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1 Uvod

Kyselina abscisova (ABA) patfi mezi dulezité fytohormony vyznamné ovliviujici
vyvoj a rlst rostliny v pfitomnosti abiotického a biotického stresu. Bunécné
odpovédi na ABA jsou zprostfedkovany fadou transkripénich faktor, mezi které
se fadi i faktor ABI5 — Abscisic Acid Insensitive 5. Gen ABI5 se podili na signalizaci
kyseliny abcisové béhem zrani a kliCeni semen. Rostliny s mutovanym genem abi5
(citlivé na kyselinu ABA) maiji pleiotropni defekty v odpovédi ABA, jako je snizena
citlivosti na inhibici kli¢eni zplisobovanou ABA a zména exprese nékterych ABA-
regulovanych genl. Objasnéni signalni drahy ABA v rostlinach jarniho je€mene
(Hordeum vulgare) odrtidy Golden Promise je mozno provést pomoci izolace
rostlin, které maji mutovany gen abi5 a jejich porovnani s rostlinami, u kterych

mutace neprobéhla.



2 Cile prace
Teoreticka cast

Vypracovani literarni reSerSe poznatku tykajicich se transformace rostlin,
transformace jarniho jeémene, transkripénich faktord a ABI5 (Abscisic Acid

Insensitive 5).
Prakticka ¢ast

Provedeni identifikace transgent v TO a T1 generaci u rostlin jarniho jemene
(Hordeum vulgare) odrtidy Golden Promise, u kterych se predpoklada vyvolani
mutace genu abi5 pomoci technologie CRISPR/Cas. Pomoci molekularnich

technik PCR, RT-PCR, pfipadné sekvenovani provést genotypizaci rostlin.
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3 Souéasny stav freSené problematiky

3.1 Je€men

Je€men sety (Hordeum vulgare L.) se fadi spolec¢né s pSenici, kukufici, Zitem
aovsem mezi Celed lipnicovité (Poaceae). Mezi charakteristické znaky
lipnicovitych patfi pfevazujici soubézna Zzilnatina na jednoduchych, stfidavé
usporadanych listech. Kvétenstvim je klas, sloZeny z klaskl a plodem je nejCastéji
obilka. Je€men se da rozpoznat od ostatnich obilnin pfedevsim dlouhymi osinami

na zrnech a limcem listd, ktery na sobé nese privésky tzv. boltce.
3.1.1 Vyuziti a pavod

JeCmen patfi jiz po tisicileti mezi vyznamné hospodaiské plodiny. Pravdépodobné
byl poprvé domestikovan v zemich uUrodného pllmésice asi 8000 let pf. n. I.
z divokého typu Hordeum spontaneum. | kdyz jina studie naznacuje, Ze puvodnim
pfedkem byl H. agriocrithon z oblasti Tibetu. DnesSni forma je€mene vznikla az
zkfizenim domestikovaného H. agriocrithon s H. spontaneum, kdyz byl v prabéhu

migrace lidstva zanesen na vychod (Dickson a kol., 1979).

Hospodarska plocha, na které je péstovan je€men, zaobira celosvétové okolo
70 mil. hektart. Globalni produkce 160 milionu tun je vyuzivana predevsim pro
krmné ucely a v potravinaiské vyrobé a sladovnictvi (FAO, 2020; Taner et al.,
2004). V roce 2018 byl jeémen v Ceské republice péstovan na 324 724 ha a jeho
celkova produkce pfesahla 1,6 tuny. (FAO, 2020).

3.1.2 Geneticky kod je€mene

Geneticky kod je€mene byl precten v roce 2017, pficemz 3,7 GB (j. 80,8 %) tvofi
transpozony. Z tohoto mnozstvi je pouze okolo 10 % gen( potencialné aktivnich
a zbyla procenta zaujimaji degradované nebo zkracené kopie. Je€men ma celkem
14 chromozomu (2n=2x=14), haploidni je€men ma 7 chromozom (Mascher a kol.,
2017).

3.1.3 Transformace je€mene

Geneticka transformace je déj, pfi kterém je cizoroda DNA zaclenéna do pUvodni
DNA buriky, kde je nasledné touto burikou vyuzivana. Pfirozena transformace je
typicka pro nékteré bakterialni rody, kterym tato schopnost pomaha prezivat
v nepfiznivych podminkach. Bakterie spontanné uvolfiuji DNA z bunék do
prostfedi, kde tato DNA muze byt pfijata tzv. kompetentnimi burfikami a zac¢lenéna

do jejich genomu (Keshavareddy a kol., 2018).
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3.1.4 Historie transformace

Transformace byla poprvé objevena u rodu Streptococcus pneumoniae v roce
1928, kdy bylo pozorovano, Ze neSkodny kmen této bakterie se muze stat
virulentnim, pokud je vystaven virulentnim kmenum, které byly usmrceny teplem
(Griffith, 1928).

Samotnému procesu bylo porozuméno az o 16 let pozdéji tzv. Avery—
MacLeod—McCarty experimentem. Pfi tomto experimentu byl lyzat z usmrcenych
bunék virulentniho kmenu vystaven uG&inkdm rdznych tfid enzymu Stépicimi
polysacharidy, proteiny, lipidy, RNA a DNA. K takto oSetfenym lyzatim byly
pfidany Zivé buniky nevirulentniho kmenu a po inkubaci pfemistény na Petriho
misky, kde byla, az na lyzat oSetfeny enzymem tfidy DNA-asy, pozorovana
pfitomnost virulentniho kmenu. Zavérem tohoto experimentu tedy bylo, Ze za

transformaci nevirulentnich bunék je zodpovédna DNA (Mccarty, 1943).

3.2 Geneticky modifikované organismy

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) definuje geneticky modifikované
organismy (GMO) jako ,organismy a jejich produkty, které jsou produkovany
technikami, pfi nichZz byl geneticky material pozménén zplusobem, ktery se

nevyskytuje pfirozenou rekombinaci“ (FAQO, 2020).

V molekularmni biologii jsou ¢asto vyuzivany kompetentni bakterie
Escherichia coli, které snadno pfijimaji cizorodou DNA. Pfi optimalnich
podminkach kultivace je tak mozno v kratkém Casovém uUseku vytvaret kopie,
vétSinou plazmidové, cizorodé DNA v pribéhu pfirozené replikace
transformovanych bakterii a tuto DNA izolovat pro dalsi vyuziti. Mezi metody
transformace patfi chemicka transformace, elektroporace, mikroprojektilovy
pfenos DNA, polyethylene glykol (PEG), pouziti ultrazvuku, mikrovinného zareni
a hydrogelu (Singh a kol., 2010).

3.3 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni aerobni bakterie patfici mezi
Peritricha. Agrobacterium je rostlinny patogen napadajici dvoudélozné rostliny za
tvorby nadord pomoci pfenosu transferové DNA (T-DNA) do jadra rostlinné bunky
hostitele nesené na tumor-indukujicim neboli Ti plazmidu, (obr. 1) (Gordon, 2015).

Tato DNA se integruje do genomu rostliny a je exprimovana (Watson a kol., 2016).

12



3.3.1 Transformace rostlin pomoci Agrobacteria tumefaciens

Mechanismus napadeni za€ina pfi poranéni bunécné stény, kdy rostlina vytvafri
fenolické latky, které se vazi na proteiny VirA, coz jsou specifické receptory na
membrané bakterie. Po navazani aktivuje VirA dalsi protein VirG skrze fosforylaci.
VirG pUsobi jako aktivator transkripce dalSi ¢asti Ti plazmidu nazyvajici se ,vir
genes®. Dva z produktl transkripce jsou endonukledzy VirD1 a VirD2 Stépici
ohranicujici repetitivni sekvence T-DNA o velikosti 24 bp. Vytvofi se jednovlaknova
molekula, ktera je na jednom konci pfipojena k proteinu VirD2, ktery naviguje toto

vlakno do jadra hostitelské bunky, kde je T-DNA integrovana do jejiho genomu.

