou pipety a nechala sa inkubovat’ na 'ade po dobu 40 min.
Po inkubacii boli 2 ml plastové skumavky zmrazené po dobu 5 min. v tekutom dusiku.
Po vybrati z tekutého dusika boli vzorky inkubované 15 min. pri izbovej teplote.
K zmesi bolo pridanych 400 pl SOC média a zmes sa nechala inkubovat’ pri 28 °C
aspont 2 h vtme za neustaleho miesania pri 200 RPM. Bakteridlna suspenzia bola
rozotreta na Petriho misky s 25 ml pevného LB média, ktoré obsahovalo $pecifické
antibiotika (SpeR a Riff). Takto pripravené misky sa nechali kultivovat’ v tme pri
28 °C, dva dni. Narastené kolonie boli overené metdédou colony PCR (podkapitola
3.2.2.8) s primermi SS61 a SIMKgRNA4- 9 rev. Po overeni sa pozitivne bakterialne
bunky kultivovali v 10 ml LB tekutého média s pridavkom antibiotik cez noc v tme

pri 28°C za neustaleho miesania pri 200 RPM.

3.2.2.20 Metéda colony PCR, DNA agarézova elektroforéza a tvorba
bakterialnych konzerv

Metdda colony PCR bola pouzita k overeniu A. tumefaciens transformovanych buniek
destinacnym vektorom pDe-Cas9 s inzertom ciel'ovej navadzacej gRNA sekvencie.
Zéakladny postup pouzity pri overovani je uvedeny v podkapitole 3.2.2.8. Na overenie
pritomnosti destinacného vektora pDe-Cas9 s inzertom ciel'ovej navadzacej gRNA
sekvencie bol pouzity protokol uvedeny v podkapitole 3.2.2.11.

Pozitivne aoverené¢ bakteridlne kolonie natransformovanych  buniek
A. tumefaciens s cielovym inzertom boli kultivované v 4 ml tekutého LB média
so selekénym antibiotikom (Spe® a Rif¥) pocas noci za staleho miesania pri 200 RPM
a pri teplote 28 °C. Z narastenych bakterialnych kultar bolo odobratych 600 ul
a prenesenych sterilne v lamindrnom boxe do sterilnej 2 ml plastovej skimavky.
K tomuto objemu bolo pridanych 600 pl 50 % glycerolu. Vzorky boli poriadne

premiesané, zmrazené v tekutom dusiku a uloZzené do mraznicky na -80 °C.
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3.2.3 Stabilna transformacia lucerny siatej s vyuzitim somatickej
embryogenézy

Stabilna transformaécia slazila na vloZenie destinaéného vektora pDe-Cas9 s cielovym
inzertom do listov lucerny s vyuzitim somatickej embryogenézy (SE). K ziskaniu
transgénnych linii lucerny siatej boli pouzité listové explantaty z 2. az 5. stonkového
uzlu nekvitnucich rastlin. Bol pouzity protokol stabilnej transformdacie popisany
Samacom & Austin-Phillipsom (2006). Cely proces stabilnej transformacie pomocou
somatickej embryogenézy prebiehal v aseptickych podmienkach v laminarnom boxe.
Nastroje pre pracu boli v priebehu opakovane sterilizované v 96 % etanole
a teplotnom sterilizatore. V priebehu experimentu boli jednotlivé misky s explantatami
kultivované v kultiva¢nej miestnosti s konStantnymi hodnotami teploty, osvetlenia,

fotoperiody a vihkosti (21 °C, 80 pmol.m™.s, 16/8, 70 %).

3.2.3.1 Sterilizacia rastlinného materidlu lucerny siatej

Z rastlin kultivovanych v in vivo podmienkach boli odtrhnuté zdravé listy do 50 ml
tuby s vodou z vodovodu. Pouzivané roztoky boli sterilizované cez bakterialny filter.
Odtrhnuté listy boli sterilizované v 25 ml 70 % etanolu po dobu 10 s. Nasledne boli
listy prenesené do 40 ml roztoku milliQ vody so 40 pl Tween-20. V d’alsom kroku boli
listy prenesené¢ do roztoku milliQ vody (35 ml), hypochloridu sodného (5 ml)
s pridavkom Tween-20 (40 pl). Listy boli vtomto roztoku ponechané 1,5 min.

Nakoniec boli sterilizované listy oplachnuté trikrat v Petriho miskach s milliQ vodou.

3.2.3.2 Stabilna transformacia explantatov lucerny siatej
Den pred stabilnou transformaciou lucerny sa bakterialna kultura A. tumefaciens
nesuca konstrukty pDe-Cas9 s inzertami pre SIMKgRNA4-9 sterilne preniesla
do tektitého LB média s pridavkom antibiotik (Rif? a Spe®) a nechala sa kultivovat
cez noc v tme, pri 28 °C, za staleho miesania pri 200 RPM. Rano sa zmerala opticka
denzita. Bakterialna kultura s OD600 medzi 0,6 — 0,8 bola pouzita k stabilnej
transformécii. Vhodna bakterialna kultura bola sto¢end v centrifuge pri izbove;j teplote
5 min. na 3000 g. Supernatant bol zliaty a sediment bol rozpusteny v Cistom tekutom
LB médiu bez obsahu antibiotik.

Sterilozované listy boli rozdelené na polovicu pomocou sterilného skalpela a boli
vloZené do 50 ml uzatvaratelnej tuby. K listovym explantitom bolo pridanych 12 ml
SH média a 3 ml pripravenej tekutej kultary A. tumefaciens s pozadovanymi

konstruktami pDe-Cas9. V plastovych tubach bolo SH médium s bakterialnou
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suspenziou a s listami ponechané za jemného mieSania 30 min. v tme. Nasledne boli

explantaty umiestnené na filtraény papier, osuSené a prenesené na €isté BSH médium.

3.2.3.3 Kultivacia lucerny siatej na BSH médiu

Osusené inokulované explantaty boli prenesené na B5SH médium bez obsahu
antibiotik. Toto médium obsahovalo fytohormény (2,4-D akinetin) pre spustenie
kalusogenézy. Po 7 dnoch kultivacie sa na povrchu explantatov vytvoril povilak
narastenych baktérii A. tumefaciens. Kultara sa opakovanym premyvanim explantatov
v sterilnej milliQ vode omyla. Omyté a osusené explantaty sa preniesli na nové B5H

médium, ktoré obsahovalo selekéné antibiotika Ppt® a TicR.

3.2.3.4 Kaultivacia lucerny siatej na BS0 médiu
Po uplynuti dvoch tyzdnov boli vzniknuté kalusy sterilne prenesené na B50 médium
(Ppt? a TicR), ktoré uz neobsahovalo fytohormény. Bez ich pridavku dochadzalo

k formovaniu somatickych embryi v priebehu nasledujtcich 2 az 3 tyzdnov.

3.2.3.5 Kaultivacia lucerny siatej na MMS médiu

Vzniknuté somatické embrya boli jednotlivo prenesené na MMS médium s obsahom
antibiotik (Ppt?, TicR). Embrya sa umiestnili na médium tak, aby radikula embrya
smerovala nadol. Na MMS médiu dochadzalo ku kliceniu a vytvaraniu korenovej

sustavy.

