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SEZNAM ZKRATEK

ACMV (african cassava mosaic virus) — virus africké mozaiky manioku

BaMMYV (barley mild mosaic virus) — virus mirné zluté mozaiky je¢mene

BaYMV (barely yellow mosaic virus) — virus zluté mozaiky jeCmene

BSV (banana streak virus) — virus pruhovitosti bananovniku

BVDV (bovine viral diarrhea virus) — virus bovinniho virového prijmu

Cas (CRISPR-associated) — protein asociovany ke CRISPRu

CMV (cucumber mosaic virus) — virus okurkové mozaiky

CP (coat protein) — obalovy protein

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) — shluk pravidelné
rozmisténych kratkych palindromickych repetic

crRNA (CRISPR RNA) — CRISPR RNA
DAMPs (damage-associated molecular patterns) — molekuly uvolnéné z vlastnich poskozenych

bunék

dCasl13a (dead Cas13a) — , mrtvy*“ Cas13a

DSBs (double-stranded breaks) — dvoufetézcové zlomy
dsDNA (double-stranded DNA) — dvouvlaknova DNA
elF4E (eukaryotic translation initiation factor 4 I)) — eukaryoticky translaci iniciujici faktor 4

E

ETI (effector-triggered immunity) — imunitni odpoveéd’ spusténa efektory

FnCas9 (Francisella novicida Cas9) — Cas9 pochazejici z bakterie Francisella novicida
Gb (gigabase) — gigabaze

GE (gene editing) — editace gent

GMO (genetically modified organism) — geneticky modifikovany organismus

gRNA (guide RNA) — navadéci RNA

HDR (homology directed repair) — homologii fizena oprava

HEPN (higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding domain) — nukleotid-vazebna

doména vyssich eukaryot a prokaryot



Kb (kilobase) — kilobaze

LIMYB (L10-interacting myb domain-containing protein) — protein nesouci s L10 interagujici
MYB doménu

LIR (long intergenic region) — dlouha intergenni oblast

miRNA (microRNA) — mikro RNA

MP (movement protein) — pohybovy protein

NBT (new breeding techniques) — nové techniky Slechténi

NHEJ (non-homologous end joining) — nehomologni spojeni koncti
NIK1 (NSP-interacting kinase 1) — Receptor NSP interagujici kinaza 1

NTD (N-terminal domain) — N-terminalni doména

NUC (nuclease) — nukleazovy

ORFs (open reading frames) — oteviené Cteci ramce

PAM (protospacer adjacent motif) — pfilehly protospacerovy motiv

PAMPs (pathogen-associatedmolecular patterns) — molekulové struktury patogenu
PCR (polymerase chain reaction) — polymerazova retézova reakce

PDR (pathogen-derived resistence) — rezistence odvozena od patogenu

pgRNA (polyvalent gRNA) — polyvalentni gRNA

pre-crRNA (pre-CRISPR RNA) — priméarni CRISPR RNA

PRR (pattern recognition receptor) — receptor rozpoznavajici molekulové struktury
PTI (pattern-triggered immunity) — imunitni odpovéd spusténa molekulovymi strukturami

patogenu

R (resistance) — faktor rezistence

RCas9 (RNA targeting Cas9) — RNA rozpoznavajici Cas9

RCR (rolling-circle replication) — replikace otacivé kruznice

REC (recognition) — rozpoznavaci

Rep (replication associated protein) — protein asociovany s replikaci

RISC (RNA-induced silencing complex) — RNA indukovany uml¢ovaci komplex
RNAIi (RNA interference) — RNA interference

RPL10 (ribosomal protein L10) — ribozomalni protein L10
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RSMV (Rice stripe mosaic virus) — virus pruhované mozaiky ryze

S (susceptibility) — citlivost

shRNA (short hairpin RNA) — kratka vlasenkova RNA)

sgRNA (single-guide RNA) — samostatna navadéci RNA

SIR (short intergenic region) — kratka intergenni oblast

siRNA (small interfering RNA) — kratka interferujici RNA

SpCas9 (Streptococcus pyogenes Cas9) — Cas9 pochazejici z bakterie Streptococcus pyogenes

SRBSDV (Southern rice black-streaked dwarf virus) — virus jizni ¢erné pruhované zakrslosti

ryze

sSDNA (single-stranded DNA) — jednovlaknova DNA
sSRNA (single-stranded RNA) — jednovlaknova RNA
TALEN (transcription activator like effector nuclease) — efektorové nukleazy podobné

transkripénim aktivatorim

T-DNA (transfer DNA) — pfenosova DNA

Ti (tumor inducing) — tumor indukujici

tracrRNA (transactivating CRISPR RNA) — transaktiva¢ni CRISPR RNA
TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus) — virus zluté kadefavosti listi rajcat
WDV (wheat dwarf virus) — virus zakrslosti pSenice

WDV-B (WDV-barley) — kmen WDV jeCmene

WDV-W (WDV-wheat) — kmen WDV pSenice

ZFN (zinc finger nuclease) — nukleaza zinkovych prsti
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1 UVOD

JeCmen sety (Hordeum vulgare) je hospodarsky vyznamna obilnina patfici do ¢eledi lipnicovité
(Poaceae). Béhem svého ristu je jecmen napadan riznymi patogeny, jednim z nich je virus
zakrslosti pSenice (wheat dwarf virus — WDYV). Jedna se o virus s jednovlaknovou DNA (single-
stranded DNA — ssDNA) zatazeny do rodu Mastrevirus z Celedi Geminiviridae. Projevy
napadeni rostlin jsou zpomaleni ristu a zloutnuti listd. Virus je prenasen prostiednictvim kiiska
polniho (Psammotettix alienus).

Ochrana rostlin proti WDV je z divodu neexistujicich 1éCebnych postupti zameétena
na preventivni agronomicka opatieni pro zastaveni Sifeni viru. Kazdoro¢né zpusobuje virus
zavazné ztraty na produkci obilovin, které ohrozuji svétovou potravinovou dostupnost.
V soucasné dobé se rozviji nékolik biotechnologickych metod pro ziskani tolerance rostlin
k viram. Hlavnimi technikami jsou rezistence odvozena od patogenu (pathogen-derived
resistance — PDR), RNA interference (RNA interference — RNAi) a v posledni dobé
i technologie CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats — CRISPR)
/Cas (CRISPR-associated — Cas). Systém CRISPR/Cas se sklada ze dvou ¢asti CRISPR lokusu
a proteinu Cas s nukledzovou aktivitou. CRISPR je tvotfen useky DNA nazyvanych spacery,
které jsou oddéleny kratkymi repeticemi. Protein Cas s nukledzovou aktivitou
je prostifednictvim sekvence spaceru navadén na komplementarni sekvence virové DNA, které
rozsStépi.

Aplikace novych technik genového inzenyrstvi je realizovana prostfednictvim
transgenoze. K transformaci jeCmene je vyuzivan jarni jemen odridy Golden Promise.
V soucasné dobé jsou expresni vektory do bunek jeCmene vnaseny prevazné prostiednictvim
bakterie Agrobacterium tumefaciens. A. tumefaciens je piirozen€ se vyskytujici pudni bakterie
schopna inkorporovat cast plazmidové DNA oznacované jako T-DNA (transfer DNA)
do genomu rostlinné buriky.

V ramci diplomové prace byla na zakladé publikovanych praci vyuzita technologie
CRISPR/Cas9 k ziskani tolerance vii¢i WDV. Cilem prace bylo pfipravit tfi rozdilné expresni
vektory nesouci rozdilné protospacery vychazejici ze sekvenci v genech CP, MP a Rep viru
WDV a témito vektory transformovat rostliny jarniho jeCmen odridy Golden Promise nesouci

protein Cas9.
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2 CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

e Vypracovani literarni reSerse.

WDV, charakteristika.

Technologie CRISPR/Cas9, vyznam a vyuziti v genovém inzenyrstvi rostlin.

Experimentalni cast:

e Transformace rostlin jarniho jeCmene pomoci A. fumefaciens, detekce samostatné

navadéci RNA (single-guide RNA — sgRNA) v regenerovanych rostlinach.

Ptiprava plazmidovych vektorti obsahujicich protospacery viru WDV,
Vlozeni piipravenych plazmidovych vektorti do A. fumefaciens.

Transformace jarniho jecmene odridy Golden Promise pomoci A. tumefaciens.
Genotypizace regenerovanych rostlin pomoci polymerazové fetézové reakce

(polymerase chain reaction — PCR).
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Virus zakrslosti pSenice (WDYV)

3.1.1 Zakladni charakteristika WDV

WDV je rostlinny ssDNA virus z rodu Mastrevirus tazeny do Celedi Geminiviridae (Brown
et al., 2012). Na zakladé vektort, okruhu hostiteld, organizace a sekvencni podobnosti genomu
je Celed Geminiviridae rozdélena do 14 rodt (Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus,
Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus,
Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus a Turncurtovirus) (Fiallo-Olivé et al., 2021). Viry rodu
Mastrevirus napadaji prevazné jednodélozné rostliny z Celedi lipnicovitych (Brown et al,
2012). Virion WDV je tvofen jednou kruhovou molekulou ssDNA o velikosti 2,7 kilobazi
(kilobase — kb) obalenou dvojitou ikosaedrickou kapsidou. Replikace viru probiha v jadie
hostitelské buriky ve dvou fazich. Nejprve dochazi ke konverzi ssDNA na dvouvlaknovou DNA
(double-stranded DNA — dsDNA), ze které jsou nasledné replikaci otacivou kruznici (rolling-
circle replication — RCR) tvoteny jednotlivé ssDNA. Replikace genomu WDV je zavisla
na replika¢nim aparatu hostitelské buriky (Gutierrez, 1999).

3.1.2 Patogenita WDV

WDV napadé Siroky okruh rostlin z Celedi lipnicovitych (Poaceae) (Brown et al., 2012).
Symptomy napadenych rostlin jsou Zzloutnuti, zpomaleni rustu a zakrslost. Pfirozenym
rezervoarem WDV jsou divoké druhy trav a plané odrady kulturnich obilnin (Ripl e Kundu,
2015). Z kulturnich plodin jsou WDV napadany pSenice (Triticum aestivum), jecmen (Hordeum
vulgare) a zito (Secale cereale). Soucasna klasifikace rozliSuje podle preferovaného hostitele
dva kmeny WDV, a to kmen pSenice (WDV-wheat - WDV-W) a kmen jeCmene (WDV-barley
— WDV-B) (Lotfipour et al., 2013).
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3.1.3 Prenos WDV

Prenos WDV mezi rostlinami probiha cirkulujicim zptusobem, v neaktivnim stavu
prostiednictvim kiiskd z rodu Psammotettix (Lindsten et Vacke, 1991). Za hlavniho prenasecCe
WDV je povazovan Psammotettix alienus vyskytujici se na loukach a polich severni polokoule
(Obrazek 1) (Greene, 1971). Schopnost pfenosu WDV byla kromé P. alienus pozorovana
i u dalSich druht kiiskt Psammotettix striatus (Wang et al., 2007) a Psammotettix provincialis
(Ekzayes et Kumari, 2011). K nejvySssi intenzité¢ prenosu WDV dochéazi na podzim, kdy
populace kiiskii dosahuje vrcholu (Lindblad er Sigvald, 2004). Pro pienos WDV

prostfednictvim P. alienus je zasadni CP protein viru (Wang et al., 2014).