Geny v oblasti T-DNA jsou zodpoveédné za vytvareni rostlinnych hormont
auxinu a cytokininu, jejichz zvy3ené koncentrace vyvolavaji proliferaci bunék
vytvarejici nador — tzv. ,Crown gall®. Dal$i syntetizovanou latkou jsou derivaty

arginininu opiny, které bakterie vyuZiva coby zdroj dusiku a uhliku (Gordon, 2015).
3.3.2 Vyuziti v genetickém inzenyrstvi

Pomoci T-DNA vyskytujicim se v Ti-plazmidu Ize pomérné snadno vkladat do
rostliny geny z4jmu. T-DNA je vlozena do jiného, snadné&ji modifikovatelného,
plazmidu a DNA mezi ohraniCujicimi repetitivnimi sekvencemi je nahrazena danym
genem (Larkin, 1986). Kromé& vybraného genu, ktery zabird okolo 10 %
Ti-plazmidu, je do né&j vkladan rovnéz selekéni marker, ktery umoziuje pozdéjsi
separaci transformovanych bunék od téch, u kterych transformace neprobéhla
(S.B. Gelvin, 2003). Jako Casty selekéni marker jsou vyuzivany geny rezistence
proti antibiotikm (Yenofsky a kol., 1990).
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Obr. 1: Model Ti plazmidu z Agrobacterium tumefaciens se znazornénou oblasti
transferové DNA obsahujici geny syntézy auxinl, cytokininl a opinu, ktera je

pfenasena do jadra hostitelské bunky (upraveno podle Clark a kol., 2019).

4 ABA Insensitive 5 (ABI5)

ABA Insensitive 5 (ABI5) je zakladni transkripCni faktor leucinového zipu ovlivAujici
proces regulace genové exprese v oblasti vyvoje semen a rustu rostliny za

pfitomnosti kyseliny abscisové pfi abiotickém stresu.

Rostliny s mutovanym genem abi5 vykazuji pleiotropni defekty v odpovédi
ABA, véetné snizené citlivosti na ABA inhibici kliceni a zménéné exprese
nékterych ABA regulovanych gend. ABI5 neovliviiuje pouze faze vyvoje rostliny
jako je zrani a kliCeni semen, ale provedené studie poukazuiji i na regulaci dalSich
procest, jako je rast rostliny, fotosyntéza a vyvoj lateralnich kofend
(Skubacz a kol., 2016).

4.1 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova, ktera patfi mezi nejvyznamnéjsi stresové fytohormony, hraje
dilezitou roli pfi adaptaci rostliny na nepfiznivé podminky. U rostlin reguluje
napfiklad proces biosyntézy osmolytl a ,detoxikace” reaktivnich forem kysliku.
Pozorovatelnymi zmé&nami na rostliné ovlivnéné ABA jsou inhibice rdstu stonku a
kofenu, avSak v nékterych pfipadech dochazi k prodluzovani kofenové ¢asti do

hlubSich vrstev pudy s vyS8§im obsahem vody. DalSim opatfenim pfed
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nadbyte€nym ubytkem vody je zavirani praduchl a tim udrzZeni hodnot turgoru
(Nambara a kol., 2010).

4.2 Regulace exprese ABI5

Regulace exprese ABI5 probiha skrze komplexni mechanismus, ktery je
zprostfedkovan mnoha transkripénimi faktory a proteiny patficich do raznych
funk&nich skupin. Tyto proteiny hraji pfi regulaci exprese bud pozitivni i negativni
roli (Skubacz a kol., 2016).

4.2.1 Transkrip¢éni faktory

Transkripéni faktory predstavuji skupinu proteintd regulujicich genovou expresi
pomoci vazby na specifickou sekvenci DNA, diky ¢emuz usnadriuji navazani dané

RNA polymerazy a kofaktoru, coz vede k iniciaci transkripce (Ulasov a kol., 2018).

Oblast DNA, na kterou se specificky transkripéni faktory vazou, jsou ¢asto
shrnuty jako motivy — modely pfedstavujici sadu souvisejicich kratkych sekvenci
preferovanych danym transkripnim faktorem, které Ize pouzit ke skenovani
delSich sekvenci k identifikaci potencialnich vazebnych mist (Lambert a kol.,
2018).

4.2.2 Pozitivni regulace ABI5

Mezi transkripéni faktory, které pozitivné ovlivAujici regulaci exprese genu ABI5
béhem procesu klieni a nasledujiciho rastu rostlin, se fadi ABI3 a ABI4. Kromé
téchto dvou faktorl se na pozitivni regulaci podili sam protein ABI5, kdy svou

vazbou na ABI5 promotor vyvolava svoji expresi.

DalSimi vyznamnymi transkripénimi faktory jsou DOGL1, aktivujici LEA a
HSP proteiny, patfici do skupiny proteind teplotniho Soku a soucasné
spolupracujici s jiz zminénym proteinem ABI3 pfi rastu rostliny a faktor MYB96,
ktery se podili na inhibici rastu postrannich kofend, (Skubacz a kol., 2016),
(obr. 2).

15
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Obr. 2: Regulaéni geny, které fidi expresi ABI5. ABI5 je pozitivné regulovan
proteinem ABI5, ¢imz zajiStuje pozitivni zpétnou vazbu pfi signalizaci ABA. DOG1
(DELAY OF GERMINATION 1) a MYB96 také maiji pozitivni vliv na expresi ABI5
bé&hem kli¢eni a tvorby bocnich kofend. Vyssi aktivita ABI5 vede k inhibici kli¢ivosti,
rlstu rostliny po fazi klieni a tvorbé lateralnich kofent (upraveno podle Skubacz
a kol., 2016).

4.2.3 Negativni regulace ABI5

Zpétna vazba v ABA signalizaci zajiStuje rovnovahu v ABI5 zprostfedkovanych
reakcich v pfipadé, Ze se rostlina ocitne v prostfedni abiotického stresu. Mezi
negativni regulatory zprostfedkovavajici nastoleni této rovnovahy patfi PED3
(PEROXISOME DEFECTIVE 3), SAG (SENSITIVITY ABA DURING
GERMINATION), RAV1 (RELATED TOABI3 / VP1) a MYB7 snizujici expresi ABI5
béhem kliceni semen. MYB7 také negativné reguluje tvorbu lateralnich korenu.
WRKY18 (WRKY DNA-BINDING PROTEIN18) WRKY40, WRKY60 a SAG
potlacuji expresi ABI5 a umoznuiji rast po fazi kliceni, (Nakamura a kol., 2001;
Skubacz a kol., 2016), (obr. 3).
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Obr. 3: Regulacni geny, které fidi expresi ABI5. PED3 (PEROXISOME
DEFECTIVE 3), SAG (SENSITIVITY ABA DURING GERMINATION), RAV1
(RELATED ABI3 / VP1) a MYB?7 snizuji expresi ABI5 béhem kli¢eni semen. MYB7
také negativné reguluje tvorbu bocnich kofent. WRKY18 (WRKY DNA-BINDING
PROTEIN18), WRKY40, WRKY60 a SAG potlacuji ABI5 a umoznuji rlst po
vykli¢eni. (opraveno podle Skubacz a kol., 2016).

Stejné jako mize samotny protein ABI5 plsobit jako pozitivni regulator,
jeho funkce mlze byt i opacna. ABI5 vyvolava expresi svého vilastniho inhibitoru
AHT1 (ABA-HYPERSENSITIVEBTB/POZPROTEIN1) (Skubacz a kol., 2016).

