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pomoci kterého by bylo mozné lokalizovat expresi proteinu TGW6 a pfispét tak

k porozuméni jeho tlohy pfi vyvinu zrn jemene.

Klicova slova Hordeum vulgare L., ,,seamless* klonovani, TGW6 gen
Pocet stran 39
Pocet ptiloh 6

Jazyk Cesky



Bibliographical identification
Autor’s first name and surname  Katefina Smolkova

Title Cloning of the TGW6 (THOUSAND GRAIN WEIGHT
6) gene from barley (Hordeum vulgare)

Type of thesis Bachelor

Department Department of molecular biology, CRH
Supervisor Mgr. Méria Majeska Cudejkova, Ph.D.
The year of presentation 2022

Abstract

Barley (Hordeum vulgare L.) is one of the most important agricultural crops. Increasing
the production of such important crops is an important task in molecular breeding. Past
findings suggest that the THOUSAND GRAIN WEIGHT 6 (TGW6) gene could have a
beneficial effect on improving the yield characteristics in rice and possibly other crops.
The aim of the experimental part of this work was to amplify a DNA fragment containing
the TGW6 gene and approximately 3,000 nucleotides upstream of this gene, where the
native promoter of this gene should be located, and insert it into the plasmid containing
gene encoding GFP protein The TGW6 gene with a native promoter fused to GFP as a
reporter tag was prepared using the method called seamless cloning. This construct can be
further used for cloning into a barely transformation vector, which can allow us to localize
TGWSG6 protein and contribute to the understanding of the role of the protein during the

development of barley grains.

Keywords Hordeum vulgare L., seamless cloning, TGW6 gene
Number of pages 39
Number of appendices 6

Language Czech



LUVOD ... 1
2SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......cooomrvimmiieniinneiessiesiie 2
2.1 Jecmen sety (Hordeum vulgare L.)........ccoooiiiiiiiiiiiineeeeee e 2
2.1.1  Hospodafsky VYZNam ..........cccvieiiiiiiiiiiiiesecseee s 2
2.1.2  VYv0j asloZeni ZIMa .......ccoviiiiiiiiiiiiie s 3

2.2 Vynosoveé charakteristiky Zrna..........ccocviiiiiiiiiiiicicee e 5
2.3 Hormonalni regulace VYVOJe ZIMNa.......cceiuiriiieiiiiiieiiesieesee e 6
2.3.1  Konjugaty TAA ..ot e 8

2.4 Charakteristika genu TGW6 (THOUSAND GRAIN WEIGHT 6) ........cc.c....... 9
2.5 Klonovani DNA ..o e 10
2.6 PlazmidoveE VEKIOTY ...ccviiiiiiiiieiie e 11
2.7 ,,Seamless” KIONOVANI ...uvvuiiiiiii i 12
3EXPERIMENTALNI CAST ..ot 13
0 R 1<) o T | SRR 13
3.1.1  Biologicky mMaterial .........cccciiiiiiiiiiieiicie e 13
312 ChemMiKAIC. .....oieiiiceiiieec e 13
3.1.3 Sekvence pouzitych primert (Tab. 1) .....ccooiiiiiiiiiiiieeeee 14
3.1.4  ROZtOKY @ MEAIA.......eiiiiiiiiiiieieeee e 15
315 Kity @ NAVOAY woveeiiiiiiiieiece e 16
3.1.6  Pristroje @ pOmUCKY .......cccoevviiiiiiiiiiieiic e 16

3.2 MBLOAY .. 17
3.2.1 Izolace plasmidové DNA (pDNA) alkalickou lyzi ..........c.cccoviiiiinnne 17
3.2.2  Izolace pDNA podle QIAprep® Spin Miniprep Kitu ........ccccovvviiienne 17
3.2.3 Polymerazova fetézcova reakce (PCR) .....cocovviiiiiiiiiiiiiiic e 18
3.2.3.1 PCR s Phusion polymerasou.........c.cccccverveiiieeiieeieesie e sie e 18

3.2.3.2 PCR s GoTagq DNA pPOlYMErasouU.........ccccurirerireniienienieniesiesiesienns 19



3.2.4  Elektroforetickd separace DNA v agarosovém gelu ..........cccccoveviiienne 20

3.2.5 DNA extrakce a purifikace z agarosového gelu..........ccccoeveiiiiiiinnnne 20
3.2.6  Purifikace produktu PCR reakce pomoci PCR Clean-up Kitu.............. 20
3.2.7 Klonovani amplifikovaného fragmentu do vektoru pMini............c....... 21
3.2.8 Transformace chemicky kompetentnich bunék E. coli ......................... 21
3.2.9 Transformace elektrokompetentnich bun¢k E. COli........ccccovevvviirinennnne 22
3.2.10  Oc¢kovani vybranych kolonii do LB média s ampicilinem ................ 22
3.2.11  Klonovani podle NEBuilder Hifi DNA Assembly Kitu.................... 22
3.2.12  ReStrIKCNT StEPEN...uiiiviiiiiiieiiiie it 23
3.2.13  Sekvencace klonované DNA ..........ccccoiiiiiiiiiiiii e 23
4VYSLEDKY A DISKUSE ...ocvumiiiiiiiiiriiesiesiesiessses s 24

4.1 Strategie 1: Amplifikace fragmentu promotor - TGW6 a klonovani pomoci
NEB PCR CIONING KITU ..o 24

4.2 Strategie 2: Amplifikace fragmentu promotor - TGW6 a klonovani pomoci

NEBuilder Hifi DNA ASSEMDBIY KitU .......ccoieiiiieiiciccc e 27
BZAVER ..ottt ee ettt 33
BLITERATURA ..ottt 34
7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .....coovvoeveeeeceereeeeeeieeen s 38

BSEZNAM PRILOH. ..o oo et e e e e et a e s et e s e e e es e e s e e e esaees e enenans 39



CILE PRACE

Teoreticka ¢ast
e Piipravit literarni reSerSi na téma souvisejici s experimentalni casti.
Prakticka ¢ast

e Zvladnuti samostatné laboratorni praxe a technik molekuldrni biologie.
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1 UVOD

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je jednou z nejvyznamnéjSich polnohospodarskych
plodin. Ma sviij podil na celosvétové zasob&€ potravin a je nezbytnou soucasti
pivovarského prumyslu. Rychly rist svétové populace a snizovani orné ptidy na celém
svété naznacuje potiebu zvysit vynos obilnin, tedy i1 je¢mene. Studium gent, které se
n¢jakym zptusobem podili na hodnoté vynosu, je tedy zasadni pro zvySovani produkce
obilnin. THOUSAND GRAIN WEIGHT 6 (TGW6) je gen, ktery pozitivné ovlivituje rist
a vynos u n¢kolika kultivard ryze. TGW6 koduje hydroldzu Stépici kyselinu
indol-3-octovou (IAA)-glukosu na IAA a glukosu. 1AA-glukosa je inaktivni forma
auxinu, kterd se diky hydrolyze zméni na aktivni formu. Minulé zji$téni naznacuji, Ze by
gen TGW6 mohl mit pfinosny vliv na zlepSeni vynosovych charakteristik u ryze ptipadné

1 dal$ich plodin.

V této bakalaiské praci byl klonovan DNA fragment obsahujici gen TGW6 a cca 3000
nukleotidi nachazejicich se pied timto genem, kde by se mél nachazet nativni promotor
tohoto genu. Na konec genu TGW6 byla ptidana sekvence pro GFP, a to metodou zvanou
»seamless* klonovani. K dispozici byl plazmid obsahujici sekvenci GFP, do kterého byl
vloZen pozadovany DNA fragment tak, aby mezi sekvenci geni TGW6 a GFP nebyli
pridany zadné jin€ nukleotidy, které nepatii ani jednomu z genti. Inzert bylo potieba vlozit
do vektoru tak, aby TGW6 gen pfimo navazoval na GFP gen. Za pouZiti této metody by
fuzovany gen kdédoval TGW6 protein s reportérovou znackou. Vytvoreny gen by mohl
byt pouzit v dalSich experimentech pro transformaci je¢mene za Ucelem lokalizace

proteinu TGW6.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Je¢men sety (Hordeum vulgare L.)
Druh Hordeum vulgare L. se taxonomicky fadi do: fiSe rostliny (Plantae), oddéleni
krytosemenné (Magnoliopsida), tifida jednodélozné (Lilianeae), celed’ lipnicovité

(Poaceae), kmen (Triticeae), rod je¢men (Hordeum; ITIS).

Mezi prvni domestikované obilniny se fadi prave jeCmen, ktery se pred vice nez 10 000
lety vyvinul zjeho davného divokého piedka Hordeum spontaneum. Tento proces
probihal na Blizkém vychodé, kde se uvadéji prvni pocatky zemédé€lstvi. Konkrétnim
mistem domestikace byla severni Afrika a oblast tzv. Urodného ptilmésice, ktera zahrnuje
soucasny Izrael, Libanon a zapadni Syrii az po jihovychodni Turecko, podél feky Tigris
a Eufrat, Irak aZ po zapadni stranu franu. Pfechod z divokého typu na domestikovany
zahrnuje pfedev§im zménu tfi hlavnich morfologickych znaku, které usnadnuji sklizen
plodiny. Mezi tyto atributy patfi velikost zrna, pevnost hlavni osy klasu (rachis) a
snadnost jakou se zrno uvolnuje ze svych listovych struktur. (Salamini et al., 2002).
Vzhledem ktomu, ze je jeCmen vSestranna obilnina s kratkym obdobim rustu,
ptizplsobuje se Siroké Skale prostiedi a geografickych lokalit, jako jsou naptiklad suché

zem¢ severni Afriky a vysoka nadmotska vyska hor Tibetu (Aldughpassi et al., 2016).

2.1.1 Hospodarsky vyznam

svete. Mezi pét nejvétSich producentli jeCmene patii Ruska federace, Francie, Némecko,
Ukrajina a Kanada. V soucasnosti se ptiblizné 65 % produkce jeCmene vyuziva jako
krmivo pro zvifata, vice nez 30 % je vyuZzivano jako surovina pro vyrobu sladu a vateni
piva, a pouze 2-3 % pro lidskou spotiebu (Aldughpassi et al., 2016). Ve vychodni a
sttedni Evropé a Africe je jeCmen stale Siroce vyuZivan pro lidskou stravu. Zrna je€mene
jsou napftiklad zakladem tibetské kuchyné, a hojné se také vyuzivaji jako celozrnna jidla
na Blizkém vychod€¢ v polévkach, guldsi, ovesnych kaSich, jecném chlebu, ale i
v suSenkach (Clifton & Keogh, 2016). Vyraznym faktorem urCujicim zplsob vyuziti
jeCmene je obsah B-glukanti v bunéénych sténach endospermu. Pti vyrob¢ sladu se dba
je¢men s vysokym obsahem [-glukant. Bylo totiz prokazano, ze B-glukany snizuji

hladinu LDL (,,low-density lipoprotein®; lipoprotein s nizkou hustotou) cholesterolu



Vv krvi, a také kontroluji hladinu glukosy v krvi. Pravidelna konzumace stravy bohaté na

je¢men muze slouzit jako prevence kardiovaskularnich onemocnéni (Kumar et al., 2020).