Obr. 1. Ktisek polni (Psammotettix alienus). Ptevzato:

https://www.agromanual.cz/cz/atlas/skudci/skudce/krisek-polni.
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3.1.4 Genom WDV

Genom WDV je tvoren ¢tyfmi geny rozdélenymi do dvou Casti, otevienych Ctecich ramct (open
reading frames — ORFs): virion-sense ORFs a complementary-sense ORFs, které jsou oddélené
intergennimi oblastmi (Obrazek 2). Virion-sense ORFs koduji pohybovy protein (movement
protein — MP) a obalovy protein (coat protein — CP) (Lazarowitz et Shepherd, 1992). Protein
MP umoziuje interakci s plazmodezmy prenos viru mezi buitkami (Rojas et al., 2001). Obalovy
protein CP je jedinym strukturnim proteinem tvoricim kapsidu (Stanley et Gay, 1983). Protein
CP ma vSak 1 dalsi funkce: zajistuje transport virové DNA mezi jadrem a cytoplazmou (Liu
et al., 1999), dale je dulezity pro pienos viru hmyzim vektorem (Wang et al., 2022) a spolecné
s MP proteinem zprostfedkovava prenos viru mezi buiikami (Liu ez al., 2001). Poznatky studia
geminivird naznacuji, ze se protein CP podili i na replikaci genomu WDV (Liu et al., 1997).
Complementary sense ORFs koduji dva s replikaci asociované proteiny (replication associated
protein — Rep) RepA a Rep (Gutierrez et al., 2004). Pfitomnost intronu v genu Rep umoziiuje
WDV sestithem exprimovat dva odliSné Rep proteiny. Proteiny RepA a Rep oligomerizuji
do komplexu (Castellano et al., 1999), ktery je nezbytny pro RCR. Rep proteiny také interaguji
s bunécnymi faktory hostitele regulujicimi bunéény cyklus a replikaci (Fondong, 2013).
V genomu WDV se dale nachéazeji dvé nekodujici oblasti oznacované jako dlouhd intergenni
oblast (long intergenic region — LIR) a kratka intergenni oblast (short intergenic region — SIR),
které jsou dulezité pro replikaci viru a transkripci. LIR obsahuje pocatek pro replikaci kruhové
ssDNA viru formou RCR (Heyraud-Nitschke et al., 1995). SIR obsahuje polyadenylacni
signaly a oblast pro vazbu kratkého primeru zahajujicitho syntézu druhého vlakna viru
(Kammann ez al., 1991). Na zakladé porovnani sekvenci rozdilnych izolatl viru jsou intergenni

oblasti povazovany za nejvice variabilni oblasti genomu WDV (Stanley, 2004).

15



Obr. 2. Schéma genomu WDV.

3.2 Obranné mechanismy rostlin proti patogenim

3.2.1 Obrana proti virovym patogenim

Rostliny vyuzivaji vice obrannych mechanismt k omezeni replikace a pohybu viru, jako
jeumlCovani gent, signalizace imunitnich receptorti, obrana zprostiedkovana hormony,
degradace proteint a regulace metabolismu (Incarbone e Dunoyer, 2013). K rozpoznani virové
infekce a k vyvolani obranné odpovédi pouzivaji rostliny dvoustuptiovy detekcni systém, ktery
je tvoren receptory lokalizovanymi na plazmatické membrané a intracelularnimi receptory
(Obrazek 3) (Zipfel, 2014). Prvni Grovni obrany je imunitni odpovéd’ spusténa specifickymi
molekulovymi strukturami (pattern-triggered immunity — PTI). Tato odpovéd je

zprostitedkovana receptory rozpoznavajicimi molekulové struktury (pattern recognition
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receptor — PRR), které rozpoznavaji molekulové struktury patogenu (pathogen-associated
molecular patterns — PAMPs) nebo molekuly uvolnéné zvlastnich poskozenych bunék
(damage-associated molecular patterns — DAMPs) (Macho et Zipfel, 2014). Druhou uroven
obrany tvoii imunitni odpoveéd spusténa efektory (effector-triggered immunity — ETI). ETI je
zprostiedkovana intracelularnimi receptory oznacovanymi jako proteiny rezistence (resistance
— R), které pifimo nebo nepfimo rozpoznavaji virulentni efektory vyluCované patogenem

do intracelularniho prostiedi hostitele (Jones ef Dangl, 2006).

A Vlastni DAMP B

T o e
RNAY\ -===~7 d ”"—'r

o] VO | @

Virové PAMPs w‘ @ l NSP (efektor)

l—‘ Efektor RPL1O( g P
i
] Potlaceni
— &

translace

31

'l Efektor + R protein

Represe gentl RP

ssDNA
begomoviru

\

Obr. 3. Antivirova imunita u rostlin. A Imunita vyvoland vazbou DAMP na PRR (PTI)
a efektoru na receptory R (ETI), B Antivirova imunita zprostfedkovana receptorem NIKI.

Prevzato: Calil et Fontes, 2017.

Rostliny také disponuji konzervativnim mechanismem RNAi slouzicim jako systém
obrany proti viram (Seo et al., 2013) a endogenni systém pro kontrolu genové exprese
(Baulcombe, 2004). Infekce virem spousti produkci virus specifickych kratkych interferujicich
RNA (small interfering RNA — siRNA) o délce 21 nukleotidd. Tyto kratké fetézce RNA
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s dal§imi proteiny nasledné tvoifi RNA indukovany umlcovaci komplex (RNA-induced
silencing complex — RISC) zprostredkujici degradaci specifickych virovych RNA na zékladé
komplementarity bazi siRNA (Pantaleo et al., 2007).

NSP interagujici kinaza 1 (NSP-interacting kinase 1 — NIK1) je membranovy receptor,
ktery spousti imunitni odpovéd’ vedouci k celkovému potlaceni translace v napadené burice.
Bohuzel nebyl popsan presny mechanismus aktivace imunitni odpovédi receproru NIKI.
Porovnanim se savéimi modely imunitnich receptorti 1ze predpokladat, ze vazba unikatni
struktury patogenu na NIK1 indukuje nebo stabilizuje dimerizaci, pfipadné multimerizaci
receptord NIK1 a jejich autofosforylaci (Jackson et al., 2010). Intracelularni doména NIK1
po aktivaci fosforyluje ribozomalni protein L10 (ribosomal protein L10 — RPL10), ktery se
nasledné prfemisti do bunééného jadra (Carvalho et al., 2008). Protein RPL10 v jadie vazbou
aktivuje protein nesouci s L10 interagujici MYB doménu (L10-interacting MYB domain-
containing protein — LIMYB). Aktivovany protein LIMYB nasledné potlacenim transkripce

genu ribozomalnich proteind zastavuje syntézu proteinu v bunce (Zorzatto et al., 2015).

3.3 Jecmen

3.3.1 Charakteristika je¢mene

JeCmen (Hordeum vulgare) je spolu s pSenici jednou znejstarSich domestikovanych
plodin. Za pravlast jedné z nejstarSich obilovin se povazuje oblast tzv. urodného palmésice;
nejstarsi archeologicky nalez divokého jeCmene pochazi z doby 8 000 let pf. n. 1. (Smith, 1998).
Je€men je po kukufici, pSenici a ryzi ¢tvrtou ekonomicky nejvyznamnéjsi plodinou. Je¢men
je velmi adaptabilni plodina, ktera je schopna pfizptsobit se SirSimu rozpéti prirodnich
podminek nez ostatni obilniny (Baik er Ullrich, 2008). Optimalni podminky pro rust jsou
ve stfedni Evropé v nadmotskych vyskach 200 az 300 m, s primérnymi teplotami 9 °C
a srazkami 500 az 600 mm. Jeho ptfednosti je nizka narocnost na podminky péstovani, irodnost
pudy a na predplodinu. SloZeni a kvalita zrna jsou ovlivnény typem odrudy a podminkami
pestovani. Kvalitu zrna ovliviiuji z vnéj§ich podminek teplota, délka dne, mnozstvi vody
a dostupnost pidnich mineralt. Soucasné je jecmen vhodnym modelovym organismem pro
genetické studie a biotechnologické aplikace. Obsah tukt a oleju v jeCmeni je oproti ostatnim

obilninam nizky. Zmo jeCmene je tvofeno v zavislosti na odrudé z 60-64 % skrobem. Hlavni
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slozku bunécné stény obilky tvoii polysacharidy arabinoxylany a [B-glukany (Bamforth
et Barclay, 1993), které maji pozitivni vliv na lidské zdravi. 80 % produkce jeCmene je
vyuzivano pro krmné ucely, pfiblizné 20 % je vyuzivano v potravinarstvi, prevazné k vyrobé

sladu (Newman et Newman, 1991).