4.3 Exprese ABI5 v rostliné

ABI5 je exprimovana v raznych typech pletiva v pribéhu zivotniho cyklu rostliny.
U vyvijejiciho se embrya se hladiny ABI5 postupné zvySuji, pfiemz nejvyssi
hladiny se vyskytuji u zralych semen. ZvySeni koncentrace ABI5 byly pozorovany
1 aZ 2 dny po vykliceni. BEhem tohoto ¢asového obdobi ABA podporuje akumulaci
ABI5 prostfednictvim dvou mechanisml — zvySené transkripce a snizené

proteolyzy (Skubacz a kol., 2016).

Koncentrace ABI5 v rostliné je nejvyssi ve stadiu vyvinutého semene a po
jeho vykli€eni vyznamné klesa, stale ale mize byt detekovana ve vegetativnich

organech dospélé rostliny (Liu & Stone, 2014).

4.4 Vyznam ABI5 pfi kli€eni v abiotickém stresu

Proces kli€eni semen je kritickym stadiem Zivotniho cyklu rostlin. Mezi hlavni
fytohormony podilejici se na mechanismu kli¢eni patfi kyselina giberelova (GA)

a ABA. ZvySena koncentrace GA v rostliné ma na kli¢eni pozitivni vliv, zatimco
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zvySena koncentrace ABA kli€eni inhibuje a vyvolava dormanci semen. Nizka
hladina ABA je zplUsobena aktivitou cyPP707A2 (CYTOCHROME P450) kodujici
ABAS8'-hydroxylazu a je zodpovédna za katabolismus ABA v semenech. Tento
systém umozriuje kliceni semen ve vhodném okamziku — tj. v dobé&, kdy semeno

neni vystaveno abiotickému stresu.

Dalsi drahou inhibujici expresi ABA vyzaduje pusobeni transkrip&nich
faktorG jako jsou ABI3, ABI4 a ABI5. Mutace v téchto lokusech ABI vedou k
necitlivosti ABA na sul a osmoticky stres béhem kli¢eni semen (Skubacz a kol.,
2016).

V pfitomnosti abiotického stresu dochazi k fosforylaci trans-aktivaéni
domény ABI5 kindzami SnRK2.2, SnRK2.3 a SnRK2.6 ve vegetativnich tkanich.
Fosforylace ABI5 méni konformaci proteinu a umozhuje jeho dalsi interakce s

jinymi proteiny (Nakamura a kol., 2001).

4.5 Ortology ABI5 u jeémene

Ortology ABI5 byly identifikovany u riznych rostlinnych druhli. Podrobnéjsi popis
jejich funkce byl doposud proveden spiSe u dvoudéloznych rostlin, ale v souvislosti
s vyznamnosti pro hospodarstvi a ménicim se klima jsou dalSi studie zadoucim

tématem i pro rostliny jednodélozné (Skubacz a kol., 2016).

Transkripéni faktor je€mene HVABI5 ma vysokou podobnost s AtAREB2
aAtABI5. Je znamo, ze HVABI5 pfimo v zavislosti na ABA aktivuje expresi HVAL
a HVA22 prostfednictvim vazby na prvky ABRC (ABA RESPONSE PROMOTER
COMPLEX) v jejich promotorech. Geny HVAl a HVA22 koduji LEA protein 3
a protein podilejici se na vezikularnim transportu. Béhem kliceni semen zaijistuje

aktivita téchto protein( toleranci k nedostatku vody (Casaretto & Ho, 2003).
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5 Material a metodika
5.1 Pristrojové vybaveni
— Analytické vahy ME1O4E/M (METTLER TOLEDO)
— Centrifuga 5418R (Eppendorf)
— Centrifuga BR4i (Jouan)
— Elektroforeticky napéjeci zdroj PowrPacTtm Basic (Bio-RAD)
— Laminéarni box (Gelaire flow general company)

— Magneticky stojan pro izolaci DNA 16-Tube SureBeadstm Magnetic Rack
(Bio-RAD)

— pH metr 526 (Sigma-Aldrich)
— Pocitatovy program GeneSnap (Syngene) a ApE
— Spektrofotometr/ Fluorometr DS-11 (DeNovix)
— Sucha lazen TDB-100 (Biosan)
— Termocycler TLO0™ (Bio-RAD)
— UV transiluminator G:BOX iChemi XR UV/White Light (Syngene)
5.2 Pouzité chemikalie a roztoky
Chemikalie
— Agaroza Ultrapure™ Agarose (ThermoFischer, kat. €. 16500500)
— Deionizovana voda pro PCR (Water PCR reagent, Sigma-Aldrich)
— 40 mM EGTA, sterilni
— Ethidium bromid 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E1510)
— Gel Loading Dye Purple (6x) (New England Biolabs, kat. &. 50-591-186)
— 1N Kyselina chlorovodikova

— Marker molekulové hmotnosti HyperLadder™ 1 kb (BioLine, kat. €.
BIO-33053)
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Marker molekulové hmotnosti HyperLadder™ 50-2000 bp (BioLine, kat.
BIO-33054)

¢

3M Octan sodny
Primery (Generi Biotech)

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit (ThermoFischer, kat.
K1681)

_O<

Paramagnetické Castice (Backman Coulter, kat. . A63880)

PCR Master Mix REDTaq® ReadyMix™ PCR (Sigma-Aldrich, kat.
R2523)

_O<

TRI Reagent® (Sigma-Aldrich™, kat. €. 93289)

TURBO™ DNase (2U/2uL) (Invitrogen™, kat. &. AM2238)

Roztoky

Edwardsovo extrakéni €inidlo (100 ml)

20 ml 200mM Tris HCI (pH 7,5)
5 ml 250mM NaCl

5 ml 25mM EDTA

1 ml 0,5% SDS

70 ml destilované vody

Lyzaéni pufr 12,5 ml

62,5 mg hydrogensifi€itanu sodného
12,5 mg kyseliny askorbové

12,5 ul merkaptoetanolu

12,5 pl Rnazy

12,5 ml destilované vody

Zakladni lyzaéni pufr 100 ml

10 ml 5M NaCl
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— 10 ml 1M Tris-HCI
- 10 ml0,5M EDTA

— 70 ml destilované vody

5.3 Rostlinny material

Pouzitym rostlinnym materialem byl kultivar jarniho je€mene (Hordeum vulgare)
Golden Promise, jez je vyuzivan coby ,referenéni® genotyp pro transformaci

je€mene diky svym vysokym regeneracnim schopnostem in vitro.

Vroce 2017 byly pfipraveny transgenni rostliny, které byly transformovany
expresnim vektorem 188:pYLCRISPR/Cas9-H a obsahovaly gen Cas9. Tento
vytvofeny rostlinny material byl vybrdan pro transformaci vektorem
pBRACT214AS_sgRNA (obr. 4), ktery obsahoval protospacery pro vyvolani

mutace genu abib.

Byly vybrany 4 regenerované rostliny TO generace, které byly péstovany ve
skleniku v rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma pfi teploté 16 °C. Ze v8ech odnozi
jednotlivych rostlin byla izolovana DNA a u 9 z nich byla potvrzena pfitomnost genu
U6_sgRNA. Po dozrani klastl z 9 pozitivnich odnozi byla vyseto 6 semen vyseta
do sadbovacl o velikosti 4x4 cm. Celkem bylo vyseto 52 obilek T1 generace.
Nasledné byla provedena izolace DNA z mladych list(. 38 pozitivnich transgennich
rostlin bylo pfesazeno do kvétinact o rozmérech 20x20 cm. Z 38 pozitivnich rostlin
T1 generace byly nahodné vybrany 4 rostliny, ze kterych bylo vyseto 26 semen T2

generace. VSechny rostliny byly péstovany ve skleniku v zahradnim substratu.
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Obr. 4: Schéma plazmidu pBract214AS sgRNA.
5.4 Metody

5.4.1 Izolace genomické DNA Edwardsovou metodou (1991)

DNA izolovana Edwardsovou metodou byla dale vyuzivana k amplifikaci gend u

rostlin TO, T1 a T2 generace a detekci cilovych Usekd pomoci PCR.