3.2.3.6 Kaultivacia lucerny siatej na MS médiu
Po kultivacii embryii na MMS médiu sa kli¢ence s dobre vytvorenym korefiom opatrne
prenesli na MS médium. MS médium uz neobsahovalo antibiotika. Na MS dochadzalo

ku kompletnému vyvoju rastlin.

3.2.4 PCR genotypovenie transgénnych rastlin lucerny siatej

Uspesnost’ transformécie, t. j. pritomnost’ pozadovaného konstruktu v lucerne siatej
bola overena genotypovanim za pouzitia PCR. Jedna sa o klasicki PCR reakciu
so Specialnymi primermi, ktoré amplifikuji sekvenciu transformovaného konstruktu
vrastline. Na PCR genotypovanie bol pouzity Phire Plant Direct PCR Kitu.
Z transformovanych a zaroven vyselektovanych rastlin (SIMKgRNADS) ziskanych
V procese stabilnej transformacie S vyuzitim somatickej embryogenézy (podkapitola
3.2.3) boli sterilne odstrihnuty mlady list. Ten bol preneseny do 20 pl diluéného pufru.

Za pomoci sterilnej pipetovacej Spicky boli listy rozdrvené kratkymi opakovanymi
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stlaceniami proti stene mikroskimavky. Nésledne sa rozdrvené listy nechali inkubovat’
1 h na T'ade a boli kratko sto¢ené na stolnej centrifiige. Supernatant bol preneseny
do novej mikroskumavky.

PCR reak¢na zmes bola pripravena podl'a Tab. 10. Ako priamy primer bol pouzity
SS42 primer aako spiatny SS43 primer (Tab. 2), ktoré amplifikovali sekvenciu
destina¢ného vektora pDe-Cas9 s inzertom o vel'kosti 1194 bp. Samotna PCR reakcia
bola spustena podl’a programu uvedom v Tab 11.

PCR produkty boli overené¢ pomocou 1 % DNA agarozovej elektroforézy podla
postupu uvedenom v podkapitole 3.2.2.4.

Tab. 10: ZloZenie PCR reakénej zmesi pre Phire polymerazu.

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PCR voda 5,6 ul
5x Phire Plant Tissue PCR pufor 2 ul

2 mmol- I*dNTP 0,2 ul
10 pmol -1 SS 42 primer 0,5 ul
10 umol 1" SS 43 primer 0,5ul
Phire Hot Start 11 DNA Polymeraza 0,2 pl
templatova DNA 0,5 pl
Celkovy objem reakcie 10 ul

Tab. 11: Teplotny program pre PCR genotypovanie s pouzitim Phire polymerazy.

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 98 °C 30s 1x
Denaturacia 98 °C 30s

Nasadanie primerov 58,4 °C 30s 35x
Elongacia 72 °C 1 min

Finalna elongacia 72 °C 10 min. 1x
Schladenie 12 °C 0 -
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4 VYSLEDKY

Vysledky dosiahnuté pocas bakalarskej prace su prezentované v nasledujucej kapitole
asu rozdelené do dvoch samostatnych casti. Vysledky st zoradené
v chronologickom poradi v akom prebiehali. V prvej Casti je popisany postup pri
priprave vektorov urCenych Kk editovaniu SIMK génu pomocou CRISPR/Cas9
technoldgie. Druhd cCast’ je zamerand na stabilni transformaciu lucerny siatej

pripravenymi konstruktami v prvej Casti.

4.1 Priprava konStruktov pre CRISPR/Cas9 editaciu SIMK génu

Prvotnym predpokladom pre ispesnu pripravu vektorov sliziacich ku CRISPR/Cas9
editacii SIMK génu je spravne navrhnutie primerov pre inzerciu sekvencie
do vhodného destinaéného vektora. Téato sekvencia musi byt komplementdrna
K vybranému cielovému miestu na géne, ktory chceme editovat. Primery pre
klonovanie boli navrhnuté s vyuzitim roznych softvérov. V referencnej databaze
kultivaru lucerny siatej, XinJianDaYe (Chen et al., 2020), bola najdena sekvencia
SIMK génu (MS.gene39573). Ziskand sekvencia SIMK bola vo formate FASTA
vlozend do programu CRISPR-P 2.0, ktory navrhol niekol’ko vhodnych ciel'ovych
miest (protospacer sekvencia susediaca s PAM 5°-NGG sekvenciou) na oboch
retazcoch DNA. Sekvencia cielovych miest moze mat dizku v rozsahu
15-22 nukleotidov. Bol dany maximalny doraz na to, aby potencidlne cielové
sekvencie boli sucastou exoénov (najlepSie prvy exon). Z ponuknutych cielovych

sekvencii boli vybraté tie, ktoré mali maximalnu Specificitu zacielenia (vysoké

v

4.1.1 Insilico priprava vektorovych map nestcich navadzacie sekvencie
gRNA

Mapa vektora reprezentuje schematické znazornenie dan¢ho plazmidu s vyznacenymi
sekvenciami. Tieto sekvencie moZzu predstavovat rozne elementy, ako napr.
promotory, gény zaujmu, gény rezistencie K antibiotiku (selekény marker), ¢i pociatok
replikacie. Vel'kou vyhodou vektorovej mapy je zndzornenie miest pre restrikéné
Stiepenie réznymi restrikénymi endonukledzami. Za pomoci programu modze byt
urobena in silico predpriprava a vizualizacia experimentu. Zhotovenie vektorovych
map s inzertami cielovych navadzacich sekvencii gRNA bolo prevedené v programe

SnapGene.
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V nasledujtcich kapitoldch st uvedené plazmidové mapy vratane klonovanych

konstruktov vyuzitych pri Multisite Gateway® klonovani.

4.1.1.1 Vstupny vektor pEn-Chimera s inzertom

Vstupny vektor pEn-Chimera obsahuje Specifické restrikéné miesto na vlozenie
sekvencie zaujmu. Pomocou restrikéného Stiepenia restrik¢nou endonukleazou Bbsl-
HF a inzeréného klonovania v programe SnapGene bola vlozena navadzacia sekvencia
gRNA do miesta Stiepenia. Na Obr. 8 je zndzornend plazmidova mapa vstupného
vektora pENn-Chimera pre vybraty inzert SIMKgRNAS, ktory obsahuje
Stvornukleotidové presahy sluziace k ligacii dimerizovanych primerov do vstupného
vektora. Na Obr. 9 je detailna ukazka urcitej Casti sekvencie vybratého konstruktu,
ktory obsahuje promotor AtU6-26, zaklonovany inzert SIMKgRNAS8 a gRNA kostru

(scaffold). Sekvencia je z dovodu prehl'adnosti znazornena linearne.

pEn-Chimera + SIMKgRNAS

3740 bp

Obrazok 8. In silico zhotovena mapa vstupného vektora pEn-Chimera s inzertom
SIMKgRNAS. Zhotovené v programe SnapGene.
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AGTGATTGCCACCGTGGCTAAGGACTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG
I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I

T T T T T T T T T T T T T
TCACTAACGGTGGCACCGATTCCTGACGCAAAATCTCGATCTTTATCGTTCAATTTTATTCCGATC
ARUG-25 (P) [ 7L S chimeric sGRVA

ATTG sequence CAAA seqquence

Obrazok 9. Detail vybratej sekvencie vstupného vektora pEn-Chimera s inzertom
SIMKgRNAS ohrani¢eného $tvornukleotidovymi presahmi (ATTG, CAAA). Zhotovené v
programe Snapgene.