Vzhledem Kk rychlému rastu svétové populace a neustalym snizovanim orné pudy na
celém svété, zastava zvySovani vynosu jeCmene v sou¢asném kontextu zmény klimatu

velkou vyzvou pro $lechtitelské programy (Fischer et al., 2010).

2.1.2 Vyvoj a sloZeni zrna
Porozuméni vyvoje zrna a jeho struktufe je velice dilezité k nalezeni dalSich ptistupt za
ucelem zlepSeni vynosu a sloZeni zrna. Je¢né zrno je plod, ve kterém je oplodi a obal

semene (testa) srostlé a tvoii obilku (Sreenivasulu et al., 2010).

Béhem generativni faze vyvoje rostlin se generuje soubor plodolistii (gynoeceum) a
soubor ty¢inek (androceum), které jsou zdrojem vajecné buiiky, respektive pylovych zrn.
Vyvoj semen u krytosemennych vyssich rostlin za¢ina dvojitym oplodnénim, které vede
k vyvoji embrya a endospermu, a podili se na ném sam¢i a samic¢i gametofyt. Samici
gametofyt, ktery je tvofen osmi jadry a sedmi buitkami, se oznacuje jako zdrode¢ny vak.
Sam¢im gametofytem jsou pylova zrna tvoftici se v praSnych pouzdrech ty¢inek. Sam¢i
gametofyt je pfenaSen na bliznu pestiku a ¢nélkou prochazi k vaje¢nym buitkam (oosféie)
do zarodecného vaku. Sam¢i gametofyt tvoii dvé spermatické bunky, kde se prvni spoji
s oosférou a da vznik diploidni zygoté¢ (2n), ze které se poté vyviji embryo. Druha
spermaticka bunka se fizuje s diploidnim centralnim jadrem zarode¢ného vaku za vzniku
triploidniho endospermu (3n; Pavlovéa a Fischer, 2011). U jednod¢loznych rostlin, jako je
jeCmen, tvoii endosperm hlavni ¢ast zralého semene (Sundaresan, 2005). Obal semene
pochazi z matefské pletivové tkané, zatimco triploidni endosperm i diploidni embryo jsou
dcefiné tkan€. V obou ptipadech je pocet bunék, ur€eny b&éhem bunécného déleni ve
vyvijejicim se syncytidlnim endospermu, urcujicim faktorem konecné velikosti semene.
Velikost semene je totiz primarné spojena S pocatecnim ristem endospermu a nikoli
S pozdé&jsim ristem embrya (Jameson & Song, 2016). Endosperm se diferencuje na vnéjsi
aleuronové/subaleuronové vrstvy a vnitini Skrobovy endosperm a je chréanén testou.
Embryonalni tkdné se nachazeji v bazalni ¢asti zrna a zahrnuji scutellum, dvoudé€loZzny

kotyledon a embryo (Wobus et al., 2005).

Zralé zrno je¢mene se sklada s obalovych slupek a obilky, ktera je charakteristicka fuzi
perikarpu s osemenim (testou). Obilka se skladd z embrya, velkého endospermu a

z matefskych tkdni (Obr. 1). Endosperm slouZi jako tkan s hlavni nutricni hodnotou,


javascript:;

nebot’ zabira 80 % obsahu obilného zrna. Zraly endosperm obsahuje pét typli bunék, jimiz
jsou aleuron, sub-aleuron, skrobovy endosperm, oblast okoli embrya a buniky pro pienos
endospermu. Embryo se skldda ze dvou hlavnich ¢asti: embryonalni osy a Stitku
(scutellum), ktery ptiléha k endospermu. Stitek je zodpovédny za transport Zivin do
vyvijejici se embryonalni osy a pozdéji béhem kliceni zrna poskytuje cestu pro transport
sacharidi z endospermu do kli¢iciho embrya (Li et al., 2013, Aoki et al., 2006). Zralé
embryo se dale sklada z plumuly, radikuly, ktera je kryta koleorhizou, kofenové cepicky
a primarniho listu (neboli délohy), ktery je kryt koleoptili (Obr. 1). Plumula tvoii
embryonalni zaklad pro nadzemni ¢ast rostliny. Radikula je naopak zakladem pro vznik

kotene (Pavlové a Fischer, 2011).

Koleoptile

Plumula

Koleorhiza Foamdral list Skrobovy endosperm

Radikula

Kofenova ¢epicka .

i

Scutellum (3titek)

N
/ / Aleuronova vrstva

Perikarp (oplodi)  Testa (osemeni)

Obr. 1 Podélny fez obilky jeCmene s oznafenim riznych obilnych tkani. Upraveno z (Li et al.,
2013).



Zrna jeémene syntetizuji $krob jako hlavni zasobni slouéeninu. Skrob nahromadény
v endospermu slouzi jako primarni zdroj sacharidi pro lidskou a zviteci stravu. Skrob se
docCasn¢ také akumuluje v aleuronovych bunkéch, kde je degradovan béhem obdobi
plnéni zrn, a je poté nahrazen zadsobnimi proteiny a lipidy (Radchuk et al., 2009). Je¢né
zrmo je tedy z velké &asti tvofeno sacharidy. Skrob, ktery se sklada zamylosy a
amylopektinu tvofi t¢éméf 60 % hmotnosti zrna. Hlavni slozkou bunéénych stén bunck
endospermu jsou B-glukany (75 %) a arabinoxylany (25 %). Bilkovinnou slozku zrna
tvofi hlavné prolaminy (hordein), albuminy, globuliny a gluteiny. Zasobni proteiny tvori
matrix kolem Skrobovych granuli v endospermu a poskytuji zdroj dusiku pro rostouci

embryo pii kli¢eni (Fox, 2010).

2.2 Vynosové charakteristiky zrna

Globalni poptavka po potravinach, ktera je zplisobena naristem populace, se neustéle
zvySuje, a tak je zvySeni vynosu obilnin jednim z hlavnich témat Slechtitelstvi.
Drobnozrnné obilniny jako jsou ryze, pSenice, jeCmen, zito a oves tvofi priblizné
50 % svétové zasoby potravin (Sharma et al., 2018; Ray et al., 2013). Hlavnim cilem
moderniho S§lechténi rostlin je vytvofit rostlinny material, ktery odola riznym

environmentalnim vyzvam a zaroven poskytuje vysoky vynos (Sharma et al., 2018).

Vynos zrna je jednou z klicovych charakteristik pro Slechtitele, ale pochopeni jeho
genetické podstaty je obtizné kvili jeho kvantitativni povaze a slozité¢ dédi¢nosti, ktera
interaguje s prostfedim. Vynos zrna je dan poctem sklizenych zrn na jednotku plochy
pudy a individualni hmotnosti zrna, ktera pozitivné souvisi s velikosti zrna. Pocet zrn a
potencionalni hmotnost jednotlivych zrn jsou ustanoveny v ¢asovém useku kolem obdobi
kveteni a hmotnost zralého zrna pozitivné koreluje s potencidlem zjiSténym dfive
(Fischer, 2008; Gambin & Borras, 2010). Mezi dalsi charakteristiky urcujici vynos zrna
patii hmotnost tisice zrn (,,Thousand Grain Weight* - TGW), pocet zrn na klas, plocha
zrna, délka a Sitka zrna a délka klasu (Sharma et al., 2018). Vynos plodin je komplexni
znak ovlivnény mnoha abiotickymi a biotickymi faktory, a také riznymi vyvojovymi
znaky rostlin (Thirulogachandar et al., 2021). Vytéznost zrna je dana tadou dalSich
faktorti souvisejicich s celkovym vyvojem rostlin. Patfi mezi né¢ schopnost rostliny
pfijimat vodu a Ziviny prostfednictvim kotenil, vyvoj listl a fotosyntetickych tkani pro
fixaci uhliku a skladovani, a také procesy piemistovani uhliku a zivin béhem plnéni

obilnin (Li et al., 2013).



Jak uz bylo zminéno, vynos zrna patii mezi kvantitativni, tj. méfitelné znaky, a je
podminén vice nez jednim genem. Jednou z nejpopularnéjSich metod k studiu a analyze
kvantitativnich polygennich znaki je v souCasnosti metoda mapovani lokusi
s kvantitativnim znakem (Quantitative Trait Loci, QTL). Lokus s kvantitativnim znakem
— QTL oznacuje specifickou oblast na chromozomech, kterd obsahuje geny kontrolujici
sledované znaky. QTL analyza je v podstaté statistickda metoda, ktera se snazi propojit
fenotypova data s genotypovymi a identifikovat tak iseky DNA (molekularni markery),
které jsou uzce spojené se specifickym fenotypovym znakem (Miles and Wayne, 2008).
V roce 2018 Sharma a kolegové publikovali vysledky QTL analyzy 25 riznych
exotickych kultivar jeCmene a jejich kiizenci (celkem 1420 linii) v rGznych
ekologickych 1 péstitelskych podminkach, pfi¢emz sledovali devét znakli souvisejicich
svynosem zrna. Cilem této studie bylo identifikovat nové alely pochazejici
z riznorodého genetického pozadi, které by mohli v budoucnosti pfispét jako nové
cile Slechténi pfi zlepSovani vynosu zrna u jeémene. Autorim se podafilo identifikovat
celkem 96 QTL regiontl, pfiCemZ mnohé z nich byly identifikované, jako geny zndme,
které se podileji na kontrole kveteni, nebo morfologie klasu a podobné. 14 QTL bylo
asociovano s nejméné tiemi znaky soucasné, a nekteré z nich byly identifikovany jako
orthology znamych gent u ryze, podilejicich se na determinaci velikosti zrna a vynosu.
Jednim z téchto ortholognich genli je gen TGW6 na sedmém chromozomu je¢mene, a

tento gen byl vybran jako cil klonovéni v této bakalatské praci.

2.3 Hormonalni regulace vyvoje zrna

Konec¢ny tvar a velikost obilky je¢mene zavisi na ¢asové a prostorové regulaci bunééného
déleni a bunécéné expanze. Morfologie zralé obilky je z velké Casti urcena rastovymi
charakteristikami raného oplodi (Pielot et al., 2015). Tvar matetského oplodi totiZ
ovlivituje hmotnost a vynos obilnych zrn tim, Ze omezuje zvétSeni zrna a ndsledné i objem
zrna (Ugarte et al., 2007). Poznani riistovych charakteristik oplodi je velice dulezité pro
pochopeni tvorby vynosu zrna, protoze délka zrna je nejlépe korelovanym znakem
s kone¢nou hmotnosti zrna. Hlavni procesy definujici kone¢nou hmotnost zrna nastavaji
béhem prvni tfetiny obdobi plnéni zrn, kdy oplodi prochdzi zna¢nym zvétSovanim

(Lizana et al., 2010).

