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Abstrakt

Mitogénom aktivované protein kindzy (MAPK) st enzymy dolezité pre zivot
eukaryotickych buniek. Maju signaliza¢nt llohu po¢as mnohych bunkovych procesov,
ale aj pri reakcii organizmov na roézne podnety z okolia. Predkladana diplomova praca
je zamerana na Medicago MAPK 2 (MMK2) a Medicago MAPK 3 (MMK3) v
pol'nohospodarsky vyznamnej lucerne siatej (Medicago sativa L.). Tieto kindzy sa u
lucerny podielaji na signalizacii pocas niektorych abiotickych stresov a tiez
Vv pritomnosti mikrobialnych elicitorov. Okrem toho sa uvazuje 0 podiele tychto kinaz
na regulacii bunkového delenia. Prinosom pre stadium MAPK u lucerny moze byt
vyradenie génov MMK2 a MMKS3 z funkcie. Pre cielenti mutagenézu tychto génov v
tetraplodinej lucerne bola zvolena technologia multiplex CRISPR/Cas9 (,,clustered
regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated protein 9°),
teda systém zlozeny z usekov prokaryotickej DNA, pozostavajucich z kratkych
palindromatickych repetitivnych sekvencii pravidelne usporiadanych v klastroch
a asociovaného proteinu Cas9. Tento multiplexny CRISPR/Cas9 systém je zaloZeny na
simultannej expresii viacerych navadzajicich RNA zacielenych suc¢asne na niekol’ko
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chemicky-inducibilny promotor, ktory moze eliminovat mozné neziaduce nasledky
konstitutivnej nadexpresie Cas9. Vzhl'adom na to, Ze tento inducibilny systém nebol
eSte pouzity u lucerny siatej, boli v ramci tejto diplomovej prace optimalizované
podmienky pre jeho praktické vyuzitie. Za ucelom cielenej mutagenézy génov MMK2
a MMK3, boli CRISPR-KO vektory stabilne transformované do listovych explantatov
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CIELE PRACE

Teoreticka cast’

1. Charakteristika a funkcie mitogénom aktivovanych protein kindz (MAPK) MMK2
(Medicago MAPK2) a MMK3 (Medicago MAPK3) v lucerne siatej (Medicago sativa
L.).

2. Uloha MAPK pocas interakcii Medicago spp. s prospesnymi a patogénnymi
mikroorganizmami.

3. Modifikécie systému CRISPR/Cas9 a ich vyuzitie.

4. , Multiplexné* technologie pre editaciu gendmu rastlin a zlepSovanie vlastnosti plodin.

5. Metody selekcie a analyzy mutovanych rastlin pripravenych pomocou CRISPR-KO.

Prakticka cast’

1. Navrh gRNA pre mutagenézu MMK3 génu pomocou ,,multiplex CRISPR*.

2. Anelécia oligonukleotidov a klonovanie gRNA do vstupnych vektorov pre mutagenézu
génov MMK2 a MMKG.

3. Priprava ,,multiplexnych CRISPR-KO* vektorov pozostavajucich zo 4 gRNA.
4.Transformacia Agrobacterium tumefaciens CRISPR-KO vektormi a overenie ich
funkcnosti.

5. Stabilna transformacia lucerny siatej ,,multiplexnymi CRISPR-KO* vektormi.

6. Optimalizacia kultivacnych podmienok pre chemicku indukciu mutagenézy MMK2 a
MMKS génov Vv lucerne siatej.

7. Selekcia a analyza transgénnych linii lucerny siate;.



1 UVOD

Nakol'ko dopad klimatickych zmien ¢i produkcie chemickych prostriedkov a inych
neziaducich latok je na zivotné prostredie Coraz vyraznej$i, je nevyhnutné vyvijat
stratégie, ktoré umoznia zabezpecit' kvalitu a tiez stabilny vynos pol'nohospodarsky
vyznamnych plodin. Jednou z tychto plodin je lucerna siata, ktora si ziskala pozornost’ aj
Vv oblasti biotechnologického vyskumu. Mitogénom aktivované protein kinazy (MAPK)
su dolezitymi molekulami pre signalizaciu v bunke, predovSetkym pocas bunkovych
reakcii na mnohé stimuly alebo stresy z vonkajsieho alebo vnttorného prostredia (Komis
et al., 2018; Zhang a Zhang, 2022).

Tato diplomova praca je zamerana na Medicago MAPK 2 (MMK?2) a Medicago
MAPK 3 (MMK3), ktoré u lucerny siatej maju signaliza¢né ulohy v pritomnosti elicitorov
z kvasiniek a hub (Cardinale et al., 2000), a tiez pri vystaveni tazkym kovom, konkrétne
zli¢eninam obsahujucim kadmium alebo med’ (Jonak et al., 2004). Okrem toho, MMK?2
a MMKS3 by mohli ovplyviiovat’ bunkové delenie u lucerny siatej. Jednou zo stratégii,
pomocou ktorej sa da prispiet’ k objasneniu funkcii tychto kindz, méze byt vyradenie
MMK2 a MMK3 génov z funkcie (takzvany ,.knock out* alebo KO).

Zamerom tejto diplomovej prace bola mutagenéza génov MMK2 a MMK3 u lucerny
siatej vyuzitim ,,multiplexnej CRISPR/Cas9* technologie. Tato vylepSena CRISPR/Cas9
technologia umoziluje zacielenie nukledzy Cas9 na niekol’ko oblasti genomu stcasne,
prostrednictvom viacerych navadzajticich molekil RNA (,,guide RNA*, gRNA,; Xing et
al., 2014).

V nadvéznosti na bakalarsku préacu, pocas ktorej boli navrhnuté Styri gRNA pre
mutagenézu MMK2 a klonované destinaéné CRISPR-KO vektory obsahujice miesta pre
kazety s gRNA, boli v ramci experimentalnej Casti tejto diplomovej prace navrhnuté tyri
gRNA pre mutagenézu MMK3. Dalej boli pripravené , multiplexné CRISPR-KO*
vektory pre mutagenézu jednotlivych génov MMK2 a MMK3. Expresia Cas9 je vo
vektoroch regulovand prostrednictvom konstitutivneho alebo chemicky-inducibilného
promotora, zavislého od pritomnosti glukokortikoidu dexametazon. Tento inducibilny
systém expresie eSte nebol pouzity u lucerny siatej, preto d’alsim cielom experimentu
bola optimalizacia podmienok pre jeho praktické vyuzitie. V tejto praci sa podarilo
pripravit’ transgénne linie lucerny siatej, ktoré bude mozné vyuzit' pre d’alSie analyzy

s cielom potvrdit’ a charakterizovat’ mutagenézu génov MMK2 a MMK3.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Mitogénom aktivované protein kinazy

Mitogénom aktivované protein kindzy (MAPK) st fosforylacné enymy, ktoré zohravaju
dolezité ulohy u kvasiniek, rastlin, zivo¢ichov i ¢loveka (Morrison, 2012). V rastlinach
sa MAPK zucastiuju ich reakcii na rozlicné biotické a abiotické stresy. Mozu
ovplyviiovat’ hormonalnu regulaciu, ale aj mnohé bunkové procesy ako je cytokinéza,
rast alebo diferenciacia buniek (Komis et al., 2018). V sucasnosti je vac¢sina rastlinnych
MAPK charakterizovana najma v modelovom organizme Arabidopsis thaliana (Chen et
al., 2017). Avsak, pre biotechnologicky vyskum zamerany na MAPK su atraktivne
i d’alsie rastlinné druhy (Samajova et al., 2013), typickym prikladom je lucerna siata.
V tejto pol'nohospodarsky vyznamnej plodine bola dodnes preskiimané podrobnejsie len
funkcia stresom-indukovanej MAPK (SIMK) pri vyvoji koreniovych vlaskov (Samaj et
al.,, 2002) aich interakcii so Sinorhizobium (Hlavackova et al., 2023), alebo pri
abiotickom sol'nom strese (Ovecka et al., 2014). K d’alsim MAPK u lucerny patria aj
Medicago MAPK 2 (MMK2) a Medicago MAPK 3 (MMK3).