1. Zrostliny byl do 1,5 ml mikrozkumavky odebran vzorek listu o délce 3—4 cm

a mikrozkumavka byla umisténa do nadoby s tekutym dusikem.

2. Vzorek byl homogenizovan sterilni plastovou homogenizacni tyCinkou za

prubézného chlazeni v tekutém dusiku.

3. Ke zhomogenizovanému vzorku bylo pfidano 400 ul Edwardsova extrakéniho

pufru a smés byla kratce promichana na vortexu.
4. Smeés byla po 30 min centrifugovana (13 000 rpm / 2 min).

5. Po centrifugaci bylo automatickou pipetou pfeneseno 300 pl supernatantu, ke

kterému bylo pfidano stejné mnozstvi vychlazeného isopropanolu a tato smés
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byla promichana pomalym pfevracenim zkumavky a umisténa na 30 min do

lednice.

6. Smés byla po centrifugovana na chlazené centrifuze pfi 4 °C (13 000 rpm /

5 min).
7. Supernatant byl odsan pipetou a k peletu bylo pfidano 300 pl 75 % etanolu.
8. Smés byla centrifugovana (5000 rpm / 5 min).
9. Supernatant byl odsan pipetou a pelet vysusen ve flowboxu.

10. Po vysus$eni (cca 30 min) bylo k DNA pfidano 30 pl sterilni vody a zkumavky

byly umistény do lednice.

11. DalSi den byla rozpusténa DNA pfenesena pipetou do novych mikrozkumavek,
byla spektrofotometricky zmérena jeji kvalita a kvantita, (obr. 5). Vzorky s vy$Si
koncentraci DNA byly fedény tak, aby se vysledna koncentrace pohybovala
v rozmezi 200-300 ng/ul. U vzorkud s nizkou koncentraci DNA byla provedena

precipitace s vyuzitim octanu sodného.
12. Vzorky byly uchovavany pfi teploté -20 °C.

.\\\
K\‘ dsDNA AUN AEPORT GHAPH (!) GENERAL ACCOUNT E

=1 .

Microvolume

Blank Measure

Feszlengn

Obr. 5: Zaznam z méFeni koncentrace a Cistoty genomické DNA rostliny T1
generace 48-13 na spektrofotometru DS-11 (DeNovix).
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5.4.2 Precipitace DNA s vyuzitim octanu sodného

Vzorky s koncentraci niz8i nez 100 ng/ul byly precipitovany octanem sodnym.

1.

Ke 30 pl izolované genomické DNA byl pfidano 3,5 ul 3 M roztoku octanu

sodného.

Bylo pfidano 65 ul vychlazeného 100% etanolu a obsahy zkumavek byly

promichany pipetovanim.

Vzorky byly umistény do -20 °C po dobu 1 hod.

. Vzorky byly centrifugovany pfi teploté 4 °C (14 000 rpm / 30 min).

Byl odstranén supernatant a pelet byl vysusen v laminarnim boxu.
K peletu bylo pfidano 30 pl sterilni vody a vzorky byly umistény do lednice.

DalSi den byla rozpusténa DNA pfenesena pipetou do novych mikrozkumavek

a byla spektrofotometricky zméfena jeji kvalita a kvantita.

5.4.3 Detekce T-DNA sgRNA s U6 promotorem u rostlin TOa T1
generace pomoci PCR

1.

Do 0,2 ml mikrozkumavek byla v laminarnim boxu pfipravena PCR reakéni

smés, (tab. 1) za vyuziti primeru:
e Foward GACCAAGCCCGTTATTCTGA
e Reverse TGTGGAATTGTGAGCGGATA

K této smési byla pfidana templatova DNA. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita
genomicka DNA z rostliny s potvrzenou pfitomnosti genu U6_sgRNA a jako

negativni kontrola genomicka DNA z rostliny netransformované.

Tab. 1: PCR reakéni smés pro amplifikaci useku T-DNA.

slozka objem [pl]
ddH20 2,50
primer PROTO CK2_F 0,25
primer PROTO CK2_R 0,25
REDTaqg ReadyMix 5,00
templatova DNA 2,00
celkem 10,0
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3. Mikrozkumavky byly kratce centrifugovany a umistény do termocykléru

s pfednastavenym programem PROTO_CK2, (tab. 2).

Tab. 2: Parametry programu PROTO _CK2, amplifikace Useku T-DNA.

) . pocet
krok faze teplota Cas o
opakovani
1 iniciaéni denaturace 95 °C 3 min 1x
2 denaturace 95 °C 20s
3. annealing 59 °C 30s 38 x
4 elongace 72 °C 55s
5 finalni elongace 72 °C 5 min 1x

4. Bylo pfipraveno 80 ml 1% agarézoveho gelu, do kterého byly pfidany 2 pul

ethidium bromidu.

5. Po jeho zatuhnuti byl gel pfenesen do elektroforetické vany a do jamek v gelu
byly naneseny PCR produkty a marker molekulové hmotnosti Ladder Il o

velikosti 2000 bp. Vzorky byly separovany pfi napéti 90 V.

6. Po dokon€eni separace byl pofizen obrazovy zaznam gelu v UV

transiluminatoru pomoci programu GeneSnap.

7. Byly vybrany pozitivni odnoze TO rostlin a z téchto odnozi byla vyseta semena

T1 generace.

5.4.4 1zolace genomické DNA paramagnetickymi ¢asticemi z rostlin T1
generace

U rostlin T1 generace byla provedena izolace DNA Edwardsovou metodou a
detekce pfitomnosti genu U6_sgRNA. K izolaci paramagnetickymi Casticemi byly
vybrany rostliny, u kterych byla potvrzena pfitomnost T-DNA obsahujici sgRNA
kazetu. DNA izolovana paramagnetickymi Casticemi byla dale vyuzivana
k amplifikaci genu ABI5 u rostlin T1 generace a jeho detekci pomoci Sangerovy

metody sekvenovani.

1. Bylo pfipraveno 100 ml zakladniho lyza¢niho pufru a jeho pH upravena pomoci
1IN roztoku HCl na 7,2.

2. Zrostliny byl do 1,5 ml mikrozkumavky odebran vzorek listu o délce 3—4 cm

a mikrozkumavka byla umisténa do nadoby s tekutym dusikem.
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10.

11.

12.

Vzorek byl homogenizovan sterilni plastovou homogenizacni tyCinkou za

priubézného chlazeni v tekutém dusiku.

Ke vzorku bylo pfidano 250 ul lyzaéniho pufru a vzorek byl inkubovan v topném
hnizdé (45 min, 65 °C).

Po inkubaci byly vzorky centrifugovany (2 min / 10 000 rpm).

Do noveé 1,5 ml mikrozkumavky bylo pfeneseno 11 ul paramagnetickych &astic,

80 ul isopropanolu a 100 ul supernatantu a zkumavky byly umistény do

magnetického stojanu po dobu 5 minut.

Byl odpipetovan supernatant, odstranén magneticky blok a k peletu bylo

pridano 100 pl 70 % etanolu.

Zkumavky byly umistény do magnetického stojanu po dobu 5 minut.
Supernatant byl odpipetovan, byl odstranén magneticky blok a k peletu bylo

pfidano 100 pl 70 % etanolu.
Pfedchazejici bod byl opakovan.

Supernatant byl odpipetovan, pelet vysusen v laminarnim boxu a po jeho
vysuSeni bylo do zkumavek pfidano 20 pl sterilni vody a zkumavky byly

umistény do magnetického stojanu po dobu 5 minut.

Supernatant byl pfepipetovan do novych mikrozkumavek a kvalita a kvantita

izolované DNA byla zméfena spektrofotometricky.

Vzorky byly uchovavany pfi teploté -20 °C.

5.4.5 Amplifikace genu ABI5 a detekce mutaci Sangerovou metodou
sekvenovani

Transgenni rostliny, které obsahovaly U6_sgRNA byly vybrany k amplifikaci genu

ABI5. Rostliny, u kterych byla zjisténa pfitomnost genu ABI5 byly poslany na Ustav

experimentalni botaniky, kde byla provedena sekvenace Sangerovou metodou.