Vyvoj zrna je regulovan nejenom na molekularni Grovni, ale i za pomoci fytohormond.
Mezi tyto hormony patii hlavné auxiny, cytokininy (CK), ale také i gibereliny (GA). Je

znamo, ze auxin reguluje rizné aspekty vyvoje semen, vcéetné vyvoje embrya,



endospermu a obalu semene, po oplodnéni. V rostlinach se akumulace a distribuce auxinu
béhem vyvoje semen méni. Ackoli hraje auxin dtlezitou roli pfi regulaci vyvoje zrna, o
jeho regulacnich mechanismech je zatim zndmo malo (Cao et al., 2020). CK se také
podileji na mnoha zasadnich aspektech ristu, vyvoje a fyziologickych procesu, jako je
bunééné déleni a diferenciace, zpozdéni senescence, vyvoj semen a plodd, a reakce na
biotické a abiotické stresy. Jejich regulace je komplexni, zalozena na rovnovaze mezi
biosyntézou, aktivaci, inaktivaci a degradaci, ktera je fizena enzymem
cytokinindehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.12; Jameson and Song, 2016). ProdluZzovani
buné¢k mize byt také stimulovano GA, které jsou Casto detekovany v mladych zrnech
(Yamaguchi, 2008). Auxin pusobi synergicky s GA a auxinové signaly pochazejici ze
semene upreguluji biosyntézu GA a signalizaci ve vajickach, ¢imz stimuluji rlst zrn

(Seymour et al., 2013).

Rast obilky do délky je zprosttedkovan spiSe dorzalnimi a lateralnimi oblastmi.
Naopak rist do tloustky souvisi s ventralnimi oblastmi zrna. Hodnoty auxinu se zvySuji
S nejvySSimi hladinami v bazalnim oplodi jiz Sest dni po oplodnéni. V této dobé se také
upreguluje transport a signalizace auxinu. Biosyntéza GA je transkripéné upregulovana
az pozdé¢ji a hladiny bioaktivnich giberelint se zvySuji az mezi 7 a 13 dnem po oplozeni
a jsou vyssi ve ventralnich oblastech (Pielot et al., 2015). ProdluZovani bun€k zahrnuje
vice kroki, jako je relaxace bunécéné stény pro pfizplsobeni piijmu vody, vnimani
mechanickych podnétli svého mikroprosttedi a prodlouzeni bunécné stény tlakem
turgoru, dehydratace a biosyntéza bunécné stény. Expanze rostlinnych bunck je ptisné
které okyseluji apoplast a aktivuji proteiny bunééné stény, jako jsou expansiny a
xyloglukan, endotransglykosylasy/hydrolasy zprostfedkovavajici uvolfiovani bunééné
stény. H*-ATPasy také indukuji hyperpolarizaci plazmatickych membran, které indukuje
K* dovnitf usmériujici kanaly nezbytné pro pfijem vody (Fuchs et al., 2006). Vysledné
vychytavani K* usnadiiuje piitok vody a podporuje expanzi bunék (Ringli, 2010). Auxin
tedy indukuje  genovou expresi H'-ATPasy  plazmatické  membrany,
K" kandld, expansini a enzymi remodelujicich bunéénou sténu a podporuje export
nového materidlu bunééné stény. Auxinem zprostiedkované turgorem fizené zvétSeni
bun¢k muize byt stimulovdno St€penim sacharosy, ¢imz se ziskaji hexosy a zvySuje se

osmoticka koncentrace ve vakuolach a je usnadnén piijem vody (Kutschera & Niklas,



2013). Expanze rostlinnych bun¢k a tvarovani orgdni jsou odvozeny od méniciho se

vztahu vody a materialu bunécéné stény (Burton & Fincher, 2014).

Auxin se mize ve tkani akumulovat dvéma zplsoby, a to lokalni biosyntézou nebo
transportem ze vzdaleného zdroje. Nejzastoupené€jsi formou auxinu v rostlindch je
kyselina indol-3-octova (Indol-3-Acetic Acid, IAA). Tento auxin je syntetizovan v fadé
mladych tkani dvéma rtiznymi cestami, cestou zavislou na tryptofanu a cestou nezavislou
na tryptofanu (Mano & Nemoto, 2012). Enzymy biosyntézy auxinu jsou exprimovany
pouze béhem pozdéjsich fazi vyvoje zrna, coz naznacuje, ze béhem ranych fazi ristu

semen neni auxin syntetizovan v oplodi, ale je zde importovan (Pielot et al., 2015).

2.3.1 Konjugaty IAA

IAA existuje ve dvou forméch: hormondalné€ aktivni — volna kyselina, nebo hormonélné
neaktivni ve formé konjugatl. Predpoklada se, Ze konjugaty auxinu hraji dilezitou roli
jako zéasobni formy pro aktivni rostlinny hormon IAA. Ve volné formé tvori IAA pouze
25 % z celkového mnozstvi IAA V zavislosti na tkdni a studovaném rostlinném druhu.
RozliSujeme tfi hlavni skupiny konjugétii IAA: nizkomolekuldrni esterové konjugaty s
cukry, amidové konjugaty s aminokyselinami, nebo vysokomolekuldrni konjugaty
s peptidy a proteiny (Ludwig-Miiller, 2011). Pfedpoklada se, Ze tyto konjugaty se podileji
na transportu, ochrané¢ proti oxidaci, skladovani a homeostdze TAA. Homeostaticka
kontrola koncentrace IAA v rostlinach je velmi dileZita pfi uréovani mnoha ristovych a
vyvojovych reakci (Kowalczyk et al., 2003). Kromé amidovych konjugatt (IAA-Leu,
IAA-Phe a dalsi) byl také esterovy konjugat IAA-glukoza identifikovan u nékolika
dvoudéloznych rostlin (v¢etné Arabidopsis thaliana) a jednodélozné kukutice (Zea mays
L.) (Tametal., 2000; Jakubowska & Kowalczyk, 2004). IAA-glukosa se nachazi zejména
Vv rostlinach a rostlinnych proteinech s IAA glukosyltransferasovou aktivitou (Woodward
& Bartel, 2005). Identifikované geny iaglu u kukutice (Szerszen et al.,, 1994) a
UGT84B1A u Arabidopsis thaliana (Jackson et al, 2001) koduji glukosyltransferasy, které
konjuguji IAA s glukosou. Paradoxné jsou hladiny volné IAA ve skute¢nosti zvySené u
linii s nadmérnou expresi UGT84B1 (Jackson et al., 2002). Kukufi¢ny gen iaglu kdduje
UDP-glukosyltransferasu (UGT), ktera tvoii 1-O-indolacetylglukosovy ester (IAGIc),
glukosylovany konjugat IAA (Jackson et al., 2001). Podobné byly esterové vazané
konjugaty studovany napiiklad i v ryzi. Yu a kolegové v roce 2019 zjistili, ze protein
IAAGLU katalyzuje reakci volného IAA s glukosou za tvorby I1AA-glukosy, ktera by

mohla potencidlné regulovat IAA homeostazu v ryzi a kukufici.



Vzhledem k potencidlnimu zapojeni konjugéati IAA do hormonalni homeostazy a
skladovani musi existovat fada enzymu hydrolyzujicich konjugaty s odlisSnou specifitou.
Pouze zlomek konjugati IAA, jako je IAA-Ala, IAA-Leu, IAA-Phe a dalsi, je
hydrolyzovan zpét na volnou IAA prostiednictvim auxinovych aminokyselinovych
konjugatovych hydrolas. Zatimco u konjugati aminokyselin s IAA-Asp a IAA-Glu se
predpoklada, Zze mohou byt spiSe prekurzory pro degradac¢ni drahu (Ludwig-Miiller,
2011). Hydrolyza druhé skupiny hlavnich auxinovych konjugatu s cukry je méné dobfie
znama. UDP glukosyltransferasy konjuguji IAA s glukosou. Nasleduje dals$i pfeména
IAA-glukosy na IAA-myo-inositol. Enzym pro ptenos IAA z IAA—glukosy na myo-
inositol muze také katalyzovat reverzni reakci, tj. hydrolyzu na volnou IAA
(Kowalczyk et al., 2003). Ishimaru a kolegové v roce 2013 identifikovali v ryzi gen
TGWS6 kodujici protein s hydrolasovou aktivitou pro IAA-glukosu. Tato reakce negativné

ovliviiovala velikost zrna a pocet bun¢k v endospermu.

2.4 Charakteristika genu TGW6 (THOUSAND GRAIN WEIGHT 6)

Odhaleni genu TGW6 piedchézela identifikace lokusu tgw6 pomoci QTL analyzy u ryze
a jeji funkéni fyziologicka charakterizace (Ishimaru 2003). Analyza QTL asociovanych
SsTGW za pouziti linii, které byly ziskany zpétnym kiiZzenim kultivard ryze
cvs Nipponbare/Kasalath/Nipponbare, odhalila lokus odpovédny za zlepSeni TGW
parametru. Lokus byl lokalizovan na chromozomu 6 a ukézalo se, ze alela kultivaru
Kasalath, ma zfeymé zasadni vliv na vyssi vynos. Charakterizace fyziologické funkce této
alely ukazala, Ze pozitivné ovlivituje akumulaci sacharidti a syntézu $krobu v listovych
pochvach, které predstavuji hlavni pletivo akumulujici sacharidy ptfed metdnim (Ishimaru
2003).

V nésledujicich  letech  stejnd  pracovni  skupina identifikovala ~TGWG6
(OsTGW6, Oryza sativa L.) gen obsahujici jediny exon a porovnala sekvence alel
Kasalath a Nipponbare (Ishimaru et al., 2013). Ukazalo se, Ze Kasalath alela obsahuje
Sest nukleotidovych substituci a jednonukleotidovou deleci na pozici 313 v porovnani
S Nipponbare alelou. Zminéna delece zplsobuje posun cteciho rdmce, coz vede
k pfed¢asnému vyskytu stop kodonu a nasledné tak i k produkci nefunkéniho proteinu.
TGW6 koéduje origindlni protein, ktery vykazuje hydrolasovou aktivitu a Stépi
IAA-glukosu. Takovym zptsobem reguluje pfisun aktivni formy auxinu a kontroluje tak,
Vv prvnich hodinach po oplozeni, pfechod ze syncytidlni do bunééné (celularni) faze, ¢im

negativné ovliviiuje pocet bunék endospermu a velikost zrna. Nefunkéni protein (produkt



Kasalath alely) ma tedy zadouci, pozitivni efekt na velikost zrna u ryze. Avsak, ukéazalo
se, ze TGW6 ma pleiotropni efekt a ucinkuje i1 v listovych pochvach, organech
poskytujicich zasobni latky (uhlovodiky) vyvijecimu se zrnu. Tento ucinek je vSak
nepfimy (naptiklad reguluje transkripci genii zapojenych do syntézy Skrobu), a ma
negativni vliv na translokaci zasobnich latek ze zdroje do zrna. Kasalath alela teda kromé
toho, ze mé pozitivni vliv na velikost zrna, zvysuje i kapacitu zdrojovych organii dodavat
zasobni latky a umocnuje tak svou roli pii zvySovani vynosu zrna u ryze (Ishimaru et al.