2.1.1 Medicago MAPK 2 (MMK?2)
MMK2 je enzym o molekulovej hmotnosti 43 kDa. V stadii Jonak et al. (1995) sa
zamerali na mitogénom aktivovant protein kinazu 1 (MPK1) v kvasinkach a pozorovali,
ze v pripade jej absencie doslo k porucham vezikularneho transportu i stavby bunkovej
steny. To naznacuje, ze MPK1 by sa mohla podielat’ na regulacii cytoskeletu. Dalej
v tejto Stadii uviedli, ze MMK2 S$pecificky nahradila funkciu mutovanej MPK1
Vv kvasinkach. Pri porovnavani proteinovych sekvencii tychto dvoch kinaz zistili, ze
najkonzervovanejSie aminokyseliny lezia v oboch pripadoch v centrélnej oblasti, ktora sa
podiela na katalyze prenosu fosfatovej skupiny.

MMK2 je najviac podobna enzymu AtMPK4 z modelového rastlinného druhu
A. thaliana (Tena et al., 2001). Aktivita AtMPK4 bola zaznamenana v deliacich sa
bunkach meristému korena a lokalizovana bola v bunkovej prepazke (Kosetsu et al.,
2010) afragmoplaste (Beck et al., 2010). Zistilo sa, ze mpk4 mutant vykazoval
signifikantné poruchy cytokinézy a mikrotubulov (Beck et al., 2010; Beck et al., 2011).
Vychédzajic z tychto poznatkov mozno uvazovat, Ze by sa MMK2 tieZ mohla podiel’at

na regulacii cytoskeletu a bunkového delenia u lucerny.



2.1.2 Medicago MAPK 3 (MMK3)

MMK3 je enzym s velkostou 44 kDa, ktory do urcitej miery vykazuje podobnost’ s
MMK?2. Lokalizacia MMK3 bola v bunkach preukazana pocas vSetkych Stadii
bunkového cyklu, ale zistilo sa, Ze k aktivacii tejto kinazy dochadza vyhradne v priebehu
mitozy. Bogre et al. (1999) dokazali, z2 MMK3 sa pocas anafdzy koncentruje medzi
segregujucimi sa chromozémami a neskor je tento enzym lokalizovany v stredovej rovine
bunkového delenia.

Podl'a Zhang et al. (2001) je MMK3 vel'mi podobna skinazou NtF6 v
tabaku (Nicotiana tabacum). Tuto skutoc¢nost’ potvrdili Calderini et al. (2001), nakol'ko
vysledky ich studie preukézali, Ze lokalizacia a tiez aktivacia kinazy NtF6 je rovnaka ako
v pripade MMK3. Ortologom MMK3 v A. thaliana je pravdepodobne AtMPK13
(Ouaked et al., 2003; Jagodzik et al., 2018). Tato kinaza bola lokalizovana spolu
s AtMKKG6 v korenovej $picke a v kvetnych pucikoch (Melikant et al., 2004). Znizena
expresia AtMKK6 a AtMPK 13 viedla k znizenej tvorbe bo¢nych korenov, z ¢oho vyplyva,
7e ich expresia pravdepodobne suvisi s mitotickou aktivitou (Zeng et al., 2011). Preto
mozno uvazovat, ze by MMK3 mohla ovplyviiovat’ proces bunkového delenia.

Ouaked et al. (2003) zistili, zZe MMK3 spolo¢ne so SIMK mézu ovplyviiovat
signalizatné drahy etylénu. Tieto kindzy aktivuje aminocyklopropan-1-karboxylova
kyselina (ACC), ktora je prekurzorom etylénu. SIMK a MMK3 potom d’alej aktivuju
proteiny EIN2 a EIN3 (,,ETHYLEN-INSENSITIVE PROTEINS®), podielajuce sa na
indukcii expresie génov pod vplyvom etylénu.

K aktivacii MMK3 moéze dochadzat’ aj pocas oxidativneho stresu. Nakagami et al.
(2004) objasnili, ako peroxid vodika aktivoval oxidativnym stresom aktivovani MAP3K
(OMTK1) a ta potom Specificky aktivovala MMK3, ¢o viedlo k zvy$enému odumieraniu

buniek u lucerny.

2.1.3 MMK2 a MMKS3 v podmienkach abiotického stresu

MMK2 a MMK3 sa spolo¢ne podielaju na signalizacii u lucerny v podmienkach
abiotického stresu, napriklad v pripade ked’ bunky reaguju na pritomnost’ tazkych kovov
v pdde (Jonak et al., 2004). V uvedenej stadii bola popisana zvySena koncentracia
reaktivnych foriem kyslika v pritomnosti i6nov medi, na ktoru reagovala stresom-
indukovana MAPK kinaza (SIMKK). Ako ukazuje Obrazok 1 (Obr. 1), tato nadradena
kinaza potom aktivovala SIMK spolu so stresom aktivovanou MAPK (SAMK), avS§ak
priebeh aktivicie MMK2 a MMK3 v tychto podmienkach zatial' objasneny nebol.



Pre charakterizdciu tychto reakcii, ako aj identifikaciu komponentov aktivujucich

uvedené kindzy v pritomnosti ibnov kadmia, st potrebné d’alsie Studie.

A CuCl, B CdcCl,

| |

ROS ?

Y |

SIMKK ? ?

L |
SIMK MMK3 SIMK, MMK2,
SAMK MMK2 MMK3, SAMK

Obr. 1: Signaliza¢né kaskady u lucerny, ktoré vedu k aktivacii enzymov MMK2, MMK3, SIMK
a SAMK v pritomnosti tazkych kovov. (A) Reaktivnymi formami kyslika (,,reactive oxygen
species, ROS®) sprostredkovana aktivacia MMK2, MMK3, SIMK a SAMK vV pritomnosti medi.
(B) Aktivacia SIMK, SAMK, MMK?2 a MMK3 v pritomnosti kadmia. Zdroj: Jonak et al. (2004),
upravené.



2.2 MAPK v Medicago spp. po€as interakcii s mikroorganizmami

O signalnych kaskadach sprostredkovanych MAPK, ktoré ovplyviiuju rast a vyvoj
bobovitych rastlin rodu Medicago v r6znych podmienkach prostredia, sa dozvedame len
postupne (Purayannur et al., 2017; Komis et al., 2018). Pre $tadium zastupcov tohto rodu
slizi predovsetkym modelovy druh Medicago truncatula. Prave vdaka diploidnému
genému tohto druhu, ktory bol uz kompletne osekvenovany (Tang et al., 2014), jeho
kratkemu zivotnému cyklu a faktu, ze je samoopelivy, mozno napredovat’ vo vyskume
cudzoopelivych druhov s komplexnym genomom, akym je M. sativa (Kaur et al., 2021).
Okrem toho je M. truncatula vhodnym organizmom pre $tudium nodulécie, teda tvorby
hl'izok na korenoch, ktoré poskytuju vhodné prostredie na fixaciu N2 baktériami rodu

Sinorhizobium (Oldroyd et al., 2011).