4.1.1.2 Destina¢ny vektor pDe-Cas9 s inzertom

Vstupné vektory obsahujuce jednotlivé zaklonované inzerty boli pomocou Multisite
Gateway® klonovacieho systému v LR reakcii vnesené do destinaéného vektory pDe-
Cas9. Finalne konstrukty tvorené Cas9, jednotlivymi gRNA kazetami a S promo6tormi
boli pomocou A. tumefaciens v podobe T-DNA vnesené do rastlinnych buniek lucerny
siatej prostrednictvom stabilnej transformacie. Vstupny vektor pDe-Cas9 obsahuje
Specifické sekvencie attR1 a attR2, ktora sluzia pre spravnu rekombinaciu s attL1
a attL2 usekmi nachadzajucimi sa na vstupnom vektore pEn-Chimera. Na Obr. 10 je
detailna ukazka vybratej Casti sekvencie konstruktu, ktory obsahuje kiisok sekvencie
attR1, promotor AtU6-26, zaklonovany inzert SIMKgRNAS8, gRNA kostru (scaffold)
a kusok sekvencie attR2. Sekvencia je z dovodu prehl'adnosti zndzornena linedrne.
Na Obr. 11 je znazornena plazmidova mapa destinacného vektora pDe-Cas9 pre

vybraty inzert SIMKgRNAS.

ACTATGCTTTTTTTCTTCTTCTTCGTTCATACAGTTTTTTTTTGTTTATCAGCTTACATTTTCTTGAACCGTAGCTTTCGTTTTCTTCTTTTTAACTTTCCATTCGGAGTTTTTGTATCT

TGATACGAAAAAAAGAAGAAGAAGCAAGTATGTCAAAAAAAAACAAATAGTCGAATGTAAAAGAACTTGGCATCGAAAGCAAAAGAAGAAAAATTGAAAGGTAAGCCTCAAAAACATAGA
attRi AtU6-26 (P)

TGTTTCATAGTTTGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAATTTGATTGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCAAAAGGCCCCTGGGAATCT

ACAAAGTATCAAACAGGGTCCTAATCTTACTAATCCGTAGCTTGGAAGTTCTTAAACTAACTTATTTTGTAGAAGTAAGAATTCTATACTTCTATTAGAAGTTTTCCGGGGACCCTTAGA

AtU6-26 (P)

GAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTG

CTTTCTTCTCTTCGTCCGGGTAAATATACCCTTTCTTGTTATCATAAAGAATATATCCGGGTAAATTCAACTTTTGTTAGAAGTTTTCAGGGTGTAGCGAATCTATTCTTTTGCTTCGAC

AUG-26 (P)

AGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGCCACCGTGGCTAAGGACTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGT TAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACC

TCAAATATATGTCGATCTCAGCTTCATCACTAACGGTGGCACCGATTCCTGACGCAAAATCTCGATCTTTATCGTTCAATTTTATTCCGATCAGGCAATAGTTGAACTTTTTCACCGTGG

-2 (7) [ smgmws | chimere 39

ATTG sequence CAAA seqquence

GAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTACATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAAT

CTCAGCCACGAAAAAAAGATCTGGGTCGAAAGAACATGTTTCAACCGTAATGTATCACTGACCTATACAACACAAAATGTCATAATACATCAGACAAAAAATACGTTTTAGATTAAATTA
chimeric sgRNA } anR2

Obrazok 10.. Detail vybratej Casti sekvencie destina¢ného vektora pDe-Cas9 s inzertom
SIMKgRNAS. Zhotovené v programe Snapgene.



pDe-Cas9 + SIMKgRNAS

14 829 bp

Obrazok 11. In silico zhotovena mapa destina¢ného vektora pDe-Cas9 so SIMKgRNAS.
Zhotovené v programe Snapgene.

4.1.2 Overenie vstupného vektora a destinacného vektora pomocou
restrikéného Stiepenia

Obidva typy vektorov (vstupny a destina¢ny), do ktorych boli postupne zaklonované
inzerty cielovych navadzacich gRNA sekvencii, boli overené pomocou restrikéného
Stiepenia. K overeniu pomocou restrikéného Stiepenia bol pouzity enzym ECORI.
Restrikéna endonukledza ECORI spdsobuje Stiepenie na jednom mieste vstupného
plazmidu pEn-Chimera. Tak vznikaju dva tseky o velkosti 2997 bp a 743 bp.
V destinatnom vektore pDe-Cas9 dochadza k Stiepeniu na dvoch miestach s troma
o¢akavanymi tsekmi s velkost'ou 9672 bp, 5108 bp a 978 bp. Ocakavané velkosti
usekov su zndzornené na Obr. 12. Ako kontroly boli pouzité nenastiepené vektory

(¢ervend hviezdicka, Obr. 12).
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Obrazok 12. Reprezentativny elektroforeticky obrazok restrikéného Stiepenia vstupného
vektora pEn-Chimera a destina¢ného vektora pDe-Cas9. Enzymatické Stiepenie vstupného
vektora pEn-Chimera (2997 + 743 bp) a destina¢ného vektora pDe-Cas9 pomocou
restrikéného enzymu ECoRI (9672 + 5108 + 978 bp). Cervena hviezdi¢ka — nenatiepeny
vstupny vektor pEn-Chimera a destina¢ny vektor pDe-Cas9. M — marker GeneRuler 1kb Plus
DNA ladder.

4.1.3 Priprava vstupného vektora pEn-Chimera s inzertom
Priprava vstupného vektora pEn-Chimera s jednotlivymi inzertami ciel'ovych
navadzacich gRNA sekvencii zahfnala restrikéné Stiepenie prazdneho vstupného
vektora pomocou restricknej endonukleazy Bbsl-HF (Obr. 13). Vznikol linearny
vektor s velkostou 3730 bp slepivymi koncami. Po overeni pomocou DNA
agarozovej elektroforézy, bol postiepeny vstupny vektor pEn-Chimera vyrezany
z gélu. V ligacnej zmesi bol pomocou T4 DNA ligazy linearizovany vstupny vektor
Spojeny s dimerizovanymi primermi pripravenymi pre jednotlivé klonovacie varianty
(SIMKgRNAA4-9). Dimerizované primery obsahovali S§tvornukleotidové presahy
sluziace k samotnej ligacii.

Po ligacii boli pripravené vstupné konstrukty pEn-Chimera s inzertom
SIMKgRNA4-9 transformované do chemokompetentnych bakteridlnych buniek
E. coli TOP10.
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Obrazok 13. Restrikéné Stiepenie vstupného vektora pEn-Chimera restrikénym enzymom
Bbsl-HF (3730 bp). M — marker GeneRuler 1kb Plus DNA ladder.