1.

Do 0,2 ml mikrozkumavek byla v laminarnim boxu pfipravena PCR reakéni

smés, (tab. 3) za vyuziti primer(:
e Foward ABI_SEQ GAGCTGCAAAACTCGGTGTG

e Reverse ABI_SEQ AACTGCTCCAGCGTCATCTC
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Tab. 3: PCR reakéni smés pro amplifikaci useku obsahujicim gen ABI5.

slozka objem [pl]
ddH20 5,0
primer ABI_SEQ_F 0,5
primer ABI_SEQ_R 0,5
REDTaq ReadyMix 10,0
templatova DNA 4,0
celkem 20,0

2. Zkumavky byly kratce centrifugovany a umistény do termocykléru
S nastavenym programem SEQ-HLA, (tab. 4) kde probé&hla amplifikace useku
obsahujicim gen ABI5.

Tab. 4: Parametry programu SEQ-HLA.

teplota pocet
krok faze cas
[°C] opakovani

1 iniciaéni denaturace 95 °C 4 min 1x
2 denaturace 95 °C 20 s
3. annealing 60 °C 30s 39 x
4 elongace 72 °C 110 s
5 finalni elongace 72 °C 5 min 1x

3. Po dokonc€eni amplifikace genu pomoci termocykléru byla provedena
elektroforéza a pfitomnost PCR produktu ovéfena v pomoci transiluminatoru

v programu GeneSnap.

4. V Ustavu experimentalni botaniky byla provedena Sangerova metoda

sekvenovani a ziskana data byla vyhodnocena v programu ApE.
5.4.6 Detekce genu Cas9, Hyg a U6_sgRNA v rostlinach T2 generace

1. Bylo vyseto 25 obilek T2 generace spole¢né se 2 obilkami netransformované

rostliny odrddy Francin slouzicimi coby negativni kontrola.

2. Z mladych rostlin T2 generace, byla izolovana DNA pomoci Edwardsovy
metody a po spektrofotometrickém preméreni byly hodnoty koncentrace

upraveny do rozmezi 200-300 ng/ul.
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3. Byla provedeno PCR pro detekci gentd Cas9, Hyg a U6_sgRNA za

nasledujicich parametrd programa v termocykléru, (tab. 5, 6, 7).

Tab. 5: Parametry programu CAS9, amplifikace genu Cas9.

) teplota pocet
krok faze Cas o
[°C] opakovani
1 iniciaéni denaturace 95 4 min 1x
2 denaturace 95 20s
3. annealing 58 30s 37 x
4 elongace 72 60 s
5 finalni elongace 72 5 min 1x

Tab. 6: Parametry programu HYG_204, amplifikace genu Hyg.

teplota pocet
krok faze Cas .
[°C] opakovani
1 iniciaéni denaturace 96 4 min 1x
2 denaturace 96 20 s
3. annealing 60 30s 37 x
4 elongace 72 45 s
5 finalni elongace 72 5 min 1x

Tab. 7: Parametry programu PROTO_CK, amplifikace U6_sgRNA.

teplota pocet
krok faze cas o
[°C] opakovani
1 iniciaéni denaturace 95 3 min 1x
2 denaturace 95 20s
3. annealing 58 30s 38 x
4 elongace 72 55s
5 finalni elongace 72 5 min 1x

4. Byla provedena elektroforéza a pfitomnost PCR produktu ovéfena pomoci

transiluminatoru v programu GeneSnap.
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5. Byly vybrany rostliny s ovéfenou pfitomnosti T-DNA obsahujici gen

U6_sgRNA a u téchto rostlin byla provedena izolace RNA (obr. 6).

ugm

o

Obr. 6: Vybrana transgenni rostlina jarniho jeCmene kultivaru Golden
Promise 48-13-5.4 T2 generace.

5.4.7 Izolace RNA z rostlin T2 generace

K izolaci RNA byly vybrano 5 rostlin obsahuji gen U6_sgRNA.

1.

Ve sterilni tfeci misce s tlou¢kem, které byly vychlazeny tekutym dusikem byl

homogenizovan 10-15 cm dlouhy Usek listu.

Zhomogenizovany list byl pfenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a umistén do

nadoby s dusikem.

Po homogenizaci vSech vzorku byl do kazdé z mikrozkumavek pfidan 1 mi

TRI Reagentu a vzorky byly kratce promichany na vortexu.
Vzorky byly umistény do vodni lazné (60 °C / 1 hod).
Mikrozkumavky byly centrifugovany na chlazené centrifuze pfi 4 °C (12 000

rpm / 10 min).
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10.

11.

12.

Do novych 1,5 ml mikrozkumavek byla pipetou pfenesena svrchni bezbarva
faze vzorku o objemu 400 pl, k ni bylo pfidano 400 ul vychlazeného 70%

isopropanolu a obsah zkumavky byl jejim pomalym obracenim promichan.

Mikrozkumavky byly centrifugovany na chlazené centrifuze pfi 4 °C (14 000

rpm / 30 min).

Byl odpipetovan supernatant a k peletu byl pfidan 1 ml vychlazeného 70%

ethanolu.

Mikrozkumavky byly centrifugovany na chlazené centrifuze pfi 4 °C (14 000

rpm / 10 min).
Byl odpipetovan supernatant a pelet byl vysuSen v laminarnim boxu.

K peletu bylo pfidano 40 pl sterilni vody a vzorky byly umistény do 4 °C do

dal$iho dne.

Nasledujici den byly vzorky pfepipetovany do novych mikrozkumavek.

5.4.8 Degradace DNA a inaktivace DNazy

1.

2.

Ke 40 pl vzorku bylo pfidano 9 pl pufru a 2 pl TURBO™ DNazy.
Vzorky byly inkubovany ve vodni lazni (37 °C / 30 min).
Ke vzorkGm byly pfidany 4 ul sterilni 40mM EGTA.

Vzorky byly inkubovany v topném hnizdé (65 °C / 10 min) a nasledné umistény
do -4 °C.

5.4.9 Prepis izolované RNA do cDNA

1.

Byly zméfeny koncentrace izolované RNA a vzorky byly nafedény na finalni

objem 12 ul o koncentraci 90 ng/ul.

Ke zifedénému roztoku byl pfidan 1 ul Oligo(dT)18 primeru a vzorky byly

inkubovany v topném hnizdé (65 °C / 5 min).

Po ukonc&eni inkubace byly zkumavky zchlazeny na ledu a ke vzorkim byly
pridany 2 ul dNTP Mixu nukleotidu, 5 ul reakéniho pufru a 1ul Thermo Scientific

RevertAid H Minus reverzni transkriptazy.

Zkumavky byly inkubovany ve vodni 14zni (42 °C / 1 hod).
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5.

Inkubace vzorkU byla nasledné zastavena jejich premisténim .do topného
hnizda (70 °C / 10 min).

5.4.10 Detekce transkripce housekeeping genu elongaéniho faktoru
(EF) agenu Cas9

1.

3.

Do 0,2 ml mikrozkumavek byla v laminarnim boxu pfipravena PCR reakéni

smés, (tab. 8) za vyuziti nasledujicich primer(:

a) pro amplifikaci useku genu elongacniho faktoru:

e Foward Hv_EF1: GAAGATGATTCCCACCAAGC

e Reverse Hv_EF1: TGACACCAACAGCCACAGTT

b) pro amplifikaci genu Cas9:

e Foward RT_Cas9: TTC GCT ACT GTT CGC AAG GT

e Reverse RT_Cas9: GGT GGA TGA GAG TAG CGT CG

K této smési byla pfidana templatova cDNA, jejiz koncentrace byla nafedéna
v poméru 1:10 na finalni objem 50 pl. Jako pozitivni kontrola byla vyuzita cDNA
z rostliny s potvrzenou pfitomnosti téchto genu a jako negativni kontrola pro

gen Cas9 cDNA z rostliny netransformované.

