UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Laborator rustovych regulatoru

Editace genu Hverf u jarniho je¢cmene

BAKALARSKA PRACE
Autor: Lucie Sidlikova
Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Ing. Ludmila Ohnoutkova, Ph. D.

Termin odevzdani prace: 2020



Bibliograficka identifikace
Jméno a piijmeni autora
Nazev prace

Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Klicova slova
Pocet stran
Pocet ptiloh
Jazyk

Lucie Sidlikova

Editace genu Hverf u jarniho je¢mene

Bakalaiska

Laboratof riistovych regulatori

Ing. Ludmila Ohnoutkova, Ph.D.

2020

Transkripcni faktory (TF) Ethylene Responsive
Factors (ERF) reguluji genovou expresi gent
a zapojuji se do rustti a vyvoje rostliny. Tyto TF
pusobi jako reguldtory odezvy na Dbiotické
a abiotické stresy.

V praktické c¢asti byla pomoci Agrobacterium
tumefaciens provedena transformace nezralych
zygotickych embryi jarniho je¢mene odriidy Golden
Promise. Metoda CRISPR/Cas byla pouzita pro
vyvolani mutace genu erf. Pomoci PCR byla
ovéfena pfitomnost transgenti u rostlin v TO
generaci.

Jarni jeCmen, transformace, CRISPR/Cas, erf

57

0

Cesky



Bibliographical identification
Author’s first name and surname
Title of thesis

Typ of thesis

Departement

Supervisor

The year of presentatiton
Abstract

Keywords
Number of pages
Number of appendices

Language

Lucie Sidlikova

Gene-editing of Hverf in spring barley
Bachelor

Laboratory of Growth Regulators

Ing. Ludmila Ohnoutkova, Ph.D.

2020

The transcription factors (TF) Ethylene
Responsive factors (ERF) regulate the
gene expression and they engage in the
growth and development of a plant. These
TF act as controllers of the response to
biotic and abiotic stress.

In the practical part a transformation of the
immature zygotic embryos of Hordeum of
the Golden Promise species has been
performer using the Agrobacterium
tumefaciens. The metod CRISPR/Cas has
been used in order to provoke the mutation
of the gene erf. Via PCR the presence of
transgenes in the plans of TO generation
has been verified.

Barley, transformation, CRISPR/Cas, erf
57

0

Czech



ProhlaSuji, Ze jsem piedloZenou bakalarskou praci vypracovala samostatné pod vedenim

Ing. Ludmily Ohnoutkové, Ph.D. a za pouziti literatury, ktera je uvedena v seznamu.

VOIOMOUCIANE ..o

Lucie Sidlikova



Podékovani
Chci podékovat vedouci mé bakalaiské prace Ing. Ludmile Ohnoutkové, Ph.D. za
odborné vedeni, dohled a cenné rady pii vypracovavani bakaléaiské prace. Dékuji také

Mgr. Tomasi VIckovi, Ph.D. za pomoc béhem experimentalni ¢asti prace.



Obsah

SEZNAM ZKIALEK ... e 8
L UVOD it e e e e e st e e et e e e e e e nraes 11
2 CTLE PRACE ...ttt 12
3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ....ooooorrrmeimeereeneesneserssnennenn 13
3.1 Je€men sety (HOrdeum VUIGAre) .........cocovviiiiieiiiie e 13
RIVA € 533 TN 13 V453 11§51 F PP PR TP 14
B0 o P-4 1 1[0 OSSR S PSSR 15

3.3 Transformace rostlin pomoci A. tumefaciens...........cccovveveeie i 16
3.4 Systém CRISPR/CAST .......cooviiiiiiiiii 18
3.5 TransKripni faKtOrY ....c.oiveiviiiiiiieieieie e 23
3.5.1 Ethylene Response Factor (ERF) ......cccooviiiiiiciccecece e 24

4 MATERIAL A METODY ....ovvouriniiniinisneeesisissesssssssssssss st ssasssesssssassssssnncs 27
O B 5 ¥ 10 (0 [P PRT O PPROPRPRPN 27
4.2 PouZité chemikalie @ FOZIOKY ........cccuviiiiiiieiesie s 27
4.3 ROStHNNY MAETIAL .....eeiiiiiiiiiiecee e 29
A4 IMIBEOTY ...ttt bbbt bbb 30
4.4.1 Sterilizace a izolace nezralych zygotickych embryi.........cocoviiiniiiinniennn, 30
4.4.2 Transformace A. tumefaciens, piiprava inokula.........ccocoooveniiiniiiicienn, 30
4.4.3 Selekce transformovanych rostlin ..o 31
Y ] (0] Y OSSPSR 32

4.5 KultivaCnd MEAIA ... .ueiiviieiiiieiiie et rre st e e e e e anee e 34
451 Slozeni kultivacnich medii.........ccccocvviiiiiiiiii i 35

4.6 1zolace genomické DNA z listll TOStHN ......oovviiiiiiiiiiiiiiciee 36

4.6.1  Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA .... 36
4.7 Polymerazova Fet€ZOVA T€AKCE .......ccvueiiiiiiiiiii et 37

4.8 Analyza PCR produktil, eleKtroforéza ............cccevvviiiiiiiiiiniiiie e 40



5 VY SLEDKY oo e e e et e e et e e et e et e e e e e e et e e es et e e et e e et e er et e e et eer e e n e 41

5.1 Transformace rostlin je¢mene odridy Golden Promise.............ccccvrveiiiiniinennnnn, 41
5.21Z018CE DINA ... 42
5.3 PCR analyza transgennich rostlin ..........ccccooiiiiiiiiii e 43
5.3.1  Detekce genu sgRNA u rostlin TO generace jarniho jeCmene................... 43
5.3.2  Detekce genu Cas u rostlin TO generace jarniho jeCmene.............cccue.... 44
5.3.3  Detekce genu Hpt u rostlin TO generace jarniho jeémene.............cocuvenee. 46

B DISKIUZE ... 47
T ZAVER ...ttt 49

Seznam PouZite IIETAtUIY .......cccviiiiiiiiiiiiiiie s 50



Seznam zKratek
2,4-D
A. tumefaciens
ABA
AGL1
AP2/ ERF

BAP
bp

CaMV (Cauliflower mosaic virus)

Cas

cas geny
Cl

COR
CRISPR

crRNA

DBD (DNA binding domain)
dCas

ddH.0

Dicamba

DNA

DREB

E. coli

EB pufr

EDTA

ERF

ET

GMO

gRNA (guide RNA)
HDAC

HLH

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
Agrobacterium tumefaciens
kyselina abscisova

kmen A. tumefaciens
APETELA2/ETHYLENE RESPONSE
FACTOR

6-benzylaminopurin

part bazi

CaMV promotor

CRISPR asociovana nukleaza
CRISPR associated

kalus induk¢ni médium

geny indukované chladem

kratké pravidelné rozmisténé palindromatické

repetice

CRISPR RNA

doména vézajici se na DNA
nuclease deficit Cas9

destilovana voda

2-methoxy-3,6-dichlorobenzoova kyselina

deoxyribonukleova kyselina
DEHYDRATATION-RESPONSIVE
ELEMENT BINDING protein
Escherichia coli

Edwardsovo extrak¢ni ¢inidlo
kyselina ethylendiamintetraoctova
Ethylene Response Factor

rostlinny hormon etylen

geneticky modifikovany organismus
navadéjici RNA

histon deacetylaza

helix-loop-helix



Hpt

HR

HTH

KanR

kb

LB

miRNA

MRNA (messenger RNA)

MS médium

NHEJ

Npt

oD

ori

PAM (protospacer adjacent motif)
PCR

pre-crRNA

primer F

primer R

RB

RNA

RNéaza

rpm (revolution per minute)
SDS

SgRNA (single guide RNA)
TAE pufr

TALE

TALEN

T-DNA

TF

Ti plazmid

tracrRNA

ubi

gen kodujici hygromycin fosfotransferazu
homologni rekombinace

helix-turn-helix

gen rezistence proti antibiotiku kanamycin
Kilobaze

levy okraj

mikroRNA

mediatorova RNA

Murashige a Skoog — médium pro tkanové
kultury

nehomologni spojeni konca

gen kodujici neomycin fosfotransferazu
opticka denzita

replikacni pocatek

motiv pfiléhajici k protospaceru
polymerazova fetézova reakce

prekursor CRISPR RNA

forward primer

reverse primer

pravy okraj

ribonukleazova kyselina

Ribonukledza

otaCky za minutu

dodecylsiran sodny

navadéjici RNA

Tris-acetat-EDTA pufr

efektor transkripénich faktora

nukleédza efektorii transkripEnich faktord
transferovda DNA

transkripéni faktor

tumor indukujici plazmid

transaktivacni crRNA

ubiquitinovy promotor



vir gen kodujici protein odpoveédny za virulenci
ZF zinkovy prst

ZFN nukledza zinkového prstu



1 UVOD

Je¢men sety (Hordeum vulgare) patii mezi nejvyznamnéj$i a nejstar$i hospodarské
plodiny a zaroven patii mezi jednu z prvnich domestikovanych a cilen¢ péstovanych
plodin. Diky vyzivové bohaté obilce je vyuzivan pro krmné a potravinaiské ucely,
piredevsim pro vyrobu sladu. Z divodu Sirokého vyuziti této plodiny je nutno stéle
zlepSovat jeji vlastnosti. Mezi hlavni Slechtitelské cile patii vynos, odolnost viici poléhéani

a odolnost vuci biotickému i abiotickému stresu.

ZlepSovat vlastnosti rostlin nam mohou umoziovat metody genového inzenyrstvi,
diky kterym muizeme cilené vnaSet urcity usek cizorodé DNA do hostitelského
organismu. Pomoci téchto metod vznika transgenni organismus S novymi vlastnostmi,
ktery je schopny napt. odolavat biotickym, abiotickym stresum. Jedna z neptimych metod
transformace gent je metoda pomoci Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens). Tato
bakterie ma schopnost pienaset urcity iseck DNA (T-DNA) plazmidu indukujiciho nador

do jadra infikovanych buné¢k, kde je vélenén do genomu hostitele.

Do riistu a vyvoje rostlin jsou zapojené transkripcni faktory Ethylene Response Factors
(ERF), které reguluji genovou expresi gent. Plsobi jako regulatory odezvy na biotické
a abiotické stresy. Funkce téchto transkripcénich faktorti nebyla dosud u rostlin zcela

objasnéna.

Vyvolani mutace regulacniho genu erf pomoci programovatelnych nukleaz
CRISPR/Cas9 by pomohlo objasnit funkci tohoto genu. Mechanismus CRISPR/Cas9 byl
poprvé objeven u bakterii a archei. Jedna se o adaptivni imunitni systém viici DNA ¢i
RNA virim, ktery je v poslednich péti letech intenzivné vyuzivan k vyvolani cilenych
zmen.