2013).

Homologni gen k OsTGW6, prokazatelné asociovan s hmotnosti zrna, byl
identifikovan i v pSenici (Triticum aestivum L.) — TaTGW®6. Protoze nizka exprese
TaTGW®6 v nezralych i zralych zrnech koreluje s nizkym obsahem IAA, a naopak vyssi
hmotnosti zrna, je mozno se domnivat, ze podobny mechanismus regulace pomoci TGW6
jako u ryze, se muze vyskytovat i u pSenice (Hu et al., 2016). Avsak, funkce TGW6
zejména jako IAA-glukosa hydrolasy v nezralych zrnech pSenice i ryze byla nedavno
zpochybnéna. Kabir & Nonhebel (2021) uvadgji, ze ani TaTGW6 ani OsSTGW6 nejsou
exprimovany ve vyvijejicich se zrnech. Misto toho jsou oba geny a jejich blizké
homology exprimovany vyhradné v prib¢hu vyvinu kvétenstvi. Tento dikaz v kombinaci
s jejich pozorovanim, ze vyvijejici se zrna pSenice maji nedetekovatelné hladiny esteru
IAA ve srovnani s volnou IAA a neexprimuji IAA-glukosa syntasu, naznacuje, Ze role
TGW6 jako hydrolasy stépici IAA-glukosu ve vyvijejicich se zrnech by méla byt

prehodnocena, nebo alespoii podrobena dal§imu vyzkumu.

2.5 Klonovani DNA

Klonovani DNA je proces tvorby klont, tj. identickych molekul DNA. Tento proces
zahrnuje piipravu rekombinantni DNA, kdy je poZadovany fragment DNA vlozen do
klonovaciho vektoru za vzniku rekombinantniho vektoru (tj. rekombinantni DNA), ktery
je schopny autonomni replikace v hostitelském organismu (Carter & Shieh, 2015). Vyvoj
klonovacich technik zacal s objevem bakteridlnich enzymi oznaCovanych jako
»restrikéni endonukleasy*, které §tépi DNA molekuly na specifickych mistech. Tradi¢ni
metody molekularniho klonovani vyuzivaji t€chto enzymu ke St€peni vétsich fragmentt
DNA na mensi fragmenty, které jsou pak spojeny s klonovacimi vektory pomoci enzymu
zvaného DNA ligasa. Restrik¢éni endonukleasy generuji bud’ ,,lepivé konce®, ve kterych
ma fragment DNA jednovldknovy pievis (n€kolik specifickych nukleotidi bud’ na 3°

nebo 5” konci), nebo ,,tupé konce, kde se Zadny ptevis nenachézi. Jakékoliv dva tupé
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konce mohou byt spojeny DNA ligasou, ale u lepivych konci mtizou byt spojeny jenom
komplementarni pievisy, coZ znamena, Ze fragment a vektor musi byt §tépeny stejnou

restrik¢ni endonukleasou (Bertero et al., 2017).

2.6 Plazmidové vektory

Nejcastéji pouzivanymi klonovacimi vektory jsou plazmidové vektory. Plazmidy jsou
malé¢ kruhové mimochromozomové molekuly DNA schopné nezéavislé replikace
vyskytujici se u mikroorganismii, zejména bakterii. Plazmidové vektory jsou vhodné pro
nejbeéznéjsi pokusy s klonovanim a mohou pojmout az 20 kb (kilo baz) cizi DNA. Plazmid
musi obsahovat n¢kolik dilezitych prvkl, aby mohl slouzit jako vhodny vektor, a to
replikaéni pocatek, dominantni selekéni marker a mnohocetné klonovaci misto
(Tolmachov, 2009). Replika¢ni pocatek (,,Origin of replication* - ORI) je dulezity pro
start replikace DNA a umoznuje tak amplifikaci (klonovéani) plazmidu. Existuji rizné
typy ORI, které mohou ovlivnit pocet kopii plazmidu na bakterialni bunku (Ekundayo &
Bleichert, 2019). Dalsi dalezitou komponentou plazmidu je selekéni marker, ktery
umoziuje selekci bakterii obsahujicich rekombinantni plazmidy. Jako selekéni marker
slouzi obvykle gen rezistence k antibiotiku. Mnohocetné klonovaci misto (,,Multiple
cloning site* - MCS), je oblast navrZena tak, aby obsahovala rlizna unikatni restrikéni
mista pro usnadnéni vkladani fragmentu cizi DNA (inzertu) do vektoru. Unikatni
restrikéni misto je misto Sté€penti, které je nachazi v sekvenci plazmidu pouze jednou a lezi
Vv takové oblasti vektoru, kterd nezasahuje kli¢ové komponenty jako ORI nebo selekéni
marker (Simpson, 2010). Nékteré plazmidy obsahuji 1 jiné specifické sekvence, naptiklad
promotor a terminator. Promotor iniciuje a terminator ukoncuje expresi inzertu a takovym

plazmidim fikame expresni plazmidy (Bertero et al., 2017, Rosano & Ceccarelli, 2014).

Nejcastéji pouzivanym hostitelskym organismem rekombinantnich plazmidovych
vektort je snadno rostouci, nepatogenni laboratorni bakterialni kmen Escherichia coli.
Jedna transformovana burika E. coli nesouci poZzadovanou rekombinantni DNA miZze byt
snadno exponencidlnim zpisobem namnoZena tak, aby generovala identické kopie této
DNA. Jako takové muze byt molekularni klonovani vidéno i jako in vivo polymerasova
retézova reakce (PCR). Molekularni klonovani vSak umoZiiuje vétsi flexibilitu, vyssi

presnost a nizsi naklady nez PCR (Berteto et al, 2017).
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2.7 ,,Seamless* klonovani

Klonovani pomoci restrikénich endonukleas vyzaduje piitomnost specifickych
restrikénich mist na koncich fizovanych fragmenti DNA (plazmidu i inzertu). Tuto
pfitomnost je ale potieba zabezpecit vlozenim takové sekvence DNA na zacatek a konec
inzertu, a to bud’ pomoci linkerti, a nebo PCR reakce, kde je restrikéni misto soucasti
sekvence primeru. V takovém piipadé vysledny rekombinantni plazmid obsahuje kromé
sekvence plazmidu a inzertu navic sekvenci restrikéniho mista. V piipadé expresnich
plazmidu, které se pouzivaji nejen pro amplifikaci DNA fragmentu, ale také pro expresi
odpovidajicitho rekombinantniho proteinu, mohou takové extra sekvence predstavovat
problém, protoze mohou narusit aktivitu a funkci rekombinantniho proteinu. Pro
klonovani rekombinantnich proteint je proto vhodnéjsi pouzit jinou metodu klonovani a

to napiiklad tzv. ,,seamless* klonovani (Hou et al., 2021).

»Seamless* klonovani umoziuje pesné spojeni dvou a vice fragmentli DNA najednou
tak, ze se mezi spojované fragmenty DNA nepiidavaji zddné nové nezadouci nukleotidy
(Lu, 2005). Tento zptisob klonovani se pouziva pro studium promotord, exond, funkéni
studie proteint, proteinové inzenyrstvi, produkce proteini a manipulace s genomem (Lu,
2005). Tento typ klonovani vyZzaduje peclivy navrh Cetnych primerti pro zajisténi Gspésné
amplifikace DNA fragment( a linearizovanych vektort. Pi této metod€ jsou primery pro
amplifikaci dvou fragmentl navrzeny tak, aby méli na svych koncich previsy vice nez 13
bazi, které jsou k sob€ navzdjem homologni a pfekryvaji se. Amplifikované fragmenty
tedy tyto pfevisy maji také. Diky tomu se pii spojeni téchto dvou fragmentt pti klonovani

mezi né nedostanou Zadné jiné baze (Zhang et al., 2010).

Existuji v8ak i dalsi metody klonovani bez pfidani extra sekvenci DNA, a to naptiklad
Gibsonovo klonovani (Li et al. 2018), ,,Golden gate* klonovani (Engler and Marillonnet,
2014), OEPR (,,Overlap Extension PCR and Recombination in vivo* ) klonovani (Liu et
al., 2017) a jiné.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Jako DNA templat pro amplifikaci vybraného tiseku DNA byla pouzita genomickd DNA
je¢mene (H. vulgare) odridy Golden Promise. Pii klonovani byly pouzity chemicky
kompetentni bunky E. coli TOP10 a NEB 10-beta, nebo elektrokompetentni buriky E. coli
TOP10.

3.1.2 Chemikalie
1 Kb plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)

100 bp plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)

5x Green GoTaq® reakéni pufr (Promega, USA)

5x Phusion GC (High-Fidelity) pufr (NEB, Velka Britanie)
5x Phusion HF (High-Fidelity) pufr (NEB, Velka Britanie)
6x DNA Purple Loading Dye (Thermo Scientific, USA)
10x CutSmart pufr (NEB, Velka Britanie)

Agar (Himedia, Indie)

Agarosa (Amresco, USA)

Amplicilin (Sigma-Aldrich, USA)

Bam HI-HF restrikéni endonukleasa (NEB, Velka Britanie)
dNTPs 10mM (BioRad, USA)

DMSO (Duchefa, Nizozemsko)

EDTA (Penta, Ceska republika)

Ethanol (Lach-ner, Ceska republika)

Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

GoTag DNA Polymerasa (Promega, USA)
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Hydroxid sodny (Penta, Ceska republika)

Chlorid draselny (Lach-ner, Ceska republika)

Chlorid hote¢naty (Finnzymes, Finsko)

Chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

Isopropanol (MACH, Ceska republika)

Kpnl-HF restrikéni endonukleasa (NEB, Velka Britanie)
Kvasinkovy extrakt (HiMedia, Indie)

Kyselina octova (Lach-ner, Ceska republika)
Nuclease-free voda (Qiagen, Némecko)

Octan draselny (Penta, Ceska republika)

Phusion DNA Polymerasa (NEB, Velka Britanie)
Proteinasa K (Macherey-Nagel, Némecko)

RNasa (Top-Bio, USA)

Sall-HF restrik¢ni endonuklasa (NEB, Velka Britanie)
SDS (Penta, Ceska republika)

Tris (Duchefa, Nizozemsko)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

Trypton (Duchefa, Nizozemsko)

3.1.3 Sekvence pouzitych primeri (Tab. 1)

Primery byly navrzeny pomoci programu Primer3web (https://primer3.ut.ee/). Primery

pro klonovani pomoci NEBuilder Hifi DNA Assembly Reaction Kitu byly navrZzeny

programem NEBuilder® Assembly tool (https://nebuilder.neb.com/#!/).
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Tab. 1 Sekvence pouzitych primert.