4.1.3.1 Overenie bakterialnych kolonii Escherichia coli transformovanych
vstupnym vektorom s inzertom

K overeniu, ¢i narastené¢ bakteridlne kolonie kultivované na pevnom LB médiu
s pridavkom prislusného antibiotika (Amp®) naozaj po transformacii obsahovali
inzertnu DNA, bola urobena colony PCR amplifikacia. Pre vSetky klonovacie vektory
boli pouzité prislusné pary primerov. Amplifikovany usek mal velkost’ 370 bp (Obr.
14A, B) Ako negativna kontrola bola pouzita PCR voda. Boli overené vsetky
klonovacie varianty SIMKgRNAA4-9.

A M pEn-Chimera pEn-Chimera
: SIMKgRNA4 SIMKgRNA5
5000bp & NK NK
’
1500bp W
.
500cp N o N L LS T
B

pEn-Chimera pEn-Chimera pEn-Chimera pEn-Chimera
M SIMKgRNA6 SIMKgRNA7 SIMKgRNAS8 SIMKgRNAS
NK NK NK NK

5000bp »

15006p Mt

- - . - - - -——
-

Obrazok 14. Reprezentativne elektroforetické obrazky colony PCR nahodne vybratych
transformovanych chemokompetentych buniek E. coli TOP10 so vstupnym vektorom pEn-
Chimera. Pouzité primery: priamy primer SIMKgRNA4-5 a spatny primer SS129 (A) a priamy
primer SIMKgRNAGB-9 a spétny primer SS129 (B) . Velkost’ PCR produktu je 370 bp. M —
hmotnostny marker GeneRuler 1kb Plus DNA ladder; NK- negativna kontrola.
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4.1.3.2 Sekvenovanie vstupnych vektorov pEn-Chimera s inzertom

Vstupny vektor pEn-Chimera, do ktorého boli postupne zaklonované inzerty
cielovych navadzacich gRNA sekvencii, boli overené pomocou sekvenovania.
Z vysledkov sekvenacie pDNA s integrovanym inzertom mozno zistit, ¢i bol dany
inzert do vektora vloZeny a zaklonovany spravne. Rozhodujica je spravna sekvencia

inzertu (zhodna s primermi pre klonovanie gRNA) a samotna orientacia inzertu.

A x A x . x 4 A A x x

500>AAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTJRTTGCGTGATGTCAGATGCTGCACGTTTRAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATA > 599
178>AAGARRACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGT CGAAGTAGT¢T'I GCGTGATGTCAGATGCTGCACGTTTRAGAGCTAGARATAGCAAGTTAARRTA>277

* x x * A x x . x .
€00>AGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAacccagetttettg> 699
278>AGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTICTTGTACAAAGT TGGCATTAACCCAGCTTICTIG>377

B 0 x 0 x ) x A x x x

501 >AGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGT@ATTGAAACCACCCATCATGCCAATGTTTRAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAA> 600
18 1>AGRARACGRAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGT CGAAGTAGT!ATTGAAACCAC CCATCATGCCAATGTTTRAGAGCTAGARATAGCAAGTTAARATARS>280

B x * x x x x x * x

€0 1>GGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAacccaget ttcttgt>700
281>GGCTAGTCCGTTATCAACTTG: GTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTITTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACARAGTTGGCATTAACCCAGCTTTICTIGT>380

c x . A x A A A x 0 x

501 >AGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTRATTGCACCGGCGCCGCCGCAGATGGTTTRAGAGCTAGARATAGCAAGTTAAAATAA > 600
121>AGRARRACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGRAGTAGT lATTGCAC CGGCGCCGCCGCAGATGGTTTRAGAGCTAGRAATAGCAAGTTARARTARS2E0

x x A x A x A A A x

€01>GGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAacccagetttettgt>700
281>GGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTITTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACARAGT TGGCATTAACCCAGCTTITCTIGT>380

D x x x x x x x . x *

498>ATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTATTGGGCAGTCCTTAGCCAC AGAAATAGCAAGTTAAAATA>S597
176>ATAAG, CGARGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGT CGAAGTAGTEATTGGGCAGTCCTTAGCCACGGGTTTJAGAGCTAGARATAGCAAGTTARARTAS2TS

A * A X x A A x x X

598>AGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAacccaget ttettg>697
276>AGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAARAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACARAGT TGGCATTAACCCAGCTTITICTITIG>375

-92>ATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGT. TPGCCACCGTGGCTAAGGACPGCGH'I"\GAGCTAGAMTAGCAAG”M 597
192>ATARGARAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGARGTAGTQATTGCCACCGTGGCTARGGACT SCGTII*\GAGC‘I AGARATAGCAAGTTARRA>291

* * x * * * x * x *
598>TAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAacccagetttet>€97
292>TAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGARAARAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTITCTAGACCCAGCTTTCTTGTACARAGTTGGCATTAACCCAGCTTICT>391

A A A

F n x A A

x x "
SO00>AAGAARAC GAAGCTGAGHTATATACAGCTAGAGTCGMGTAGT&\TFGGACATCAC GGTGTCAGCGTTTT. AGAAATAGCAAGTTAAAATAAGG>599
176>AAGARRACGARGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGT 1AITGGACAICACGGT GTCAGCGTTTTAGAGCTAGARRTAGCAAGTTARRATARGG>2T7S

x * x x x A x ) A *
€00>CTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTAacccagetttettgtac> 699
276>CTAGTCCGTTATCAACTTGARAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTITTTTCTAGACCCAGCTTTCTIGTACARAAGTTGGCATTAACCCAGCTTTICTTGTACS3TS

Obrazok 15. Vysledok sekvenovania ¢asti pPDNA pEn-Chimera s inzertom SIMKgRNA4 (A),
SIMKgRNADS5 (B), SIMKgRNAG (C), SIMKgRNA7 (D), SIMKgRNAS8 (E), SIMKgRNA9
(F) pomocou Specifického primeru SS42. In silico pripravena sekvencia pEn-Chimera +
SIMKgRNA (prvy riadok) bola porovnana v programe ApE so sekvenciou vyizolovanej
PDNA (druhy riadok). Oznagena sekvencia (Eerveny obdiznik) predstavuje SIMKgRNA
s presahmi (ATTG, CAAA) pre ligaciu do vstupného vektora pEn-Chimera.
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U vSetkych klonovacich variant (SIMKgRNA4-9) boli vysledky sekvenovania
porovnané pomocou programu ApE. Na Obr. 15A-F st ukazané useky sekvencii
jednotlivych navadzacich cielovych gRNA sekvencii (SIMKgRNA4-9), ktoré
potvrdzuju pritomnost’ a spravnu orientdciu zaklonovanych inzertov vo vstupnom

vektore pEn-Chimera.

4.1.4 Priprava destina¢ného vektora pDe-Cas9 s inzertom

Po overeni vstupného vektora pEn-Chimera s klonovacimi inzertami pomocou
sekvenovania boli jednotlivé kons$trukty vklonované do destina¢ného vektora
pDe-Cas9 v LR reakcii Multisite Gateway® klonovacieho systému a transformované

do chemokompetentnych bakterialnych buniek E. coli TOP10.