Cilem bakalafské prace je provést transformaci rostlin jarniho je¢mene odridy Golden
Promise a pomoci technologie CRISPR/Cas vyvolat mutaci genu erf. Jedna se o gen,

u kterého se predpoklada zapojeni v regulaci zrani a kliceni semen. Transgenni rostliny

budou pouzity k objasnéni funkce tohoto genu exprimovaného v rané fazi kliceni.
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2 CILE PRACE

Vypracovat literarni reSersi na téma bakalatské prace.

Cilem bakalatské prace je provést transformaci rostlin jarniho je¢mene, u kterych bude

pomoci technologie CRISPR/Cas, vyvolana mutace genu erf.
Ptipravit rostlinny material pro transformaci, odvodit in vitro kulturu.

Provést transformaci nezralych zygotickych embryi jarniho je€mene pomoci

A. tumefaciens.
Bé&hem kultivace in vitro stimulovat indukci kalusu, provadét selekci a regeneraci rostlin.

Regenerované rostliny pievést z in vitro do in vivo podminek a pomoci metod molekularni

biologie provést jejich genotypizaci.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Je¢men sety (Hordeum vulgare)

Je¢men sety (Hordeum vulgare) je samosprasna, jednodélozna, jednoleta obilnina patfici
do tadu lipnicotvarych (Poales), ¢eledi lipnicovité (Poaceae) a rodu Hordeum. Rod
Hordeum zahrnuje 32 druhti a 45 taxont (Bothmer a kol., 1991). Jednim nich je je¢men
sety (Hordeum vulgare), ktery je zastupcem kulturniho druhu. Je¢men sety je diploidni
(2n = 2x = 14) rostlina s velikosti genomu 5,1 Gb a s velkymi cytologickymi odlisnymi
chromozomy (Gozukirmizi a Karlik, 2017; Kleinhofs a Graner, 2001). Je¢men délime
podle uspotadani klasu na dvourady a Sestifady a dle zptisobu péstovani na jarni a ozimy.
Rozdilem mezi témito formami je vynos, ktery je u jarniho je¢mene o 30 % nizsi (Spunar
a kol., 2002). Je¢men je obilnina a je tedy hospodaisky i nutricné dulezitou rostlinou
svéta. JeCmen se fadi na ¢tvrté misto v zebiiku nejpestovanéjsich plodin, po ryzi, kukufici

a pSenici (FAO, 2019).

Jarni jeCmen ma duty stonek (tzv. stéblo) se ¢tyfmi az osmi kolénky. Stéblo je 80 az
130 cm vysoké. Kofeny jsou velmi jemné, svazcité, rostouci az do hloubky
30 cm. Z podzemnich uzll koteny tvoii bo¢ni vétve, tzv. odnoZe. Listy jsou stfidavé,
pravotocivé, umisténé ve dvou fadach nad sebou s malym jazyckem a ¢arkovitou Cepeli.
Kvétenstvi je uspotadano do klasu a plodem je obilka. PIn¢ vyzrala obilka obsahuje az
14 % vody. Obilka je slozena ze tii ¢asti: obalu, endospermu a embrya. Je¢men jarni je
malo naro¢ny na teplotu a vlahu, ale velmi naro¢ny na pidni podminky s rozmezim pH
6,2 az 7,2. Vhodnou ptidou pro péstovani je Cernozem a hnédozem. Vzhledem ke kratké
vegetacni dob¢ a slabému kotfenovému systému citlivé reaguje na stresové podminky

(Zimolka, 2006).

Jarni jeCmen je také dulezity modelovy organismus jednodéloznych rostlin, ktery je
vyuzivan pro veédecké ucely. Prostfednictvim transgenoze jsou studovany funkce

jednotlivych gentl, intenzivné je vyuzivana mutageneze.
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3.2 Genové inZenyrstvi

Genové inzenyrstvi, genetické modifikace, je védni obor zabyvajici se vyvojem a aplikaci
védeckych metod, které umoznuji cilené vneseni urcitého tseku cizorodé DNA do
hostitelského organismu za Gcelem pozménit jeho genetickou vybavu a vytvofit tak

modifikované, Zivotaschopné transgenni organismy (Somnath, 2016).

Ugelem transgenoze je zlepSeni vlastnosti daného organismu, napt. odolnosti. Cilem
transformace muze byt také produkce rekombinantnich proteinti, vakcin, zvySeni
esencialnich aminokyselin, nebo zvyseni obsahu urcitych metabolitd. Prostfednictvim
genového inzenyrstvi mizeme zlepSovat agronomické vlastnosti hospodatskych plodin,

tak 1 zlepSovat nutri¢ni hodnoty plodin (Ondfej a Drobnik, 2002)

Vynos obilovin mize byt velmi vyrazn€ snizen kvili abiotickym a biotickym
faktoriim. Hospodaiské plodiny mohou byt vystaveny zvysené salinité ¢i houbovym nebo
bakterialnim patogenim (Butt a kol., 2018). Pro vznik geneticky modifikovaného
organismu (GMO) vnasime do vektoru zajmovy gen, ktery nam zajisti poZadovanou

vlastnost u vybraného organismu (Ondfej a Drobnik, 2002).

Cely proces je slozen z n€kolika na sebe navazujicich krokl: tvorba konstruktu
(rekombinantni DNA), transformace rostliny do genomu jedné buiiky, regenerace
rostliny. Rekombinantni DNA, ktera vznika spojenim DNA sekvenci z riznych
organismum, nejcastéji vsak z bakterie do rostliny. Rekombinantni plazmid se nasledné
transformuje do hostitelského organismu. Organismus, ktery ziskal rekombinantni DNA
oznacujeme jako transgenni neboli geneticky modifikovany organismus (GMO) (Snustad

a Simmons, 2017).

V Ceské republice je nakladani s GMO fizené zakonem ¢&. 78/2004 Sb. Za GMO
povazujeme organismus, ktery je schopny se rozmnozovat. Za u¢elem ochrany zdravi
cloveka a zvifat, Zivotniho prostfedi a biologické rozmanitosti je nakladani s geneticky
modifikovanymi organismy a genetickymi produkty umoznéno pouze na zakladé¢ téchto
pravnich ptedpisti. Za geneticky produkt je povaZovano vSe, co obsahuje jeden a vice
GMO a bylo vyrobeno ¢i jinak opatieno bez ohledu na stupenl zpracovani a je stanoveno

k uvedeni na trh (Ministerstvo Zivotniho prostfedi, 2012).
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3.2.1 Plazmidy

Pro ptfenos genetické informace mezi jednotlivymi organismy se v genovém inzenyrstvi
vyuzivaji jako vektory—plazmidy. Jedna se o malé kruhové dvouvlaknové molekuly DNA
(Vondrejs, 2011). Piirozené plazmidy maji bakterie nebo kvasinky (Del Solar a kol.,
1998).

Kazdy plazmid musi obsahovat replika¢ni pocatek (ori), ktery zajiStuje autonomni
replikaci. Jedna se o tisck DNA, bohaty na AT, ktery rozpozna enzym DNA polymeraza
hostitelské buiiky. Od tohoto mista za¢ina replikace. Transformace neprobéhne u vSech
pouzitych bunék, proto je nutné pouzit selekéni marker, ktery umozni rozlisit transgenni
rostliny. Selekéni marker je gen, vlozeny do transformovaného vektoru, kodujici protein,
ktery dava transgenni rostliné urcitou vyhodu, takZe je transgenni rostlina schopna
regenerovat na selekénim médium na rozdil od rostlin u kterych transformace neprobéhla.
Jako selek¢ni markery se nejCastéji pouzivaji geny pro rezistenci k antibiotiku. Nejcastéji
pouzivanym selekéni markery je Hpt, gen kodujici hygromycin fosfotransferazu nebo
nptll gen, ktery poskytuje transgenni rostlin€ rezistenci k neomycinu (Hiei Y. a kol.,
2014).

Soucasti plazmidu jsou unikatni mista v sekvenci DNA, ktera jsou rozpoznavana
pomoci enzymd, restrikénich endonukledz. Tato mista nazyvame restrikéni mista
a umoznuji vloZeni cizi DNA. Pro vloZeni zajmového tiseku DNA do plazmidu je nutné
zajmovou DNA Stépit stejnou restrikéni endonukleazou, kterd Stépi i restrikéni mista
plazmidu. Retézce plazmidové a vkladané DNA se spojuji na zakladé komplementarity
bazi. Pokud plazmidovy vektor obsahuje gen, ktery chceme exprimovat musi plazmid
obsahovat pied zajmovym genem signalni promotorové sekvence (promotor) pochazejici
z rostlin a terminaéni signaly transkripce, které rozpozna RNA polymeraza. Pro integraci
plazmidii do bakterii je vyuzivana schopnost bakterii pfijmout cizorodou DNA. Bakterie
vyuzivaji pro vlozeni cizorodé DNA konjugaci, transdukci a transformaci (Brown, 2007,
Low a kol., 2017).
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3.3 Transformace rostlin pomoci A. tumefaciens

Transformace rostlin je proces vnaseni cizorodého genetického materialu do rostlinného
genomu, muze byt provedena pomoci ptimych nebo neptimych metod. Mezi nejcastéji
pouzivané ptimé metody patii mikroprojektilovy prenos DNA (particle bombardment)
a nepiimé metody transformace pomoci A. tumefaciens. Podstatou mikroprojektilovém
pfenosu je vysokorychlostni vstfeleni plazmidové DNA do intaktni buiiky. Velmi ¢asto
jsou vyuzivany mikro¢astice wolframu nebo zlata, na kterych je nukleova kyselina
vysrazena pomoci CaClz a vpravena do bunék rostlin za ptetlaku helia (Li a Gray, 2005;
Ismagul a kol., 2018). Dalsi uc¢innou metodou je elektroporace, ktera vyuziva pro pienos
DNA do bunky elektrické pulsy, které vytvoii v membrané pory (Shigekawa a Dower,
1988).

A. tumefaciens je gramnegativni, nefermentujici, acrobni patogenni bakterii patiici do
¢eledi Rhizobiaceae. A. tumefaciens je ty¢inkovitého tvaru velikosti od 0,6 do 3 um. Ma
jeden az Sest bicikdl rozmisténych na povrchu (peritricha). Existuje samostatné nebo
Vv parech (Collins, 2001). Jedna se o bakterii, ktera zptsobuje v ptipad¢ poranéni bunééné
stény tvorbu krckovych nadori u dvoudé€loznych rostlin. Béhem infekce dochazi
k pienosu transferové DNA (T-DNA), ktera je soucasti velkého tumor indukujiciho (T1)
plazmidu, do genomu rostlinné bunky (Gelvin, 2003) (obr. 1).