Primery Sekvence primeru (5°-3°)
tgw6_full_fw CGGGATAGTGGTCGATGAGT
tgw6_full_rev CTTGCGTATAACGACGGACA

promTWG6_fw gcttatcgataccgtcgacgcTCCATGCATTACTCTGTTTTAC

promTGW6_rev tectegeccttgetcaccat CTTGCGTATAACGACGGAC
promTGW6_fw2 ctaaagggaacaaaagctggGCTGATATTCCTATTGATTCGATAAAC
promTGW6_rev2 tcctegeccttgetcaccatCTTGCGTATAACGACGGAC
pGFP_Amp_fwd ATGGTGAGCAAGGGCGAG

pGFP_Amp_rev CGTCGACGGTATCGATAAGC

pGFP_Amp_fw2 ATGGTGAGCAAGGGCGAG

pGFP_Amp_rev2 CCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTG

GFP_fw ATGGTGAGCAAGGGCG

GFP_rev CTTGTACAGCTCGTC

TGW6-Hr7-Fwl GAACAAACACAACAACATCACC

TGW6-Hr7-Revl CAACAGAAAACTCCACTTAACAGAC

3.1.4 Roztoky a média
1% agarosovy gel: 1 g agarosy, 100 ml 1XTAE pufru

Extrakéni pufr: 10 mM Tris-HCI (pH = 8,8), 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 (v/v),

autokldvovano a pfidano100 pg/ml proteinasy K

LB (Luria-Bertani) médium (1 I): 10 g trypton, 10 g NaCl, 5 g kvasni¢ny extrakt,

pH = 7,0, autoklavovano

LB agar (1 1): 10 g trypton, 10 g NaCl, 5 g kvasinkovy extrakt, 15 g agar, pH = 7,0,

autoklavovano

P1 roztok (250 ml): 1,51 g Tris-HCI, 0,93 g EDTA-NA2.2H.0, pH = 8,0, po
autoklavovani a ochlazeni ptidano 200 pul RNasy (Top-Bio) do 50 ml roztoku

P2 roztok (250 ml): 2 g NaOH, 2,5 g SDS, autoklavovano
P3 roztok (250 ml): 73,6 g CH3COOK, pH = 5,5, autoklavovano

SOC médium (1 1): 20 g trypton, 5 g kvasinkovy extrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml 250
mmol.l-1 KCI, pH = 7,0, po autoklavovani pfidano 5 ml 2 mol.I-1 MgCI2, 20 ml 1 mol.I-
1 glukosy

50x TAE pufr (1 L): 242 g Tris-acetat, 57,1 ml CH3COOH, 100 ml 0,5 mol.I-1 EDTA
(pH = 8,0)
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3.1.5 Kity a navody
NEB PCR Cloning Kit (NEB, Velké Britanie)

NEBuilder Hifi DNA Assembly Reaction Kit (NEB, Velka Britanie)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up Kit (Macherey-Nagel, Némecko)
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko)

3.1.6 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy 5034/120 (Nahita-Auxilab, Spanélsko)

Centrifuga 5427R (Eppendorf, Ceska republika)

Digestoi (MERCI, Ceska republika)

Elektroforeticka komirka pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Elektromagneticka michacka RH basic 2 IKAMAG ® (IKA, Némecko)
Elektroporator ECM399 (BTX, USA)

Flowbox (MERCI, Ceska republika)

Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)

Inkubator (Memmert, Némecko)

Inkubator Cool-Hotter Dry (Major Science, USA)

MEGA 6.0 (MegaSoftware, USA)

Mikrocentrifuga Eppendorf Microcentrifuge 5417R (Eppendorf, Némecko)
Nanodrop Lite (Thermo Scientific, USA)

NEBuilder® Assembly tool (https://nebuilder.neb.com/#!/)

PC se softwarem Image LabTM (BIO-RAD, USA)

Primer3web (https://primer3.ut.ee/)

SnapGene software (Insightful Science; snapgene.com)
Termoblok (BIOER, Cina)

Termocykler gradient T (Biometra, Némecko)
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Termocyklér Veriti 96 Well Fast (Applied Biosystems, USA)
Tiepacka inkubovana Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)
UV transiluminator (Vilber Lourmat, Francie)

Vortex (Labnet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)

3.2 Metody

S bakteriemi bylo zachazeno vyhradné ve sterilnich podminkéach ve flowboxu.

3.2.1 Izolace plasmidové DNA (pDNA) alkalickou lyzi

Vsechny centrifuga¢ni kroky byly provedeny pii 13000 rpm. Nejprve byly 2 ml
bakterialni kultury centrifugovany po dobu 1 min pii laboratorni teploté, aby probé&hla
separace bun¢k od média. Supernatant byl odstranén a byl resuspendovan v 300 pl
P1 roztoku. Poté bylo k roztoku ptidano 300 pl lyzaéniho P2 roztoku a zkumavka byla
6x prevracena a byla inkubovana 5 min pii laboratorni teploté. Poté bylo k roztoku
pridano 300 pl P3 roztoku, ktery srazi jadernou DNA a proteiny. Zkumavka byla
6x prevracena a byla inkubovana 5 min na ledé. Po inkubaci byla zkumavka
centrifugovana 10 min pfi 4 °C. Vznikly supernatant byl pfepipetovan do nové zkumavky
a bylo k nému ptidano 500 pl isopropanolu, ktery srazi pPDNA. Roztok byl promichan
pfevracenim zkumavky. Zkumavka byla centrifugovana 30 min pii laboratorni teploté.
Po centrifugaci byl supernatant odstranén a k peletu bylo ptidano 500 ul 70 % ethanolu,
ktery byl tésné pied pfidanim vytdhnut z lednicky, aby mél teplotu -20 °C. Déle probéhla
centrifugace po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci byl ethanol odstranén.
Zkumavka byla jesté kratce centrifugovana na pikocentrifuze a ethanol usazeny na dné
zkumavky byl opatrné€ za pomoci pipety odstranén. Zkumavka byla oteviena ponechéna
v digestofi, aby byl zbytek ethanolu odpafen po dobu cca 15 min. Vznikly pelet byl
resuspendovan ve 100 pl sterilni H20. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci

Nanodropu.

3.2.2 Izolace pDNA podle QIAprep® Spin Miniprep Kitu

Vsechny centrifuga¢ni kroky byly provedeny pii laboratorni teplot¢ (21 °C) a
13000 rpm. 2 ml bakterialni kultury bylo centrifugovano 3 min. Supernatant byl odstranén
a pelet bakteridlnich bunék byl resuspendovan v 250 ul P1 pufru a byl pfepipetovan do
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mikrocentrifugacni zkumavky. K roztoku bylo napipetovano jesté
250 pl P2 pufru a roztok byl promichdn pfevracenim zkumavky 4-6 krat dokud roztok
nebyl prihledny. Dale bylo do zkumavky piidano 350 pl N3 pufru a roztok byl promichan
pfevracenim zkumavky 4-6krat. Zkumavka byla centrifugovana po dobu
10 min. 800 pl supernatantu bylo napipetovano na QIAprep 2.0 kolonku a kolonka byla
centrifugovana 45 s. Kolonka byla poté promyta napipetovanim 500 pl pufru PB a byla
centrifugovana po dobu 45 s. Dale byla kolonka promyta 750 pl PE pufru a byla
centrifugovana 45 s. Dale byla kolonka centrifugovéna 1 min, aby se odstranil zbyvajici
pufr. Kolonka byla vlozena do 1,5 ml mikrozkumavky. Pro vymyti DNA bylo na kolonku
napipetovano 50 pl EB pufru a byla takhle inkubovéana po 1 min pfi laboratorni teploté a
dale byla kolonka centrifugovana 1 min. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci

Nanodropu.

3.2.3 Polymerazova retézcova reakce (PCR)

Pti pouziti primert tgw6_full a promTGW6 byla jako DNA templat pouzita genomicka
DNA (gDNA) je¢mene odrudy Golden Promise (GP). Pfi pouziti primerd pGFP_Amp
byla jako DNA templat pouzita plazmidova DNA (pDNA) a to plazmid pGFP_Amp.

3.2.3.1 PCR s Phusion polymerasou

Phusion polymerasa, vykazuje 3'—5" exonukleasovou aktivitu, ktera zabezpecuje opravy
v pribéhu amplifikace a zvySuje piesnost a generuje tak amplikony s tupymi konci. Tato
polymerasa je také navic vhodna i pro amplifikaci delich fragmentti. Finalni koncentrace
polymerasy, MgCl2, DMSO nebo DNA v PCR reakci se v pribéhu optimalizace reakce

meénila (Tab. 2) podobné jako ¢as denaturace a elongace (Tab. 3).

Tab. 2 Reakéni mix pro jednu PCR reakci s Phusion DNA polymerasou.

Slozka Finalni koncentrace

5X Phusion GC/HF reakéni pufr 1x

25mM MgCl> 1,5-3,5mM

10 mM dNTPs 2 mmol-1?

10 uM fw primer 0,5 pmol-1*

10 uM rev primer 0,5 pmol-1*t

Phusion DNA polymerasa 1/0,6 U

DMSO 3-5%

H20

DNA templat 75 ng-ml™t (JDNA)/0,01 — 1 ng-pl?
(PDNA)
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Tab. 3 Program termocykléru pro PCR s Phusion DNA polymerasou

Krok Teplota [°C] Cas [] Opakovani
1. Poc¢atecni denaturace 98 40 - 60 1

2. Denaturace 98 15-20

3. ,,Annealing* 56 - 69 30 } 30

4. Elongace 72 150 - 90

5. Zavérecna elongace 72 420/300 1

3.2.3.2 PCR s GoTag DNA polymerasou

Tato polymerasa byla pouzita pro kontrolni PCR, pro potvrzeni pfitomnosti inzertu ve
vektoru nebo ,,Colony* PCR. Pro kontrolu, zda byl inzert (PCR produkt amplifikovan
pomoci primeru tgw6_full) vloZzen do vektoru pMini byla provedena ,,Colony*“ PCR s
primery TGW6-Hr7 (Tab. 4). Teplota pro nasedani primert byla 60 °C (Tab. 5). Tato
metoda byla pouzita i pro ovéfeni, zda se vektor nachazi v narostlych koloniich pfi
klonovani podle NEBuilder Hifi DNA Assembly Cloning Kitu. Zde bylo vybrano né€kolik
narostlych kolonii, ve kterych by se mél nachazet klonovany konstrukt
(promTGW6::pGFPAmp). Tyto kolonie byly ovéfeny na piitomnost genu GFP pomoci
PCR reakce s GFP primery (Tab. 4). Teplota pro nasedani primera byla 62 °C (Tab. 5).

Tab. 4 Reakéni mix pro jednu PCR reakci s GoTag DNA polymerasou

Slozka Finalni koncentrace
5X Green GoTaq® reakéni pufr 1x

10 mM dNTPs 0,2 mmol-1?