4.1.4.1 Overenie bakterialnych kolonii Escherichia coli transformovanych
destinaénym vektorom s inzertom

Pritomnost’ destinacného vektora s inzertom bola overend pomocou colony PCR
(Obr. 16). Boli nahodne vybraté kolonie pre kazdu klonovaciu variantu
SIMKgRNAA4-9. Ako primery pouzité k amplifikacii DNA sluzili priamy primer SS61
a Specificky spitny primer pre jednotlivé SIMKgRNA4-9. Amplifikoval sa usek
0 vel’kosti 1033 bp (Obr. 16). Ako negativna kontrola bola pouzita PCR voda.

Na Obr. 16 je ukazané, ze u vSetkych transformovanych buniek bola potvrdena

pritomnost’ destinaéného vektora pDe-Cas9 s pozadovanou navadzacou sekvenciou

gRNA.

M pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9
SIMKgRNA4 SIMKgRNA5  SIMKgRNA6 ~ SIMKgRNA7  SIMKgRNA8 NK SIMKgRNAS
NK NK NK NK NK

5000bp

1500bp

500bp

Obrazok 16. Reprezentativny elektroforeticky obrazok colony PCR nahodne vybratych
transformovanych chemokompetentych buniek E. coli TOP10 s destinaénym vektorom pDe-
Cas9 s inzertom SIMKgRNAA4-9. Pouzité primery — priamy primer SS61 a Specificky spatny
primer SIMKgRNAA4-9. Velkost PCR produktu je 1033 bp. M — hmotnostny marker
GeneRuler 1kb Plus DNA ladder; NK - negativna kontrola.
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4.1.4.2 Sekvenovanie destina¢nych vektorov pDe-Cas9 s inzertom
Destina¢ny vektor pDe-Cas9, do ktorého boli postupne zaklonované inzerty cielovych

navadzacich gRNA sekvencii, boli overené pomocou sekvenovania.

* 0 * 0 A i 0

. . X

12801 >TTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGT! TTGCGTGATGTCAGATGCTGCAC! 12900
154>TTCARARGTCCCACATCGCT TAGATARGARARCGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTJATTGCGTGATGTCAGATGCTGCACGTTTRA>253
814>TTCARAAGTCCCACATCGCT TAGATARGARAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGT CGAAGTAGT JATTGCGTGATGTCAGATGCTGCACGTITRA> 913

. x . * * . . . . .

12901 >GAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAA> 13000
254>GAGCTAGARATAGCAAGT TARAATARGGCTAGTCCGTTATCARCT TGARRAAGT GGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTIGTACAA>353
914>GAGCTAGARATAGCAAGT TARAATARGGCTAGT CCGTTATCARCT TGARAAAGT GGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTIICTAGACCCAGCTTIICTIGTACAR>1013

B A ' . . . . \ . . .
12280 1> TTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGT! TTGAAACCACCCATCATGCCAATGTTTHA> 12900
154> TTCARARGT CCCACATCGCTTAGATARGARRAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGARGTAGT RATTGARACCACCCATCATGCCARTGTTT R > 253
811>TTCARAAGT CCCACATCGCTTAGATARGARAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGT RATTGARACCACCCATCATGCCARTGTIT RS S10

A

. . . . . * » . . x
12901 >GAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAA> 13000

254>GAGCTAGARRTAGCAAGT TAARATARGGCTAGTCCGTTATCAACT TGARAAAGT GGCACCGAGTCGGTGCTTTTITTITCTAGACCCAGCTITCTTGTACAR>353
91 1>GAGCTAGARATAGCAAGT TARRRTAAGGCTAGTCCGTTATCARCT TGARRAAGT GGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTICTAGACCCAGCTTTICTIGTACAR>1010

. . . * ' . * x x .

12801>TTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGT! GCCGCCGCAGA” 12900
156> TTCARRAGT CCCACATCGCTTAGAT AAGARRRCGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGT JATTGCACCGGCGCCGCCGCAGATGGTTITRA>255
813> TTCARRAGT CCCACATCGCTTAGATARGAAAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGT JATTGCACCGGCGCCGCCGCAGAT! >912

. * * x . * * x * .

12901 >GAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAA> 13000
256>GAGCTAGARATAGCAAGT TARAATARGGCTAGT CCGTTATCARCT TGARARAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTICTAGACCCAGCTTTCTTIGTACAR>3SS
913>GAGCTAGARATAGCAAGT TARRATARGGCTAGTCCGTTATCAACT TGARAAAGTGGCACCGAGTCGETGCTTTTTTICTAGACCCAGCTTTICTTGTACAA>1012

* * ' N N . * * n N

D 12801 >TTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCT: 12900
165> TTCARRAGT CCCACATCGCT TAGATARGAAAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTATTGGGCAGTCCTTAGCCACGGETTTIRGA> 264
814>TTCARRRGTCCCACATCGCT TAGAT ARGARRACGARGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGT CGARGTAGTQATTGGGCAGTCCTTAGCCACGGGTTTIRGA> 913

N N ' N . . . . * N

12901 >GCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAG> 13000
265 >GCTAGAARTAGCARGT TARAAT ARGGCTAGTCCGT TATCARCT TGARARAGT GGCACCGAGTCGGTGCTITTITICTAGACCCAGCTTICTIGTACAAAG> 364
914 >GCTAGRARTAGCARGT TARAAT ARGGCTAGT CCGT TATCAACT TGARAARGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTICTIGTACARRG>1013

N N A N N » A o

N .

E 12801 >TTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGT: TTGCCACCGTGGCT: A>12900
159> TTCARAAGT COCACATCGCT TAGAT AAGARAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGT CGAAGTAGATTGCCACCGTGGCTAAGGACTGCG! A>258
14> TTCARRAGT COCACATCG T TAGAT ARGARAACGAAGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGIEATTGCCACCGTGGCTARGGACTGCGTTIRA>S13

. * . * N * * * . *

12901 >GAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAA> 13000
259>GAGCTAGARATARCARGT TARARTARGGCTAGTCCGTTATCARCT TGAAARAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTITITCTAGACCCAGCTTICTIGTACAR> 358
S14>GAGCTAGAARTAGCARGT TARAATARGGCTAGTCCGTTATCARCT TGARRAAGT GGCACCGAGTCGETGCTTITITTICTAGACCCAGCTTICTIGTACAA>10L3

. . . . . ' i s s N

F 1280 1> TTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGT: TTGGACATCACGGTGTCAGCGTTTT! >12900
165> TTCARRAGT COCACAT CeCT TAGAT ARGARAACGARGCTGAGT TTATATACAGCTAGAGTCGARGTAGT JATTGGACATCACGGTGTCAGCGTTTTYGAG> 264
8l T T ARG T CCCACAT G T TAGAT AAGARAACGARGCTGAGT T TATATACAGCTAGAGTCGARGTAGT FATTGGACAT CACGGTGTCAGCGTTTTRGAG> 912

. . . . . ' ' . . .