3.3.2 Botanicka charakteristika jeCmene

Genom jeCmene ma velikost 5,3 gigabazi (gigabase — Gb) a obsahuje okolo 39 000 gend.
Ve strukture genomu jeCmene se nachazi velké mnozstvi opakujicich se sekvenci DNA, tyto
transpozomy tvoii 88,8 % sekvenci genomu. Rod jeCmen Hordeum obsahuje 32 druha a 45
taxonu zahrnujicich diploidni (2n=2x=14), tetraploidni (2n=4x=28) a hexaploidni (2n=6x=42)
karyotypy (Bothmer et al.,, 1995). Kulturni je¢men sety Hordeum vulgare ssp. vulgare i jeho
volné rostouci predchidce Hordeum vulgare ssp. spontaneum je jednoletym a diploidnim
druhem (2n=2x=14) (Asfaw et Bothmer, 1990). Kulturni je¢men sety se rozde€luje na Ctyfi
convariety. JeCmen sety vicetady H. v. convar. vulgare, ktery se déli na dva typy Sestifady
(hexastychon) a Ctyitady (tetrastychon). DalSi convarietou je jeCmen sety piechodny
H. v. convar. intermedium. Convarieta jeCmen sety, dvourady H. v. convar distichon se dale
déli na variety nutans (jeCmen hackujici), erectum (jeCmen vzpiimeny), zeocrithon (jeCmen
pavi) a nudum (jeCmen nahy). Posledni convarietou jeCmene je jeCmen sety, ruznotvary

H. v. convar. labile (Zimolka et al., 2006).

3.4 Transformace rostlin

3.4.1 Transformace jeCmene

Jednou z nejdalezit&jsich biotechnologickych aplikaci je transformace. Usp&snost transformace
je vSak u jeCmene zavisla na genotypu. V soucasné dobé je k transformaci nejvice vyuzivana
odrida Golden Promise. Odrida Golden Promise, je sladovnicky je¢men, péstovany ve Velké
Britanii od roku 1968, ktery vznikl v roce 1958 ovlivnénim odridy Maythorpe y-paprsky
(Forster, 2001). Odrtda je nachylna k padli travnimu, ale je tolerantni k zasoleni. Nese mutaci
projevujici se ztratou funkce je€menného homologu pro gen ryze DENSE AND ERECT
PANICLE 1 (HvDEPI), genu kodujicim AGG3 podjednotku heterotrimerického G-proteinu,

ktery pozitivné reguluje prodluzovani stébla a velikost zrna (Wendt et al., 2016). V in vitro
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podminkach tato odrida vytvaii embryogenni kalus s vysokou regeneracni schopnosti a diky
témto vlastnostem je vyuzivana v genovém inzenyrstvi (Kapusi et al., 2017). VétSina
hospodarsky vyznamnych odrid vykazuje velkou miru rekalcitrance, nevytvaii se embryogenni
kalus a prakticky nedochazi k regeneraci rostlin (Harwood et al., 2009).

Existuji dvé nejcastéji pouzivané metody pro transformaci je¢mene: biolisticka metoda
(Wan er Lemaux, 1994) a transformace pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens (Tingay
et al., 1997). Transformace pomoci A. tumefaciens v soucasné dob¢ vykazuje vyssi efektivitu
a nizsi pocet kopii transgenu. Linie vzniklé transformaci pomoci A. fumefaciens dale vykazuji
stabilngjsi expresi transgenu v dalSich generacich a niz§i riziko umlceni transgenu (Travella
etal., 2005). Usp&nost transformace je ovlivnéna typem rostlinného pletiva, které je
transformovano. NejCastéji pouzivanym pletivem pro transformaci jeCmene je Stitek embrya
(skutelum), ktery je izolovany z nezralych zygotickych embryi. Na indukénim médiu se
na povrchu Stitku vytvari dostatecné mnozstvi kalusu, po jehoz pfeneseni na regeneracni
médium bez regulatord rastu regeneruji rostliny. Transformace pomoci A. tumefaciens je
limitovana kultivary, které se vyznacuji vysokou schopnosti indukce kalusu a regenerace, jako
je prave odrida Golden Promise (Dahleen et Manoharan, 2007).

Vyzkum transformace jeCmene probiha od devadesatych let. Nejvétsi prekazkou
transformace jeCmene neni v souCasnosti inzerce genli, ale regenerace rostlin
z transformovanych pletiv (Harwood et al., 2002). Vliv na regeneraci transformovanych pletiv
ma mnoho faktort jako napfiklad velikost transformovaného explantatu, kultivacni médium,
podminky kultivace (Chang et al., 2003).

Cilem transformace jeCmene je vlozeni genu pro zlepsSeni kvality zrna, zvySeni nutri¢ni
hodnoty, produkci zajmovych enzymi, zvySeni tolerance k abiotickym stresim, Skidcim

a patogenum (Dahleen et Manoharan, 2007).

3.5 Vytvoreni tolerance rostlin vici patogenim pomoci genového inzenyrstvi

Geminiviry predstavuji zdvaznou hrozbu pro zajiS§téni vyzivy populace zvlasté v chudych
oblastech. Situaci dale zhorSuji zmény klimatu, které oslabuji rostliny a vytvareji vhodné
podminky pro prenasece. Z tohoto divodu je jednim z hlavnich cili vyuziti biotechnologii
u rostlin vytvoreni tolerance proti geminivirim pomoci genového inzenyrstvi (Moffat, 1999).
Nejucinnéjsim a nejudrziteln€jSim pristupem dosazeni tolerance proti virovym infekcim

je identifikace a preneseni faktord rezistence (rezistence — R) zodpovédnych za toleranci
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z plané rostoucich rostlin do kulturnich odrid. Bohuzel v mnoha pfipadech narazi prenos gent
rezistence do zvoleného kultivaru rostlin na geneticka omezeni (Kang et al., 2005). V jeCmeni
(H. vulgare) byly genotypizaci odolnych odrid nové identifikovany Ctyfi potencialni geny
tolerance proti WDV. Tii geny se nachazi na chromozomu 2H (Dihydrofolate reductase,
NBS-LRR disease resistance protein a Dihydroflavonol 4-reductase) a jeden na chromozomu
4H (Cysteine proteinase inhibitor) (Soleimani et al., 2023).

Dalsim pfistupem, jak dosahnout tolerance k viriim v rostlinach, je cilena editace gent
nachylnosti. Viry vyuzivaji k replikaci a dokonceni svého zivotniho cyklu endogenni faktory
citlivosti (susceptibility — S) hostitelskych rostlin. Modifikaci gena S faktort prostiednictvim
editace genomu muZeme omezit jejich dostupnost a tim zmirnit patogenitu virt k rostlinam
(Dong et Ronald, 2019). Dobfe znamym genem S faktoru, jehoz editaci 1ze docilit tolerance
rostlin k viram, je eukaryoticky translaci iniciujici faktor 4 E (eukaryotic translation initiation
Jactor 4 & — elF4E) (Kan et al., 2022).

Pro vytvoreni tolerance v rostlinach lze vyuzit i struktury pochazejici z patogenu. Na tomto
principu je zalozena metoda PDR, kdy je do hostitele vlozena ¢ast genetické informace viru.
Vyuziva se predevSim vlozeni pozménénych gent viru, které jsou kritické pro patogenezi
do hostitele. Proteiny pozménénych gent pii napadeni interferuji s virovymi proteiny a snizuji
patogenitu. Jedna se konkrétné o proteiny asociované s replikaci REP, pohybové proteiny MP
a obalové proteiny CP (Vanderschuren et al, 2007). Tolerance zprostiedkovana REP je
zalozena na vlozeni pozmeénénych gent pro replikacni proteiny do hostitele. Exprimované
mutované nebo zkracené proteiny interaguji s virovymi proteiny a narusuji replikaci viru.
Nezadoucim efektem exprese defektniho Rep proteinu je jeho interakce s proteiny hostitele,
které narusuji vyvoj rostliny i bez napadeni virem. Virovy protein musi byt upraven tak, aby
neinteragoval s proteiny hostitele a nenarusoval jeho vyvoj (Antignus et al., 2004).

K navozeni tolerance proti viram je dale vyuzivana technologie RNAi. Vlozenim sekvenci
RNAIi komplementarnich k sekvencim v genomu patogenu do hostitele 1ze indukovat toleranci
zvySenim aktivity komplexu RISC proti virovym RNA. Systém RNAi se d€li na siRNA a mikro
RNA (microRNA — miRNA). Pro vytvoreni tolerance proti viru WDV v rostlinach se jako
vhodnéj§i jevi miRNA. Hlavnimi faktory jsou obavy ze snizené aktivity siRNA pii nizSich
teplotach (Hu er al., 2011) a nespecificka aktivita proti rostlinnym RNA (Xu et al., 2006).
Naopak u miRNA byla experimentalné prokazana aktivita i pti snizené teplote a rozdilny proces
zpracovani funkéni miRNA snizuje moznost nespecifické aktivity (Niu et al., 2006). Virus

muze prekonat toleranci rostliny mutaci v komplementarni sekvenci RNAi (Lin et al., 2009).
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Moznym feSenim je soucasnd transformace nékolika sekvenci RNAi cilicich na rozdilné
sekvence v genomu viru (Fahim et al., 2012). Dalsi piekazkou je exprese proteinu potlacujicich
RNAI nékterymi viry (Noris et al., 2004).

Tolerance proti virovym patogenim lze dosahnout i pomoci systému CRISPR/Cas, ktery
je v soucasnosti dilezitym nastrojem pro editaci gent.. (Makarova er al., 2020). Systém
CRISPR/Cas je pfirozené¢ se vyskytujici systém adaptivni imunity bakterii a archei proti
invazivnim nukleovym kyselinam virt a plazmida (Barrangou et Marraffini, 2014). Systém se
sklada ze dvou casti CRISPR lokusu a Cas nukleazy. CRISPR lokus je tvoren kratkymi useky
DNA-spacery, pochazejicimi zinvazni nukleové kyseliny, oddélenymi v pravidelnych
intervalech repeticemi. CRISPR lokus je transkribovan jako jedna primarni CRISPR RNA (pre-
CRISPR RNA - pre-crRNA), ktera je nasledné zpracovana na jednotlivé CRISPR RNA
(CRISPR RNA - crRNA), tvorené spacerem a pfiléhajici repetici. crRNA s pomoci
transaktivacni RNA (trans-acting — tractrRNA) vytvaii komplex s Cas nukledzou a navadi jej
na komplementarni sekvenci DNA nebo RNA, kterou Cas nukledza rozstépi (Makarova et al.,

2020).

3.5.1 Technologie editace genu

Technologie editace genomu je zalozena na schopnosti sekvencné specifickych nukleaz
vytvaret dvoufetézcové zlomy (double-stranded breaks — DSBs) DNA na konkrétnich mistech
chromozomu (Yin e Qiu, 2019). Nukleazou vytvoreny zlom je opraven bud’ nehomolognim
spojenim konct (non-homologous end joining — NHEJ) nebo homologii fizenou opravou
(homology directed repair — HDR) (Obrazek 4) (Sonoda et al., 2006). Oprava DSB pomoci
systému NHEJ je nepfesna a vede ke vzniku rizné velkych inzerci nebo deleci v misté DSB.
Tyto posunové mutace zpusobuji zménu ¢teciho ramce, ktera vede k inaktivaci genti (Song et
al., 2016). Systém HDR vyuziva k opravé DSB jako vzor homologni sekvenci DNA. Umoziiuje
tak inzerce sekvenci nebo zavedeni bodovych mutaci pomoci rekombinace lokust (Belhaj

et al., 2013).
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Obr. 4. Mechanismy opravy dvoufetézcovych zlomi DNA. Prevzato: Robertson et al., 2022.

Drive byly pro editaci genomu vyuzivany nukleazy zinkovych prstl (zinc finger nuclease
— ZFN) a efektorové nukleazy podobné transkripénim aktivatoram (transcription activator like
effector nuclease — TALEN) (Boch et al., 2009). ZFN a TALEN vedly k velkému pokroku
v moznostech genového inzenyrstvi, byly vSak pfiliS naro¢né pro optimalizaci
a béhem posledni dekady byly nahrazeny jinymi technologiemi editace gent prevazné€ noveé

objevenym systémem CRISPR/Cas (Obrazek 5) (Gaj et al., 2013).
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Obr. 5. Schématické znazornéni editace genomu pomoci CRISPR/Cas. Prevzato: Zhang et al.,

2022.