10 uM fw primer 0,4 pmol-1*

10 uM rev primer 0,4 pmol-1*

25mM MgCI2 1,5 mmol-1*
GoTaq® DNA polymerasa (5U-ul™?) 06U

H.0

Tab. 5 Program termocykléru pro PCR s GoTaq DNA polymerasou. Pred lomitkem jsou
podminky pro TGW6-Hr7 primery, za lomitkem jsou podminky pro GFP primery.

Krok Teplota [°C] Cas [s] Opakovani
1. Pocatecni denaturace 95 120 1

2. Denaturace 95 30

3. ,,Annealing* 60/62 30 } 30

4. Elongace 72 60/45

5. Zavéreéna elongace 72 300 1
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3.2.4 Elektroforeticka separace DNA v agarosovém gelu

PCR produkty a fragmenty DNA ziskané restrikénim St€penim byly separovany pomoci
agarosov¢ elektroforézy v 1% agarosovém gelu. Pro vizualizaci DNA byl pouzit ethidium
bromid (0,0005%) a do gelu byl vlozen hiebinek pro vytvoreni jamek na nanaseni vzorki.
Po ztuhnuti byl gel bez hiebinku vlozen do horizontélni elektroforetické komiirky, a zalit
Ix TAE pufrem, tak ze byl zcela ponoien. Nanaseci pufr 6x Purple Loading Dye byl
piidan ke vzorku DNA v poméru 1:5. Vzorky pak byly pipetovany do vytvofenych jamek
v gelu. Do jedné jamky byly také napipetovany 3 ul
1 kb plus DNA Ladder nebo 100 bp plus DNA Ladder, které se pouzivaji pro stanoveni
velikosti separovanych fragmentt DNA. Po napipetovani vsSech vzorkii byla
elektroforetickd komiirka uzaviena a ptipojena ke zdroji napéti. Zdroj napéti byl nastaven

na 110 V a separace probihala cca 40 min.

3.2.5 DNA extrakce a purifikace z agarosového gelu

Extrakce DNA z gelu byla provedena podle kitu NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up.
Cistym skalpelem byl fragment DNA z gelu vyfiznut pod UV lampou a zvaZen na
analytickych vahach. Ke kazdym 100 mg agarosového gelu bylo ptidano 200 pl pufru
NTI. Zkumavka s timto roztokem byla inkubovana pii 50 °C po dobu 5-10 min az do té
doby, kdy byl gel rozpustény. Do nové mikrozkumavky (2 ml) byla vlozena kolonka, na
kterou bylo napipetovano 700 pl vzorku a takto byla centrifugovéana pii 11000 rpm po
dobu 30 s. Tekutina byla ze zkumavky odstranéna a kolonka byla vracena zpét do
zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 700 ul NT3 pufru a zkumavka byla
centrifugovana pii 11000 rpm po dobu 30 s. Tento krok byl 2x opakovan. Dale byla
centrifugovana (11000 rpm, 1 min) pouze mikrozkumavka s kolonkou, aby byl
NT3 pufr Gpln€ odstranén. Pak byla tato kolonka vloZena do ¢isté 1,5 ml a pfimo na ni
bylo napipetovano 15 pl NE pufru, ktery byl pfedehfaty na 70 °C. Po 5 min byla a
mikrozkumavka s kolonkou centrifugovana pti 11000 rpm. Roztok na dné zkumavky

obsahoval precisténou DNA a jeji koncentrace byla zmétena pomoci Nanodropu.

3.2.6 Purifikace produktu PCR reakce pomoci PCR Clean-up Kitu

K purifikaci byl pouzit PCR Clean-up Kit. Bylo smichano 90 pl PCR produktu s 180 pl
NTI pufru. Na ¢istou kolonku z kitu, ktera byla vlozena do mikrozkumavky (2 ml), bylo
napipetovano 700 pl vzorku. Zkumavka s kolonkou byla centrifugovana pti 11000 rpm

po dobu 30 s, a protekly roztok byl odstranén. Dale byla kolonka dvakrat promyta
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NT3 pufrem a to tak, ze na ni bylo napipetovano 700 pul NT3 pufru a byla centrifugovana
pti 11000 rpm po dobu 30 s. Zkumavka s prazdnou kolonkou byla centrifugovana jesté
jednou pii 11000 rpm po dobu 1 min, aby doslo k Gplnému odstranéni NT3 pufru. Poté
byla kolonka vloZena do nové mikrozkumavky (1,5 ml) a bylo na ni napipetovano 20 ul
pufru NE inkubovaného pii 70 °C a byla inkubovana po dobu 5 min pti pokojové teploté.
Poté byla mikrozkumavka s kolonkou centrifugovana pii 11000 rpm po dobu 1 min.
Roztok na dn¢ zkumavky obsahoval pfecisténou DNA a jeji koncentrace byla zmétena

pomoci Nanodropu.

3.2.7 Klonovani amplifikovaného fragmentu do vektoru pMini

Fragment genu TGW6 s jeho promotorem, ktery byl amplifikova pomoci tgw6 full
primert byl klonovan do vektoru pMini za pomoci NEB PCR Cloning Kitu. Liga¢ni smés
(Tab. 4) byla inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté, anebo pies noc pii 4 °C v lednici,
a poté jesté 2 min na led€. Ligac¢ni smés byla ihned pouzita k transformaci bakterialnich

bunék.

Tab. 4: SloZeni liga¢ni smési pro klonovani inzertu do vektoru pMini.

Slozka Liga¢ni smés Pozitivni
[pl] kontrola [pl]

Linearizovany pMiniT 2.0 vekor (25 ng-pl™) 1 1

Inzert 4 -

Amplikon — klonovaci kontrola (1 kb; 15 ng-pl™?) - 2

H20 - 2

Klonovaci mix 1 4 4

Klonovaci mix 2 1 1

Celkovy objem 10 10

3.2.8 Transformace chemicky kompetentnich bunék E. coli

Se vSemi bakterialnimi buiikami bylo zachazeno za sterilnich podminek ve flowboxu.
pDNA, anebo liga¢ni smés byla transformovana pomoci tepelného Soku do chemicky
kompetentnich bunék E. coli TOP10 nebo NEB 10-beta. Nejprve byly tyto bunky
rozmrazeny na ledu, protoZe jsou za normalnich podminek uchovavéany pii teploté
-80 °C. 5 ul liga¢ni smési nebo pozitivni kontroly bylo pfidano k 50 pl rozmraZenych
bunék. Smés byla inkubovana na ledu po dobu 20 min. Nasledné byl proveden teplotni
Sok 45 s pi1 42 °C (ve vodni lazni) a ihned po skonceni byly zkumavky pteneseny na led

a zde byly inkubovany 5 min a poté jesté 2 min pii pokojové teploté. Nasledné bylo
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Kk transformovanym bunkam ptidano 975 pl NEB 10-beta SOC média a byly inkubovany
na tiepacce pii 250 rpm a 37 °C po dobu 60 min.

Po skonceni inkubace byly zkumavky centrifugovany 3 min pii pokojové teploté a
3000 rpm. Ze zkumavek bylo odebrano 300 pl supernatantu. Ve zbytku supernatantu byly
transformované bunky resuspendovany. Poté byly buiiky (50 a 150 pl) rozetfeny pomoci
sterilni hokejky na petriho misky s LB agarem, které obsahovaly ampicilin
(100 pg-ml™?). Vektor totiz obsahuje gen, ktery propiijéuje rezistenci k ampicilinu, takze
po ockovani na LB agar s timto antibiotikem vyrostou pouze kolonie obsahujici tento
vektor. Petriho misky byly utésnény parafilmem a byly kultivovany dnem vzhiiru ptes

noc pii 37 °C.

3.2.9 Transformace elektrokompetentnich bunék E. coli

Se vSemi bakterialnimi buiikami bylo zachazeno za sterilnich podminek ve flowboxu.
Liga¢ni smés byla transformovana pomoci tepelného Soku do elektrokompetentnich
bungk E. coli TOP10. 2,5 pl liga¢ni smési nebo pozitivni kontroly byly ptidany k 50 pl
rozmrazenych bunék. Smés bun¢k a DNA byla pfepipetovana do vychlazenych kyvet pro
elektroporaci (na ledu) a pak byl aplikovan elektircky Sok pomoci elektroporatoru, ktery
byl nastaven na 15 kV. Po elektroporaci bylo ke vzorkiim okamzité ptidano 950 ul SOC
média. Roztok z kyvet byl pfelit do novych mikrozkumavek (1,5 ml). Nasledujici postup

byl jiz stejny jako pfi transformaci s chemicky kompetentnimi buiikami.

3.2.100¢kovani vybranych kolonii do LB média s ampicilinem
Vybrané kolonie byly ve flowboxu za pomoci sterilnich pipetovych Spic¢ek pfeockovany
do 2 ml tekutého LB média obsahujiciho ampicilin (100 pg'ml™?). Nésledovala inkubace

pres noc na tiepacce pii 180 rpm a 37 °C.

3.2.11Klonovani podle NEBuilder Hifi DNA Assembly Kitu

Pro klonovani inzertu promTGW6 do vektoru pGFPAmp byl pouzit NEBuilder Hifi DNA
Assembly Kit, ktery slouzi ke slou¢eni dvou fragmentti dohromady, aniz by k nim byly
pfidany nezddouci sekvence aminokyselin. Fiizované byly dva PCR produkty, a teda
inzert i plazmid byly amplifikovany pomoci PCR za pouziti Phusion polymerasy (3.2.3.1)
a promTGW6 nebo pGFP_Amp primeri, respektive. Reakéni smés (Tab. 7) byla
pfipravena na ledu a poté byla inkubovana v termocykléru pii 50 °C po dobu
60 min. Po uplynuti doby inkubace byla ligacni smés ihned pouzita k transformaci

bakterialnich bunék.
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Tab. 7 SloZeni reakéni smési pro NEBuilder Hifi DNA Assembly Kit

Slozka Klonovaci smés [u] NEBuilder
pozitivni kontrola
[p]

Pomér vektor:inzert 1:2 -

Celkovy objem fragmentt 3 10

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master 10 10

Mix

H20 7 0

Celkovy objem 20 20

3.2.12Restrik¢ni Stépeni

Pro kontrolu, zda byla fuze plazmidu pGFPAmp a inzertu promTGW6 Uspésnd, bylo
provedeno restrikéni §tépeni s restrikénimi enzymy BamHI-HF (HF — High Fidelity),
Sall-HF a Kpn-HF. Stépena byla plazmidova DNA extrahovana ze dvou namnoZenych
kolonii, které narostly na miskach po transformaci E. coli. Stépeni probihalo pti 37 °C

ptes noc. Slozeni restrikéni smési je uvedeno v Tab. 8.

Tab. 8 Slozeni restrikéni smési.