1290 1 >CTAGAAATAGCAAGTTAAAA TAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGCTGCTTTTT T TCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT > 1 3000
265 >CTAGARRTAGCARGT TARAR T ARGGCTAGT COGTTATCAACT TGARARRGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTICTAGACCCAGCTTTICTIGTACARAGT > 364
913> T AGARR T AG ARG T TARAR TAAGGCTAGTCCGT TAT CARCT TGARRAAGT GECACCGAGTCEGTGCTTTTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACARAGT > 1012

Obrazok 17. Vysledok sekvenovania casti plazmidovej DNA destinacného vektora
pDe-Cas9 s inzertom SIMKgRNA4 (A), SIMKgRNAS5 (B), SIMKgRNAG
(C), SIMKgRNAYT (D), SIMKgRNAS (E), SIMKgRNA?9 (F) pomocou $pecifickych primerov
SS42 (druhy riadok), SS61 (treti riadok). In silico pripravena sekvencia pDe-Cas9 +
SIMKgRNA (prvy riadok) bola porovnana v programe ApE so sekvenciou vyizolovanej
PDNA (druhy a treti riadok). Oznadena sekvencia (Zerveny obdiznik) predstavuje
SIMKgRNAA4-9 s presahmi (ATTG, CAAA) po spravnej rekombinacii vstupného vektora
pEn-Chimera s destinaénym vektorom pDe-Cas9 pomocou Multisite Gateway® klonovacieho
Kitu.
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U vSetkych klonovacich variant (SIMKgRNA4-9) boli vysledky sekvenovania
porovnané v programe ApE. Na Obr. 17A-F su ukazané tiseky sekvencii jednotlivych
navadzacich cielovych gRNA (SIMKgRNA4-6), ktoré potvrdzuji pritomnost
aspravnu  orientaciu  zaklonovanych  inzertov v destinatnom  vektore

pDe-Cas9. Sekvenovanie prebehlo za pouzitia Specifickych primerov SS42 a SS61.

4.1.4.3 Overenie bakterialnych kolénii Agrobacterium tumefaciens
transformovanych destinaénym vektorom s inzertom

Po overeni destinaén¢ho vektora pDe-Cas9 s klonovacimi inzertami pomocou
sekvenovania boli jednotlivé konStrukty transformované do expresnych baktérii
A. tumefaciens GV3101. Uspesnost’ transforméacie A. tumefaciens bola overena
pomocou colony PCR (Obr. 18), kedy boli ndhodne vybraté dve kolonie pre kazdu
klonovaciu variantu SIMKgRNAA4-9. Primery pouzité k amplifikacii DNA boli priamy
primer SS61 a $pecificky spatny primer pre jednotlivé SIMKgRNA4-9. Velkost PCR
produktu bola 1033 bp. Ako negativna kontrola bola pouzita PCR voda (Obr. 18).
Bola potvrdena pritomnost” destinacného vektora pDe-Cas9 pre vSetky klonované

varianty SIMKgRNA4-9 vo vsetkych testovanych koloniach (Obr. 18).

M pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9 pDe-Cas9
SIMKgRNA4 SIMKgRNAS SIMKgRNAG SIMKgRNA7 SIMKgRNAS8 SIMKgRNA9
NK NK 2 NK NK J NK - NK
5000bp S
1500bp e

we W ww we = ww

500bp

Obrazok 18. Reprezentativny elektroforeticky obrazok colony PCR nahodne vybratych
transformovanych chemokompetentych buniek A. tumefaciens GV3101 s destinatnym
vektorom pDe-Cas9 s inzertom SIMKgRNAA4-9. Pouzité primery — priamy primer SS61
a Specificky spiatny primer SIMKgRNA4-9. Velkost PCR produktu je 1033 bp.
M — hmotnostny marker GeneRuler 1kb Plus DNA ladder; NK - negativna kontrola.
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4.2 Stabilna transformacia lucerny siatej

Po overeni bakterialnych kolonii A. tumefaciens obsahujice destinaény vektor pDe-
Cas9 sinzertami SIMKgRNA4-9 pomocou colony PCR, boli ticto bakterialne
suspenzie pouzité k stabilnej transformadcii lucerny siatej. Regeneracia rastlin prebehla
nepriamou somatickou embryogenézou (Obr. 19). Ako explantaty boli pouzité
sterilizované mladé listy lucerny siatej (Obr. 19A) narezané na polovicu (Obr. 19B).
Tie boli ko-kultivované na BSH médiu s A. tumefaciens obsahujiucim pozadovany
vektor s inzertom (Obr. 19C). A. tumefaciens po tyzdni kultivacie obrastlo explantat
listu (Obr. 19C). Explantaty boli omyté vo vode a prenesené na BSH médium
so selekénym antibiotikom (Ppt®) a eliminaénym antibiotikom pre baktérie (Tic®).
Doslo k indukcii a tvorbe kalusu (Obr. 19D). Kompaktny kalus s dediferencovanymi
bunkami bol preneseny na B50 PptR/TicR médium. Doslo k vytvaraniu embryi (Obr.
19E). Zrelé embrya boli prenesené na MMS Ppt®/TicR médium, aby doslo k indukcii
rastu korenov. Kli¢ence s vyvijajicimi sa korenmi pozorujeme na Obr. 19F.
Dostato¢ne vyvinuté klicence boli prenesené na MS médium a boli ziskané nové
regenerované rastliny lucerny siatej procesom somatickej embryogenézy (Obr. 19G).

Prvé regenerované rastliny lucerny boli overené pomocou PCR genotypovania.

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
\

Vo o e A e

B o
P

Obrazok 19. Reprezentativna schéma stabilnej transformacie lucerny siatej in vitro
propagaciou rastlin pomocou somatickej embryogenézy. Mladé listy lucerny siatej (A) su
kultivované s A. tumefaciens nestici poZzadovany konstrukt a explantat je umiestneny na B5H
médium (B). A. tumefaciens po tyzdni kultivacie obrastlo explantat listu (C), explantaty boli
omyté vo vode a prenesené na BSH médium so selekénym antibiotikom (D). Dalsi krok
regeneracie zahfiial tvorbu embryii na B50 médiu (E). Zrelé embrya boli prenesené na MMS
médium, aby doslo k indukcii rastu korenov (F) a klicence s vyvijajicimi sa korefimi
a nadzemnou ¢ast'ou boli kultivované na MS médiu (G). Mierka: 0,5 cm (A), 2 mm (B-F),
1cm (G).
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4.2.1 Genotypovanie rastlin lucerny siatej

Genotypovanie  Styroch rastlin  lucerny siatej slizila ako prostriedok
k potvrdeniu selekcie transgénnych rastlin lucerny transformovanych A. tumefaciens
nesucich konstrukty pDe-Cas9 s inzertom SIMKgRNAS. Boli pouzité Specifické
primery SS42 a SS43 (Tab. 2) pre ocakavany PCR produkt s velkostou 1194 bp
(Obr.20). Ako pozitivna kontrola bola pouzita pDNA  konstruktu
pDe-Cas9 s inzertom SIMKgRNAS izolovana z E. coli overena sekvenovanim. Ako
negativna kontrola sluzila PCR voda. Zo Styroch testovanych rastlin kultivovanych
na MS médiu, jedna obsahovala transgén s ocakavanou velkostou (Obr. 20, draha
¢. 4). Tato rastlina bude nasledne podrobené d’al$ej analyze ako je Western blot, aby

sa zistilo, ¢i doslo k vyradeniu alebo k znizeniu abundancie SIMK proteinu.