3.5.2 CRISPR/Cas systémy

Pocet znamych typa a subtypu systému CRISPR/Cas se neustale zvySuje, stejné jako nase
znalosti o jeho funkcich (Makarova et al., 2020). Pfedmétem vyzkumu v genovém inzenyrstvi
jsou predevsim systémy CRISPR/Cas druhé trfidy: CRISPR/Cas9, CRISPR/Casl2a
a CRISPR/Cas13a (Obrazek 6) (Robertson et al, 2022). Prvni efektorovou nukleazou
ze skupiny Cas proteinti, pouZzitou pro editaci gemonu byl protein Cas9 pochazejici z bakterie
Streptococcus pyogenes (Streptococcus pyogenes Cas9 — SpCas9). V systému CRISPR/Cas je
Cas9 tfazen do druhé tiidy, typu II. V pfirozené podobé systému CRISPR/Cas9 je pre-crRNA
rozstépena pomoci tractRNA a RNAd4zy III na jednotlivé crRNA. Vznikla crRNA spole¢né
s tractRNA vytvafi komplex s Cas9 nukledzou. Nasledné crRNA navadi Cas9 nukleazu
na komplementarni sekvence v invazni molekule dsDNA plazmidu nebo viru, kterou Cas9
nukleaza roz§tépi (Van Der Oost et al., 2014).

Aplikaci systému CRISPR/Cas9 v genovém inzenyrstvi umoznilo slouceni crRNA
a tractrRNA do jediné sgRNA. Vysledna sgRNA se sklada z kratké vlasenkové RNA (short
hairpin RNA — shRNA) zajistujici vytvoreni komplexu sgRNA s Cas9 nukleazou a navadéci
RNA (guide RNA - gRNA) o velikosti 20 nukleotidi navadéjici Cas9 nukleazu

na komplementarni cilovou sekvenci. Podminkou pro rozpoznani cilové sekvence systémem
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CRISPR/Cas9 je ptitomnost piilehlého protospacerového motivu (protospacer adjacent motif —
PAM) tvoreného nukleotidy NGG, nachazejiciho se bezprostredné za cilovou sekvenci DNA.
Protein Cas9 nese dvé nukleazové domény, RuvC a HNH, z nichz kazda §tépi jedno z vlaken
dsDNA. (Molla et Yang, 2020).

Systém CRISPR/Cas12a rozpoznava PAM tvoteny nukleotidy TTN pied cilovou sekvenci
ssDNA nebo dsDNA a vytvari DSBs s lepivymi konci az za cilovou sekvenci. Protein Cas12a
obsahuje stejn¢ jako Cas9 RuvC nukledzovou doménu, ale uz neobsahuje HNH nukleazovou
doménu. (Makarova et al., 2015). Schopnost systému CRISPR/Cas12a piesné naprogramovat
sekvenci lepivého konce by bylo mozné pouzit pro vlozeni navrzené sekvence DNA ve spravné
orientaci a na presnych pozicich pomoci komplementarnich koncti DNA prostiednictvim HDR.
Tim by bylo mozné vyuzit Casl2a pro aktivaci genti (Zetsche et al., 2015).

Oproti vétsiné dosud znamych systémi CRISPR/Cas vyznacujicich se nukleazovou
aktivitou proti dsDNA, cili CRISPR/Casl3a na ssRNA. Protein Casl3a se sklada ze dvou
lalokt, alfa helikalniho rozpoznavaciho (recognition — REC) laloku a nukleazového (nuclease
— NUQC) laloku. Lalok REC nese N-terminalni doménu (N-terminal domain — NTD) a Helical-
1 doménu. Lalok NUC nese Helical-2 doménu a dvé konzervativni nukleotid-vazebné domény
vysSich eukaryot a prokaryot (higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding domain —
HEPN) s nukleazovou aktivitou (Liu et al., 2017). Obé domény HEPN maji rozdilnou funkci.
Jedna HEPN doména zprostfedkovava zpracovani CRISPR lokusu, zatimco druha §tépi cilovou
RNA (East-Seletsky et al., 2016). Po prvnim rozstépeni cilové sekvence RNA zacina protein
Casl13a nespecificky Stépit cilovou 1 mimo cilovou RNA (East-Seletsky et al., 2017). Oproti
technologii RNAI, ktera §t€pi RNA v cytoplazmé, §tépi CRISPR/Cas13a cilovou RNA v jadre.
Protein Cas13a muze byt rozdilnymi gRNA soucasné navadén na vice RNA sekvenci. Aktivita
CRISPR/Casl3a systému muze byt s vyuzitim specifickych promotora limitovana pouze pro
urcité pletivo (Abudayyeh et al., 2017). Cilenou mutaci v doméné HEPN Ize u proteinu Cas13a
potlacit nukleazovou aktivitu. Tento , mrtvy* Casl3a (dead Casl3a — dCas13a) ma ale stale
schopnost se specificky vazat na RNA. Takto upraveny protein Casl3a lze vyuzit pro regulaci,
znaceni nebo detekci cilové RNA (East-Seletsky et al., 2017).

Vyuziti systému CRISPR/Cas13a proti RNA virdm v rostlinach bylo popsano v poslednich
letech (Aman et al., 2018). Pfedbézna studie prokazala, ze systém CRISPR/Cas13a dokaze cilit
a degradovat virovou RNA a zajistit toleranci proti RNA virim v jednodéloznych rostlinach.
V transgennich rostlinach ryze nesouci CRISPR/Cas13a se tfemi crRNA komplementarnimi

k sekvencim v genomech viru jizni ¢erné pruhované zakrslosti ryze (Southern rice black-
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streaked dwarf virus — SRBSDV) a viru pruhované mozaiky ryze (Rice stripe mosaic virus —

RSMYV) byla potvrzena inhibice infekce (Zhang et al., 2019).

(a) Cas9 (b) Cas12a (c) Cas13a
Stépi DNA/RNA Stépi DNA Stépi RNA
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Obr. 6. Schématické porovnani systémi CRISPR/Cas druhé tfidy. Pfevzato: Robertson et al.,
2022.

3.5.3 Vyuziti technologie CRISPR/Cas9, jako obranny mechanismus proti

virum

Rostlinné viry infikuji Siroky okruh kulturnich plodin a jsou zodpovédné za znacné ztraty
namnozstvi a kvalité¢ sklizné¢ (Nicaise, 2014). Bylo prokazano, ze CRISPR/Cas9
zprostiedkovanou editaci DNA lze pouzit jako obranny mechanismus proti DNA viram.
Systém CRISPR/Cas9 lze pouzit pro vytvoreni tolerance v rostlinach bud’ editaci rostlinného
genomu v genech S a R nebo navadénim Cas9 nukledzy pomoci sgRNA na komplementarni
sekvence v genomu patogenu (Obrazek 7) (Robertson et al., 2022). Genom rostlinnych vira
z Celedi geminiviridae je tvofen ssDNA, ale béhem replikace vytvari meziprodukty dsDNA,
které jsou vhodnym cilem pro systém CRISPR/Cas9 (Ali et al., 2015).

V modelovych rostlinach Nicotiana benthamiana a Arabidopsis thaliana byl UspéSné
pouzit systém CRISPR/Cas9 pro vytvofeni tolerance proti geminivirim. Ve virovych
genomech byly zvoleny cilové oblasti pro navrzeni sgRNA v genech pro replikacni protein,
prenosovy protein, obalovy protein nebo v intergenni oblasti (Ji et al., 2015).

Bylo publikovéano nékolik praci zabyvajicich se vyuzitim CRISPR/Cas9 zprostiedkované
tolerance proti geminivirim v kulturnich plodinach. Naptiklad v roce 2018 publikoval

Tashkandi er al. praci zabyvajici se pouzitim systému CRISPR/Cas9 pro vytvoreni tolerance
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k viru zluté kadefavosti listd rajCete (Tomato yellow leaf curl virus — TYLCV) v rostlinach
rajCete.

Dale byla publikovana prace zabyvajici se vytvorenim tolerance v rostlindach manioku
jedlého (Manihot esculanta) pomoci systému CRISPR/Cas9 proti viru africké mozaiky
manioku (African cassava mosaic virus — ACMV), avSak bez vytvoreni U¢inné tolerance.
Vysvétlenim nizké efektivity systému CRISPR/Cas9 muze byt vyssi efektivita replikace viru
nez nukleazova aktivita Cas9, ktera vede ke vzniku mutaci v cilové sekvenci viru rozpoznavané
sgRNA. Pozménénad sekvence jiz neni rozpoznavana sgRNA, a tudiz ani Stépena Cas9
nukleazou (Mehta et al., 2019).

Systém CRISPR/Cas9 byl pouzit k inaktivaci endogenniho viru pruhovitosti bananovniku
(Banana streak virus — BSV) v rostlinach bananovniku (Musa balbisiana). Inaktivace byla
zalozena na indukci mutaci ve tfech navrzenych pozicich genomu BSV pomoci systému
CRISPR/Cas9. Cilem mutaci v genomu viru bylo zabranit transkripci/translaci virovych
proteind. Sest rostlin s mutacemi ve viech tiech zvolenych pozicich nevykazovalo symptomy
BSV. Dvé rostliny s mutacemi ve dvou zvolenych pozicich vykazovaly mimé symptomy
(Tripathi et al., 2019).

Vétsina rostlinnych vira (60 %) ma RNA genom, tyto viry predstavuji vazné ohrozeni pro
zemeédelskou produkei (Lefkowitz ef al., 2017). Nékteré varianty proteinu Cas9 vykazuji RNA
specifickou aktivitu a nabizi moznost regulace genové exprese na urovni mRNA nebo toleranci
proti RNA viram. Jedna se o upravenou formu proteinu SpCas9 bez nukleazové aktivity
oznacovanou jako RNA rozpoznavajici Cas9 (RNA-targeting Cas9 — RCas9), ktery
se specificky vaze na jednovlaknovou RNA (single-stranded RNA — ssRNA) diky syntetické
sekvenci nesouci PAM (Nelles et al., 2016). Dal§im Cas9 proteinem se specifitou pro RNA bez
nukleazové aktivity je Cas9 pochazejici z bakterie (Francisella novicida Cas9 — FnCas9), ktery
byl pouzit pro vytvoreni tolerance proti RNA viru okurkové mozaiky (cucumber mosaic virus
— CMV) v rostlinach tabaku a huseni¢ku (Zhang et al., 2018).