2.2.1 Uloha MAPK v Medicago spp. potas interakcie s baktériami rodu
Sinorhizobium

Cielom signaliza¢nych kaskad v bobovitych rastlinach mozu byt transkripéné faktory
alebo proteiny, ktoré su klI'icové pre symbiotické interakcie s prospeSnymi baktériami
(Chen et al.,, 2017; Purayannur et al.,, 2017). V koreioch M. truncatula boli
fosfoproteomickou analyzou identifikované fosforylaéné miesta na proteinoch, ktoré sa
podielaju na iniciacii symbidzy (Grimsrud et al., 2010). Jednym z nich je protein IPD3
(,INTERACTIG PROTEIN OF DMI3), ktory interaguje s protein kinazou DMI3, ktora
je zavisla na vapniku/kalmoduline a je d6lezita pre samotny proces symbiozy (Messinese
et al., 2007). Dalej identifikovali fosforylaéné miesta na proteine SKL (,,SICKLE®),
ortoldgom proteinu EIN2 v A. thaliana. Varma Penmetsa et al. (2008) zistili, ze EIN2 je
nevyhnutny pre etylénova signaliziciu anegativne ovplyviiuje tvorbu nodulov.
Identifikovali tiez fosforylacné miesta na nukleoporine NUP13, ktory je nevyhnutny pre
proces symbidzy, ked’ze sprostredkuje perinuklearnu oscilaciu vapnika pocas vyvoja
nodulov (Kanamori et al., 2006).

Ryu et al. (2017) neskor uviedli, ze stresom indukovana signalna draha MtMKKS5-
MtMPK3/6 negativne ovplyviiuje interakcie medzi M. truncatula aS. meliloti.
MtMPK3/6 negativne regulujt transkripcné faktory MtERN1 (,,ETHYLENE RESPONSE
FACTOR REQUIRED FOR NODULATION 1%) aMtNSP1 (,NODULATION
SIGNALING PATHWAY 1), oba dolezité pre iniciaciu vytvarania nodulov. ZvySena

expresia MtMKKS5 viedla okrem stimulacie stresovych signalnych drah tiez k znizenej



tvorbe nodulov. Naopak, inhibicia signalnej MAPK drahy pomocou inhibitora U0126
mala za nasledok zvysenu tvorbu nodulov.

Pre samotny proces nodulacie u lucerny je nevyhnutna pritomnost’ korefiovych
vlaskov. SIMK a jej aktivator SIMKK (Kiegerl et al., 2000) majt dolezita ulohu prave
pri regulacii rastu koreiovych vlaskov (Samaj et al., 2002). V tejto tadii zistili, ze SIMK
sa po jej aktivacii presuva z jadra do SpiCky rasticich korenovych vlaskov. SIMK
pravdepodobne fosforyluje niektory z aktin-viazucich proteinov, ktoré ovplyviiuja
reorganizaciu aktinového cytoskeletu pocas rastu korenovych vlaskov. Skutocnost’, ze
SIMK pozitivne ovplyviiuje rast koreniovych vlaskov potvrdili aj Hrbackova et al. (2021),
nakol’ko konstitutivna nadexpresia SIMK viedla k lepSiemu rastu koreiiovych vlaskov a
K vicsej produkcii zelenej biomasy. Naopak, v SIMKK RNAI liniach, v ktorych dochadza
k znizenej transkripcii SIMKK aSIMK, bol zaznamenany zniZeny rast korefiovych

vlaskov i menej biomasy (Hrbackova et al., 2021).

2.2.2 MAPK lucerny aktivované elicitormi mikroorganizmov

Rastliny prirodzene prichadzajc do kontaktu s prospesnymi a patogénnymi
mikroorganizmami. Su schopné rozpoznat’ rdzne elicitory charakteristické pre patogény,
ktoré v rastlinach spustaju obranné mechanizmy (Montesano et al., 2003).

Podla Cardinale et al. (2000) mo6zu niektoré elicitory mikroorganizmov, najma
kvasiniek a hub, aktivovat MMK2, MMK3, SIMK a SAMK. Jednym z tychto elicitorov
je chitin, ktory patri medzi hlavné komponenty bunkovej steny hub (Khokhani et al.,
2021). Konkrétne B-(1,3)-glukan, predstavujuci zlozku chitinu (Gow et al., 2017),
aktivoval vsetky uvedené kinazy. Pritom SIMK a MMK?2 dosahovali najvyssiu aktivitu
uz po 5 minutach od oSetrenia B-glukdnom, zatial' <o MMK3 reagovala na pritomnost’ 3-
glukanu o niekol'’ko minut neskor.

Dalsim aktivatorom MAPK je ergosterol (Cardinale et al., 2000), najviac zastipeny
sterol v bunkovych membranach hub (Klemptner et al., 2014). Tento elicitor aktivoval
SIMK, SAMK i MMK3, pricom MMK3 reagovala o niekol'’ko mintit neskor v porovnani
so SIMK a SAMK. Avsak, celkova organizacia tychto signaliza¢nych kaskad, vratane

aktivatorov a substratov uvedenych kinaz, nebola doteraz objasnena.

2.3 Systém CRISPR/Cas9 a jeho modifikacie

V stcasnosti jednym z najviac vyuzivanych nastrojov pre upravu genetickej informéacie
je systém CRISPR/Cas9 (Janik et al., 2020; Tripathi et al., 2023). CRISPR (,,clustered
regularly interspaced short palindromic repeats*) st iseky prokaryotickej DNA objavené
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v baktérii Streptococcus pyogenes (Ran et al., 2013), ktoré pozostavaju z kratkych
palindromatickych repetitivnych sekvencii pravidelne usporiadanach v klastroch. Spolu
SCAS génmi (,,CRISPR-ASSOCIATED“) funguji ako obranny mechanizmus
na degradaciu cudzorodej DNA (Hryhorowicz et al.,, 2017). Pre tucely génového
inzinierstva Sa pouziva upraveny systém, skladajuci sa z dvoch kl'aicovych molekul.
Jednou je nukleaza Cas9, ktora Stiepi Specifickt sekvenciu DNA. Druhou je navadzajica
RNA (,,guide RNA, gRNA®) napodobiiujuca prirodzeny komplex tracrRNA:crRNA
v baktériach, ktorého ulohou je nukleazu nasmerovat’ na ciel'ové miesto v genome (Ran
et al., 2013). Nevyhnutnou zlozkou systému CRISPR/Cas je PAM sekvencia
(,,protospacer adjacent motif), ktora je dolezita prave pre rozpoznanie cielovej DNA
sekvencie nukledazou (Gleditzsch et al., 2019). Postupne bolo objavenych niekolko
d’alsich typov tohto bakterialneho imunitného systému (Makarova et al., 2020), ktoré sa
lisia sekvenciami PAM (Mojica et al., 2009; Ran et al., 2013). Pritomnost PAM
sekvencie pozostavajucej z nukleotidov NGG (N predstavuje akykol'vek nukleotid) je
typicka pre systém CRISPR s nukleazou Cas9 (Ren et al., 2021).

Nevyhnutnost’ Specifickej PAM sekvencie moze byt vSak v niektorych pripadoch
limitaciou. Najmé v pripade, Ze je cielova oblast’ DNA urcena pre editaciu bohata na G/C
alebo pozadovanu PAM sekvenciu neobsahuje (Ren et al., 2021). Tato skutoc¢nost’ viedla
K vyvoju metddy CRISPR-SpRY (Obr. 2A) a spocivala v modifikacii nukleazy Cas9
cielenou mutaciou aminokyselin v doméne interagujtiicej s PAM (Walton et al., 2020).
Najprv bol pripraveny variant nazvany SpG, ktory rozpoznaval SirSie spektrum PAM
sekvencii. DalSou optimalizaciou vedci vyvinuli nukleazu SpRY, ktora je schopna
rozpoznat’ takmer vSetky doposial’ charakterizované PAM sekvencie (Walton et al., 2020;
Riaz et al., 2022).