PK 1 2 3 4+ NK

M

-
-

5000bp ‘
- -
-

1500bp -
-
-

500bp '
Ll

Obrazok 20. Reprezentativny elektroforeticky obrazok po PCR genotypovani na pritomnost’
transgénu pDe-Cas9 s inzertom SIMKgRNADS v stabilne transformovanych rastlinach lucerny
siatej. Pomocou primerov SS42/SS43 boli detekované odpovedajice velkosti 1194 bp
U pozitivnej kontroly (pDNA pDe-Cas9 so SIMKgRNAS; PK) av drahe ¢islo 4. M —
hmotnostny marker GeneRuler 1kb Plus DNA ladder; PK — pozitivna kontrola;
NK - negativna kontrola.
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3) DISKUSIA

Strukoviny st vyznamnou skupinou rastlin, ato pre ich vysoky obsah proteinov
a symbioticky vztah s podnymi baktériami fixujucich dusik, co vedie k prirodzenému
obohacovaniu pody. Medzi strukoviny sa radi aj lucerna siata, ktora je pestovana pre
mnoho vyznamnych doévodov. Napriklad pre tvorbu rekombinantnych proteinov
na fytofarmaceutické ucely, na obohacovanie pody alebo ako kimna plodina
(Hrbackova et al.,, 2020). Zjej vyznamnych vlastnosti prameni celosvetovy
biotechnologicky zaujem o zvysenie vynosu a vylepsenie odolnosti lucerny. A jednym
z moznych nastrojov pre zlepSenie vlastnosti lucerny siatej je génové editovanie
za pomoci CRISPR/Cas9 metody.

CRISPR/Cas9 sa stal preferovanym nastrojom v oblasti vylepSovania vlastnosti
rastlin, lebo poskytuje jednoduchu, univerzalnu a presni manipuldciu genetickej
informacie, ¢o bolo demonstrované na mnohych vyznamnych kultarnych plodinach
(Jiang et al., 2013; Upadhyay et al., 2013; Liang et al., 2014; Jacobs et al., 2015).
Jednym z moznych vyuziti CRISPR/Cas9 metddy je Stidium funkcie génu
a nasledného pozorovania fenotypu rastliny, tzv. priprava ,,knock-out mutantov.
Fenotypové vlastnosti ziskanych mutantov sa porovnavaji s vlastnostami rastliny
divokého typu.

Jednym z hlavnych ciel'ov prace bolo navrhnutie navadzacich gRNA sekvencii
a priprava konstruktov pre uspesnu editaciu SIMK génu v lucerne siatej. Boli vybraté
navadzacie gRNA sekvencie na zacielenie prvého exonu SIMK génu. Editacia prvého
ex6nu by mala poskytnat’ vysSiu efektivitu pri vyradeni poZadovaného génu
(Gerashchenkov et al., 2020). Najdolezitejsou castou gRNA sekvencie pre
rozpoznanie a Stiepenie cielenej DNA je tzv. “seed sequence”, 8-12 nukleotidov dlha
sekvencia za regionom PAM (Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013; Gerashchenkov et
al., 2020). Tieto vlastnosti spolu svyberom navadzacich gRNA sekvencii
aktivitou nespecifického zacielenia (nizke off-skore), by mali viest k ¢o
najpresnejSiemu vyradeniu SIMK génu.

Dal§im délezitym faktorom pri dosiahnuti , knock-out“ mutanta lucerny siatej je
vyradenie vSetkych 4 aliel génu, ked’Ze sa jedna o tetraploidnu rastlinu (2n = 4x = 32,
s velkost'ou chromozémov 800 — 1000 Mb). Doterajsie vysledky za pouzitia gRNA
vykazovali nizke percenta mutacii (2,2 % Gao et al., 2018; 0,57 % a 1,72 % Chen
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etal., 2020; 2,5 % Wolabu et al., 2020). Najblizsia fylogeneticky pribuzna rastlina
M. truncatula vykazovala celkovu efektivitu 10,35 % v TO generacii a boli ziskané
monoalelické a bialelické homozygétne linie (Meng et al., 2017). RieSenim tohto
problému sa javi byt’ pouzitic multiplex gRNA-CRISPR/Cas9 systému (Wolabu et al.,
2020).

Délezita ulohu pri efektivite mutagenézy zohradva promotor, pod ktorymi su Cas9
a gRNA exprimované. V praci boli pouzité konstitutivne promotory. Navadzacia
gRNA sekvencia bola exprimovand pod AtU6 ubiquitinovym promotorom
z arabkovky a expresia endonukleazy Cas9 bola riadena Ubi4-2 ubigitinovym
promotorom pochadzajicim z petrzlenu. Pouzitie rozlicnych promoétorov méze
zohravat rolu pri efektivite mutécii v lucerne siatej. Odzrkadl'uje to priklad, pri ktorom
autori $tadie testovali dva bezné konstitutivne promotory. Expresia Cas9 pod 35S
promoé6torom  vykazovala nizSiu efektivitu mutagenézy, naopak expresia pod
promé6torom AtUBQL0 ukazala vyssiu efektivitu (Wolabu et al., 2020).

Na zaklade dostupne;j literatiry sa mdzeme iba domnievat aky fenotypovy prejav
by vykazoval mutant s deletovanym proteinom SIMK. Indiciu moéze poskytnat
vyradenie ortolognej MAPK k SIMK v inych rastlinnych druhoch. Prikladom moze
byt AtMPK6, ktora je homolégom SIMK (Samaj et al., 2002). Rastliny homozygotné
pre T-DNA nulové alely AtIMPK6 vykazovali znizeni sam¢iu plodnost’ a abnorméalny
vyvoj prasnikov (Bush & Krysan, 2007). Mutanty v géne OSMPK1 z ryze (ortolog
AtMPKG®6), ziskané metodou editacie multiplex gRNA-CRISPR/Cas9, vykazovali
zakrpateny asterilny fenotyp auplné vyradenie OsSMPK1 viedlo k letalite
(Minkenberg et al., 2017). Dal3im prikladom moZe byt potlatena expresia LjMPK6
(ortolog SIMK) pomocou RNA interferencie, kedy v strukovine Lotus japonicus
viedla k zniZenej tvorbe nodulovych primordii. Expresia bola potlacena o 20 — 35 %
v stabilnych transgénnych T1 linidch. Zatial ¢o nadexpresia zvySila mnoZzstvo
nodulov, nodulovych primordii a infekénych vlakien (Yin et al., 2019).

SIMK sa nachadza v rastucich Spickach korenovych vlaskoch alebo v jadrach
buniek (Samaj et al., 2002; Hrbackova et al., 2021). Znizenou expresiou SIMK
a SIMKKK transkriptov za pouzitia RNA interferencie v SIMKK RNAI liniach doslo
k rastu kratSich korenovych vlaskov, k nizSej tvorbe nodulov a celkovej biomasy
oproti divokému typu (Hrbackova et al., 2021). To moze naznacovat, ze vyradenie
SIMK proteinu pomocou CRISPR/Cas9 by mohlo viest’ k vytvaraniu vel'mi kratkych

korenovych vlaskov a k znizenej alebo Ziadnej tvorbe nodulov. Taktiez by vyradenie
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SIMK proteinu mohlo viest’ az k jasne pozorovateI'nému fenotypu, akym bol trpaslici
vzrast preukazany U ryze pri vyradeni OSMPK1 (Minkenberg et al., 2017).