Poslednim trendem ve vyvoji CRISPR/Cas systému proti RNA virim je pouziti jedné
polyvalentni gRNA (polyvalent gRNA — pgRNA) navrzené tak, aby jeden spacer mohl cilit
na vice sekvenci v genomu viru nebo na sekvenci v genomech rozdilnych virt. Tento princip
vyuziti CRISPR/Cas systému by zabranil Sifeni a expresi RNA vira v rostlinach efektivnéji nez

monovalentni gRNA (Bagchi ez al., 2022).
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Obr. 7. Schéma strategii pro vytvoreni tolerance proti virim pomoci systému CRISPR/Cas.

Prevzato: Robertson et al., 2022.

3.5.4 Vyuziti technologie CRISPR/Cas9 u jeCmene

V posledni dobé je pro vyzkum je¢mene vyuzivana technologie CRISPR/Cas9. Prostfednictvim
této technologie lze ziskavat mutanty a provadét studie funkce jednotlivych gend. Napriklad
v rostlinach jarniho jeCmene odridy Golden Promise byla pomoci technologie CRISPR/Cas9
provedena inaktivace genu NUD. Gen NUD ovliviiuyje tvorbu pluchatych obilek, jeho umlcenim
cilenou mutagenezi systémem CRISPR/Cas9 lze oproti tradiénim technikam Slechténi ziskat
nové odrady s nahymi obilkami, a to rychleji bez preneseni nezadoucich vlastnosti (Gerasimova
et al., 2020).

V roce 2019 byla publikovana prace o vytvoreni tolerance proti WDV v rostlinach jemene
pomoci systému CRISPR/Cas9. Pro vytvofeni tolerance byly navrzeny ¢tyii rozdilné sgRNA,
které navadély Cas9 nukledzu na konzervativni sekvence v klicovych oblastech genomu WDV.
Nukleazova aktivita Cas9 byla potvrzena pouze u jedné ze Ctyt sekvenci komplementarnich

k sgRNA (Kis et al., 2019).
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3.6 Pravni statut geneticky editovanych rostlin

Jedna se o nové inovativni metody Slechténi (New Breeding Techniques — NBT), kdy jsou
rostliny s novymi vlastnostmi ziskavany pomoci editace genti (Gene Editing — GE).
Za editované rostliny jsou povazovany takové, které byly ziskany jednou ze Ctyf raznych
technik cilené mutageneze: CRISPR/Cas, TALEN, mutagenezi fizenou meganukleazami
a pomoci oligonukleotidi.

Cilem GE je stejné jako v pripad€ geneticky modifikovanych organismi (genetically
modified organism — GMO) ziskani pozadovanych vlastnosti v plodinach. Témito vlastnostmi
mohou byt zvySeni vynosd, vytvoreni tolerance k pesticidim, vytvofeni rezistence proti
skidciim, ziskani vétsi odolnosti proti suchu nebo zaplaveni a zmeéna nutricniho slozeni
plodiny. Techniky GE umoziuji pfesnéjsi a rychlejsi modifikaci genti nez klasické techniky
Slechténi (https://www.biotrin.cz/databaze-nbt-plodin/).

Na zékladé rozhodnuti Evropského soudniho dvora v roce 2018 byly organismy ziskané
technikami NBT zafazeny v EU do kategorie GMO. Jsou proto povazovany za GMO

a podléhaji stejné legislativé (New plant-breeding techniques (europa.eu)).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Pro transformaci tfi riznych sgRNA (sgRNA_CP, sgRNA_MP a sgRNA_Rep) byly v ramci
diplomové prace pouzity transgenni rostliny ,,polotovary® jarniho je¢mene (H. vulgare), odrady
Golden Promise nesouci Cas9 nukleazu. Transformace Cas9 byla provedena v roce 2018
dle metodiky Harwood et al., 2009.

Ke klonovani expresniho vektoru byly pouzity chemickokompetentni bakterie E. coli,
kmen DHS5a. Bakterie maji schopnost pfijmout plazmidovou DNA z vné&jsiho prostiedi
po kratkodobém vystaveni teploté 42 °C. Této vlastnosti se vyuziva v genovém inzenyrstvi.

Pro transformaci rostlin jarniho jeCmene byly pouzity elektrokompetentni bakterie
A. tumefaciens, kmen AGLI1, ktery dokaze ptijmout plazmidovou DNA z vnéjsiho prostiedi
po vystaveni elektrickému pulzu. A. fumefaciens je ptirozené se vyskytujici patogenni bakterie
rostlin, kterd je schopna inkorporovat T-DNA z tumor indukuyjicitho (tumor inducing — Ti)
plazmidu do genomu rostliny. V genovém inzenyrstvi jsou bakterialni geny T-DNA nahrazeny

zajmovymi geny.

4.1.2 Chemikalie

EDTA, SIGMA-ALDRICH, 129 K0015

Ethidium bromid, SIGMA-ALDRICH, 1.11608

Chlornan sodny (NaClO), SIGMA-ALDRICH, 71696-2,5L
Isopropanol, SERVA, 45629.01

Marker molekulové hmotnosti 1, Bioline, BIO-33025
Marker molekulové hmotnosti 2, Bioline, BIO-33039

T4 DNA ligaza, NEB, M0202

T4 ligazovy pufr (10X), NEB, M0202

Restrikéni nukleaza Bsal-HF, NEB, R3535

Restrik¢ni nukleaza EcoRI-HF, NEB, R3101
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Restrik¢ni nukleaza BamHI-HF, NEB, R3136S
rCutSmart™ Buffer, NEB

Gel Loading Dye, Purple (6X). NEB, B7024S

MS médium, Duchefa, M0222.0050

MS médium, Duchefa, M0221

MS médium, Duchefa, M0238

Phytagel, P8169-500G

Malt6za monohydrat, MERCK, 6363-53-7

Casein hydrolysate, SIGMA-ALDRICH, 91079-40-2
Myo-inositol, Duchefa,010214.03

Prolin, Duchefa, 015545.02

Glutamin, Duchefa, 014300.04

Thiamin HCl

Kyselina 3,6-dichlor-3-methoxybenzoova (Dicamba)
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)
6-Benzylaminopurin (BAP)

Timentin, Duchefa, 016559.03

Kanamycin, Duchefa, 011216.25

Rifampicin, SLBH2676V

Tetracyklin, Duchefa, TO150

NaCl, SIGMA-ALDRICH, 31658 1202

Phyto agar, Duchefa, P1003.1000

Primer F Generi Biotech

Primer R Generi Biotech

ReadyMix, SIGMA-ALDRICH, R2523-100RXN
Sacharosa, Lachner, 40135-APO

SDS, SIGMA-ALDRICH, 306040897

TRIS HCI, SIGMA-ALDRICH, 93362

UltraPure Agarose, Invitrogen, 16500-500

Voda (DNA/RNA free), SIGMA-ALDRICH, W5402
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4.1.3 Pristroje

Analytické vahy M124Ai1, BELengineering, Italie
Binokularni lupa, VWR, USA

Centrifuga D1008, DLAB, Cina

Centrifuga Jouan BR4i, DJB, UK

Centrifuga 5418, Eppendorf, Némecko

Centrifuga 5804Rs, Eppendorf, Némecko

Dokumentacni zafizeni pro fluorescenci/luminiscenci G:BOX, SYNGENE, UK
Elektroporator, CELL JECT, Thermo Scientific

Inkubator INCUCELL 55, BMT,

Inkubator INCU-Line, WVR, USA

Kultivaéni komora Adaptis A1000, Conviron, Kanada
Laminarni flowbox, GELAIRE, Australie

Laminarni flowbox, MERCI, CR

Magneticka michacka vicemistna bez topeni POLY 15, Thermo Scientific
Orbitalni tfepacka-Inkubator, ES-20, Biosan

pH metr, WTW, USA

Sestava PC ibronze II 1702, HAL 3000, CZ
Spektrofotometr/Fluorometr DS-11 FX, DeNovix, USA
Technické vahy, BOECO GERMANY, Némecko
Termocycler T100™, Bio-Rad, USA

WARIOMAG, USA

Zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac™, BioRad, USA

32



4.1.4 Vektory a protospacery

Pro vlozeni tii riznych sgRNA (sgRNA_CP, sgRNA_MP a sgRNA_Rep) byl pouzit vektor
pPBRACT214AS_OsUb6a-sgRNA mini vector, o velikosti 3654 bp (Obrazek 8). Vektor byl
oznacen ¢islem 318/10-5. Soucasti vektoru je OsU6a sgRNA promotor pochézejici z ryze. Mezi
promotor a sgRNA (restrikcni misto Bsal) byly vkladany sekvence protospacert pro geny viru

(CP, MP a Rep), kazdy samostatn¢ (Obrazek 9). Cilem bylo vytvoiit tfi vektory obsahujici
protospacery WDV_CP, WDV_MP a WDV _Rep:

1. pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP, expresni vektor oznacen ¢islem 341
2. pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP, expresni vektor oznacen Cislem 342
3. pPBRACT214AS_OsU6ba-sgRNA_Rep, expresni vektor oznacen Cislem 343
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Obr. 8. Schéma pBRACT214AS OsU6a-sgRNA mini vector. Restrikéni mista: Bsal

vyznac¢eno zelen€é, EcoRI vyznaceno cCervené, BamHI vyznaCeno modfe. Pfipraveno
v programu SnapGene.
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Obr. 9. Schéma genomu WDV s navrhy pozic protospacert.

Pro replikaci vektoru pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA v A. tumefaciens AGL1 byl pouzit
pomocny plazmid pSoup (Obrazek 10) (www addgene: pSOUP).
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Obr. 10. Schéma plazmidu pSOUP. Restrikéni mista: BamHI vyznadeno modre,

Pievzato: Addgene: pSOUP.
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Sekvence protospaceri v genech WDV CP, MP a Rep byly navrzeny pracovnikem LRR,
Laboratofe rustovych regulatora Mgr. Tomasem Vickem, Ph.D. (Tabulkal).

Jednotlivé sekvence protospacert (F a R) s presahy gentd byly syntetizovany GENERI
BIOTECH s. r. 0. (www.generi-biotech.com).

Tabulka 1. Sekvence protospacerit WDV_CP, WDV_MP a WDV _Rep s presahy, (oznaCeny

velkymi pismeny).
Cileny gen = Nazev sekvence protospaceru Sekvence s presahy pro klonovani
WDV CP PROTO_F_1st_ WDV-CP GCCGgccactacccagttgtagegt
PROTO_R_1st WDV-CP AAACacgctacaactgggtagtggc
WDV MP PROTO_F_1st_ WDV-MP GCCGgagcaagccaagcaacgcecta
PROTO_R_Ist. WDV-MP AAACtaggcgttgcttggcttgctc
WDV Rep PROTO_F_1st_WDV-Rep GCCGgcaatgccttaaacctecgta
PROTO_R_1st. WDV-Rep AAACtacggaggtttaaggcattgc

Pro restrikéni §tépeni vektoru a pomocného plazmidu byly pozity restrikéni enzymy Bsal-HF,

EcoRI-HF a BamHI-HF (Tabulka 2).