Tab. 8: PCR reak¢ni smés pro amplifikaci genu EF a Cas9

slozka objem [pl]
ddH20 2,50
primer F 0,25
primer R 0,25
REDTaqg ReadyMix 5,00
templatova DNA 2,00
celkem 10,0

Vzorky byly viozeny do termocykléru a byl spustén program Cas9_RT, (tab. 9).

Tab. 9: Parametry programu Cas9_RT, amplifikace Cas9 a genu EF.

) teplota . pocet
krok faze cas .
[°C] opakovani
1. iniciaéni denaturace 95 4 min 1x
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teplota pocet

krok faze cas
[°C] opakovani
2 denaturace 95 20s
3 annealing 58 30s 37 x
4. elongace 72 1 min
5 finalni elongace 72 5 min 1x

4. Byly pfipraveny dva 1,5% agarézové gely s 1 ul ethidium bromidu.

5. Byla provedena elektroforéza pfi napéti 80 V a pfitomnost PCR produktu

ovéfena v pomoci transiluminatoru v programu GeneSnap.

5.4.11 Vytvoreni teplotniho gradientu RT-PCR s plazmidem
s potvrzenou pritomnosti genu ABI5

1. Do 0,2 ml mikrozkumavek byla v laminamim boxu pfipravena PCR reakéni

smés, (tab.10) za vyuziti nasledujicich primeru:
e Foward ABI5 GAGCTGCAAAACTCGGTGTG
e Reverse ABI5 AACTGCTCCAGCGTCATCTC

2. K této smési byl pfidan 1 pl vzorku plazmidové DNA, u které byla potvrzena

pfitomnost genu ABI5.

Tab. 10: PCR reakéni smés pro amplifikaci ABI5 genu v plazmidu.

slozka objem [pl]
ddH20 3,50
primer F 0,25
primer R 0,25
REDTaqg ReadyMix 5,00
templatova DNA 1,00
celkem 10,0

3. Vzorky byly vioZzeny do termocykléru a byl spustén program ABISGGRA,
(tab. 11)
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Tab. 11: Parametry programu ABISGGRA, amplifikace genu ABI5.

) teplota . pocet
krok faze cas o
[°C] opakovani
1 iniciaéni denaturace 95 3 min 1x
2 denaturace 95 15s
3. annealing 56-62 20 s 36 x
4 elongace 72 30s
5 finalni elongace 72 3 min 1x

4. Byl pfipraven 1,5% agar6zovy gel s 1 pl ethidium bromidu.

5. Byla provedena elektroforéza pfi napéti 80 V a pfitomnost PCR produktu

ovéfena v pomoci transiluminatoru v programu GeneSnap.

6. Na zakladé intenzity signald byla vyhodnocena optimalni teplota pro RT-PCR

vzorkd cDNA pro detekci transkripce transgenu ABI5.

5.4.12 Detekce transkripce transgenti sgRNA v rostlinach T2 generace

1. Do 0,2 ml mikrozkumavek byla v laminarnim boxu pfipravena PCR reakéni

smés, (tab. 12) za vyuziti nasledujicich primeru:
e Foward ABI5: GAGCTGCAAAACTCGGTGTG
e Reverse ABI5: AACTGCTCCAGCGTCATCTC

2. K této smésibyly pfidan 2 ul vzorku cDNA vzork( 48-13-5.4, 48-13-5.6, 48-13-
5.7, 48-13-5.11, 48-13-3.12, jako pozitivni kontrola byla vyuzivana vySe
uvedena plazmidova DNA a jako negativni kontrola cDNA z netransformované

rostliny jeCmene.

Tab. 12: PCR reak&ni smés pro amplifikaci transgenu ABI5 v rostlinach T1

generace.

slozka objem [pl]
ddH20 2,50
primer F_ABI5 0,25
primer R_ABI5 0,25
REDTaqg ReadyMix 5,00
templatova DNA 2,00
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slozka objem [pl]
celkem 10,0

3. Vzorky byly vlozeny do termocykléru a byl spustén program ABISGRNA, (tab.
13).

Tab. 13: Parametry programu ABISGRNA, amplifikace genu ABI5.

) teplota pocet
krok faze Cas o
[°C] opakovani
1 iniciaéni denaturace 95 3 min 1x
2 denaturace 95 15s
3. annealing 59 20 s 36 x
4 elongace 72 30s
5 finalni elongace 72 3 min 1x

4. Byl pfipraven 1,5% agarézovy gel s 1 ul ethidium bromidu.

5. Byla provedena elektroforéza pfi napéti 80 V a pfitomnost PCR produktu

ovéfena v pomoci transiluminatoru v programu GeneSnap.

6 Vysledky

Cilem bakalarské prace bylo detekovat pfitomnost gend U6 _sgRNA, Cas9
a selekéniho genu hygromicinu, u transformovanych rostlin TO, T1 a T2 generace

a ovefit vyvolanou mutaci genu abi5 molekularnimi metodami.

6.1 Detekce sgRNA s U6 promotorem u rostlin TO a T1
generace

6.1.1 Detekce u rostlin TO generace

Byla izolovana DNA z 38 odnozi 4 vybranych rostlin jarniho je€mene kultivaru
Golden Promise TO generace, které byly transformovany vektorem
pBRACT214AS_sgRNA. DNA byla izolovana Edwardsovou metodou, u kazdého
vzorku byla spektrofotometricky premérena koncentrace DNA a stanovena Cistota.
Po upravé koncentrace byla provedena PCR a produkty byly separovany v 1%
agarozovém gelu na elektroforéze pfi napéti 90 V. Separované produkty byly

vizualizovany v UV transiluminatoru pomoci programu GeneSnap. Pfi vSech
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elektroforetickych separacich byly do gelu mimo vzorky nanaseny také pozitivni
kontroly v podobé genomické DNA izolované z transgennich rostlin obsahujicich
T-DNA s U6_sgRNA kazetou a vzorky negativnich kontrol v podobé& genomické
DNA z netransformovanych rostlin. Jako marker molekulové hmotnosti byl
vyuzivan Ladder Il (BioLine) o velikosti 2000 bp. Z celkového poc&tu 38 odnozi byl
detekovan gen U6_sgRNA u 9 z nich, (tab. 14).

Tab. 14: Pfitomnost U6_sgRNA u rostlin TO generace.

oznaceni rostliny odnoze pozitivhi odnoze negativni odnoze uspésnost
TO [pocet] [pocet] [pocet] [%0]
12 11 2 18,2
17 3 48,9
25 6 2 33,3
48 14 2 12 14,3
celkem 38 9 29 23,7

6.1.1 Detekce u rostlin T1 generace

Semena z pozitivnich odnozi rostlin TO generace byla po dozrani vyseta a
u mladych T1 rostlin byla stejnym zpusobem detekovana pfitomnost genu U6-

_sgRNA. Jeho pfitomnost byla detekovana u 38 rostlin z celkovych 52, (tab. 15).

Tab. 15: Pfitomnost U6_sgRNA u rostlin T1 generace.

oznaceni ) o ] o ] .
. ) rostlina T1 pozitivni rostliny negativnirostliny uaspésnost
odnoze rostliny

- [pocet] [pocet] [pocet] [%0]
12-3 6 2 4 33,3
12-11 6 3 3 50,0
17-3 6 4 2 66,7
17-5 6 5 1 83,3
17-6 6 6 0 100
25-3 6 5 1 83,3
25-4 5 4 1 80,0
48-13 6 6 0 100
48-15 5 3 2 60,0
celkem 52 38 14 73,1
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6.2 Amplifikace genu ABI5 a detekce mutaci Sangerovou
metodou sekvenovani

Z 38 rostlin T1 generace, u kterych byla prokazana pfitomnost genu U6_sgRNA,
byla paramagnetickymi ¢asticemi izolovana DNA. Metodou PCR byl amplifikovan
Usek obsahujici gen ABI5 a elektroforetickou separaci byla jeho pfitomnost
potvrzena u 35 vzork( z 38, (obr. 7, 8, 9). Pozitivni vzorky, byly na Ustavu
experimentalni botaniky sekvenovany pomoci Sangerovy metody, (obr. 10).