- b
# ~
# 9
s 5
! \
i 1
oo T-DNA L) :.
replikaéni , - 7 1.' |
ofatek lazmi : ’
P F 2B A, e FER prenos nzekun \\ ’
i ’
o region T-DNA S -
ir -
jadro

Atumefaciens

rostlinna buika

Obr. 1. Mechanismus transformace rostlin zprostfedkované A. tumefaciens (prevzato

a upraveno podle Newell, 2000).
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T-DNA obsahuje také geny kodujici proteiny, které se podili na biosyntéze rostlinnych
hormont a opind. Ti-plazmid obsahuje virulentni region vir o velikosti 30 kb. Oblast vir
koéduje vir proteiny potiebné k vyStépeni, pfenosu a zaclenéni T-DNA do genomu
rostlinné buriky. Oblast vir neni transferovana do genomu hostitele (De la Riva, 1998; Li
a Gray, 2005). Soucasti T-DNA jsou geny kodujici proteiny pro syntézu rostlinnych

hormont a opinu (obr. 2.).

T-DNA
cytokininy
’ auiny Y @pin.\' 1
4 5
Ti-plazmid
A &kaubolismus
regik;; o -
vir N
replikacni pocatek
(ori)

Obr. 2. Ti-plazmid a jeho ¢asti (pievzato a upraveno podle Glick a kol., 2010).

Dtlezitou vlastnosti je totipotence rostlinnych bunék. Jedna se o schopnost kazdé dil¢i
bunky se diferencovat v jakoukoli buniku dospélé rostliny. Jedna buiika mize dat vznik

nové rostling (Pavlova, 2005).

Pro pouziti A. tumefaciens jako biotechnologického nastroje se pouzivaji kmeny
bakterie s upravenym Ti-plazmidem. T-DNA je v ramci Ti-plazmidu vymezena
okrajovymi sekvencemi (LB a RB). Geny pro auxiny a cytokininy a biosyntézu opint
jsou z casti T-DNA odstranény. Na misto onkogennich genti je mezi okrajové sekvence
vlozen zdjmovy gen (Gelvin, 2003). Dulezitou slozkou je selekéni marker, gen pro
rezistenci k antibiotiku (kanamycin) nebo herbicidu, ktery umoznuje rist pouze
transformovanych bunék. Do vektoru mize byt vloZen reportérovy gen koddujici protein,
jehoz enzymaticka aktivita umoZnuje detekci UspéSné transformace. Nejcastéji
pouzivanym reportérovym genem je gus gen kodujici enzym B-glukuronidazu nebo GFP

(zeleny fluorescentni protein) (Ondiej a Drobnik, 2002).
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Aby zdjmovy gen byl transkribovan musi byt pired zdjmovym genem promotor
pochazejici z rostlin, nejcastéji CaMV 35S (cauliflower mosaic virus, CaMV) nebo
ubiquitinovy promotor S termina¢ni sekvenci, kterou rozpoznd RNA polymeraza. Pro

integraci plazmida do bakterii je vyuzivana schopnost bakterii ptijmout cizorodou DNA.

Usek T-DNA je b&hem procesu transformace pomoci A. tumefaciens pienesen do
genomu rostlinné bunky, které dodavéa nejCastéji pozitivni vlastnosti (odolnost vici
nepiiznivym podminkam, zasolovani, suchu nebo odolnost vié¢i herbicidim) (Ondiej

a Drobnik, 2002).

Prvni transgenni obilovinou pfipravenou pomoci mikroprojektilového pienosu byla
pSenice (Vasil a kol., 1992). O dva roky byl pozd¢ji byl mikroprojektilovym pfenosem
piipraven prvni transgenni jeémen (Wan a Lemaux, 1994). V roce 1997 byla provedena
prvni transformace nezralych zygotickych embryi je¢mene pomoci A. tumefaciens
(Tingay a kol., 1997). Transformace je¢mene metodou A. tumefaciens je v soucasné dobé
nejrozsifenéj$i metodou a mize byt ovlivnéna odriidou, kultivacnimi podminkami nebo

vybérem zvoleného vektoru. Nejcastéji pouzivanou odriidou je Golden Promise (Ji a kol,
2013).

3.4 Systém CRISPR/Cas9

Genom jednotlivych organismi miiZze byt pozménén riznymi metodami. Pomoci
novych technologii miZeme vkladat nebo odstraiiovat rtizné¢ dlouhé sekvence genii
v genomu (Abdallah a kol., 2015). Editaci nam umoznuje zaélenéni cizi DNA do
genomu rostlinné bunky s naslednou mutaci genu. Pro editaci genomu vyuzivame
mistné specifické programovatelné nukleazy, kterymi lze vytvaret rizné druhy mutaci.
Mezi specifické programovatelné nukleazy patii systém CRISPR. U mnoha
prokaryotickych organismi byl objeven CRISPR lokus, ktery je slozen z kratkych
pravidelné rozmisténych palindromatickych repetic (CRISPR), z anglického Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, které jsou dlouhé 21 az 37
nukleotidi. Mezi témito kratkymi repetitivnimi sekvencemi se nachdzi variabilni
sekvence nazyvané spacery (cizorodé integrované fragmenty), ziskané od RNA nebo
DNA virt, které jsou piiblizné stejné dlouhé jako repetitivni sekvence. V roce 2002
byly nalezeny geny, které jsou v genomu asociovany S CRISPR repeticemi. Jedna se
o cas geny (CRISPR associated), které obklopuji repetice se spacery a jejich funkce je

Caste¢né spojena s CRISPR repeticemi (Jansen a kol., 2002).
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Byly popsany tfi hlavni typy CRISPR/Cas systému (I-111) (Makarova a kol., 2011b).
V nésledujicich letech bylo osekvenovano mnoho genomi a analyzovan velky pocet
CRISPR lokusu riznych typu, z tohoto divodu bylo v roce 2015 zavedeno rozdéleni
do dvou tfid, n¢kolika typt a subtypti (Makarova a kol., 2015). K tomuto rozd¢leni
byly o dva roky pozd¢ji pridany dva typy. V roce 2020 byl systém CRISPR/Cas
rozdélen do dvou tfid. Do prvni tfidy patii nejbéznéjsi systém typu I a typu III, které
jsou velmi ¢asto pozorovany u archei. Ttida I. je sloZena z vicepodjednotkové crRNA
efektorovym komplexem a obsahuje typ 1. a typ IIIl CRISPR/Cas proteind. T¥ida II. je
slozena z jediné podjednotky crRNA efektorového modulu, a to typem II, ktery je
charakteristicky proteinem Cas9. Nejlépe prostudovany a pouzivany je typ II (obr. 3)
(Makarova a kol., 2020).

Systém CRISPR/Cas je novy nastroj vyuZivany v genovém inZenyrstvi, ktery
vyuziva adaptivni imunity, kterd prokaryotickym organismim slouzi jako ochrana
pfed DNA a RNA viry pii opakované infekci. Bakteriofag vnese svou DNA nebo RNA
do prokaryotické buiky a timto zplsobem ji infikuje. Jednim ze zpisobu, jak se
bakterialni buika mtize virové infekci branit je systém CRISPR (Cong a kol., 2013;
Barrangou a kol., 2007). CRISPR systém se sklada z genti kodujici enzymy, nejcastéji
nukleaz, které prerusuji vazby mezi nukleotidy a helikéz, které §tépi vodikové vazby
mezi dvéma vlakny a tim vldkna rozd¢luji. Mezi tyto enzymy patii Casl a Cas2, které
tvofi komplex. Casl ma hlavné nukleazovou a integrazovou aktivitu. Casl se podili
na preruSovani vazby mezi nukleotidy, vystfihovanim urcit¢ho useku virové DNA
a muze vkladat nové spacery do CRISPR systému (Wiedenheft a kol., 2009; Nuriez
a kol., 2014). Cas2 patii mezi endoribunukledzy, které maji RNazovou i DNazovou
aktivitu a dokazou pierusovat vazby ve virové RNA (Beloglazova a kol., 2008; Nam
a kol., 2012).

Komplex CRISPR/Cas9 vznika spojenim sgRNA s proteinem Cas9. Vlastnosti

nukleazy Cas9 je pritomnost PAM-vazajici domény, diky které rozpozna sekvenci PAM

(protospacer adjacent motif) na cilové DNA (Anders a kol., 2014; Jinek a kol., 2014).

Komplex proteinu Cas9 a sgRNA se pii nalezeni sekvence PAM vaze na cilovou

dvouretézovou DNA. Molekula sgRNA mize byt vyrobena in vitro z templatu DNA.

Komplex §tépi cilovou DNA sekvenci o velikosti 23 bp, ktera je slozenéd z protospaceru

(20 bp) a PAM, ktery je rozpoznan enzymem Cas9. Cas9 nukleaza je slozena ze dvou

domén, HNH domény a RuvC domény. Tento enzym provadi dvouvlaknové zlomy na
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vlaknech DNA (Jinek a kol., 2012). Doména HNH stépi vlakno DNA komplementarni k
crRNA. Zatimco RuvC doména §tépi opacné vlakno dvouvlaknové DNA. Cas9 nukledza
provadi vzdy $tépeni v misté, které je tfi baze pied PAM sekvenci. PAM sekvence mize
mit rizné podoby podle CRISPR systému (Jinek a kol., 2012; Gasiunas a kol., 2012)
(obr. 3). U Streptococcus pyogenes je motiv PAM sekvence NGG.

Obr. 3. Schéma editace genomu metodou CRISPR/Cas9 (pievzato a upraveno podle
Barrangou, 2014).