Tabulka 2. Sekvence pouzitych restrik¢nich mist.

Restrik¢ni nukle4za Restrikéni sekvence
BsalHF 3 -CCAGAGNMA-S
EcoRI-HF CTTAAAGS
BamHI-HF S CCTAGHGS

4.2 Pracovni postup

4.2.1 Klonovani expresniho vektoru
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4.2.1.1 Vystépeni restrikéniho mista z expresniho vektoru

Z vektoru pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA mini vector bylo pomoci restrikéniho enzymu Bsal
vystépeno misto pro vlozeni protospacera WDV_CP, WDV_MP a WDV _Rep (Obrazek 11).

Vystépeni mista pro
vloZeni protospaceru

VloZeni protospaceri
pomoci T4 DNA ligézy

Bsal-HF | ’
} o

WDV_CP WDV_MP WDV _Rep

sgRNA CP sgFRINA Fep
Transformace Tranzformace Transformace
tepelnym Sokem tepelnym Sokem tepelnym Sckem
pe DHa DHia
Kan Kan Kan
LB+ LB+ B
Kan Kan an
Izolace Izolace Izolace
velktoru veltom velktor
sgRNA CP
Stépeni veldoru Stépeni veltoru Stépeni veltoru
enzymy EcoRI-HF enzymy EcoRI-HF enzymy EcoRI-HF
a BamHI-HF a BamHI-HF a BamHI-HF
Selvenace Selkvenace Selvenace

Obr.11. Schéma klonovani protospaceru WDV_CP, WDV_MP nebo WDV_Rep ve vektoru

pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA mini vector.
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Vektor pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA mini vector byl oznacen Cislem 318/10-5

1. Na zéakladé koncentrace pDNA bylo stanoveno slozeni smési pro restrikéni Stépeni
(Tabulka 3).

2. Stépeni vektoru restrikéni endonukleazou Bsal-HF probihalo 24 hodin pii 37 °C.

3. Vektor byl separovan v 1% agar6zovém gelu a izolovan pomoci kitu QIAEX II Gel
Extraction Kit.

4. Cistota izolované pDNA byla stanovena pomoci spektrofotometru (DeNovix).

5. Velikost linearizovaného vektoru byla ovéfena pomoci elektroforézy v 1% agar6zovém

gelu.

Tabulka 3. Slozeni smé&si pro restrikéni Stépeni pDNA.

Slozka Objem [pl]
Bsal-HF 4
p318/10-5 8

10X NEBuffer 8

H>O 60

Celkem 80

4.2.1.2 Ligace protospaceru do expresniho vektoru

Do vystépeného restrikéniho mista vektoru 318/10-5 byl pomoci T4 ligazy vlozen jeden ze tfi
rozdilnych protospaceri (WDV_CP, WDV_MP, WDV Rep). Ligace byla provedena dle
protokolu: Ligation Protocol with T4 DNA Ligase (M0202) | NEB (Tabulka 4).
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Tabulka 4. Slozeni reakce pro ligaci protospacert.

Slozka Objem [pl]
Ligaza T4 1

Buffer 2
Protospacer 1
p318/10-5 5

H>O 11

Celkem 20

4.2.1.3 Transformace kompetentnich bunék E. coli DHSa

Do chemickokompetentnich bunék E. coli kmene DHS5o byl pomoci tepelného Soku
transformovan vektor 318/10-5 s vlozenym protospacerem dle protokolu: Addgene: Protocol -

Bacterial Transformation.

4.2.1.4 1zolace plazmidové DNA z kompetentnich bunék E. coli DH5a

Izolace pDNA z bun¢k E. coli kmene DHSa byla provedena podle protokolu uvedeného v kitu
QIAprep Spin Miniprep Kit-QIAGEN (kat. ¢. 27104). Pfitomnost vektort byla ovérena pomoci

elektroforézy v 1% agar6zovém gelu.

38



4.2.1.5 Ovéreni vlozeni protospaceru do expresniho vektoru

Vlozeni protospaceru do expresniho vektoru bylo ovéfeno pomoci Sté€peni plazmida

restrikénimi nukleazami EcoRI-HF a BamHI-HF.

1. Na zéakladé koncentrace pDNA bylo stanoveno slozeni smési pro restrikéni Stépeni
vektoru.

2. Stépeni vektoru restrikénimi nukleazami probihalo 24 hodin pii 37 °C.

3. Vlozeni protospaceri bylo ovéfeno porovnanim velikosti linearizovanych vektort
s markerem molekulové hmotnosti a linearizovanym vektorem 318/10-5

po elektroforetické separaci v 1% agardzovém gelu.

Vlozeni protospaceru do expresniho vektoru bylo ovéfeno sekvenaci na pracovisti Ustavu

experimentélni botaniky AV CR, v. v. i.

Vektory s vlozenym protospacerem:

1. pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP, vektor oznacen Cislem 340
2. pPBRACT214AS_0OsU6a-sgRNA_CP, vektor oznacen Cislem 341
3. pPBRACT214AS_OsU6ba-sgRNA_MP, vektor oznacen Cislem 342
4. pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep, vektor oznacen ¢islem 343

4.2.2 Transformace kompetentnich bunék A. tumefaciens AGL1

Vektory byly spole¢né s pSOUP, kazdy samostatné transformovany do kompetentnich bunék
A. tumefaciens kmene AGL pomoci elektroporace (Obrazek 12). Transformace byla provedena
dle protokolu: An Efficient Agrobacterium-Mediated Transformation Protocol for Hexaploid

and Tetraploid Wheat - Hayta - 2021 - Current Protocols - Wiley Online Library.
Z A. tumefaciens byly izolovany vektory a jejich pfitomnost byla ovéfena pomoci

elektroforézy. Pritomnost protospacert ve vektorech byla ovéfena pomoci restrikéni analyzy

enzymem BamHI-HF.
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Obr.12. Schéma postupu piipravy expresnich vektori nesoucich protospacer WDV_CP,
WDV_MP a WDV_Rep. Transformace vektoru spolecné s pomocnym plazmidem pSOUP
do A. tumefaciens kmene AGLI1.
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Expresni vektory urcené pro transformaci jarniho jeCmene:

349/2 : pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP, vektor 341
346/1 : pPBRACT214AS_OsUb6a-sgRNA_MP, vektor 342
359/1, 359/2 : pPBRACT214AS_OsU6ba-sgRNA_Rep, vektor 343

4.2.3 Transformace jarniho jeCcmene odriudy Golden Promise

Transformace nezralych zygotickych embryi jarniho jeCcmene odridy Golden Promise byla
provedena dle protokolu Harwood et al., 2009. Barley Transformation Using Agrobacterium-

Mediated Techniques.

4.2.4 In vitro kultivace explantati jarniho jeCmene

Explantaty jarniho jeCmene odridy Golden Promise transformované pomoci A. tumefaciens
kmene AGLI1 byly kultivovany in vitro dle protokolu Harwood et al., 2009 bez hygromycinové

selekce. Barley Transformation Using Agrobacterium-Mediated Techniques.

Média pro transformaci jarniho jeCmene odridy Golden Promise bez hygromycinu byla
pfipravena dle protokolu Harwood et al., 2009. Barley Transformation Using Agrobacterium-

Mediated Techniques.

4.2.5 1zolace DNA z rostlin jarniho jeCmene

Z regenerovanych rostlin jarniho je€mene byla izolovana DNA dle protokolu Edwards ef al.,

1991.
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4.2.6 Ovéreni pritomnosti sSgRNA pomoci PCR analyzy

Ve vzorcich izolované genomické DNA byla pomoci PCR ovéfena piitomnost jednotlivych

sgRNA. Amplifikované iseky DNA nesouci OsU6a promotor a jednu ze tii rozdilnych sgRNA

(sgRNA_CP, sgRNA_MP a sgRNA_Rep) byly separovany v 1% agardzovém gelu.

1. Zjednotlivych komponent byla pfipravena reakéni smés pro PCR (Tabulka 5).

2. Byla provedena PCR s pouzitim pfistroje termocycler (Bio-Rad 100), program

PROTO CK OS (Tabulka 6).

3. Pomoci elektroforézy v 1% agar6zovém gelu byly separovany produkty PCR,
k detekci byl pouzit UV transiluminator (G:BOX, SYNGENE).

Tabulka 5. Slozeni reakéni smési PCR, pro jeden vzorek.

Slozka reak¢ni smési Objem [ul]

PCR voda 2,5
RedyMix 5
Primer F 0,25
Primer R 0,25
Templat DNA 2
Celkem 10

Tabulka 6. Amplifikace useku expresni kazety kodujici OsU6ba promotor a sSgRNA probéhla

podle programu PROTO CK OS.

Dg¢j Teplota [°C] Cas [min] Pocet cyklu
Aktivacni denaturace 95 3:00 1 x
Denaturace 95 0:20

Nasedani primera 59 0:30 38 x
Extenze 72 0:50

Zaveérecna amplifikace 72 5:00 1 x

42



Primery PROTO CK Os byly navrzeny tak, aby amplifikovaly Gsek expresni kazety kodujici
(Tabulka 7):

1) OsU6a promotor a sgRNA_CP

2) OsU6a promotor a sgRNA_MP

3) OsU6a promotor a sgRNA_Rep

Tabulka 7. Sekvence primerd pro amplifikaci tseku expresni kazety tvofeného OsUb6a

promotorem a sgRNA.

Nézev primeru Sekvence Velikost amplikonu
PROTO CK Os F 5'-CTGAACTAGCCGGTCACCTG-3’
PROTO CK Os R 5"-TGTGTGGAATTGTGAGCGGA-3’

560 bp
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5 VYSLEDKY

Byly pripraveny tfi rozdilné expresni vektory vlozenim tii rozdilnych protospacert
komplementarnich k tisekiim v klicovych genech CP, MP a Rep viru WDV do vektoru
pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA. Expresni vektory byly amplifikovany v kompetentnich
bunikach E. coli kmene DH5a. Z bunék E. coli byly izolovany expresni vektory 340 a 341
nesouci sgRNA CP, expresni vektor 342 nesouci sgRNA MP a expresni vektor 343 nesouct
sgRNA Rep. Expresni vektory 341, 342 a 343 byly, kazdy zvlast, transformovany
do kompetentnich bunék A. rumefaciens kmene AGL1. Expresni vektor 341 nesouci
sgRNA_CP v A. tumefaciens byl oznaCen Cislem 349. Expresni vektor 342 nesouci sgRNA MP
v A. tumefaciens byl oznaCen Cislem 346. Expresni vektor 343 nesouci sgRNA Rep
v A. tumefaciens byl oznacen Cislem 359. Pfipravené expresni vektory byly kazdy zvlast
transformovany do bun€k jarniho jemene odridy Golden Promise. Pfitomnost transgenu

v regenerovanych rostlinach byla ovéfena pomoci PCR analyzy.