Tab. 15: Pfitomnost transgenu ABI5 u rostlin T1 generace po izolaci DNA

paramagnetickymi ¢asticemi.

oznaceni

) rostliny T1 pozitivni rostliny  negativni rostliny uaspésnost
odnoze rostliny

. [pocet] [pocet] [pocet] [%0]
12-3 2 2 0 100
12-11 3 3 0 100
17-3 4 4 0 100
17-5 5 5 0 100
17-6 6 6 0 100
25-3 5 5 0 100
25-4 4 3 1 75,0
48-13 6 5 1 83,3
48-15 3 2 1 66,7
celkem 38 35 3 92,1

9 10 11 12 13 14 15

2000
1000

Obr. 7: Vizualizace amplikonu obsahujicim gen ABI5 o velikosti 416 bp. Drahy 1-
15 oznacuji vzorky DNA T1 generace jarniho je€mene, C+ pozitivni kontrolu
(genomick&d DNA) L ladder o velikosti 2000 bp.
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Obr. 8: Vizualizace amplikonu obsahujicim gen ABI5 o velikosti 416 bp. Drahy 16—
31 oznaduji vzorky DNA T1 generace jarniho je€mene, C+ pozitivni kontrolu
(genomick& DNA) L ladder o velikosti 2000 bp.

32 33 34 35 36 37 38 H20 C+ L

2000
1000

416
300

Obr. 9: Vizualizace amplikonu obsahujicim gen ABI5 o velikosti 416 bp. Drahy 32—
38 oznaduji vzorky DNA T1 generace jamiho jeEmene, C+ pozitivni kontrolu
(genomick&d DNA) L ladder o velikosti 2000 bp.



GCCGGTCGCCGCTAGGAACTCCTCGGCATTCCAGATGTTGC

280 300 310 320
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Obr. 10: Sekvenovani cilového useku transgenni rostliny oznaceni 25-3-2 T2

generace jarniho jeCmene, u néhoz byl pfedpokladan vznik mutace.

U zadné rostliny T2 generace nebyla detekovana mutace v genu abib.

6.3 Detekce genu Cas9, Hyg a U6_sgRNA v rostlinach T2
generace

Nahodné byly vybrany 2 pozitivni rostliny generace T1, u kterych byla potvrzena
pfitomnost genu U6_sgRNA. Z mladych rostlin T2 generace byla izolovana DNA
Edwardsovou metodou. Po zméfeni koncentrace byla provedena PCR.
Separované produkty byly vizualizovany v UV transiluminatoru pomoci programu
GeneSnap. Pri vSech elektroforetickych separovanich byly do gelu mimo vzorky
nanaseny také pozitivni kontroly v podobé plazmidové DNA nebo DNA izolovana
z ovéfenych transgennich rostlin, u kterych byla potvrzena pfitomnost genu Cas9,
Hyg a sgRNA. Vzorky negativnich kontrol byly izolovany z netransformovanych
rostlin jarniho je€mene odridy Francin. Jako marker molekulové hmotnosti byl
vyuzivan Ladder Il o velikosti 2000 bp.
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6.3.1 Detekce genu Cas9

Detekce byla provedena u 26 rostlin T2 generace. U v8ech rostlin byla potvrzena
pfitomnost genu Cas9, (obr. 11, 12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 H20 C- C+ L

2000

811 1000

300

Obr. 11: Vizualizace amplikonu (811 bp) obsahujicim gen Cas9. Drahy 1-13
oznacuji vzorky DNA T2 generace jarniho je€mene, C- negativni kontrolu, C+
pozitivni kontrolu (genomicka DNA z ovéfené transgenni rostliny), L ladder o
velikosti 2000 bp.

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 H20 C- C+ L

2000

1000
811

300

Obr. 12: Vizualizace amplikonu (811 bp) obsahujicim gen Cas9. Drahy 14-[26
oznacuji vzorky DNA T2 generace jarniho je€émene, C- negativni kontrolu, C+
pozitivni kontrolu(genomicka DNA z ovéfené transgenni rostliny), L ladder o
velikosti 2000 bp.

6.3.2 Detekce genu Hyg

Detekce byla provedena u 26 rostlin T2 generace. U vSech rostlin byla potvrzena
pritomnost genu Hyg, (obr. 13, 14).
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Obr. 13: Vizualizace amplikonu (275 bp) obsahujicim gen Hyg. Drahy 1-[13
oznacuji vzorky DNA T2 generace jarniho je€mene, C- negativni kontrolu, C+
pozitivni kontrolu (genomickd DNA z ovéfené transgenni rostliny), L ladder o
velikosti 2000 bp.

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 H.0 C- C+ L
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Obr. 14: Vizualizace amplikonu (275 bp) obsahujicim gen Hyg. Drahy 14-[26
oznacuji vzorky DNA T2 generace jarniho je€émene, C- negativni kontrolu, C+
pozitivni kontrolu (genomicka DNA z ovéfené transgenni rostliny), L ladder o
velikosti 2000 bp.

6.3.2 Detekce genu U6_sgRNA

Detekce byla provedena u 26 rostlin T2 generace. Pfitomnost U6_sgRNA byla

detekovana u 5 rostlin, (obr. 15).
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Obr. 15: Vizualizace amplikonu (605 bp) obsahujicim sgRNA. Drahy 1-[12
oznacuji vzorky DNA T2 generace jarniho je€mene, C- negativni kontrolu, C+
pozitivni kontrolu(genomickd DNA z ovéfené transgenni rostliny), L ladder o
velikosti 2000 bp.

6.4 Detekce transkripce housekeeping genu elongaéniho
faktoru a genu Cas9

Z péti rostlin T2 generace jarniho je€mene, u kterych byla potvrzena pfitomnost
U6sgRNA, byla izolovana RNA, ze které byla pomoci enzymu reverzni
transkriptazy prepsana na cDNA. Pomoci PCR probéhla amplifikace
housekeeping genu elongaéniho faktoru a genu Cas9. Produkty PCR byly
separovany na elektroforéze a pomoci transiluminatoru a programu GeneSnap

byly vizualizovany.
6.4.1 Detekce transkripce genu Cas9

Detekce byla provedena u 5 rostlin T2 generace. U vSech rostlin byla potvrzena

pfitomnost genu Cas9, (obr. 16).

1 2 3 4 5

Obr. 16: Vizualizace amplikonu obsahujicim gen Cas9 (811 bp). Drahy 1-5
oznaCuji vzorky DNA T2 generace jarniho jeCmene, C- negativni kontroly
(netransformovany jarni je€men odrady Francin), C+ pozitivni kontrolu, L ladder o
velikosti 10 000 bp.
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6.4.1 Detekce transkripce genu elongacniho faktoru (EF)

Detekce byla provedena u 5 rostlin T2 generace. U v8ech rostlin byla potvrzena
pfitomnost genu EF, (obr. 17).

1 2 3 4 5 H20 C- C- C+ L

107

Obr. 17: Vizualizace amplikonu obsahujicim gen EF (107 bp). Drahy 1-5 oznacuji
vzorky DNA T2 generace jamniho je€mene, C- negativni kontroly
(netransformovany jarni je€men odrady Francin), C+ pozitivni kontrolu, L ladder o
velikosti 2000 bp.