Slozka Objem pro 1RNX [p]
Restrikéni enzym 2,5

10X CutSmart pufr 0,5

H20 19

DNA 3

Celkovy objem 25

3.2.13Sekvencace klonované DNA

Plazmidova DNA extrahovana ze dvou namnoZenych kolonii, které narostly na miskach
po transformaci E. coli liga¢ni smési (3.2.11). Jako sekvencacni primery byly pouzity
primery: promTGW6_fw2, promTGW6_rev2, TGW6-Hr7-Fwl a GFP_rev. Vysledky byly

zpracovany pomoci programu SnapGene software (Insightful Science; snapgene.com).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem experimentalni Casti této bakalaiské prace bylo amplifikovat inzert — DNA
fragment obsahujici gen TGW6 a cca 3000 nukleotidi nachazejicich se pied timto genem,
kde by se mé¢l nachazet nativni promotor tohoto genu, a vlozit ho do vektoru obsahujiciho
GFP gen. Inzert jsme chtéli do vektoru vlozit tak, aby piimo navazoval na gen TGW6, a
findlni gen by tak kdédoval TGW6 protein s reportérovou znackou, ktery by v dalSich
experimentech mohl byt pouzity pro transformaci jeCmene za ucelem lokalizace proteinu
TGWEG. Jak jiz bylo zminéno, TGW6 byl uren jako kandidatni gen spojen s vySSim
vynosem zrna a mohl by byt slibnym kandiddtem pro molekuldrni Slechténi za ucelem
zvySeni vynosu (Sharma et al. 2018). Lokalizace tohoto proteinu v je¢meni, mize navic
prispét k porozuméni ulohy TGW6 v prib¢hu vyvinu zrn je€mene, coZ mize byt zvlast
ptinosné, protoze role TGW6 jako IAA-glukosa hydrolasy v nezralych zrnech psenice i
ryze byla zpochybnéna (Kabir & Nonhebel 2021), a navic v ptipadé ryze jsou vysledky i
konfliktni (Kabir & Nonhebel 2021 versus Ishimaru et al. 2013).

Pro toto klonovani byla zvolena metoda ,,seamless® klonovani za pouziti kitu
NEBuilder Hifi DNA Assembly Cloning Kit, a byly zvoleny dvé rizné strategie. Prvni
strategie je nepfimd, to znamend, ze amplikon pro ,seamless” klonovani by nebyl
amplifikovan ptimo z gDNA, ale z jiného plazmidu, ktery by ho obsahoval. To znamena,
Ze je potieba nejdiiv pfipravit tento vektor, a to pomoci NEB PCR cloning kitu. Druha
strategie je pfimd, to znamena, ze amplikon pro ,,seamless® klonovani je amplifikovan
pfimo z gDNA. Pfi druhé strategii byla jako DNA templat pouzita genomickd DNA
z je¢mene odridy Golden Promise. Optimalizace amplifikace a klonovani podle obou

strategii probihali soucasné.

4.1 Strategie 1. Amplifikace fragmentu promotor - TGW6 a klonovani
pomoci NEB PCR Cloning kitu

Pti této strategii byly pro amplifikaci fragmentu promotor — TGW6 navrZeny primery
tgw6_full (Tab. 1), pomoci kterych bychom méli amplifikovat produkt velikosti cca 5000
bp. Tento fragment DNA, zahrnuje v sobé sekvenci inzertu uréeného pro ptimé klonovani
pomoci primert promTGW6. Pti prvni PCR reakci s primery tgw6_full byly zvoleny
podminky reakce doporuované vyrobcem Phusion polymerasy a teplota ,,annealingu®
66 °C a 68 °C (3.2.3.1). PCR produkt byl vizualizovan pomoci agarosové elektroforézy

(3.2.4). Pti téchto podminkach doslo k amplifikaci pozadovaného fragmentu, ale na
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elektroforetogramu se vyskytovaly i DNA fragmenty jinych velikosti (Obr. 2). Pro dalsi
optimalizaci teploty ,,annealingu® byl proveden teplotni gradient od 60,8 do 69,3°C
(3.2.3.1). Nejlepsi vysledek byl vidén pii teploté 69,3 °C, kde se vyskytoval pozadovany
fragment a pak pouze jeden dalsi kratsi fragment (Obr. 3). Déle byl vyzkousen dalsi
teplotni gradient a zaroven vliv piidavku DMSO, pti¢emz lepsi vysledek byl pozorovan
pii PCR bez ptitomnosti DMSO (Obr. P1). Dale byla optimalizovana koncentrace hoiciku
(MgCl2 od 2 do 3,5 mmoll?) v reakci, ale ukéazalo se, ze hof¢ik nema vliv na kvalitu
amplifikace cilového fragmentu (Obr. P2). Z provedenych optimalizaci bylo zji$téno, Ze
nejlepsi vysledek amplifikovani pozadovaného fragmentu byl pozorovan pfi teploté
sannealingu® 69 °C a bez pritomnosti DMSO a pii bézné, doporucované koncentraci

MgCl (1,5 mmol1?), i kdyZ vysledkem nebyl jen jediny produkt (Obr. 4).
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Obr. 2 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery pGFP_Amp a tgw6 full. P — plazmid pGFPAmMp - primery pGFP_Amp -
Tm = 66 °C; vzorky GP (Tm = 68, 66 °C) — gDNA je¢mene odridy Golden Promise - primery
tgw6_full. H2O — negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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Obr. 3 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery tgw6_full — vliv teploty nasedani primer — teplotni gradient (hodnoty teplot jsou
uvedeny v obrazku). U vSech vzorkl byla jako DNA templat pouzita gDNA je¢mene odrady
Golden Promise — GP, H,0O — negativni kontrola, L —1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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Obr. 4 Elektroforetogram optimalizované PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pomoci tgw6_full primert (Tm = 69 °C), GP — gDNA je¢mene odridy Golden Promise, H,O —
negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.



Kvili  pfitomnosti  nespecifického fragmentu, byl pozadovany fragment
z agarosového gelu vyfiznut a pre¢istén pomoci NucleoSpin®Gel and PCR Clean-Up Kitu
(3.2.5). Precistény fragment byl klonovan do pMini vektoru za pouziti NEB PCR Cloning
Kitu (3.2.7). Tento kit umoziuje jednoduché a rychlé klonovani jakéhokoliv PCR
amplikonu, ktery miize byt amplifikovany Sirokou Skalou polymeras. Hotova ligacni smés
(Tab. 4) byla pouzita pro transformaci chemicky kompetentnich bakteridlnich NEB 10-
beta E. coli bunék pomoci teplotniho Soku (3.2.8). Selekce transformovanych bunék byla
provedena na LB agarovych miskdch s ampicilinem. Bylo vybrano nékolik narostlych
kolonii, které byly provéfeny na pfitomnost inzertu pomoci ,,colony* PCR s GoTaq
polymerasou (3.2.3.2). Zde se ovSem u zadné z kolonii klonovany inzert nevyskytoval.

Cely proces klonovani byl opakovan a byla vyzkouSena 1 transformace

elektrokompetentnich E. coli buné¢k (3.2.9), ale vSechny pokusy byly netispésné.

Po opakovaném netspé$sném klonovani jsme piekontrolovali sekvence primerd a
zjistili, Ze primery nebyly navrzeny idedlné, co ziejmé& zpusobilo, Ze toto klonovani

nebylo uspésné.

4.2 Strategie 2: Amplifikace fragmentu promotor - TGW6 a klonovani
pomoci NEBuilder Hifi DNA Assembly Kitu

NEBuilder Hifi DNA Assembly Kit umoziuje rychlé a efektivni ,,seamless* klonovani,
kde dochazi k fuzi dvou a vice fragmenti DNA. V pfipadé€, ze planujeme fizi dvou
fragmentt, jeden z fragmentti musi na svych koncich obsahovat jednovldknové previsy
15 az 30 bp dlouhé, které jsou homologni se sekvenci konct druhého fragmentu, to
vyzaduje peclivé navrzeni primert pro amplifikaci zddanych fragmentl. V tomto ptipadé
jde o dva fragmenty, a to plazmid pGFPAmp, ktery obsahuje sekvenci pro GFP protein,
ktery chceme vlozit pfesné za sekvenci genu TGW8, respektive inzert promotor-TGWS,
pfi¢emZ musime odstranit z této sekvence stop kodon. Primery byly navrzeny pomoci
programu NEBuilder Assembly Tool, a to tak, Ze primery pro amplifikaci inzertu
obsahovali zminované ptevisy sekvence homologni s konci plazmidu, kde jeden konec
zacinal genem pro GFP. Navrzené primery jsme pouzili k amplifikaci cilovych fragmenth
pomoci Phusion polymerasy (3.2.3.1). Amplifikace plazmidu pomoci primert
pGFP_Amp pfi vychozi teploté ,,annealingu* (66 °C) byla nespecificka, to znamena, ze
pozadovany fragment byl sice amplifikovany, ale byly zde pfitomny i jiné fragmenty
(Obr. 2). Reakci jsme se pokouseli optimalizovat, napiiklad zvySenim koncentrace

hoiéiku, ale vysledek nebyl idealni (Obr. P3). V piipadé amplifikace inzertu byly
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vysledky jesté horsi. I kdyz jsme optimalizovali rizné parametry reakce — jako teplotu
(Obr. P4), koncentraci hot¢iku, pitidavek DMSO (Obr. P5), i jiné polymerasy (data
neuvedena), inzert se ndm nepodarilo amplifikovat a nedoslo ani k amplifikaci néjakych
nespecifickych fragmentii. Prvni sada primera tedy nebyla pouzitelnd, a proto jsme
navrhli druhou sadu primert — pGFP_Amp(2) a promTGW6(2), a to tak, Ze jsme museli
odstranit z plazmidu mnohocetné klonovaci misto pro ziskani optimalné&jsich primert.
S novymi primery jsme nejdiiv vyzkouseli teplotni gradient (data neuvedena), a opét se
nam nepodatilo amplifikovat inzert. Proto jsme optimalizovali dal a tentokrat i jiné
parametry reakce, jako koncentrace polymerasy, koncentrace primerd, piidavek DMSO,
koncentrace templatu (v piipadé pDNA; Obr. 5) a navic jsme zménili i délku nékterych
kroka reakce. Koncentrace primerii neméla vliv na vysledek (data neuvedena), zato
soucasna zména dalSich parametrd vedla kone¢né K tispé$né a unikatni amplifikaci obou
fragmentl. Nejlepsi vysledky pro amplifikaci inzertu byly nakonec dosazeny pfi snizené
koncentraci polymerasy (0,6 U/50 pl), zkracené dobé elongace (90 s), teploté
mannealingu® 59 °C a ptidavku 3% DMSO (Obr. 6). Nejlepsi vysledky pro amplifikaci
plazmidu byly dosazeny pfti snizené koncentraci polymerasy (0,6 U/50 pl), zkracené dobé
elongace (90 s), teploté ,annealingu“ 66 °C a koncentraci templatové DNA

0,05 ng-ul™t. Tyto podminky byly pouzity pii amplifikaci fragmentii pro klonovani.
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Obr. 5 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pomoci pGFP_Amp(2) primert (Tm = 66 °C), rizné koncentrace P — pPDNA pGFPAmp, H.0 —
negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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Obr. 6 Elektroforetogram optimalizované PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pomoci promTGW6(2) primerd (Tm = 59 °C), s 3%DMSO.
DNA templat - GP — gDNA jecmene odridy Golden Promise, H.O — negativni kontrola,
L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.