5.1 Izolace linearizovaného vektoru s vysStépenym mistem pro vloZeni

protospaceru
Izolace linearizovaného vektoru pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA s vys§tépenym mistem pro
vlozeni protospaceru byla ovéfena pomoci elekroforetické separace v 1% agardézovém gelu

(Obrazek 13).

Vektor pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA, bez protospaceru byl oznacen ¢islem 318/10-5.
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10000 b

3632 bp

1000 bp

u p318/10-5
Obr. 13. Detekce linearizovaného vektoru 318/10-5 svysSt€épenym mistem pro vlozeni
protospaceru, v 1% agarozovém gelu. LI — Ladder I, p318/10-5 — linearizovany vektor.

Predpokladana velikost plazmidového fragmentu je 3632 bp.

5.2 Restrik¢ni analyza vektori izolovanych z E. coli DHSa.

Vlozeni sekvence protospaceru (WDV_CP, WDV_MP, WDV_Rep) do expresniho vektoru
bylo ovéfeno restrikénim stépenim vektoru 318/10-5 izolovaného z bunék E. coli DH5a pomoci

restrikénich nukleaz EcoRI-HF a BamHI-HF (Obrazek 14).

Fragmenty plazmidu, 318/10-5

10000 bp

1000 b

LI CcP1 CcP2 CcP3 CcP4 MP1 MP2 MP3 Repl Rep2 634 C

- - -~ - - - - - -

Obr. 14. Elektroforetické ovéfeni pfitomnosti protospaceru ve vektoru 318/10-5, restrikéni
enzymy BamI-HF a EcoRI-HF; LI- Ladder I, 1-9 — linearizovany vektor 318/10-5,
C*—linearizovany vektor 318/10_5 bez vlozeného protospaceru, C° — neStépeny vektor

318/10-5. Predpokladana velikost linearizovaného vektoru je 3652 bp.
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Vektory pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA s vlozenym protospacerem byly oznaceny:
340 : pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP, vektor CP3

341 : pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP, vektor CP4

342  : pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP, vektor MP2

343  : pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep, vektor Repl

5.3 Izolace vektoru z A. tumefaciens AGL1

Izolace vektoru pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA a pomocného plazmidu pSoup z bunék
A. tumefaciens byla ovéfena pomoci elektroforetické separace v 1% agardézovém gelu

(Obrazek 15, Obrazek16 a Obrazek 17).

Detekce vektoru izolovanych z A. tumefaciens

349/2 : pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP

346/1 : pPBRACT214AS_OsUb6a-sgRNA_MP
359/1, 35972, 359/4 : pPBRACT214AS_OsU6ba-sgRNA_Rep

10000 bp

LI p349/2

Obr. 15. Detekce vektoru 349/2 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP) a plazmidu pSOUP,
které byly izolovany z A. tumefaciens. L1 — Ladder I, p349/2 — vektor 349/2 a pSOUP.
Predpokladana velikost vektoru 349/2 je 3652 bp, velikost pSOUP 9274 bp.
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10000 bp

3652 bp
———

1000 bp

LI p346/1

Obr. 16. Detekce vektoru 346/1 (P BRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP) a plazmidu pSOUP,
které¢ byly izolovany z A. tumefaciens. L1 — Ladder I; p346/1 — vektor 346/1 a pSOUP.
Predpokladana velikost vektoru 346/1 je 3652 bp, velikost pSOUP 9274 bp.

10000 bp 9274 bp

3652 bp

1000 bp

LI p359/1 p359/2 p359/4

Obr. 17. Detekce vektora 359/1, 359/2 a 359/4 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep)
a plazmidu pSOUP, které byly izolovany z A. tumefaciens. L1 —Ladder I; p359/1 — vektor 359/1
a pSOUP; p359/2 — vektor 359/2 a pSOUP; p359/4 — vektor 359/4 a pSOUP. Piedpokladana
velikost vektorti 359/1, 359/2 a 359/4 je 3652 bp, velikost pSOUP 9274 bp.
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5.4 Restrik¢ni analyza vektoru izolovanych z A. tumefaciens AGL1

Pfitomnost protospacert WDV_CP, WDV_MP, WDV_Rep v expresnich vektorech
pBRACT214AS_OsUb6a-sgRNA izolovanych z A. tumefaciens byla ovéfena restrikCnim
Stépenim pomoci enzymu BamHI-HF (Obrazek 18, Obrazek 19 a Obrazek 20).

10000 bp 9274 bp

3652 b

1000 bp

LI p349/2 p341 pSOUP

Obr. 18. Stépeni vektoru 349/2 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP) enzymem BamI-HF
izolovaného z A. tumefaciens, vektoru 341 izolovaného z E. coli a plazmidu pSoup.
Predpokladana velikost linearizovaného vektoru 349/2 a 341 je 3652 bp, velikost
linearizovaného plazmidu pSOUP je 9274 bp.
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10000 b

1000 bp

LI p346/1 p342 pSOUP

Obr. 19. Stépeni vektoru 346/1 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP) enzymem BamI-HF
izolovaného z A. tumefaciens, vektoru 342 izolovaného z E. coli a plazmidu pSoup.
Predpokladana velikost linearizovaného vektoru 346/1 a 342 je 3652 bp, velikost
linearizovaného plazmidu pSOUP je 9274 bp.

9274 bp 10000 bp

3652 bp

1000 bp

p359/1 p359/2 p359/4 p343  pSOUP LI
- +

Obr. 20. Stépeni vektoru 359/1, 359/2 a 359/4 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep)
enzymem BamlI-HF izolovaného z A. tumefaciens, vektoru 343 izolovaného z E. coli
a plazmidu pSoup. Pfedpokladana velikost linearizovanych vektort 359/1, 359/2, 359/4 a 343
je 3652 bp, velikost linearizovaného plazmidu pSOUP je 9274 bp.
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5.5 Transformace nezralych zygotickych embryi jecmene

Expresni vektory ptipravené pro transformaci jarniho je¢mene odridy Golden Promise:

349/2 : pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP
346/1 : pPBRACT214AS_OsUb6a-sgRNA_MP
359/1,359/2 : pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep

K transformaci byla pouzita nezrala zygoticka embrya jarniho jecmene odridy Golden Promise
o pruméru 1,5 az 2 mm. Celkem bylo transformovano 332 nezralych zygotickych embryi
jarniho je¢mene odridy Golden Promise (Obrazek 21). Expresnim vektorem 349/2 nesoucim
sgRNA CP bylo transformovano 68 embryi, expresnim vektorem 346/1 nesoucim sgRNA MP
bylo transformovano 94 embryi a expresnim vektorem 359/1, 359/2 nesoucim sgRNA Rep
bylo transformovano 170 embryi. Celkem regenerovalo 245 rostlin, z toho 81 rostlin
transformovanych vektorem 349/2, 76 rostlin transformovanych vektorem 346/1 a 88 rostlin

transformovanych vektorem 359/1, 359/2 (Obrazek 22, Obrazek 23 a Obrazek 24). VSechny

regenerované rostliny byly genotypizovany.

Obr. 21. Indukované kalusy jarniho jeCmene odridy Golgen Promise transformované
expresnim vektorem 346/1 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP) po 28 dnech kultivace

na kalus indukénim médiu — CI, bez selekce.
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Obr. 22. Regeneryjici rostliny jarniho jeCmene odridy Golden Promise transformované
expresnim vektorem 346/1 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP) po 49 dnech kultivace

na tranzientnim médiu — T, bez selekce.

Obr. 23. Regenerované rostliny jarniho jeCmene odridy Golden Promise transformované
expresnim vektorem 359/1 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep) po 61 dnech kultivace

na regenera¢nim médiu — R, bez selekce.
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Obr. 24. Regenerované rostliny jarniho jeCmene odridy Golden Promise transformované
vektorem 359/1 (pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep) po piesazeni do sadbovacich tabletd
(Jiffd).

5.6 Detekce transgennich rostlin

Pomoci metody PCR byl amplifikovan tisek expresni kazety nesouci OsU6a promotor a sgRNA
o velikosti 560 bp. Pfitomnost useku expresniho vektoru v testované rostliné¢ byla urena

na zakladé elektroforetické separace produkti PCR analyzy v 1% agar6zovém gelu.

Podafilo se ziskat 21 transgennich rostlin, z toho 3 transgenni rostliny nesouci sgRNA CP
(Obrazek 25 a Obrazek 26), 7 transgennich rostlin nesoucich sgRNA MP (Obrazek 27,
Obrazek 28 a Obrazek 29) a 11 transgennich rostlin nesoucich sgRNA Rep (Obrazek 30,
Obrazek 31, Obrazek 32, Obrazek 33 a Obrazek 34).
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Vzorky DNA, sgRNA_CP, sgRNA_MP, sgRNA_Rep
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Obr. 25. Elektroforetické vyhodnoceni piitomnosti transgenu sgRNA_CP, sgRNA_MP,
v regenerovanych rostlinach, primer PROTOCKOs; 1 — vzorek DNA sgRNA_Rep;2 — vzorek
DNA sgRNA_MP; 3-12 — vzorek DNA sgRNA_CP; H>O — voda; C — negativni kontrola;
C* — pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.

Vzorky DNA, sgRNA_CP

117 121 122 124 125 126 128 131 132 139 140 143 H,0 G c L

i

Obr. 26. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA CP v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-12 — vzorky DNA; H20 — voda; C™ — negativni kontrola;
C* — pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.

Vzorky DNA, sgRNA_MP

42 43 44 45 46 47 49 51B 65 66B 66C 76 H,0 C Cr L

+ +

Obr. 27. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA MP v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-12 — vzorky DNA; H20 — voda; C™ — negativni kontrola;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.
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Vzorky DNA, sgRNA_MP
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Obr. 28. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA MP v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-12 — vzorky DNA; H20 — voda; C™ — negativni kontrola;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.

Vzorky DNA, sgRNA_MP sgRNA_CP

83A 84B 85 90 91 92 94 988 123 133 H,O C ¢ L

Obr. 29. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA MP, sgRNA_CP
v regenerovanych rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-10 — vzorky DNA; H>O - voda;
C —negativni kontrola; C* — pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu
560 bp.