Mechanismus adaptivni imunity se sklada z adaptace, exprese a interference. Béhem
adaptace je prokaryotni organismus napaden virem a dochazi pomoci Cas proteint k
zabudovani kratké sekvence (piiblizné 20 bp), nazyvané spacer DNA, do CRISPR oblasti
genomu prokaryotického organismu. V piipad€ opakovaného napadeni prokaryotického
organismu stejnym virem béhem faze exprese vznika transkripci crRNA (CRISPR RNA)
z pre-crRNA a syntetizuji se Cas enzymy a vznikaji nukleoproteinové komplexy Cas
enzymu s CrRNA. Posledni fazi je interference, béhem které crRNA a Cas nukledza jsou
navadény na invazivni vlakno DNA viru. U typu Il CRISPR/Cas, molekula tracrRNA
(transactivating crRNA) se navaze na CRISPR repetice, které jsou rozdéleny pomoci
enzyml Cas9 a RNasy III na malé fragmenty RNA. Kazdy z téchto segmentli obsahuje
CRISPR sekvenci s navazanou tracrRNA a spacer z virového genomu. Technologie byla
upravena spojenim crRNA s tractRNA do jedné molekuly chimérické sgRNA. Molekula
SgRNA slouZi jako navadéci molekula na cilovou sekvenci DNA, ktera ma byt enzymem
Cas9 rozstépena (obr. 4) (Westra a kol., 2014; Jinek a a kol., 2012; Deltcheva a kol.,
2011).
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Jak jiz bylo zminéno, pisobenim CRISPR/Cas systému vznikaji dvojité zlomy na
DNA, kter¢ jsou opravovany bunéénymi mechanismy, ¢imz mohou vznikat riizné mutace
v DNA (Li a kol., 2013). Zlomy mohou byt opraveny nechomolognim spojenim volnych
konct (NHEJ) ¢i homologni rekombinaci (HR). Opravny mechanismus nehomolognim
spojenim volnych koncti mize vést ke tvorbé mutaci. Mutace mohou byt zapfi¢inéné
inzerci, substituci nebo deleci pozadovaného useku. Mutace posunutim nebo vytvorenim
stop kodonu narusi ¢teci ramec kddujici sekvence a gen neni exprimovan (Sander a kol.,
2014; Razzaq a kol., 2019). Dalsi variantou pouziti CRISPR/Cas9 systému je uml¢ovani
¢i aktivace gentl na transkripéni urovni. Systém vyuziva upraveného dCas9 (nuklease-
deficient Cas9), ktery nese mutaci v doméné HNG i RuvC. Mutace mohou maji za
nasledek deaktivaci nukleazové aktivity téchto domén za soucasného zachovani DNA

vazebnych vlastnosti (Jinek a kol, 2012; Gasiunas a kol., 2012).
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Obr. 4. Mechanismus systému CRISPR/Cas9, typ II. (pfevzato a upraveno z Westra a
kol., 2014).
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Pro editaci genomu kromé technologie CRISPR/Cas9 mohou byt pouzité dalsi typy
specifickych programovatelnych endonukleaz, nukleazy zinkovych prstt (ZFN) (Kim
a kol., 1996) a transkrip¢ni aktiva¢ni efektory (TALEN) (Kim a Kim, 2014). ZFN jsou
endonukledzy skladajici se ze dvou domén. Vazebna doména slouzi k navazani na DNA.
Restrikéni doména slouzi ke St€peni DNA za vzniku dvouvldknovych zlomti DNA. Tato
doména nema specifickou sekvenci, proto je nutné nahradit vazebnou doménu vazebnymi
proteinovymi komplexy. Vhodnymi DNA vazebnymi proteiny jsou Cys2-His2 zinkové
prsty (ZF), které jsou schopné se vazat ke specifické sekvenci (Li a kol., 1992). ZF
vyuzivaji restrikéni enzym Fokl, ktery obsahuje doménu pro vazbu a $t€épeni DNA. ZF
Jsou nejbéznéjsim DNA vazebnym motivem u eukaryot. Kazda jednotka ZF je tvofena
a — helixem a -skladanym listem, mezi kterymi se nachazi zine¢naty kation. Technologii
Ize za ptitomnosti vazebnych motivi pro ZFN vyuzit pro editaci jakéhokoliv genu. Prvni
uspésna mutageneze rostlinného genomu metodou ZFN byla provedena na pocatku 21.
stoleti u Arabidopsis (Lloyd a kol., 2005). Dale byla vyuzita u tabaku i kukufice
(Townsend a kol., 2009).

Dalsi technologii jsou efektory transkripénich aktivatora (TALE), které funguji jako
transkripéni faktory a vazou Se na promotory genll rezistence a upravuji expresi
jednotlivych genti (RGmer a kol., 2009). V TALE se ¢asto vyskytuje DBD (DNA binding
domain), kterd je sloZzena z homolognich ptimych repetic. Specifitu TALE urcuje praveé
DBD. Technologie TALEN byla navrzena ptfipojenim TALE ke $tépici doméné Fokl,
stejn¢ jako u ZFN. TALEN proteiny se skladaji z domény pro sekrecni signal typu IlI,
ktera se nachazi na N-konci. Na C-konci se nachazi domény obsahujici jaderny
rozpoznavajici signal, dale je pfitomna aktivacni doména a v neposledni fadé¢ doména
vazajici se na DNA (Bogdanove a kol., 2011). Technologie TALEN byla pouzita k
ptipravé knock-out mutanti Arabidopsis a dale k ziskani rezistentni ryze k bakterialni
infekci (Cermak a kol., 2011; Li a kol., 2012)

Diky jednoduchosti, t¢innosti a rychlosti systému miize byt CRISPR vyuzit pro tvorbu
cilené mutace pozadovaného genu téméf jakéhokoliv organismu. Pomoci této technologie
je mozné urcit lokalizaci a funkci sekvenci DNA v genomu organismi (Minkenberg
a kol., 2017; Duan a kol., 2016). Dilezitym krokem technologie CRISPR/Cas9 je
vytvoreni jedinecné sgRNA expresni kazety. CRISPR systém v biotechnologiich ma
Siroké uplatnéni hlavné u zemédé€lsky vyznamnych rostlin a plodin, jelikoz pfi

nestabilnim nebo stresujicim prostfedi, jako je salinita pudy, je nutné vytvofit
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modifikované rostliny, které jsou schopny byt adaptivnéjsi vici témto podminkam.
Technologie byla vyuzZita jak u jednod€loznych, tak dvoudé€loznych rostlin. U ryze, ktera
patii k velmi dulezitym plodinam, byly ziskany delece bazi, které zasahly dva vzdalené
lokusy na stejném chromozomu (Zhou a kol., 2014). Dalsi modifikovanou rostlinou bylo
raj¢e, u kterého bylo pozménéno 14 geni, jeden z nich zvySoval produktivitu. U pSenice

byl vyfazen gen gasr7, ktery ovlivituje hmotnost zrna (Korotkova a kol., 2017).
3.5 Transkrip¢ni faktory

Velmi dilezitou soucasti, kterymi rostlina béhem svého vyvoje reaguje na abiotické nebo
biotické stresy jsou transkrip¢ni faktory (TF), které se vyznamnym zpiisobem zapojuji do

procesu transkripce.

Béhem transkripce dochazi k piepisu DNA do nukleotidové sekvence RNA. Na
pocatku transkripce dochazi k rozvoliovani dvousroubovice DNA, kdy jeden z fetézct
slouzi jako templat pro syntézu RNA, ktera je ur¢ena komplementaritou bazi. Volny
ribonukleotid se paruje s deoxyribonukleotidem v DNA, poté je pfipojen k rostoucimu
fetézci RNA. Piepis je uskutecnén pomoci RNA-polymerdz, enzymu, které piepisuji
DNA do RNA. Genova regulace je ¢asto regulovana transkripcni faktory (TF). TF jsou
molekuly, které se vazi na regulacni sekvence a ovlivilujici transkripci, at’ uz pozitivné
(aktivatory) anebo negativné (represory) (Saleh a kol, 2013). Jsou schopné regulovat
expresi genll — pro zvladnuti abiotického i biotického stresu u rostlin. TF pomahaji umistit
enzym RNA-polymerazu na specifické misto v DNA, kde zac¢ina transkripce (Alberts
a kol., 2002)

Rostlinny genom obsahuje vice gent pro TF neZ genomy jinych organismi, coZ
rostlinam umoznuje rychlé pfizptisobeni na ménici se podminky v prib&hu ristu (Pireyre
a kol., 2015). Obsahuji specifické funkéni domény, primarné DNA-vazebnou doménu
(DBD), ktera obsahuje sekven¢ni motiv, kterym se vaze na DNA. Podle typu DBD
existuje n¢kolik skupin TF, které maji zakladni motivy: helix-loop-helix (HLH), helix-
turn-helix (HTH), zinc finger (ZF) a dal$i unikatni domény transkripcnich faktorti. Dalsi
doménou je aktivaéni doména, ktera slouZzi k interakci s dalsimi TF. Nékteré TF mohou
obsahovat ligand vazebnou doménu, ktera reaguje na vnéjsi signdly prostfednictvim
interakce s hormony. TF rozdélujeme na obecné a specifické TF. Obecné jsou nutné pro

iniciaci transkripce a zajistuji transkripci genu (Griinberg a kol., 2013; Sainsbury a kol.,
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2015). Specifické TF jsou regulacni proteiny, které zajist'uji odpoveéd’ na vnéjsi signaly,

rozpoznavaji a vazi se na specifické sekvence DNA (Allen a kol., 2015).

Transkripéni faktory ovliviiuji transkripci raznymi zpisoby, dokazi ptivolavat rizné
faktory = remodelujici  chromatin, faktory = modifikujici  chromatin  (histon
acetyltransferdzy), pfimo se vazat na enhancery (v piipad¢ aktivatort jde o jejich
rozpoznavané sekvence, tedy aktivatory zvysuji naptiklad frekvenci iniciace transkripce
sekvence represorti- molekuly, negativné ovliviiuji genovou regulaci, tedy vypinaji gen -
potlacujici transkripci; soutézi s vazebnym mistem pro aktivator, pifimo mizou

.....

transkripcnich faktor a pfes DNA-vazebnou doménu se vazi na regula¢ni sekvence na

DNA (Alberts a kol., 2002).
3.5.1 Ethylene Response Factor (ERF)

Rostliny musi béhem svého zivota odolavat nepfiznivym podminkam, které ovliviiuji
jejich existenci, rast ¢i reprodukci. Mezi faktory abiotického stresu, které na rostlinu

pusobi, patii vy$si koncentrace soli, extrémni teplota nebo nedostatek vody (Long a kol.,

2019).

Mezi nejvyznamngjsi TF patii ERF z angl. ethylene response factor, ktery patii do
rodiny TF AP2/ERF. Tyto TF se nachazi jak v jednod€loznych, tak dvoudéloZznych
rostlinach (Saleh a kol., 2013). Mnoho AP2/ERF faktori jsou propojeny s fytohormony
etylenem (ET) nebo kyselinou abscisovou (ABA) a pomahaji aktivovat geny na nich

zavislé i nezavislé (Xie a kol., 2019).