PCR produkty obou fragmentt byly piecistény (3.2.6) a ligovany pomoci NEBuilder
Hifi DNA Assembly kitu (3.2.11).

Po ukonceni ligace byla smés transformovéana pomoci teplotniho Soku do chemicky
kompetentnich NEB 10-alfa E. coli bunék (3.2.8). Transformované buiky byly
selektovany na LB agarovych miskach s ampicilinem. Z narostlych kolonii bylo vybrano
14 kolonii, které byly testované na pfitomnost inzertu i plazmidu. Pfitomnost plazmidu
byla ovéfena pomoci PCR za pouziti primert pro GFP (3.2.3.2). U tfech kolonii se
prokazala pritomnost GFP na agarosovém gelu (Obr. 7), kde byla o¢ekavana velikost
fragmentu cca 800 bp. Tyto tfi kolonie byly pfeockovany do tekut¢ho LB média
s ampicilinem (3.2.10). Z narostlych kultur byla izolovana pDNA (3.2.2), ktera byla dale
pouzita pro ovéfeni pfitomnosti celého konstruktu pGFPAmp::promTGW6 pomoci
restrikéniho Stépeni (3.2.12). Byly pouzity tfi enzymy: Bam HI-HF (ocekavané velikosti
fragmentll po restrikci: 6486 bp, 1261 bp, 249 bp), Sall-HF (ocekavané velikosti
fragmentti po restrikci: 7540 bp, 456 bp) a Kpnl-HF (ocekavané velikosti fragmenti po
restrikci: 5538 bp, 1703 bp, 755 bp), které ale piesné nepotvrdily pfitomnost konstruktu.
Velikost fragmentt separovanych na agarosovém gelu tiplné€ neodpovidala pozadovanym

fragmentam (Obr. 8).
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Obr. 7 Elektroforetogram vybranych kolonii pro "Colony" PCR — ovéfeni piitomnosti plazmidu
v narostlych koloniich (3-14), za pouziti primert pro GFP. L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
Zakrouzkované vzorky byly pouZity pro pfeockovani do tekutého LB média.
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Obr. 8 Elektroforetogram restrik¢niho S$tépeni pro ovéfeni pfitomnosti celého konstruktu
pGFPAmMp::promTGW6. DNA templat - izolované plazmidové DNA z narostlych kultur. Byly
pouzity tii enzymy: Bam HI-HF, Sall-HF a Kpnl-HF. Cervenymi ovaly jsou vyznadeny $patné
viditelné separované fragmenty DNA. L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder, R — 100 bp plus
GeneRuler DNA Ladder.
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Stépeni enzymem Kpnl odpovida odekavani, ale pii §tépeni enzymem BamHI jsme
nedetekovali nejkrat$i fragment, co mize byt zpisobeno elektroforézou, ale navic
velikost nejdelsiho fragmentu neni mozno piesné urcit — jestli je to 6486 bp (ocekavana
velikost) nebo 6765 bp (velikost v piipade straty jednoho restrikéniho mista). Zda se, Ze
Stépeni enzymem Sall ani neprobéhlo (Obr. 8) a to ani po opakovani celé reakce (data

neuvedena).

Kwvili nejednozna¢nym vysledktim restrikce byl vysledny plazmid jesté sekvencovan
(3.2.13). Byly pouzity razné primery (GFP_rev, promTGW6_rev2, promTGW6 fw2 a
TGW6-Hr7-Fw1l), pomoci kterych bychom méli byt schopni zjistit, jestli je v plazmidu
pfitomny 1 inzert. Ziskané sekvence byly zpracovany pomoci programu SnapGene, to
znamend, ze nekvalitni konce sekvenci byly odstranény a vysledné sekvence byly
zarovnany (namapovany) na sekvenci vysledného plazmidu (Obr. 9). VSechny sekvence
byly zarovnany na sekvenci plazmidu, co znamena, Ze vysledny plazmid (Obr. P6)
obsahuje oba fragmenty, které jsme chtéli spojit, a to v takovém poftadi a orientaci, jak
jsme piedpokladali. Prokazali jsme pfitomnost zacatku inzertu, tj. pocatecni sekvenci
V promotorové oblasti, pritomnost sekvence genu TGW6, a taky piipojeni genu GFP
ptimo za TGW6 gen (Obr. 9). V sekvencovanych oblastech byla také zkontrolovana
pfitomnost restrikénich mist, pro pochopeni nejednoznacnych vysledkl restrikce.
V ptipadé enzymu Sall, bylo restrikéni misto prokdzano, co miize znamenat, ze enzym
byl nejspis nefunk¢ni. V ptipadé enzymu BamHI, byla osekvencované dvé restrikéni
mista, kterd souhlasi, a jejich $t€épenim vznikd nejkratSi fragment DNA, coz muze
znamenat, Ze restrikce byla spravnd, ale posledni fragment byl uZ nedetekovatelny kvili

migraci etidium bromidu v gelu opa¢nym smérem.

Cil experimentalni Casti prace byl zdarné spinén a byl pripraven jsme gen TGW6
S nativnim promotorem fizovany s GFP jako reportérovou znackou. Tento konstrukt

muze byt dale pouzity pro klonovani do vektoru pro transformaci je¢mene.
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Obr. 9 Mapa finalniho plazmidu se zarovnanim osekvencovanych sekvenci a znazornénim vyuzitych restrikénich mist a primerti pro amplifikaci plazmidu i
inzertu, a primert pouzitych pro ,,colony* PCR a sekvencovani. Hnéd¢ Sipky znazornuji zarovnané sekvence.



5 ZAVER
V teoretické Casti této bakalarské prace bylo shrnuta obecna charakterizace je¢mene, jeho
hospodaisky vyznam, vyvoj a slozeni zrna, vynosové charakteristiky hormondlni

regulace vyvoje zrna, konjugaty IAA, charakteristika genu TGW6, klonovani DNA,

plazmidové vektory a ,,seamless‘ klonovani.

V praktické Casti této bakalarské prace byla provedena optimalizace metody PCR
s Phusion polymerasou a s GoTaq polymerasou. Pii optimalizaci reakci byly
optimalizovany: koncentrace MgCl,, ptidavek DMSO, teplotni gradient, délka
elongacniho cyklu, koncentrace DNA templatu i koncentrace polymerasy. Diky
optimalizaci byly zvoleny finalni podminky pro amplifikaci pozadovaného DNA
fragmentu, obsahujiciho gen TGW6 s jeho nativhim promotorem (inzert), i vektoru.
Inzert s vektorem byl spojen za pomoci komer¢niho kitu. Nakonec, bylo provedeno
ovéfeni spravnosti klonovani pomoci sekvenéni analyzy, ktera potvrdila, ze gen TGW6
byl uspésné klonovan piesné do mista pfed GFP gen v plazmidu, a to bez pfidani

nadbyte¢nych nukleotidovych sekvenci.

Cil experimentalni ¢asti této prace se tedy podatilo splnit a vysledny konstrukt mtize

byt déle pouzity pro klonovani do vektoru pro transformaci je¢mene.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CK
Cvs

GA

IAglc
LDL
MCS
ORI
PCR
QTL
TGW

UGT

cytokinin

kultivar

giberelin

kyselina indol-3-octova
1-O-indolacetylglukosovy ester
lipoprotein s nizkou hustotou
mnohocetné klonovaci misto
replikacni pocatek
polymerasova fetézova reakce
lokus s kvantitativnim znakem
hmotnost tisice zrn

UDP-glukosyltransferasa
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8 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou pro
primery tgw6_full - teplotni gradient

Priloha 2: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou pro

primery tgw6_full - vliv rizné koncentrace MgCl>

Pfiloha 3: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou pro

primery pGFP_Amp - vliv rizné koncentrace MgCl>

Piiloha 4: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou pro
primery promTGW®6 — teplotni gradient

Piiloha 5: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou pro
primery promTGW®6 — teplotni gradient, vliv DMSO

Ptiloha 6: Mapa findlniho plazmidu pGFPAmp::promTGW.
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Piiloha 1: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA

polymerasou pro primery tgw6_full - teplotni gradient

GP, tgw6_full GP, tgw6_full, DMSO
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Obr. P1 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery tgw6_full- vliv teploty nasedani primerti — teplotni gradient (hodnoty teplot jsou
uvedeny v obrazku). Vliv ptitomnosti 3% DMSO. DNA templat — GP — gDNA je¢mene odrady
Golden Promise, H,O — negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.



Piiloha 2: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA

polymerasou pro primery tgw6_full - vliv rizné koncentrace MgCl»

GP, tgw6_full, 68 °C
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Obr. P2 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery tgw6_full (Tm = 68 °C) — vliv rlizné koncentrace MgCl, (2-3,5 mmol-1*). DNA
templat — GP — gDNA je¢mene odriidy Golden Promise, H20O — negativni kontrola, L — 1 kb plus
GeneRuler DNA Ladder.



Piiloha 3: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA

polymerasou pro primery pGFP_Amp - vliv riazné koncentrace MgCl»

P, MgCl, - P, MgCl, — P, MgCl, -
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Obr. P3 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery pGFP_Amp (Tm = 66 °C) — vliv riizné koncentrace MgCl, (2-3 mmol-1). DNA
templat — P — pDNA pGFPAmp, H-O — negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.



Piiloha 4: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA

polymerasou pro primery promTGW6 — teplotni gradient

GP, promTGW6
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Obr. P4 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery promTGW6 — vliv teploty nasedani primerd — teplotni gradient (hodnoty teplot jsou
uvedeny v obrazku). DNA templat — GP — gDNA jeémene odridy Golden Promise, H.O —
negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.



Piiloha 5: Optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA
polymerasou pro primery promTGWo6 — teplotni gradient, vliv DMSO

GP, promTGW6, DMSO
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Obr. P5 Elektroforetogram optimalizace PCR reakce s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou
pro primery promTGW6 — vliv teploty nasedani primeri — teplotni gradient (hodnoty teplot jsou
uvedeny v obrazku). Vliv pfitomnosti 3% DMSO. DNA templat — GP — gDNA je¢mene odridy
Golden Promise, H,O — negativni kontrola, L — 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.



Priloha 6: Mapa finalniho plazmidu pGFPAmMp::promTGWG.

(7976 .. 27) promTGWe FWw2

CAP binding site| v

pGFP_AMP_REVZ (7974 .. 7995)

<3 Promote,.
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7955 bp
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‘Sall (3310
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Obr. P6 Mapa finalniho plazmidu pGFPAmMp::promTGW6. Jsou zde zaznamenana restrikéni
mista, ktera byla pouZita pro restrikéni analyzu a primery pro amplifikaci plazmidu i inzertu, a
primery pouzité pro ,colony“ PCR a sekvenCovani. Schématicky obrazek byl vytvofen

v programu SnapGene.