6.5 Teplotni gradient RT-PCR s plazmidy s potvrzenou
pritomnosti transgenu sgRNA

Pro optimalizaci RT-PCR byl vytvofen teplotni gradient annealing faze. Namisto
cDNA zrostlin byl pouzit plazmid pBRACT214AS sgRNA, u kterého byla
potvrzena pfitomnost genu UG6-sgRNA. Teploty annealingu se pohybovaly
v rozpéti 56-62 °C. Vizualizace pomoci transiluminatoru zobrazila pfiblizné

stejnou intenzitu signall u v§ech testovanych teplot, (obr. 18).
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Obr. 18: Vizualizace amplikonu obsahujicim transgen U6_sgRNA (605 bp).
V drahach 1-6 plazmid pBRACT214AS_sgRNA, u kterého byla potvrzena
pfitomnost genu U6-sgRNA. Teplota annealingu stoupa smérem doprava od 56 °C
po 62 °C. Vpravo ladder o velikosti 2000 bp.

6.6 Detekce transkripce transgenti U6_sgRNA v rostlinach
T2 generace

Detekce transkripce transgenl sgRNA byla provedena u 5 rostlin T2 generace
poté, co u hich byla potvrzena genu Cas9. Program pro PCR byl vybran na zakladé
vysledku testu teplotniho gradientu a teplota annealingu byla nastavena na 59 °C.
Pozitivni kontrolou byl plazmid pBRACT214AS sgRNA jako negativni kontrola
cDNA z netransformované rostliny jarniho je€mene. Na zakladé dosazenych
vysledku bylo zjisténo, Zze u zadné z rostliny nedoSlo k transkripci transgenu
U6_sgRNA, (obr. 19).
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Obr. 19: Vizualizace amplikonu obsahujicim transgen U6_sgRNA. Drahy 1-5
oznaduji vzorky cDNA T2 generace jarniho je€mene, C- negativni kontrolu, C+

pozitivni kontrolu, L ladder o velikosti 2000 bp.
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7 Diskuze

Zkoumani genu ovliviiujicich odezvy rostlin na abioticky stres ma kvuali ménicimu
se klimatu velky vyznam pro hospodafstvi. Tyto odezvy jsou fizeny mnoha
regulatory, jejichz aktivita se v zavislosti na stavu vody v prostfedi méni. ABI5 je
signalizacni regulator ABA, ktery integruje mnoho rdznych signalt a ovliviiuje

expresi genud reagujicich na stres.

Mezi procesy, které tento gen ovliviiuje, se fadi kliCeni semen, rist,
fotosyntéza a vyvoj lateralnich kofenl. Zpusob regulace genu ABI5 a regulace
proteinu ABI5 je slozity a vyzaduje mnoho transkripénich faktor(, enzym(
a proteinovych regulatorl. Exprese ABI5 je vysledkem pusobeni mnoha
transkripénich faktorl a epigenetickych udalosti. Navic proteinové interakce
a posttranslaéni modifikace, jako je napfiklad fosforylace a ubikvitinace, moduluji
aktivitu ABI5 na proteinové Urovni. Dalsi studie ABI5 a zkoumani vlivu tohoto genu
v pfitomnosti abiotického stresu, mohou byt velmi uzite€¢né pfi ziskavani kultivaru,

které maji lepSi odolnost vuci stresu (Skubacz a kol., 2016).

V ramci bakalarské prace byla provedena identifikace transgennich rostlin
jarniho jeémene odridy Golden Promise TO, T1 a T2 generace u 116 rostlinnych
vzorku. vektorem pBRACT214AS sgRNA. Predpoklada se, Ze systémem
CRISPR/Cas9 bude vyvolana mutace genu abib.

V TO generaci byla Edwardsovou metodou izolovana DNA z 38 odnozi 4
transgennich rostlin jarniho jeCmene. Pomoci PCR byla amplifikovan gen
U6_sgRNA. Tento amplikon byl detekovan u 9 odnozi. Z téchto odnozi byla vyseta

semena rostlin T1 generace.

V T1 generaci byla Edwardsovou metodou izolovdna DNA z 52 rostlin.
Pomoci PCR byl amplifikovan gen U6_sgRNA. Tento amplikon byl detekovan u 38
rostlin, u kterych byla nasledné provedena izolace DNA paramagnetickymi
¢asticemi. Pomoci PCR byla amplifikovan Usek obsahujici gen ABI5, ktery byl
detekovan u 35 rostlin. Tyto vzorky byly pfedany do Ustavu experimentalni
botaniky, kde byla metodou Sangerova sekvenovani provedena sekvenace cilové

sekvence. Zadna z rostlin neobsahovala mutaci genu abi5.

V T2 generaci byla izolovana DNA z 26 rostlin pomoci Edwardsovy metody.
Pomoci PCR byly amplifikovany geny U6_sgRNA, Hyg a Cas9. Amplikony genu
Hyg a Cas9 byly detekovany u vSech 26 rostlin, amplikony U6_sgRNA byly

detekovany u 5 rostlin. Z péti rostlin obsahujicich gen U6-sgRNA byla izolovana
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RNA, ktera byla pfepsana do cDNA. Pomoci RT-PCR byl amplifikovan transkript
genu Cas9. Transkripce tohoto genu byla detekovana u vSech rostlin. U zadné

rostliny nebyl detekovan transkript genu U6_sgRNA.

Pomoci molekularni technologie CRISPR/Cas9 probéhla indukce mutaci
rostlin TO generace. Uspé&snost indukce mutaci touto metodou je u jednodéloznych
rostlin, jako je je€men &i pSenice, i dvoudéloznych jako je so6ja, technicky velmi
naro¢na. Pocet mutaci se pohybuje do 10% (Zhang et al., 2016). U metody
CRISPR/Cas9 je UspéSnost mutageneze je zavisla na dvou hlavnich systémech —
sgRNA a Cas9. Exprese obou genl je kontrolovana promotory. V budoucnu by
zvyseni uspésnosti vyvolani mutace mohlo byt dosaZzeno napfiklad vybérem jiného

typu promotoru (Ma a kol., 2015).

Rozdily v uspésnosti vyvolavani mutaci mohou byt zpusobeny mnoha
faktory. Mezi tyto faktory se fadi odliSné zplsoby reparace DNA u riznych druht
rostlin nebo typ cilového genu, na ktery je mutace zaméfena. Pouze mutace
ur€itych cill jsou organismem tolerovany. Mutace pos$kozujici funkci genl

nezbytnych pro zivot buriky, mohou byt pro rostlinu fatalni. (Zhang a kol., 2014).
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8 Zaver

V ramci bakalaiské prace byla vypracovana reSerSe na téma transkripéniho
faktoru kyseliny abscisové ABI5 se zaméfenim na jeho funkci pfi vystaveni rostlin
abiotickému stresu. Rostliny Arabidopsis, u kterych probéhla mutace genu abi5,
vykazuji pleiotropni defekty v odpovédi ABA, v€etné snizené citlivosti na inhibici
kliCeni zpusobené ABA ataké vykazuji zménéné exprese nékterych

ABA-regulovanych protein(.

Byly vybrany 4 transgenni rostliny TO generace jarniho je€mene odridy
Golden Promise, které byly transformovany vektorem pBRACT214AS_ sgRNA
obsahuijici protospacery pro vyvolani mutace genu abi5. U 9 z 38 odnozi rostlin TO
generace byla prokazana pritomnost T-DNA s U6_sgRNA kazetou. Z pozitivnich
odnozi bylo po jejich dozrani zasazeno 52 semen T1 generace a u 38 byla
potvrzena pfitomnost genu U6 _sgRNA. Metodou PCR byl amplifikovan Usek
obsahujici gen ABI5 a elektroforetickou separaci byla jeho pfitomnost potvrzena u
35 vzorkd z38. Pozitivni vzorky byly na Ustavu experimentalni botaniky
sekvenovany pomoci Sangerovy metody, ale mutace nebyla prokazana. Pfi
analyze transkripce u rostlin T2 generace byla detekovana pfitomnost transkriptu

transgenu Cas9, ale pfitomnost sgRNA detekovana nebyla.
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