Rodina TF AP2/ERF je jedine¢na pro rostliny a obsahuje konzervovanou doménu s 60
aminokyselinami, ktera tyto TF charakterizuje. Doména AP2/ERF byla pivodné
studovana a popsana u Arabidopsis thaliana a pojmenovana APETELA2 (AP2)/ERF
(Saleh a kol., 2013). U Arabidopsis jsou AP2/ERF definovany DNA-vazebnou doménou
EREB z angl. Ethylene Responsive Element Binding Factor, ktera se sklada z 40-70
konzervovanych aminokyselin. Faktory rodiny AP2/ERF jsou podle vazebné domény
rozdeéleny do Ctyf podrodin: APETALA2 (AP2), RELATED TO ABSCISIS ACID
INSENSITIVE3/VIVAPAROUS 1 (RAV), DEHYDRATATION-RESPONSIVE
ELEMENT BINDING protein (DREB) (podskupina Al-A6) a ETHYLENE
RESPONSIVE FACTOR (ERF) (podskupina V-X) (Xie a kol., 2019).
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Clenové podrodiny AP2 obsahuji dvé domény AP2/ERF spojené linkerem o 25
aminokyselinadch. Transkripcni faktory RAV podrodiny obsahuji jednu doménu
AP2/ERF a doménu B3. Podrodiny DREB a ERF maji jednu doménu AP2/ERF (obr. 5).

podrodina DREB/ERF _=_

podrodina RAV ™ APzERF <. B3

Obr. 5. Struktura podrodin AP2, DREB, ERF a RAV (pievzato a upraveno podle Saleh
a kol., 2013).

Rodiny gentt AP2/ERF jsou piitomny V rostlinach Arabidopsis thaliana, ryzi, kukufici
is0ji. U je¢mene jsou k dispozici omezené udaje o rodiné genti AP2/ERF, jelikoz vyzkum

nebyl piili§ zaméten na identifikaci a charakterizaci rodiny AP2/ERF (Guo a kol., 2016).

U mnohych cis-elementl bylo zjisténo, Zze jsou rozpoznany TF AP2/ERF. Velmi
dalezitym prvkem u Arabidopsis je prvek reagujici na dehydrataci (DRE), ktery pfi suchu
reguluje genovou expresi (Saleh a kol., 2013). Béhem stresu jsou geny AP2/ERF
indukované ptes cis-elementy v oblasti promotoru. Mimo toho je transkripce genu
AP2/ERF regulovana i histon deacetylazami (HDAC). Alternativni sestiih (splicing)
pomaha k vytvoreni funkéni AP2/ERF mRNA. Za normalnich podminek maji proteiny
AP2/ERF negativni vliv na rdst a vyvoj rostliny, proto musi byt eliminované. Jednou
z moznosti je regulace pomoci microRNA, kterd mé schopnost blokovat translaci mRNA
pro AP2/ERF (AP2/ERF mRNA) (obr. 6). Mezi dalsi moznosti regulace patii regulace
pomoci protein kinaz E3 ubiquitin ligdz a nasledna proteozomalni degradace; fosforylace

pomoci protein kinaz (Xie a kol., 2019).
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Obr. 6. Obecné regulac¢ni mechanismy transkrip¢nich faktorti rodiny AP2/ERF (ptevzato
a upraveno podle Xie a kol., 2019).

Cleny podrodin DREB a ERF jsou proteiny vazajici se na definované cis-regulaéni
sekvence popsané v mnoha genech, jedna se o geny asociované s patogenezi (PR), geny
indukované chladem (COR) nebo abundantni geny pozdni embryogeneze (LEA). Za
normalnich podminek nejsou exprimované geny CBF ani COR. Ov§em b&éhem ptisobeni
chladu (4 °C) exprese CBF genl je indukovana velmi brzy, nasledovana CBF

regulovanymi cilovymi geny (Saleh a kol., 2013).

Ackoli mnoho AP2/ERF hraje roli v stresové specifické regulacni siti, schopnost
AP2/ERF reagovat na vice podméth a regulovat vice typt stresti jim dovoluje vytvofit
komplexni regula¢ni sit’ pro odpovéd’ na stres. Pfi abiotickém stresu mohou byt n¢které
AP2/ERF indukovany rychle a nepfetrzité, jiné mohou reagovat na dlouhodobéjsi stres,
coz indukuje jejich mozné vzajemné ovliviiovani jejich funkce. AvSak zatim neni znam
podrobny mechanismus, jakym odlisné formy AP2/ERF spolupracuji anebo na sebe

protichtidné pusobi (Xie a kol., 2019).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pristroje

Analytické vahy, Bel-Engineering

Centrifuga 5418, Eppendorf

Centrifuga BR4i, Jouan

Elektroforeticky napéjeci zdroj PowerPac™ Baci, Bio-RAD
Elektroforeticka komora Wide Mini-Sub Cell GT cell, Bio-RAD
Inkubator ES-20, Biosan

Laminarni box-Gelaire flow general company

Magnetickd michacka, POLY VARIOMAG

Minicentrifuga M-6, Boeco

pH metr 526, Sigma-Aldrich

Predvazky BWL-51, Boeco

Spektrofotometr DS-11, DeNovix

Termoblok Bio TDB-100, Biosan

Termocycler T1I00TM, Bio-RAD

UV-transiluminator G: BOX iChemi XR UV/White Light, SYNGENE

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Agarosa UltraPure™ Agarose, ThermoFisher, Invitrogen (kat. &. 16500500)
Antibiotikum Hydromycin (50 mg/l), Duchefa (kat. ¢. H0192)
Antibiotikum Neomycin, Duchefa (kat. ¢. M0135)

Antibiotikum Timentin (160 mg/l), Duchefa (kat. ¢. T0190)

Deionizovana voda pro PCR (Water PCR reagent), Sigma-Aldrich (kat. ¢. W1754)
DNA/RNA free H20

Dusi¢nan amonny, Sigma-Aldrich (kat. ¢. A3795)

Ethanol 70% a 75%, Sigma-Aldrich (kat. ¢. 46139)

EDTA (Serva, kat. ¢. 39760)

Ethidium bromid 10 mg/ml, Sigma-Aldrich (kat. ¢. E1510)

Fytohormon Dicamba (2 mg/l), Sigma-Aldrich (kat. ¢. D5417)

Fytohormon 2,4 -D, Duchefa (kat. ¢. D0911)

Fytohormon BAP, Sigma-Aldrich (kat. ¢. B3408)

Glutamin, Duchefa (kat. ¢. 65763)

Hypochlorid sodny 6%
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Kasein hydrolyzat, Duchefa (kat. ¢. C1301)

Maltoza, Duchefa (kat. ¢. MO811)

Marker molekulové hmotnosti HyperLadder™ 50-2000 bp (HyperLadder I1), Bioline
(kat. ¢. BI1O 33054)

Murashige and Skoog (MS) medium, Duchefa (kat. ¢. M0221, M0238)

Myo-inositol, Duchefa (kat. ¢. 10609)

NH4NOs, Duchefa (kat. ¢. M02380050)

PCR MasterMmix REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix, Sigma-Aldrich (kat. ¢.
R2523)

Pentahydrat siranu méd’natého, Sigma — Aldrich (kat. ¢. C3036)

Phytoagar, Duchefa (kat. ¢. P1003)

Phytagel, Sigma-Aldrich (kat. ¢. P81695006)

Prolin, Sigma-Aldrich (kat.c. P56071006)

Thiamin HCI, Sigma-Aldrich (kat. ¢. T3902)

Primery, Generi Biotech

Cas9, Generi Biotech.

Forward primer 5’ TTC GCT ACT GTT CGC AAG GT 3’
Reverse primer 5’ GGT GGA TGA GAG TAG CGT CG 3’
Hyg/p204, Generi Biotech.

Forward primer 5’ GAT TGC TGA TCC CCATGT GT 3"
Reverse primer 5" GCT GCT CCA TAC AAG CCA AC3’
PROTO CK 2, Generi Biotech.

Forward primer 3'GAC CAA GCC CGT TAT TCT GA 3’
Reverse primer 5' TGT GGA ATT GTG AGC GGA TA 3’
Roztoky

Edwardsovo extrakéni ¢inidlo 100 ml: 20 ml 200 mM Tris HCI (pH 7,5), 5 ml 250 mM
NaCl, 5 ml 25 mM EDTA 1 ml 0,5 % SDS, 70 ml destilované vody
50x TAE pufr: 50 mM EDTA, 2M Tris, 1M kyselina octova
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4.3 Rostlinny material

Pro experimenty v ramci bakalafské prace byl pouzit jarni je¢men (Hordeum vulgare),
odrida Golden Promise. Golden Promise je star§i odrtida dvoufadého sladovnického
jarniho je¢mene, kterd byla vyslechténa v 60. letech 20. stoleti ve Velké Britanii. Jedna
se 0 tzv. modelovou odrudu, ktera se vyuziva pro genetickou transformaci. Izolovana
nezrala zygoticka embrya Vv in vitro podminkach vytvati embryogenni kalus, ktery se
vyznacuje vysokou regenerani schopnosti. Odriida méa také dobré agronomické
vlastnosti, mezi které patii rychly rist nebo odolnost vii¢i vypadavani zrna. Velkou
nevyhodou je nachylnost vuci padli travnimu (Erysiphe graminis sp.hordei), patogen

napada predevsim listy a stébla je¢mene (Forster, 2001).

Donorové rostliny jarniho je¢mene odriidy Golden Promise, ze kterych bylo izolovano
pletivo pro transformaci byly péstovany v zahradnickém substratu (Raselina Sobéslav),
ve fytotronu, pii fotoperiodé 16 hod. svétlo (intenzita osvétleni 400 umol/m?/s1), teplota
18 °C, 8 hod. tma pfi teploté 15 °C (obr. 7). Klasy, ze kterych byly izolovany nezralé
obilky byly odsttizeny pti velikosti zygotickych embryi 1,5 az 2 mm.

Obr. 7. Donorové rostlin jarniho jeémene Golden Promise urcené transformaci (foto

autor).
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4.4 Metody

4.4.1 Sterilizace a izolace nezralych zygotickych embryi

Z klasu byly vyjmuty obilky, které byly zbaveny osin. Obilky byly vlozeny do
Erlenmayerovy banky 250 ml a umistény na magnetickou michacku a sterilizovany ve
100 ml 70% ethanolu po dobu 3 min., proplachnuty 100 ml sterilni vodou a sterilizovany
100 ml 6% hypochloridem sodnym (NaClO) po dobu 6 minut. Po sterilizaci byly obilky

promyty tiikrat sterilni destilovanou vodou.

Ve flow-boxu, pod binokularni lupou byla provedena izolace nezralych zygotickych
embryi 0 velikosti 1,5 az 2 mm. Pomoci skalpelu a pinzety byly odstranény ¢asti embrya
(koleoptile a koleorhiza) a stitek embrya byl z obilky vyjmut a umistén na kalus indukéni

médium (CI) v Petriho miskach.