Novym vysoko $pecifickym nastrojom pre tipravu genému je Cas-Clover (Madison et
al., 2022), ktory je znazorneny na Obr. 2B. Hlavnym rozdielom oproti tradicnému
syst¢tmu CRISPR/Cas9 je skutocnost’, Ze tato technologia vyzaduje dve vodiace RNA
pre nasmerovanie nukleazy Clo051. Clo051 je fizny protein zlozeny z inaktivovanej
Cas9 nukleazy (dCas9) a Clo051 endonuklézy, ktora Stiepi cielovl sekvenciu v genéme.
Podmienkou pre tvorbu dvojitych zlomov vlakien DNA (,,double strand brake, DSB*) je
dimerizacia podjednotiek tejto endonukledzy, nasmerovanej na vybrané miesto v gendme
pomocou L-gRNA (Tavej gRNA) a R-gRNA (pravej gRNA). Pre spravnu funkciu Cas-
Clover musia byt v§ak obidve gRNA navrhnuté a rozpoznané v Specifickej orientécii

a tiez v urcitej vzdialenosti od seba (Madison et al., 2022).
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Nedavno bol vyvinuty systém CRISPR-Combo, pomocou ktorého je mozna
simultanna editacia genomu urcéitého organizmu a aktivacia vybranych génov. Aktivaciou
kla¢ovych génov WUS (,L,WUSCHEL*) ¢ WOX11 (,WUSCHEL RELATED
HOMEOBOX11“) pre morfogenézu u A. thaliana sa podarilo zrychlit' regeneraciu
geneticky modifikovanych rastlin. Systém CRISPR-Combo bol zatial’ otestovany u ryze
a javi sa ako perspektivny nastroj pre moderné §l'achtenie plodin (Pan et al., 2022; Li et
al., 2023).

Kombinaciou procesu prirodzenej transformacie (,,natural transformation, NT*) a
systému CRISPR/Cas9 bola vyvinuta metoda NT-CRISPR. Stukenberg et al. (2022)
vyuzili schopnost’ morskej baktérie Vibrio natriegens inkorporovat DNA do svojho
gendmu pomocou homologickej rekombinacie. NT-CRISPR vyuZili na tvorbu
jednonukleotidovych modifikécii, delécii atieZ na integraciu pozadovanej sekvencie
DNA. Nasledne zacielili CRISPR/Cas9 na ,,wild-type“ sekvenciu génu, ¢o viedlo
k odstraneniu buniek, ktoré transgén neobsahovali, s G¢innost'ou takmer 100 %. Okrem
toho, Ze tento spdsob editacie a naslednej selekcie nevyzaduje zaClenenie selekénych
markerov, napr. génov rezistencie pre antibiotikum, tdto metéda by mohla byt pouzité aj
na simultanne delécie viacerych chromozémovych oblasti. Autori dokonca uviedli, ze
metdda je kompatibilna s modifikovanou Cas9 — SpG, ¢o by mohlo rozsirit’ spektrum
editovanych genomov (Stukenberg et al., 2022).

Mnohé genetické poruchy s zapri¢inené mutaciami iba jedného nukleotidu,
respektive bazového paru v sekvencii DNA. Pre opravu takychto defektov boli vyvinuté
d’alsie metody zalozené na technologii CRISPR, ktorymi st editacia baz (,,base editing™)
a ,,prime editing* (Kantor et al., 2020). Spolo¢nym znakom tychto metdd je, ze v oboch
pripadoch mozno modifikovat’ cielovii sekvenciu DNA bez tvorby DSB (Thuronyi et al.,
2019; Kantor et al., 2020). Metdda ,,base editing* (Obr. 2C) je $pecificka Giprava genomu
spocivajuca v jednobodovej mutacii DNA. Vyuzivaju sa tzv. ,,base editors* (BE), ¢o su
molekuly zlozené z inaktivovanej Cas nukledzy a deaminazy. Ked sa gRNA naviaze
na cielové miesto v gendome, rozstiepi sa kratky usek jedného vladkna DNA za tvorby tzv.
"R-slucky" (Nishimasu et al., 2014). V ramci tejto slu¢ky nasledne deaminaza katalyzuje
konverziu S$pecifického bazového paru. Vyvinuté boli dva typy BE: cytidinovy
a adeninovy. Cytidinovy zamietia C+G bazovy par za T+A a funkcia adeninového editora
spoc¢iva v zamene A+T na G+C. Metdda ,,prime editing (Obr. 2D) spociva zase v tvorbe
inzercii, delécii ¢i transverzii v Specifickej Casti DNA, pomocou S$pecidlnej, dlhsej

vodiacej RNA, oznacovanej pegRNA. Pre funkciu tohto editacného nastroja je potrebny
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fuzny protein zloZeny z Cas9 nikazy, Stiepiacej len jedno vlakno DNA a Speciédlne
navrhnutej reverznej transkriptazy, ktora sprostredkuje inkorporaciu danej sekvencie do

genému (Das et al., 2022).
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Obr. 2: Modifikované CRISPR/Cas9 technologie. (A) Systém CRISPR s upravenou SpRY
nukleazou, rozpoznavajiicou PAM sekvenciu pozostavajucu z akychkol'vek nukleotidov (NNN).
Zdroj: Zhang a Zhang, (2020), upravené. (B) Systém Cas-Clover zloZeny z dimérneho proteinu
Clo51 fuzovaného s inaktivovanou nukleazou dCas9, ktora je na cielové miesto navadzana 'avou
(L-gRNA) apravou (R-gRNA) vodiacou RNA (gRNA). Zdroj: Crawford (2021), upravené.
(C) Technologia ,,base editing™ pozostavajica z inaktivovanej dCas9 nukleazy a deaminazy,
ktora katalyzuje vymenu Specifického bazového paru v cielovej sekvencii DNA. Zdroj:
Nishiyama et al. (2021), upravené. (D) Technologia ,,prime editing, v ktorej je Cas9 nikaza
nasmerovana spolu s reverznou transkriptazou na vybrané miesto v genome pomocou Specifickej
pegRNA. Zdroj: Nishiyama et al. (2021), upravené.



V diploidnom organizme je 50 % pravdepodobnost’, ze sa ur¢ity gén prenesie do
potomstva. Technoldgiou ,,CRISPR gene drive* tato pravdepodobnost’ mozno zvysit’ az
na 100 %. Systém vyuziva nukleazu Cas9 spolu s gRNA, pri¢om chromozom, do ktorého
sa tento konstrukt zadleni, sa stiva odolny voéi §tiepeniu nukleazou. Stiepenie urditej
sekvecie DNA tak nastava na ,wild type* alele. Tieto zlomy nasledne bunka opravuje
bud’ procesom nehomologického spajania koncovych ¢asti DNA (,,non-homologous end
joining, NHEJ®), alebo homologicky usmernenou opravou (,,homology-directed repair,
HDR*; Hryhorowicz et al., 2017). V pripade opravy zlomov pomocou HDR, slazi ako
templat chromozom obsahujici transgén.