Priprava ,knock-out“ mutantov pripravenych CRISPR/Cas9 metodou médze
odhal'ovat’ podstatnost’ jednotlivych MAPK a umoziuje funkény objav predtym
nedostupnych génov alebo domén s fenotypmi maskovanymi letalitou alebo
redundanciou, ako tomu bolo v stadii vypracovanej Minkenbergom et al. (2017), kde
objavili esencialny vyznam OsMPK1 a OsMPK6 pri vyvoji ryze (Minkenberg et al.,
2017). Biotechnologicky potencial CRISPR/Cas9 u lucerny siatej by mohlo mat’
zacielenie iného génu, respektive inej MAPK. Mutanty raj¢iaku mapk3 (Solanum
lycopersicum MAPK3) ziskané prostrednictvom metody CRISPR/Cas9 vykazovali
vys§iu toleranciu na stres z vysokych teplot ako needitovany divy typ (Yu et al., 2019).
Vypnutim hybridného proteinu SIHyPRP1 (Solanum lycopersicum hybrid proline-rich
protein) bohatého na prolin V raj¢iaku, ktory negativne reguluje odpoved na stres
zo zasolenia, doslo k pozorovatelnej zvySenej tolerancii na tento stres (Tran et al.,
2021). Jednou z d’alsich moznosti by mohlo byt vypnutie fosfatazy zodpovedne;j
za inaktivaiciu MAPK. MAPK fosfatiza 1 (MAPK phosphatase 1; MKP1)
u A. thaliana reguluje aktivitu MPK3 a tym zvySuje ochranu vodivych pletiv. Ziskany
mutant mkp1l bol citlivejsi voci patogénu Xanthomonas oryzae pv. oryzae. (Lin et al.,
2022), ktory napada vodivé pletiva rastlin.

Daldim ciefom prace bola stabilnd transformacia lucerny siatej. Jedna
sa 0 permanentné¢ a dedicné zavedenie transgénu do rastliny. Transformacia bola
V tejto praci sprostredkovana A. tumefaciens podla upraveného protokolu (Samac &
Austin-Phillips, 2006) pre kmen GV3101.

Dosiahnutie stabilnych linii rastlin editovanych CRISPR/Cas9 modZze byt
zabezpeCené roznymi spOsobmi. NajCastej$im sposobom je A. tumefaciens
sprostredkovana transformacia. Ziskané mutantné linie mézu byt ziskané metodou
stabilnej transformacie Floral dip, ktora sa najviac vyuziva pre A. thaliana (Mao et al.,
2013). Dalej transformaciou nezrelych embryi (Sorghum bicolor; Jiang et al., 2014),
kli¢nych listov (Solanum lycopersicum; Brooks et al., 2014), pravych listov (Nicotiana
tabacum; Gao et al., 2015) alebo transformaciu A. rhizogenes na tvorbu vlaskovych
koreniov (Solanum lycopersicum; Ron et al., 2014).

V dostupnej literature sa uvadza, ze lucernu siatu je mozné transformovat
a regenerovat’ nepriamou SE pouzitim listov ako explantatu s dobou ko-kultivacie

24-36 h (Wolabu et al., 2020) alebo predkultivovat’ explantaty (listy narezané
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na polovicu) na SH2K médiu (Schenk & Hildebrandt, 1972) a po 2 dnoch explantaty
infikovat" A. tumefaciens (Tian et al., 2002). Kalusy je mozné transformovat aj
za staleho mieSania (Chen et al., 2020). Rozne kultivary mézu inak reagovat’ na r6zne
sposoby regeneracie (Dijak & Brown, 1987). V praci bola popisana transformacia
a regeneracia lucerny podl'a protokolu vypracovaného Samacom & Austin-Phillipsom
(2006), kde explantaty, narezané listy na polovicu, boli Kko-kultivované
s A. tumefaciens v tekutom SH médiu a prenesené na kalus indukujiice médium.
Sposob transformacie a regeneracie, dizka ko-kultivacie, vybraty explantat a kultivar
lucerny ¢i pouzité média, to vSetko modze ovplyvnit' uspeSnost’ transformacie
a vytvorenie novej stabilnej transgénne;j linie lucerny siatej.

Pri priprave transgénnych linii sa robi selekcia vac¢sieho poctu linii z dévodu, ze
efektivita transforméacie moze byt vel'mi réznorodé v zdvislosti od miesta integracie
T-DNA v rastlinnom genoéme (Bortesi & Fischer, 2015).

Na zéaver prace bolo urobené PCR genotypovanie prvych regenerovanych rastlin,
ktoré ukazali pritomnost’ transgénu v transformovanych liniach. Pre overenie
vyradenia SIMK proteinu je nutné pouzit’ d’al$ie metody, ako je Western blot analyza
so $pecifickymi protilatkami. Vysledky Western blotu by mohli ukazat' znizenu
abundanciu SIMK proteinu alebo plna absenciu Vv ziskanych transgénnych liniach.
Vlastna uspesSnost’ genetickej editacie sa vyhodnocuje sekvenovanim rastlinnej
genémovej DNA. Overenie a validacia transgénnych rastlin bude napliou d’alsej

prace.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti prace bol zhrnuty prehl'ad sucasného stavu riesenej problematiky.
Bol predstaveny modelovy organizmus M. sativa a blizSie ukazany spdsob jeho
regeneracie somatickou embryogenézou. Taktiez boli popisané MAPK, ich aktivacia
a inaktivacia so Specialnym dorazom na rod Medicago, kde sa radi aj MAP kinaza
zaujmu SIMK. V neposlednom rade bola ukazana perspektiva metody CRSIPR/Cas9
na cielenu editaciu pozadovanej DNA.

Experimentalna cast’ prace popisuje pripravu konStruktov pre CRISPR/Cas9
editaciu SIMK génu a stabilni transforméciu lucerny siatej. Hlavnou sucastou
pripravy konstruktov ku CRISPR/Cas9 mutagenéze bol navrh navadzacich gRNA
sekvencii a dimerizacia tychto primerov. V tejto forme boli zaklonované do vhodnych
vektorov a transformované do E. coli aA. tumefaciens. Pritomnost’ spravne
zaklonovanych inzertov SIMKgRNA4-9 v bakteridlnych plazmidoch bola overena
metddou colony PCR a sekvenovanim.

Chemokompetentné bunky A. tumefaciens boli pouzité na stabilnt transformaciu
lucerny apropagacia transgénneho materialu prebehla pomocou somatickej
embryogenézy. K overeniu transgénu pritomného v rastlinach lucerny sluzilo PCR
genotypovanie, ktoré¢ ukdzalo jednu trasngénnu liniu lucerny siatej SIMKgRNAS.
Overenie d’alSich transgénnych rastlin bude napliiou nasledujlicej experimentalnej

prace.
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