Tab. 1. Postup sterilizace nezralych zygotickych embryi

Pouzita latka Objem (ml) Doba piisobeni (min) Opakovani
Ethanol 70 % 100 3 1
Hypochlorid sodny 6 % 100 6 1
Sterilni dest. voda 100 4 3

4.4.2 Transformace A. tumefaciens, priprava inokula

Do kompetentnich bunék A. tumefaciens, kmene AGL1 byl pomoci elektroporace
transformovan expresni vektor 188: pYLCRISPR_Cas9 Pubi-H a pomocny vektor
pSoup. Do stejného typu bunék AGLI, jiného vzorku kompetentnich bun¢k byl
samostatn¢ transformovan druhy vektor 298: pBRACT214AS _sgRNA, taktéz s
pomocnym vektorem pSoup, ktery zajistuje replikaci. Transformované buiky byly
kultivovany ve 2 ml SOC média a po 24 hodinové kultivaci pfi teploté 28 °C byly
rozetteny a kultivovany na médiu LB, které obsahovalo antibiotikum Timentin,
Kanamycin a Rifampicilin. Z rostoucich kolonii byly ptipraveny glycerinové roztoky,

které byly uchovany pfti -80 °C.

Inokulum uréené pro transformaci bylo pfipraveno z 5 ml sterilntho MG/L média ke
kterému bylo pfidano 10 pl ze zasobniho glycerinového roztoku zamrazeného inokula.
Bakterie byly kultivovany pfi teploté 28 °C po dobu 24 hod na tfepacce pii otackach
180 rpm. Druhy den po kultivaci byla zméfena optickd denzita (OD) pfi vinové délce
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600 nm, ktera byla u vektoru pYLCRISPR_Cas9 Pubi-H 0,70 a u vektoru
pBRACT214AS_sgRNA 0,67 (obr. 8).

opticka denzita . n

QY Q Optional: Enter empirically determined number of
cells per 1 OD to convert A600 to cell number. Value
must be entered prior to the measurement

— AutoRun (@]

Cuvette 10 mm

Blank Measure

0.6910 | Ll m Cels /.

Wavelength

Obr. 8. Opticka denzita (OD) kultivovanych bun€k vektoru pPBRACT214AS sgRNA

méfena pii vinové délce 600 nm (foto autor).

Explantaty, které byly kultivovany na CI médiu 24 hod. pfedem byla aplikovana
agrobacterialni suspenze (obr. 9). Po jedné minuté pisobeni byly explantaty pifeneseny
na nové CI médium, Petriho misky byly uzavieny parafilmem a kultivovany pti 23 °C ve

tmé po dobu tif dnd.

Obr. 9. Aplikace agrobacterialni suspenze na explantaty jarniho je¢mene (foto autor).
4.4.3 Selekce transformovanych rostlin

Po tfech dnech Kkultivace byly explantaty pasazovany na nové CI médium (selekce €. 1).
Do média CI bylo pfidano antibiotikum Timentin o koncentraci 160 mg/I1, zabranujici rist

A. tumefaciens a selekéni antibiotikum Hydromycin o koncentraci 50 mg/1, které dava
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selekéni vyhodu rostlinnym bunkam, u nichz doslo k ptenosu T-DNA. Po 14 dnech
kultivace ve tmé byly explantaty pfeneseny na nové CI médium (selekce €. 2) 0 stejné
koncentraci antibiotik Hydromycinu i Timentinu jako pii selekci €. 1. Po dal$ich 14 dnech
byly explantaty pasazovany na nové CI médium (selekce €. 3) za stejnych podminek,
které byly pti prvni a druhé selekci. Dobie rostouci kalusy byly po tiech tydnech
pasdzovany na tranzientni (pfechodné) médium, oznacené T, S obsahem fytohormont
2,4-D a BAP a antibiotik Hydromycinu 30 mg/l a Timentinu o koncentraci 160 mg/I.
Petriho misky s kalusy byly umistény do kultiva¢ni komory s nizkou intenzitou osvétleni
a 14 dni kultivovany pfi teploté 24 °C. Postupné byly regenerujici rostliny pasazovany na
regenera¢ni médium (oznacené R) bez ristovych regulatori do Erlenmayerovych banék
a kultivovany na svétle 14 dni pti 24 °C (tab. 2). Dobfe zakofenéné vitalni rostliny byly
ptesazeny z Erlenmayerovych ban¢k do raselinovych valecka (Jiffi) a postupné

ptresazeny do zeminy. U regenerovanych rostlin byla provedena genotypizace.

Tab. 2. Doba kultivace zygotickych embryi v in vitro podminkach

Podminky Indukéni Transientni Regeneraéni
médium médium médium
(&) (M (R)
Doba kultivace 6 tydnt 2 tydny 4 tydny
Svételné podminky tma polosero svétlo
Teplota (°C) 23 24 24
4.4.4 \Vektory

Nezrala zygoticka embrya byla transformovana dvéma vektory:
1) 298: pBract214AS sgRNA

Vektor o velikosti 4076 bp obsahuje replika¢ni pocatek pSa-ORI, ktery je aktivni v A.
tumefaciens. Replika¢ni pocatek v bakterii E. coli je oznacen ColEI ori. Dale obsahuje
restrikéni misto pro vlozeni zajmového genu, selekéni marker a hrani¢ni sekvence.
Selekénim markerem pro rostlinu je gen nptl, ktery slouzi pro syntézu neomycin
fosfotransferazy II. Vektorovy systém obsahuje promotor TaU6-snRNA, ktery zajistuje
expresi SQRNA (obr. 10)
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Obr. 10. Schéma vektoru pPBRACT214AS_sgRNA (4076 bp).

2) 188: pYLCRISPR_Cas9

Vektor o velikosti 16420 bp obsahuje pocatek replikace, restrikéni misto pro zajmovy

gen, selekéni marker, reportérovy gen a hrani¢ni sekvenci. Pti levé sekvenci se nachazi

selekéni marker Hptll gen, ktery je pod CaMV 35S promotorem a poskytuje rostling

rezistenci na Hydromycin. KanR1 slouzi k bakterialni rezistenci. Zajmovy gen Cas9

je pod Kkonstitutivnim ubiquitinovym promotorem (Ubi-1 maize), zakoneny

termina¢ni sekvenci nos (nopaline synthase termerminator) (obr. 11)
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Obr. 11. Schéma vektoru pYLCRISR_Cas9_Pubi-H (16 420 bp).
4.5 Kultiva¢ni média

Kultivaéni média obsahuji makroelementy, mikroelementy, vitaminy, podle typu média
jsou pfidavany fytohormony. Déle jsou slozeny ze ztuzovaci gelové latky napt. agar,

agaroza, phytagel.

Kultiva¢ni média, které byly pfipravovan v ramci bakalaiské prace byla rozdélena na dvé
poloviny. Nejprve byl ptipraven phytagel, navazeno bylo 0,85 g na 250 ml média, pfidano

bylo 125 ml deionizované vody a roztok byl autoklavovan pii 120 °C 20 min.

Druha ¢ast média, slozky kultivaéniho média byly postupné navazeny, napipetovany
a doplnény deionizovanou vodou do 125 ml. Pomoci 1M NaOH bylo pH upraveno na
58. Ve flow-boxu bylo médium pfefiltrovano pomoci podtlaku a ponechano
s vyautoklavovanym phytagelem ve vodni lazni pti 60 °C. Phytagel a ptipravené medium
bylo smichano a ptidana byla antibiotika. Do sterilni Petriho misky (9 cm) bylo nalito
25 ml média. Slozeni kalus indukéniho média je uvedeno tab. 3., sloZeni transientniho

média je uvedeno v tab. 4, sloZeni regenera¢ni média je uvedeno v tab. 5.

34



45.1 Slozeni kultiva¢nich medii

Tab. 3. SloZeni kalus indukéniho média (Cl), MS (Murashige a Skoog, 1962)

Slozky MnozZstvi na 1 1 média
MS médium (M0221) 43¢
Maltoza 3049
Kasein hydrolyzat 19
Myo-inositol 350 mg
Prolin 690 mg
Thiamin HCI 4 mg
CuSOq4 - 5 H20 1,25 mg
Fytohormon Dicamba 2,5mg
Antibiotikum Timentin 160 mg
Antibiotikum Hydromycin 50 mg

Tab. 4. SloZeni transientniho média (T)

Slozky MnoZzstvi na 1 1 média
MS médium (M0238) 2,79

Maltoza 209

NHsNOs3 165 mg

Myo-inositol 100 mg

Glutamin 750 mg

Thiamin HCI 4 mg

CuSOq4 - 5 H20 1,25 mg

Fytohormon 2,4-D 2,5mg

Fytohormon BAP 0,1 mg

Tab. 5. Slozeni regenera¢niho média (R)

Slozky MnozZstvi na 1 1 média
MS médium (M0238) 2,79

Maltoza 209

NHsNOs3 165 mg

Myo-inositol 100 mg

Glutamin 750 mg

Thiamin HCI 400 pl

Antibiotikum Timentin 160 mg

Antibiotikum Hydromycin 50 mg
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4.6 1zolace genomické DNA z list rostlin

Izolace genomické DNA byla provedena z mladych listi jarniho je¢mene TO generace

metodou Edwards a kol., 1991.

Mlady list o velikosti 3 ¢cm byl vlozen do mikrozkumavky (Eppendorf) a zmrazen
ponofenim uzaviené mikrozkumavky do tekutého dusiku. Nasledné byl macerovan
vychlazenou homogenizacni ty€inkou. K homogenizovanému materialu bylo ptidano
400 pl extrakeéniho pufru (EB). Smés byla vortexovana na stolni centrifuze 30 s. Extrakce
probihala 30-60 min. pii laboratorni teploté. Mikrozkumavky obsahujici vzorek byly
centrifugovany pti 11 000 rpm po dobu 2 min. Ze stocenych zkumavek bylo pfeneseno
300 pl supernatantu do nové mikrozkumavky. K supernatantu bylo pfidano 300 ul
vychlazeného izopropanolu. Smés byla pozvolné promichana a dana na 20 minut do
chladnicky. Mikrozkumavky byly po dobu 5 min centrifugovany pii 13 000 rpm
Vv chlazené centrifuze. Supernatant byl ditkladn¢ odstranén a k peletu bylo ptidano 300 pl
75% ethanolu. Vzorky byly centrifugovany pii 5000 rpm po dobu 5 min. Supernatant byl
odpipetovan a pelet vysuSen v laminarnim boxu. Nasledné¢ byla DNA rozpusténa v
35-50 ul DNA/RNA free H20O v zavislosti na mnozstvi peletu. Vzorek byl ulozen do
chladni¢ky (4 °C) na 24 hod. Dalsi den byly mikrozkumavky kratce vortexovany,
centrifugovany pti 10 000 rpm po dobu 30 s. Supernatant byl pienesen do nové
mikrozkumavky. Byla spektrofotometricky zméfena koncentrace a Cistota genomické
DNA. Vzorky byly uchovany pfi teploté -20 °C. Izolovana DNA byla pouzita pro detekci
pritomnosti T-DNA obsahujici SQRNA, Cas9 a Hpt.