V stcasnosti je mozna Specificka editacia genomu vybraného organizmu aj pomocou
,»DNA-free* technoldgie (Kanchiswamy, 2016; Metje-Sprink et al., 2019; Das et al.,
2022). Tieto technologie vyuzivaja ribonukleoproteiny TALEN (,,transcription activator-
like effector nuclease) alebo Cas9 nukleazu, priCom in vitro vytvoreny komplex
s vodiacou RNA sa vpravuje do protoplastu bud’ priamo, najmd pomocou PEG alebo sa
tranzientne exprimuje mRNA kodujuca tieto molekuly. Editacia rastlinnych buniek
pomocou tejto technologie ale dosahuje nizku efektivitu v porovnani s tradi¢nymi
technologiami zalozenymi na DNA. Navyse, nevyhodou uvedenej technologie je, ze pre
selekciu editovanych rastlin je v kazdom pripade nevyhnuta sekvenacna analyza (Metje-
Sprink et al., 2019).

Konstitutivna editacia génov v Zivote rastliny moze viest' k naruSeniu kl'i¢ovych
bunkovych procesov, napriklad vyvoja ¢i reprodukcie, nakol’ko editovany gén mdze byt
pre Zivot organizmu esencialny alebo moZe cielend editacia ovplyvnit' i1 funkciu inych
génov, ktoré reguluju dolezité mechanizmy v bunke (Das et al., 2022; Singha et al., 2022).
V stcasnosti je mozné regulovat’ expresiu $tudovanych génov len vo vybranej oblasti
organizmu a tiez len v ur¢itom ¢ase alebo vyvojovom $tadiu, pricom rozhodujuci je vyber
vhodného promotora (Singha et al., 2022). Pomocou pletivovo alebo organovo
Specifickej editdcie gendmu je mozné Studovat’ vybrané gény len v urCitych bunkéch,
pletivach alebo organoch (Decaestecker et al., 2019). Pre regulaciu expresie génu zaujmu
v ¢ase, mozno vyuzit' napriklad inducibilny promotor, reagujlici na rozne faktory
v prostredi (Huang et al., 2021), nasledkom ¢oho dochadza k expresii tohto génu.
Inducibilna CRISPR/Cas9 editacia genému je podrobnejsie popisana v kapitole 2.3.2.

Ina vylepsena CRISPR technolégia, systém ,,multiplex CRISPR/Cas9“, je zalozena na
expresii niekol’kych gRNA sucasne zacielenych na viacero oblasti genému (Xing et al.,

2014). Touto stratégiou mozno zvysit efektivitu mutagenézy predovsetkym V pripade
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tetraploidného genomu u lucerny (Wolabu et al., 2023). Blizsie je tento systém popisany
v kapitole 2.4.

2.3.1 Vyuzitie modifikovanych CRISPR/Cas9 technologii

Sofistikovany CRISPR-SpRY systém otestovali U ryze Ren et al. (2021), pricom zacielili
tento systém na gén OSPSD, kédujuci fytoén desaturazu. Efektivita editdcie pomocou
SpRY bola mierne znizena (62,5 %) oproti tradi¢cnému CRISPR/Cas9 systému (79.0 %).
Avsak, sekvenacnd analyza cielovych miest odhalila, ze v pripade Stiepenia DNA
nukledzou SpRY, doslo k tvorbe vacsich delécii ako v pripade Stiepenia nukledzou Cas9.
Naviac, pri dokladnom navrhu experimentu mozno ocakavat' naozaj vysoko ucinnu
a Specificka editaciu vybraného génu vybraného génu (Ren et al., 2021). Tento Gspech
tak otvara moznosti pre d’alSie genetické editacie, ktoré doteraz nemohli byt’ uskutoénené.

Pomocou systému Cas-Clover sa zatial’ podarilo editovat’ gén pre fytoén desaturazu
(PDS) v banane (Tripathi et al., 2023). Skuto¢nost, Ze si tento systém vyzaduje navrh
dvoch gRNA modze byt nevyhodou ked’ je cielova oblast’ gendmu malé a navrh vodiacich
RNA moéze byt naroény. Naopak, vd’aka tejto poziadavke sa méze vyrazne zvysit
Specifita editacie, nakol’ko pravdepodobnost’ nespecifického ucinku tohto systému bola
zanedbatel'na. Vo vysledkoch tejto Studie tiez uviedli, ze pri sekvenacnej analyze boli
detekované vicsie delécie oproti editdciam s vyuzitim Cas9.

Technoldgiami ,,base editing® a ,,prime editing* sa podarilo navodit’ rezistenciu voci
ur¢itym herbicidom u ryze (Liu et al., 2021), psenice (Li et al., 2018), repky olejnej
(Cheng et al., 2021) a d’alsich vyznamnych plodin (Das et al., 2022). Tieto editacie mézu
mat’ podobnu ¢i dokonca vyssiu t€innost” ako HDR a nest so sebou ovel'a mensSie riziko
neziaducich mutacii mimo cielového miesta (Anzalone et al., 2019). Avsak, s ohl'adom
na to, ze bola tato metdda vyvinuta v l'udskych bunkach pre terapeutické ucely (Anzalone
et al., 2020), editacia genomu niektorych dvojkli¢nolistovych rastlin si vyzaduje d’alsiu
optimalizaciu (Das et al., 2022).

Vyuzitim technologie ,,CRISPR gene drive® by bolo mozné stabilizovat’ urc¢ité ziadané
vlastnosti organizmov ako aj znizit’ pocet generacii potrebnych pre zisk homozygotnych
jedincov. Metoda bola tspesna v bunkach hmyzu (Das et al., 2022), a eSte predtym
predbezne otestovana v A. thaliana (Neve, 2018; Zhang et al., 2021). Avsak, rastlinné
bunky opravuju zlomy v DNA primarne procesom NHEJ a HDR je len alternativou (Ran

et al., 2013). Aby bolo mozné tento editaény nastroj vyuzivat’ v $lachtitel'stve plodin,
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bude este potrebné podrobne preskumat’ mechanizmus HDR v rastlinnych bunkach (Das
etal., 2022).

2.3.2 Inducibilna CRISPR/Cas9 editacia genomu rastlin

Mutacie sposobené konstitutivnou expresiou systému CRISPR/Cas9, ktoré zapricinuji
vyradenie urcitého génu z funkcie, mozu viest' k vyvojovym defektom ¢i dokonca
k letalite (Omelina et al., 2022). Preto vyvoj editatného nastroja, ktory umoziuje
inducibilné modifikacie len urcitych typov buniek, ma velky vyznam pre komplexné
studium funkcie génov pocas Specifickych vyvojovych alebo fyziologickych procesov
(Wang et al., 2020). Transkripcia konstruktu nesuceho transgén moze byt v rastlinach
riadend chemicky indukovatelnym promotorom alebo réznymi abiotickymi stresmi,
akymi st teplo (Freeman et al., 2011), chlad (Kovalchuk et al., 2013) alebo sucho (Xue
etal., 2011).

Chemicky indukovatel'ny systém sa sklada z dvoch podstatnych elementov. Jednym je
transkripény faktor (aktivator), ktory moéze byt vytvoreny umelo (chiméricky
transkripcny faktor). Ten sa Specificky viaze na promotor druhého elementu, ktorym je
reportérovy gén alebo tiez efektor. Transkripény faktor méze byt pod kontrolou
konstitutivneho alebo pletivovo S$pecifického promoétora a samotna expresia tohto
systému moze byt indukovand napriklad tetracyklinmi, insekticidmi, med’ou, etanolom
¢i steroidmi (Omelina et al., 2022).