Vzorky DNA, sgRNA_Rep

560 bp

2B 4B 5 6 78 8B 8C 9-1 9-2 10A-1 10A-2 10B H,O C ct Li

Obr. 30. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA Rep v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-12, vzorky DNA; H>O — voda; C — negativni kontrola;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.
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Vzorky DNA, sgRNA_Rep

1 2A 3 4A-1 4A-2 4C T7A-1 7A-2 8D 18A 20D 22 H,O G cr L

+ + + + + +

Obr. 31. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA Rep v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-12 — vzorky DNA; H20 — voda; C™ — negativni kontrola;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.

Vzorky DNA, sgRNA_Rep (&5

7C  19A 20A 20C 22C 26 28 59 61 C C (o2 H,0 C c L

+ +

Obr. 32. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA Rep v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-9 — vzorky DNA; C™ — negativni kontrola; H>O — voda;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.

Vzorky DNA, sgRNA_Rep

12 138 158 188 198 21A 22B 31 36 55 58 62 H,0 C (o L
+

Obr. 33. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA Rep v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-12 — vzorky DNA; H20 — voda; C™ — negativni kontrola;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.
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Vzorky DNA, sgRNA_Rep
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-

Obr. 34. Elektroforetické vyhodnoceni pfitomnosti transgenu sgRNA Rep v regenerovanych
rostlinach, primer PROTOCKOs; 1-10 — vzorky DNA; H>O — voda; C™ — negativni kontrola;
C*— pDNA 343; LII — Ladder II. Pfedpokladana velikost amplikonu 560 bp.

Celkova efektivita transformace vSech tfi vektort byla 8,6 % (Tabulka 8). Efektivita
transformace rostlin vektorem 349/2 (pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP) byla 3,7 %.
Efektivita transformace rostlin vektorem 346/1 (pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP) byla
9,2 %. Efektivita transformace rostlin vektorem 359/1, 359/2 (pBRACT214AS_OsU6a-
sgRNA_Rep) byla 12,5 %. Pficinou nizké efektivity transformace mize byt skuteCnost, ze
béhem indukce kalusi i béhem regenerace nebyl do médii pfidavan Hygromycin. Béhem
kultivace nedochéazelo k selekci transgennich pletiv ani regenerujicich rostlin a vitalni

netransgenni rostliny Casto prerustaly transgenni rostliny.

Tabulka 8. Efektivita transformace.

SgRNA
Ccp MP Rep
Vektor Vektor Vektor
p359/1

p349/2 p346/1 p359/2 Celkem
Transformace embryi 68 94 170 332
Pfesazeno 81 76 88 245
Izolace DNA 81 76 88 245
PCR pozitivni 3 7 11 21
Efektivita transformace (%) 3,7 9,2 12,5 8,6
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6 DISKUZE

Biotechnologickych postupt 1ze vyuzit k vytvoreni tolerance k virovym chorobam. U rostlin se
vyuzivaji technologie PDR, RNAi a CRISPR/Cas9.

Napriklad cilenou mutagenezi v S genu PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE LIKE 5—
I1(PDIL5-1) pomoci systému CRISPR/Cas9 byla vytvorena tolerance k viru mirné zluté
mozaiky jeCmene (barley mild mosaic virus — BaMMV) a viru Zluté mozaiky jeCmene (barely
yellow mosaic virus —BaYMV) v ozimém jeCmeni odrudy Igri a jarnim jeCmeni odridy Golden
Promise. Mutace v S genu PDIL5-1 poskytujicim toleranci byla ptivodné objevena ve dvou
odridach jecmene HOR1363 a Russia 57. Ziskani mutanti nesouci nové alely PDIL5-1 byly
mechanicky infikovani BaMMYV. Bylo prokazano, ze vsechny posunové mutace a nekteré
substitucni mutace poskytovaly odolnost vi¢i BaMMYV. Testovani mutanti nevykazovaly
fenotypové rozdily, ani rozdily ve vynosu. Pfeneseni mutace z pivodnich odrad klasickymi
technikami §lechténi by bylo ¢asové naro¢né s moznym prenesenim nezadoucich gent (Hoffie
et al., 2023).

Patogen muze uniknout systému CRISPR/Cas9 mutaci v cilovych sekvencich sgRNA.
Oprava DSBs vytvorenych nukleazovou aktivitou proteinu Cas9 v genomu patogenu muze
zpusobit substituce nebo delece/inzerce v cilovych sekvencich sgRNA. Moznym feSenim
je souCasné pouziti vice sgRNA s rozdilnymi cilovymi sekvencemi nebo navrzeni jedné
pgRNA, kterd je komplementéarni k rozdilnym sekvencim v genomu patogenu. Tuto strategii
1ze soucasné pouzit k vytvoreni tolerance proti rozdilnym druhiim virovych patogent v jedné
rostlin€ (Robertson et al., 2022).

Pro vytvoreni tolerance k WDV v rostlinach jarniho je¢mene odridy Golden Promise byla
v ramci diplomové prace pouzita technologie CRISPR/Cas9. Do bunék nesoucich Cas9 byl
pomoci A. tumefaciens transformovan jeden ze tfi rozdilnych expresnich vektorti nesouci
sgRNA pod kontrolou ryzového OsU6a promotoru. Sekvence protospacert v sgRNA navadi
Cas9 nukleazu na komplementarni sekvenci v jednom z genia CP, MP a Rep v genomu WDV,
Protein Cas9 nasledné rozstépi DNA viru v jednom z téchto genti a zabrani tim dokonceni jeho
replikaéniho cyklu. Protein Cas9 mé nukledzovou aktivitu proti dsDNA. Genom WDV
je ssDNA, pfi replikaci v jadte virus vytvari dsSDNA meziprodukt, ktery je stépen Cas9.

Do této doby byla publikovana jedina prace zabyvajici se vytvorenim tolerance protit WDV
pomoci systému CRISPR/Cas v rostlinach jeCmene (Kis et al, 2019). Do rostlin jarniho

jeCmene odriady Golden Promise byl pomoci A. tumefaciens trasformovan binarni konstrukt
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WDVGuide4Guard nesouci Ctyfi rozdilné sgRNA pod kontrolou tfi rozdilnych promotort
(OsU3p, TaU3p a U6-26p) a Cas9 nukleazu pod kontrolou kukutiéného Ubil promotoru.
Sekvence pro sgRNA byly zvoleny v konzervativnich oblastech genomu WDV, které in silico
nevykazovaly mimocilovou aktivitu. Pomoci RT-PCR byla v transgennich rostlinach potvrzena
exprese tii ze Ctyf navrzenych sgRNA. Sekvenaci PCR produkti byla zjisténa inserce tii
nukleotidii pouze vjedné ze Ctyf cilovych sekvenci v genomu WDV. Na zakladé téchto
poznatkd autofi dosli k zavéru, ze za toleranci rostlin je zodpovédna pouze jedina sgRNA
s potvrzenou mutaci v cilové sekvenci genomu WDV. Transgenni rostliny TO generace
nevykazovaly po infekci symptomy napadeni WDV, avSak v T1 generaci rostliny vykazovaly
symptomy napadeni WDV. V téchto rostlinach byly detekovany rekombinantni kmeny WDV
se substituci nukleotidi v cilové sekvenci sgRNA, virus tak unikl toleranci zprostredkované
systémem CRISPR/Cas?9.

Oproti praci Kis et al., (2019) byly v diplomové praci rostlinné buriky jiz nesouci Cas9
nukleazu transformovany expresnim vektorem pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA nesoucim
vzdy jednu ze tfi rozdilnych sgRNA pod kontrolou OsU6a ryzového promotoru. Pro vyssi
pravdépodobnost uspéchu transformace byly na rozdil od prace Kis et al., (2019) sgRNA a Cas9
nukledza transformovany do rostlinnych bunek postupné, kazdy pomoci jiného expresniho
vektoru. Do kazdé rostliny byla pro snazsi ovéfeni ucinnosti tolerance sgRNA vlozena pouze
jedna ze tfi rozdilnych sgRNA (sgRNA_CP, sgRNA_MP a sgRNA_Rep). V regenerovanych
rostlinach jarniho jeCmene odridy Golden Promise byly pomoci PCR potvrzeny vlozené
expresni kazety nesouci jednu ze tifi rozdilnych sgRNA (sgRNA_CP, sgRNA_MP
a sgRNA_Rep).

Pro zajimavost v roce 2023 byla publikovana prvni prace o genetické editaci telete
poskytujici toleranci k viru bovinniho virového prijmu (bovine viral diarrhea virus — BVDV).
Editace bunécného receptoru CD46, ktery je klicovy pro infekci BVDV byla provedena fizenou
homologni opravou zprostfedkovanou CRISPR/Cas9 systémem. V bunécném receptoru CD46
doslo k substituci Sesti aminokyselin ve vazebné doméné pro BVDV. Geneticky upravené tele
bylo né€kolik meésict ustajeno s teletem infikovanym BVDYV, aniz by doslo k jeho infekci

BVDV (Workman et al., 2023).
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7 ZAVER

JeCmen (Hordeum vulgare) je hospodarsky vyznamna obilnina péstovana jiz od pocatku
zemeédélstvi. Virus zakrslosti pSenice (WDV) je zavazny patogen pSenice a jeCmene,
zpusobujici ztraty vynosu napadenych rostlin.

V teoretické Casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerse na téma diplomové
prace zabyvajici se moznosti vytvoreni tolerance proti WDV pomoci technologie
CRISPR/Cas9. Soucasti literarni reSerSe je biologicka charakteristika a hospodarské vyuziti
jeCmene a moznosti transformace pomoci A. tumefaciens.

V praktické casti diplomové prace byly pfipraveny tfi expresni vektory:
(pPBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_CP, pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_MP
a pBRACT214AS_OsU6a-sgRNA_Rep) nesouci komplementarni sekvence k usekim
v genomu WDV (WDV_CP, WDV_MP a WDV_Rep). Rostliny jarniho jeCmene odridy
Golden Promise nesouci Cas9 nukleazu byly transformovany vzdy jednim ze tii expresnich
vektori nesoucich rozdilné sgRNA (sgRNA_CP, sgRNA_MP a sgRNA_Rep). Pomoci
A. tumefaciens bylo celkem transformovano 332 embryi. Celkem regenerovalo 245 rostlin.

U vSech regenerovanych rostlin byla provedena PCR analyza. Byly detekovany
3 transgenni rostliny nesouci sgRNA CP, 7 rostlin nesoucich sgRNA MP a 11 rostlin
nesoucich sgRNA Rep.

V navaznosti na diplomovou praci bude provedeno sekvenovani, ovéfeni pfenosu expresni
kazety do rostlin T1 generace a potvrzeni exprese jednotlivych sgRNA. Nasledné bude nutné
ziskat homozygotni linie rostlin nesouci jednotlivé sgRNA. Tolerance rostlin proti WDV bude

testovana na pracovisti VURV v. v. i. Praha.
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