4.6.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace a ¢istota izolované DNA byla méfena pomoci spektrofotometru. Principem

je vyhodnoceni absorbance svétla pii vinové délce 260 nm a 280 nm z kapky vzorku.

Pied méfenim bylo provedeno stanoveni nulové hodnoty, tzv. blank, jedna se o roztok,
do kterého byla DNA eluovana. Na cocku spektrofotometru byly naneseny vzdy 2 pl
vzorku extrahované DNA. Kapka vzorku je zadrzovana mezi dvéma rameny, kdy se

z kapky stava sloupec kapaliny, na kterém probiha méfenti.

Izolovana DNA muze byt znecisténa organickymi latkami i proteiny. Miru znecisténi
DNA urcuje pomér absorbanci pii 260 a 280 nm. Hodnota ¢ist¢ DNA by se méla
pohybovat okolo 1,8 -2 (obr. 12).
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Obr. 12. Koncentrace DNA vzorku 7G (foto autor).
4.7 Polymerazova retézova reakce

Detekce transgenti SQRNA, Cas a Hpt byla provedena pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR).

Pro spravny pribéh PCR je potieba: templatovd DNA, smés vsSech Ctyr
deoxyribonukleotidi, termostabilni Taq DNA-polymeraza, 2 primery komplementarni k
3'-koncovym sekvencim urceného useku na obou vlaknech templatové DNA, pufr pro

DNA-polymerazu obsahujici Mg?* slouZici ke spravné aktivité enzymu.

Prvnim krokem je denaturace templatu, pfi niz je DNA zahtata na teplotu 95 °C.
Dochézi k rozvolnéni vodikovych mustki mezi vlakny DNA. Dvoutetézcova (dsDNA)
je rozpletena dvé jednofetézové DNA (sSDNA).

Nasleduje hybridizace primert. Vzorek se ochladi na 57-58 °C (annealing). Primery,

které jsou ve vzorku v nadbytku nasedaji na specificka mista jednotetézcové DNA.
Poslednim krokem je elongacni (syntetickd) faze, pti které je teplota zvySena na
72 °C. Taqg DNA-polymeraza se ptipojuje k jednomu konci kazdého primeru a syntetizuje
vlakno komplementarni k templatovému vlaknu ve sméru 5'-3'. Ze dvou vlaken vznikaji
4 vlakna molekuly DNA.
Tyto tii kroky se cyklicky opakuji 25-40krat. Vytvoiené produkty se nazyvaji

amplikony. Jedna se o useky DNA definované délky, které slouzi pro dalsi molekularné
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biologické metody, napiiklad sekvencovani nebo ziskani dukazii a identifikace 0sob

v kriminalistice.

Pro PCR se pouzivda mnoho druhtt DNA-polymeraz. Mezi nejpouzivanéjsi patii Taq
DNA-polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus, ktera ma teplotni optimum pii
72 °C. Tento enzym ma pouze 53" polymerazovou aktivitu a postrada

3'-5' exonukle4dzovou aktivitu, nemé opravovaci aktivitu.
Pracovni postup

S jednotlivymi vzorky bylo pracovano na ledé v laminarnim boxu. Do reakce byl
pouzit REDTaq® ReadyMixTM PCR Reaction Mix, ktery byl pfed pouzitim vortexovan.
Reak¢ni smés byla pfipravena na objem 10 ul pro jeden vzorek. Do mikrozkumavky
(Eppendorf) bylo ptfidéno 2,5 ul ddH20, 5 pl REDTaq® ReadyMixTM PCR Reaction
Mix, 0,25 pl primer forward (10 uM), 0,25 pl primer reverse (10 pM) a 2 ul izolované

DNA (tab. 6). Mix byl mirn¢ vortexovan a centrifugovan.

Negativni kontrola (C-) byla izolovana z netransformované rostliny (WT). Jako
pozitivni kontrola byl pouzit plazmid, kterym byly rostliny trasformovany. Pro kontrolu
reakce byly misto izolované DNA piidany 2 pl ddH20. Ptipravené vzorky byly
vortexovany a sto¢eny na stolni centrifuze a nasledné vlozeny do termocycleru (T100
Thermal Cycler). Pritomnost genu SgRNA, Cas a Hyg v transgennich rostlinich byla
zjiStovana s pouzitim specifickych primert za pouziti rGznych programt, které jsou

specifické pro dany gen (tab. 7; tab. 8; tab. 9).

Tab. 6: Slozeni PCR reak¢éni smési

Reakéni smés Mix 1 x 10 pl
ddH20 2,5 ul
REDTaq ReadyMix Sul

Primer F 0,25 pl
Primer R 0,25 pl

DNA 2 ul

Celkem 10 pl
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Tab. 7: Schéma programu pro detekci genu sgRNA, program PCR PROTO_CK

Krok Teplota Cas Pocet opakovani
1. 95 °C 3 min 1x
95 °C 20s
2. 58 °C 30s 38 x
72 °C 55
3. 72 °C 5 min 1x
4 12 °C 0 -

Tab. 8: Schéma programu pro detekci genu Cas9, program CAS_9

Krok Teplota Cas Pocet opakovani
1. 95°C 4 min 1x
95°C 20s
2. 58 °C 30s 36 X
72 °C 1 min
3. 72 °C 5 min 1x
4 12 °C 0o -

Tab. 9: Schéma programu pro detekci genu Hpt, program HYG_204

Krok Teplota Cas Pocet opakovani
1. 95 °C 4 min 1x
95°C 20s
2. 58 °C 30s 37 x
72 °C 455
3. 72 °C 5 min 1x
4 12 °C 0 -
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4.8 Analyza PCR produktii, elektroforéza

Po amplifikaci tseku byly segmenty separovany v 1% agarézovém gelu. Gelova
elektroforéza se pouziva pro rozdéleni molekuly DNA na zédklad¢ velikosti. Rychlost
migrace zavisi na tvaru molekuly a na poméru naboje k hmoté. Molekuly DNA nesou
negativni naboj, proto v elektrickém poli putuji od zaporného polu (anoda) k pozitivnimu

polu (katoda).
Pracovni postup

Do 250 ml Erlenmayerovy banky bylo dano 0,8 g agarézy a 80 ml 1% TAE pufru.
Agar6za byla rozpusténa zahfatim v mikrovinné troub€ a po vychladnuti byly pfidany
2 ul fluorescenéniho barviva ethidium bromidu (10 mg/l). Do elektroforetické vanicky s
vloZzenym hiebinkem byl nalit ptipraveny gel. Po ztuhnuti byl hiebinek vytahnut a gel byl
umistén do elektroforetické vany. Gel byl zalit pufrem TAE tak, aby byl gel ponoten. Do
jamek byly napipetovany produkty PCR reakce (9 ul) a pro stanoveni velikosti produktu
byl pouzit i marker molekulové hmotnosti HyperLadder II (5 ul). Elektroforeticka
komora byla pfipojena ke zdroji napéti PowerPacTM Basic a byla spusténa separace,
ktera trvala 45 min/ 120 V. Po ukonceni elektroforetické separace byl gel umistén do UV
transiluminatoru (G:Box iChemi XR UV/White Light) a produkty byly zviditelnény

Vv prochazejicim UV svétle. Pomoci programu GeneSnap byl pofizen zaznam.
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5 VYSLEDKY

V ramci bakalaiské prace bylo provedena transformaci jarniho je¢mene odridy Golden
Promise prostfednictvim A. tumefaciens a pomoci technologie CRISPR/Cas méla byt

vyvolana mutace genu erf.
5.1 Transformace rostlin je¢mene odridy Golden Promise

Nezrala zygoticka embrya odridy Golden Promise byla izolovana postupem uvedenym
V experimentalni ¢asti. Extirpovana embrya byla transformovana dvéma A. tumefaciens
(AGL1) soucasné a kazdy obsahoval jeden expresni plazmid. Suspenze obou vektort byly

smichany v poméru 1:1 a nakapany na $titky nezralych zygotickych embryi.

Celkem bylo transformovano 39 extirpovanych embryi odriidy Golden Promise (obr.
13). Explantaty byly pasdzovany ve 14 dennich intervalech na cerstvé Cl-médium,
celkem tii selekce pak nasledovala pasaz na T-médium a R-médium. Z transformovanych
39 kalust regenerovalo 19 rostlin (48,7 %), z toho 13 zelenych (33,3 %) a 6 albind (15,4
%) (tab. 10). Kazda ze zelenych regenerovanych rostlin pochazela z jednoho embrya.
Efektivita regenerace byla 48,7 %.

Tab. 10: Kultivace embryi na riznych médiich v prib&hu transformace

Odrida Pocet Pocet Pocet  PoCet  Pocet regenerovanych rostlin
izolovanych embryi  embryi embryi
embryi na Cl naT- naR- Zelenych Albint  Celkem
médiu  médiu  médiu
Golden 39 35 30 30 13 6 19
Promise

Obr. 13: Transformovana embrya odridy Golden Promise na CI médiu (Foto autor).
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5.2 Izolace DNA

DNA byla izolovana celkem z 13 regenerovanych zelenych rostlin. Z kazdé rostliny byla
DNA izolovana ze dvou odnozi, které byly kazda zvlast oznaceny. U rostliny ¢islo 7 byla
DNA izolovana ze v§ech 8 odnozi. Celkovy pocet vzorki izolované DNA byl 32 (tab. 11;
tab. 12).

Tab. 11. Oznaceni rostlin, odnozi pro PCR analyzu

Rostlina ¢. Oznaceni odnoZeni Rostlina ¢. Oznaceni odnoZeni
1 1A 1B 8 8A 8B
2 2A 2B 9 9A 9B
3 3A 3B 10 10A 10B
4 4A 4B 11 11A 11B
5 5A 5B 12 12A 12B
6 6A 6B 13 13A 13B
7 TA 7B

Tab. 12. Oznaceni rostlin, odnozi pro PCR analyzu

Rostlina Cislo Pocet odnozi, oznaceni

7 7A 7B 7C 7D 7E 7F 7G 7H

Koncentrace izolované DNA se pohybovala od 200 ng/ul do 1000 ng/ul. Koncentrované
vzorky byly nafedény na 300 ng/pl.
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5.3 PCR analyza transgennich rostlin

Pomoci PCR byla vyhodnocena ptitomnost genit SQRNA, Cas a Hpt, které jsou obsazeny
ve vektorech:

1) 298: pBract214AS_sgRNA
Detekovany gen SQRNA (velikost fragmentu 605 bp)
2) 188: pYLCRISPR_Cas9
Detekovany gen Cas9 (velikost fragmentu 811 bp)
Detekovany gen Hpt (velikost fragmentu 275 bp)

5.3.1 Detekce genu sgRNA u rostlin TO generace jarniho je¢mene

U 32 vzorktt DNA pochazejicich ze 13 rostlin byla provedena analyza pfitomnosti genu
SgRNA. Ptitomnost genu SgRNA byla detekovéna u dvou rostlin, vzdy u jedné ze dvou
odnozi (obr. 14a; 14b; 14c).