V tejto diplomovej praci boli pre mutagenézu MMK2 a MMK3 skonstruované 2 typy
multiplexnych CRISPR-KO vektorov, liSiace sa typom promoétora. V jednej verzii je
expresia systému pod kontrolou konstitutivneho promotora UBQ10. Druhd verzia
obsahuje inducibilny systém GR-Lh/pOp6, zaloZzeny na modifikovanom lac-
represorovom systéme z Escherichia coli (Moore et al., 1998). Tento inducibilny systém
sa skladd zo syntetického operatora pOp6, ktorého vidzobné miesto pre chiméricky
transkripény faktor LhGR obsahuje 6 opakujucich sa sekvencii lac operatora (lacO)
(Craft et al., 2005). LhGR pozostava z transkripcnej aktivacnej domény II z Gal4 zo
Sacharomyces cerevisiae flizovanej s mutantnym lac-represorom s vysokou afinitou pre
vazbu k operatoru a z domény glukokortikoidového receptora (GR) z potkana. Samotna
indukcia promoétoru si vyzaduje pridavok glukokortikoidu dexametazon (Vlad et al.,
2019). GR je za normalnych podmienok naviazany na ,,HEAT SHOCK PROTEIN 90

(HSP90) v cytoplazme. Pritomnost’ dexametazénu spdsobuje relokalizaciu LhGR
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Z cytoplazmy do jadra, kde nésledne dochadza k aktivacii transkripcie expresnych kaziet
pod kontrolou pOp6 (Lopez-Salmerodn et al., 2019).

Optimalna koncentracia dexametazonu pre indukciu expresie transgénu v niektorych
vyznamnych rastlinnych druhoch ako aj spésoby aplikacie dexametazonu ako induktora

su zhrnuté v Tabulke 1 (Tab. 1) nizsie.

Tab. 1: Koncentracia dexametazonu a spdsoby jeho aplikacie pre indukciu expresie
transgénu vo vybranych rastlinnych druhoch.

Koncentracia
Rastlinny druh Sposoby aplikacie Citacia
(M)
) (Samalova a Moore,
O. sativa 10
2021)

(Craft et al., 2005;

Tsuda et al., 2012;

A. thaliana In vitro kultivacia 2-25 Lopez-Salmeron et
v tekutom/tuhom al., 2019: Samalova

kultivaénom médiu, etal., 2019)

sprejovanie roztokom,

. . Samalova et al.,
zalievanie roztokom, (

N. tabacum o 10-30 2005; Amirsadeghi
aplikacia roztoku
et al., 2007)

pomocou Stetca

(Gonzalez et al.,

N. benthamiana 30
2015)

M. truncatula 1-100 (Liu a Yoder, 2016)
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2.4 Multiplexna technologia CRISPR/Cas9

V stvislosti s CRISPR/Cas9 systémom, jednym z ciel'ov génového inzinierstva je zvysit’
efektivitu mutagenézy. Jednou zo stratégii, ako ho dosiahnut, je vyuzitie ,,multiplex
CRISPR/Cas9*, pomocou ktorej mozno simultanne zacielit’ viacero gRNA na niekol’ko
pozadovanych miest zaujmu (Hassan et al.,, 2021). Multiplexna CRISPR/Cas9
technoldgia tak umoznuje stadium funkcne pribuznych génov, ktoré riadia komplexné
znaky atiez prepojenia urcitych metabolickych procesov (Ma et al., 2015). Tiez bolo
dokazané, ze je vhodné tito metdédu pouzit’ pri snahe o rychlejsie a efektivnejsie
vyradenie urcitého génu z jeho funkcie (,,knock out, KO*) v polyploidnom organizme
(Wolabu et al., 2020a), nakol’ko mutagenéza pomocou jednej gRNA (,,single guide RNA,
SgRNA®) nie je v tomto pripade dostato¢ne efektivna (Gao et al., 2018; Wolabu et al.,
2020a).

Pre samotnu modifikaciu cielovych sekvencii sa pripravuje konstrukt pozostavajici
bud’ z jednej transkripénej jednotky (,,single transcriptional unit, STU“) alebo systém
moze byt zloZeny z dvoch transkripénych jednotiek (,,two transcriptional units, TTU*)
(Hassan et al., 2021). V multiplexnom systéme STU je expresia Cas9 aj gRNA riadena
jednym promoétorom a tiez ukoncend jednym terminatorom. Multiplexny systém TTU je
rozdeleny do 3 kategorii, v ktorych je expresia Cas9 a gRNA regulovand kombinaciou
roznych typov promotorov. Ide o prométor RNA polymerazy 11, oznacovany Pol 11, ktory
v eukaryotickych organizmoch kontroluje transkripciu mRNA. Dal$im typom je Pol Il,
kam zarad’'ujeme U6/U3 promotor, ktory sa zucastnuje transkripcie 5S rRNA (Cast’ velke;j
podjednotky ribozomu), transferovej RNA (tRNA) a niektorych kratkych nekodujtcich
RNA (,,small noncoding RNA, snRNA®). Pre prvi kategériu TTU systému je
charakteristické, ze expresia Cas9 je pod kontrolou promoétora Pol 11 a gRNA je pod
kontrolou promotora Pol I11. Pre d’al$iu kategoriu plati, ze expresia Cas9 a gRNA su pod
kontrolou dvoch odlisnych promoétorov Pol I1. V tretej kategérii sa Cas9 aj gRNA sucasne
exprimuju pod rovnakym promotorom Pol 11 (Hsieh-Feng a Yang, 2020; Hassan et al.,
2021).

Pri multiplexnej editacii je dolezitym faktorom, ovplyviiujicim G¢innost’ mutagenézy,
spracovanie a uvolnenie jednotlivych gRNA z polycistronického transkriptu (Hassan et
al.,, 2021). Vacsina mechanizmov spracovania polycistronickej mRNA spociva
vV enzymatickom Stiepeni transkriptu. Prikladom mdZe byt Stiepenie dudlnym ribozymom

HH-HDV. Tento je zlozeny z ribozymu HH (,,hammerhead®), ohrani¢ujuceho sekvencie
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gRNA na 5° konci a z ribozymu virusu hepatitidy delta HDV (,,hepatitis delta virus®),
ktory ohranicuje gRNA na ich 3° konci. Vzhl'adom na to, Ze uvedené ribozymy su
samostiepiace, predstavuju velmi elegantny spdsob uvolfiovania jednotlivych gRNA
z transkriptu (Gao a Zhao, 2014). Dalsim sposobom méze byt mechanizmus vyuZivajici
endoribonukleazu Csy4 z baktérie Pseudomonas aeruginosa (Ferreira et al., 2018).
Systém tiez vyuZziva ohrani¢enie gRNA Specifickymi sekvenciami, ktoré v tomto pripade
rozpoznava Csy4. Avsak, na rozdiel od pdésobenia HH-HDV, po Stiepeni Csy4 su
rozpoznavacie miesta odstranené. Vystiepené gRNA preto neobsahuju zZiadne zvysky
RNA sekvencii (Utomo et al., 2021). Iny sofistikovany systém polycistronickej tRNA-
gRNA (PTG), vyuziva endogénne RNazy P a Z. Tie Stiepia primarny transkript, v ktorom
su sekvencie gRNA ohraniené tRNA prekurzormi (pre-tRNA). Tymto spoésobom st
uvolfiované jednotlivé gRNA z mRNA transkriptu, ktoré su pripravené nasmerovat’ Cas9
nukleazu na cielové miesta v genéme (Xie et al., 2015). Podl'a Hassan et al. (2021), je
pre spracovanie jednotlivych gRNA v multiplexnom systéme CRISPR s nukleazou Cas9
vhodnejSie vyuzit systémy Csy4 a PTG, pricom mechanizmus HH-HDV sa javi ako
ucinnejsi pre systém CRISPR s nukleazou Cas12a.

V tejto praci je gendm lucerny editovany pomocou multiplexného systému TTU,
pricom expresia Cas9 je pod kontrolou Pol 11 a expresia jednotlivych gRNA je riadena

promdétorom UG.