1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A 5B 6A 6B X H20 X C-

Obr. 14a. Detekce useku T-DNA obsahujici U6-sgRNA kazetu u rostlin TO generace
jarniho je¢mene odrudy Golden Promise (velikost amplikonu 605 bp). Drahy 1A-6B:
vzorky jarniho je¢mene, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+
(pozitivni kontrola, plazmid), H20O (voda), L (marker molekulové hmotnosti, Hyper
Ladder 11, velikost 2000 bp).
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S8A 8B 9A 9B 10A 10B 11A 11B 12A 12B 13A 13B X HO0 X C X

2000 bp

1000 bp

605 bp

Obr. 14b. Detekce useku T-DNA obsahujici U6-sgRNA kazetu u rostlin TO generace
jarniho je¢mene odridy Golden Promise (velikost amplikonu 605 bp). Drahy 8A-13B:
vzorky jarniho jeC¢mene, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+
(pozitivni kontrola, plazmid), H20 (voda), L (marker molekulové hmotnosti, Hyper
Ladder II, velikost 2000 bp).
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Obr. 14c. Detekce tiseku T-DNA obsahujici U6-sgRNA kazetu u rostliny ¢islo 7 TO
generace jarniho je¢émene odriidy Golden Promise (velikost amplikonu 605 bp). Drahy
7A—TH: odnoze jarniho je¢mene pochazejici z jedné rostliny, C- (negativni kontrola,
netransformovana rostlina), C+ (pozitivni kontrola, plazmid), H.O (voda), L (marker

molekulové hmotnosti, Hyper Ladder |1, velikost 2000 bp).
5.3.2 Detekce genu Cas u rostlin TO generace jarniho je¢mene

U stejnych 32 odnoZi pochéazejicich ze 13 rostlin byla také provedena analyza ptitomnosti

genu Cas. U zadné z rostlin nebyla ovéfena pritomnost genu Cas (obr. 15a, 15b, 15¢c).
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1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A 5B 6A 6B X H20 X

Obr. 15a. Detekce useku T-DNA obsahujici Cas u rostlin TO generace jarniho jeCmene
odridy Golden Promise (velikost amplikonu 811 bp). Drahy 1A—6B: vzorky jarniho
je¢mene, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+ (pozitivni kontrola,

plazmid), H2O (voda), L (marker molekulové hmotnosti, Hyper Ladder 11, velikost 2000
bp).

8A 8B 9A 9B 10A 10B 11A 11B 12A 12B 13A 13B X H20 X

Obr. 15b. Detekce tiseku T-DNA obsahujici Cas u rostlin TO generace jarniho jeCmene
odridy Golden Promise (velikost amplikonu 811 bp). Drahy 8A—13B: vzorky jarniho
je¢mene, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+ (pozitivni kontrola,

plazmid), H2O (voda), L (marker molekulové hmotnosti, Hyper Ladder 11, velikost 2000
bp).
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Obr. 15c. Detekce useku T-DNA obsahujici Cas u rostliny ¢islo 7 TO generace jarniho
je¢mene odridy Golden Promise (velikost amplikonu 811 bp). Drahy 7A-7H: vzorky
jarniho jeCmene, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+ (pozitivni
kontrola, plazmid), H.O (voda), L (marker molekulové hmotnosti, Hyper Ladder II,
velikost 2000 bp).

5.3.3 Detekce genu Hpt u rostlin TO generace jarniho je¢mene

U stejnych 32 odnozi pochazejicich ze 13 rostlin byla provedena analyza pfitomnosti

selekéniho genu Hpt. U Zzadné z rostlin nebyla potvrzena piitomnost genu Hpt.

Z vysledkii PCR vyplyva, Ze zadna z 13 rostlin a jejich 32 odnoZi spole¢né neobsahovala
geny sgRNA a Cas. NemuzZeme proto piedpokladat, Ze doSlo k transformaci obou
plazmidu (pBract214AS_sgRNA, pYLCRISPR_Cas9) soucasné.
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo provést transformaci rostlin jarniho je¢mene u kterych méla byt pomoci
technologie CRISPR/Cas vyvolana mutace genu erf. Transformovana byla nezrala
zygoticka embrya odriady Golden Promise, ktera ptedstavuji idedlni explantat pro
regeneraci rostlin v in vitro podminkach (Goedeke a kol., 2007). Explantaty byly
transformovany pomoci A. tumefaciens souc¢asn¢ dvéma expresnimi vektory. Prvni z
plazmidu, pBract214AS_sgRNA, obsahoval gen sgRNA, ktery slouzi k navadéni enzymu
Cas k cilové DNA. Druhy plazmid obsahoval gen Cas, pYLCRISPR_Cas9, koédujici
endonukleazu, soucasti plazmidu je také selekéni gen Hpt, ktery slouzi k selekci
transformovanych bunék. Béhem kultivace in vitro byla indukce kalusu a regenerace
rostlin stimulovana rustovymi hormony. V pribéhu selekce byla do média pfidavana

antibiotika Hydromycin a Timentin.

Béhem procesu selekce se snizoval pocet rostoucich kalusti z 39 na 30. Z téchto 30
kalusti regenerovalo 19 rostlin, z nichz bylo 13 zelenych nezévislych transgennich linii
a 6 albint. Indukce kalusu a regenerace rostlin mize byt ovlivnéna riznymi faktory.
Transformacni efektivitu miize ovlivnit zvolené odrtda, typ zvoleného explantatu, kmen
A. tumefaciens, provadéni inokulace (Bartlett a kol., 2008). Efektivita transformace se
vétSinou pohybuje od 3 do 10 %, to znamena Ze u 3 az 10 % rostlin je potvrzena

piitomnost transgenu. (Harwood a kol., 2009)

V ramci bakaldiské prace pouze 2 rostliny vykazovaly piitomnost genu sgRNA.
V naSem experimentu, efektivita transformace u plazmidu pBract214AS_sgRNA byla
51%. U druhého plazmidu, pYLCRISPR_Cas9, ktery byl vnasen soucasné

k transformaci genu nedoslo.

Nejvys$si popsana uspésnost transformace pomoci A. tumefaciens byla 86 % (Hensel a
kol., 2009). Transformovana byla také nezrala zygoticka embrya odridy Golden Promise
vektorem pSB187 se selekénim genem Hpt pod promotorem CaMV 35S a reportérovym
genem sgfp fizenym ubiquitinovy promotorem. Nizké procento efektivity transformace
v nasem experimentu mohlo byt ovlivnéno: transformaci poskozeného explantatu,
Spatnym provedenim inokulace, zvolenym vektorem, typem promotoru, koncentraci
selekéniho antibiotika, nebo 1 podminkami in vitro kultivace. U vektoru

pYLCRISPR_Cas9, ktery obsahuje selek¢ni gen Hpt, nedoslo viibec k vyselektovani
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transgennich rostlin, cozZ mize byt zpisobeno Spatné zvolenou koncentraci antibiotika,

pfipadné také podminkami kultivace.

Uspé$nost mutageneze metodou CRISPR/Cas je zavisla na aktivité dvou hlavnich
komponent sgRNA a Cas9. Pokud vsak regenerované rostliny neobsahuji geny SgRNA
a Cas9 nemuze dojit k vyvolani mutace genu v pozadovaném misté. V naSem
experimentu byly oba tyto geny transformovany kazdy v samostatném plazmidu. Exprese
obou téchto genu je kontrolovana promotory. Pro expresi SgRNA byl pouzit TaU6
promotor a pro expresi Cas9 ubiquitinovy promotor. Zména promotorti by mohla zajistit
zvySeni efektivity transformace. Funkce promotord mohla byt také naruSena metylaci
Vv jeho sekvenci, kterd zpusobuje sktrukturalni zmény v genu nebo chromatidovou
kondenzaci (Rajeewkumar a kol., 2015). Aktivita sgRNA by také mohla byt zvysena
vybérem protospaceru, jeho délkou a strukturou, napiiklad pouzitim protospaceru
s vys$sim obsahem GC, ktery by na poslednich ¢tyfech pozicich sekvence obsahoval

purinové zbytky (Slanhofova, 2020).

Dalsi moznosti, jak zvysit efektivitu transformace by mohla byt transformace jednim
kmenem A. tumefaciens, obsahujici dva plazmidy s rozdilnymi geny. Daley a kol. (1998)
vyuzil tento typ transformace u fepky a tabaku. Oba zajmové geny byly detekovéany u
50% transgennich rostlin. Do poloviny téchto rostlin byly geny vlozeny do rozdilnych

lokustt chromozomu.

Pro objasnéni funkce genu erf a Gispé$nost transformace by bylo do budoucna dobré
optimalizovat podminky transformace, zvySit pocet transformovanych embryi,

optimalizovat podminky selekce, pfipadné pouzit jiny typ vektort.
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[/ ZAVER

V ramci bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma genové inzenyrstvi,
transformace rostlin, CRISPR/Cas, transkrip¢ni faktory, podrodina ERF. Transkripcni
faktory ERF by mély regulovat expresi gent, které se zapojuji v ristu a vyvoji rostlin

a mohou pusobit jako regulatofi pii biotickém a abiotickém stresu u rostlin.

V experimentalni ¢asti byla provedena transformace jarniho je¢mene odriidy Golden
Promise pomoci A. tumefaciens. Pro transformaci, vyvolani mutace genu erf, byly pouzity
dva expresni  vektory: pBRACT214AS sgRNA  obsahujici gen  SgRNA
a pYLCRISPR_Cas9 _Pubi-H obsahujici gen Cas9 a selekéni gen Hpt.

Ze 39 transformovanych embryi regenerovalo celkem 19 rostlin z toho 13 rostlin
zelenych, nezavislych transgennich linii a 6 albinti. Pomoci PCR byla analyzovéana
ptitomnost transgentt SQRNA, Cas, Hpt. DNA byla izolovana celkem ze 32 odnozi, z 13

rostlin.

Bylo zjisténo, Ze dvé rostliny ¢. 2 a 10, odnoze 2A a 10B, obsahovaly jeden ze
zajmovych geni, SQRNA. Gen Cas nebyl detekovan u zadné rostliny ani jejich odnozi.
Z dosazenych vysledki PCR vyplyva, ze Zadna ze 32 odnozi 13 rostlin spole¢né
neobsahovala geny sgRNA a Cas. Z tohoto diivodu nemuze dojit k vyvolani zadané

mutace.
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