2.4.1 ZlepSovanie vlastnosti rastlin pomocou multiplexnej CRISPR/Cas9
technologie
Na meniace sa klimatické podmienky a zvysujuci sa dopyt po potravinach a krmive
reaguju génovi inzinieri snahou o vylepSenie pol'nohospodéarsky vyznamnych plodin.
Vyvijaju preto stratégie na zvySovanie vynosu ¢i modifikdciu dolezitych vlastnosti,
akymi st napriklad tolerancia rastliny vo¢i suchu, soI'nému stresu alebo rezistencia voci
herbicidom (Biswas et al., 2021; Das et al., 2022; Pixley et al., 2022). Za tymto G¢elom
sa uz podarilo Gspesne vylepsit’ vlastnosti viac ako 40 druhov plodin (Menz et al., 2020)
a stcasne sa podarilo vyvinat’ multiplexny CRISPR/Cas9 systém, ktory by mohol cely
proces eSte urychlit’.
Etylén je rastlinny hormon, ktory reguluje dolezité fyziologické procesy ovplyviujuce
rast, vyvin a stresové odpovede rastlin (Binder, 2020). Cheng et al. (2023) sa pomocou
multiplexnej CRISPR/Cas9 technologie pokusili editovat’ klicové gény regulujice

signalne drahy etylénu v s¢ji. Pripravili na to vektor obsahujici tri vodiace RNA,
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zacielené na gény EIN2L, EIL3 a EIL4. V tretej generacii sa im podarilo ziskat’ trojité
mutanty, u ktorych bolo zaznamenané kvitnutie priblizne o 7 dni skor, v porovnani s
kontrolnymi rastlinami. Tento tispech znamenal zvySenie vynosu geneticky editovanych
rastlin az o 65 %, Vv porovnani s kontrolou.

Izoflavonoidy su sekundarne metabolity, ktoré v rastlinach hraja délezita ulohu pocas
interakcie s mikroorganizmami ako aj po¢as obrany voc¢i abiotickym stresom (Zhao et al.,
2017). Naviac, ticto latky su vel'mi prospesné pre I'udsky organizmus (McCue a Shetty,
2004). 1zoflavon syntaza je esencialnym enzymom biosyntézy izoflavonoidov. Zistilo sa,
Ze tento enzym superi o substrat s enzymami F3H (flavanon-3-hydroxylaza) a FNS 1l
(flavon syntaza II). Zhang et al. (2020) sa preto rozhodli zacielit' tri multiplexné
CRISPR/Cas9 vektory s tromi gRNA simultianne zacielenymi na gény F3H1, F3H2
a FNSII-1 v soji. Efektivita pripravy trojitého mutanta dosahovala 44 % v TO generacii.
Metabolomickou analyzou bolo zistené, ze tieto mutanty mali zvySeny obsah
izoflavonoidov v listoch, priblizne dvojnasobok oproti kontrolnym rastlinam. Naviac, po
infekcii listov virusom mozaiky sdje zaznamenali v trojitych mutantoch az o tretinu
znizeny obsah obalového proteinu tohto virusu.

Dokazom, ze multiplexnda CRISPR/Cas9 editacia génov moéze vyrazne urychlit
vyskum v oblasti rastlinnych biotechnologii, je tiez Gspesnd mutagenéza génu CcPDS
(,,Coffea canephora PHYTOENE DESATURASE®) v kavovniku, znameho aj ako
Robusta. Tento druh je znamy velkou genetickou diverzitou a tazkym ziskanim novych
kultivarov, na ktoré je potrebny dlhoro¢ny proces krizenia a selekcie. Preto sa Casarin et
al. (2022) pokusili otestovat’ multiplexny CRISPR/Cas9 systém s dvomi sgRNA
zacielenymi na gén PDS, kodujuci fytoén desaturazu. Potvrdili, Ze mutagenéza bola
uspesna, pretoze viac ako 75 % analyzovanych semenaéikov malo mutaciu aspon v jednej
alele uvedeného génu. Zaverom zhodnotili, Ze by tato technologia mohla mat’ velky
potencial pre zrychlenie S§lachtenia novych odrod kavovniku. Tieto by mohli byt
odolnejSie voéi aktualnym klimatickym podmienkam atiez viac prisposobené stale
narastajucemu celosvetovému dopytu po kave.

Technoldgia multiplex CRISPR/Cas9 je perspektivnym ndstrojom pre efektivne
vylepSovanie vlastnosti dvojklicnolistovych aj jednokli¢nolistovych rastlin. Prikladom je
cielena mutacia génu OSFAD?2 (,,Oryza sativa FATTY ACID DESATURASE 2°) v ryzi.
Tento gén koduje enzym desaturdza, ktory je esencidlny pre syntézu mastnych kyselin
(zafar et al., 2020). Z vysledkov predoslych pokusov zmutovat’ tento gén pomocou

sgRNA je zrejmé, Ze homozygotné mutanty sa podarilo ziskat’ az v T2 generacii (Abe et

16



al., 2018). Pomocou multiplexného CRISPR/Cas9 systému s dvomi sgRNA zacielenymi
na FAD2-1 bolo mozné vyradit' tento gén z funkcie uz v TO generacii. Samotna
mutagenéza viedla k zvy$enému obsahu olejovej kyseliny v zrnach ryZze (Bahariah et al.,
2021) a dosahovala viac ako 80 % efektivitu. Navyse sa zistilo, ze sekvencia genému ryze
je vel'mi podobna genomovej sekvencii palmy olejovej (Nagappan et al., 2013; Kalyana
Babu et al., 2019). Tato stratégia by tak mohla prispiet k vyskumu aj tohto
pol'nohospodarsky vyznamného druhu.

Vzhl'adom na to, Ze génova editacia tetraploidnej lucerny pomocou jednej gRNA
(,,single gRNA, sgRNA*) dosahovala nizku efektivitu (Gao et al., 2018), Wolabu et al.
(2020a) sa pokusili o vyradenie génu MsSSGR (,,Medicago sativa STAY-GREEN)
z funkcie pomocou multiplexnej CRISPR/Cas9 technolédgie. Tento gén, koduci protein
SGR (,,STAY-GREEN*) v chloroplastoch, je v rastlindch uzko spojeny so senescenciou
a ovplyvnuje degradaciu chlorofylu (Park et al., 2007; Zhou et al., 2011). Rastliny
s mutovanym SGR génom vykazuji zeleny vzhl'ad v podmienkach tmy, v désledku
indukovanej senescencie, ¢o vedie k inhibicii degradacie chlorofylu (Ren et al., 2007;
Barry et al., 2008). Vektor pre editaciu obsahoval $tyri gRNA zacielené na prvy, druhy a
treti exon uvedeného génu. Expresia Cas9 bola v dvoch pripadoch pod kontrolou 35S
promotora a v tretej verzii bola regulovana prométorom UBQ10. Po vyhodnoteni mutécii
zhodnotili, ze efektivita mutagenézy bola znacne zvysena v pripade expresie Cas9 pod
kontrolou UBQ10. Celkovo sa efektivita mutagenézy v porovnani so systémom
CRISPR/Cas9 vyuzivajucim sgRNA zvysila az 30 ndsobne. Nakol'ko sa im podarilo
pripravit’ mutanty so vSetkymi Styrmi editovanymi alelami, uviedli, ze by tato technologia
mohla byt vhodnou stratégiou pre editaciu genomu d’alSich druhov strukovin a rastlin
S polyploidnymi genémami.

Nasledujiicim velkym Gspechom bola multiplexnd CRISPR/Cas9 editacia kI'i¢ového
génu MSFTAL (Medicago sativa ,, FLOWERING LOCUS Tal *), regulujuceho kvitnutie
lucerny. Protein florigén, produkt expresie génu FT (FLOWERING LOCUS T), pozitivne
ovplyviiuje kvitnutie rastliny. Editdcia uvedeného génu v bobovitych rastlindch av
obilninach je predmetom zaujmu mnohych $tudii zacielenych na zvySovanie vynosu
plodin. Cheng et al. (2021) zistili, ze mutacia FTA1 v M. truncatula viedla
k oneskorenému kvitnutiu a tiez uviedli, ze tento gén je homologicky s génom MsFTAL.
Wolabu et al. (2023) sa rozhodli zacielit’ vektor obsahujuci Styri gRNA do troch exénov
MsSFTAL scielom vyradit' tento gén z funkcie. Jednotlivé gRNA boli z transkriptu

uvolfiované pomocou tRNA mechanizmu s takmer 50 % efektivitou mutagenézy.
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Uspesne sa im podarilo pripravit’ mutanty, ktoré mali editované vietky $tyri alely génu
MsFTAL. U tychto mutantov bola zaznamenana zna¢ne zvysSend produkcia biomasy
V porovnani s kontrolou. TieZ obsahovali mensie mnozstvo ligninu, mali vyssi podiel

bielkovin a minerdlnych latok a rastliny mali byt lepSie straviteI'né.

2.5 Selekcia transgénnych rastlin

Proces genetickej transformdacie spociva v prenose pripraveného konstruktu,
obsahujuceho pozadovani DNA sekvenciu, do buniek vybraného organizmu. Okrem
sekvencie génu zaujmu musi konstrukt obsahovat’ aj gén pre selekény marker. Ten je
neskor dolezity pre samotnt identifikaciu transgénov (Tuteja et al., 2012). Zvycajne sa
pouzivajii gény rezistencie pre antibiotika alebo herbicidy alebo gény kodujice
fluorescenéné proteiny (Jillette et al., 2019). Medzi vel'mi ¢asto vyuzivané fluorescenéné
proteiny patri zeleny fluorescen¢ny protein (, GREEN FLUORESCENT PROTEIN,
GFP*) izolovany z meduzy Aequorea victoria. Postupne boli objavené a modifikované aj
d’alsie fluorescenéné proteiny (Davidson a Campbell, 2009), napriklad mCherry, ktory je
stcastou multiplexnych CRISPR-KO vektorov v tejto diplomovej praci. Samotna
selekcia transformantov moze prebichat’ priamo na kultivaénom médiu (Jones a Sparks,
2009; Bahariah et al., 2021) alebo pomocou mikroskopickych technik zalozenych na
detekcii fluorescen¢ného signalu (Jach et al., 2001; Yang et al., 2019). Pre potvrdenie
zaClenenia transgénneho konsStruktu obsahujuceho systém CRISPR/Cas9 do gendému
rastliny sa vyuziva tiez PCR s primermi S$pecificky ohrani¢ujucimi vybrany usek
transgénu, napriklad gén pre selekény marker (Jones a Sparks, 2009) alebo Cas9 (Casarin
etal., 2022).

Problém vSak mdze nastat’ ak ma byt’ do bunky inkorporovanych viacero transgénov,
¢o si vyzaduje kombinéciu selekénych markerov. Dobre charakterizovanych génov pre
selekéné markery je obmedzeny pocet a naviac selekcia pomocou viacerych antibiotik ma
Casto negativny vplyv na zivotaschopnost’ buniek. To viedlo k vyvoju ,rozdelenych*
selekénych markerov, pomocou ktorych je mozné vyhnut’ sa uvedenym obmedzeniam.
V tomto pripade je sekvencia génu, kodujuceho vybrany selekény marker, rozdelené na
niekol'ko segmentov, V zavislosti od poctu transgénnych vektorov. Tieto segmenty st
flzované s proteinovymi spojovacimi elementmi, nazvanymi inteiny. Prostrednictvom
nich dochadza k obnove kompletnej sekvencie génu pre selek¢ny marker, a preto preziju
iba bunky, ktoré prijali vSetky transgénne vektory nesuce jednotlivé segmenty tohto génu

(Jillette et al., 2019).

18



Existuji vSak dalSie nevyhody spojené s vyuzivanim selekénych markerov
Vv rastlinnych bunkach. Pritomnost’ génov pre selekéné markery (,,selection marker genes,
SMG*) v geneticky modifikovanych rastlinach a nasledne v potravinach, krmivach a v
zivotnom prostredi, vyvolava obavy, a preto v mnohych krajindch podlicha prisnej
kontrole. Navyse, v niektorych pripadoch mézu SMG dokonca viest' k metabolickej
zatazi hostitel'skych rastlin (Yau et al., 2013). Tieto skuto¢nosti smerovali k vyvoju
novych metdd odstranujucich tieto gény z geneticky modifikovanych organizmov (Tuteja
et al., 2012; Yau et al., 2013). Jednou z moznosti je priprava transgénneho konstruktu,
ktory neobsahuje ziadny gén pre selekény marker. Transgénne rastliny sa potom selektuju
pomocou PCR. Avsak, pravdepodobnost’ inkorporacie transgénu je v tomto pripade
velmi nizka (De Vetten et al., 2003; Li et al., 2009), a preto sa tato ¢asovo naro¢na
a neefektivna metodda Casto nevyuziva. Inym sofistikovanym spdsobom je transformacia
génu zdujmu spolu so SMG v ramci jedného konstruktu, pricom samotny SMG je mozné
nasledne odstranit’ pomocou roéznych molekularnych stratégii. Vyuzivaju sa najmi
rekombinazy $pecifické pre ur¢itu sekvenciu, napr. systém Cre-lox alebo meganukleazy
&i nukleazy so zinkovym prstom (,,zinc-finger nucleases, ZFN*). Dal$ou alternativou je
transformacia SMG a génu zdujmu oddelene, teda prostrednictvom dvoch réznych
vektorov. Selekcia po transformécii je potom zalozena na pravdepodobnosti, Ze urcité
mnozstvo buniek, ktoré vd’aka prijatému vektoru obsahujliccho SMG prezija, buda
pozitivne 1 pre vektor nestici gén zdujmu. V d’alSej generacii tak moZno segregaciou

ziskat len rastliny s pozadovanym génom (Yau et al., 2013).

2.6 Analyza uspesnosti CRISPR/Cas9 editacie genému rastlin

2.6.1 Analyza editovanej DNA

K Stiepeniu cielovej DNA pomocou nukleazy Cas9 dochadza tri nukleotidy od PAM
sekvencie smerom od 3" konca k 5" koncu vlakna DNA (Gasiunas et al., 2012). Ako uz
bolo uvedené, Cas9 nukledza Specificky Stiepi obe vldkna DNA, pri¢om bunka tieto
zlomy nasledne opravuje dvomi spdsobmi, znazornenymi na Obr. 3. Primarne si DSB
opravované procesom NHEIJ, pri ktorom dochadza Casto k chybam akymi st delécie,
inzercie alebo substitucie niekol’kych nukleotidov v sekvencii DNA. To casto vedie az

k vyradeniu zasiahnutého génu z funkcie (Hryhorowicz et al., 2017; Wang et al., 2019).
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Obr. 3: Stiepenie DNA nukleazou Cas9, ktora je na cielové miesto navadzana pomocou vodiacej
RNA (,,guide RNA, gRNA®), specificky rozpoznavajicej PAM (,,protospacer adjacent motif<)
sekvenciu, pozostavajucu z nukleotidov NGG, pricom N predstavuje ndhodny nukleotid.
Vytvorené dvojvlaknové zlomy DNA (,,double strain brake, DSB*) nasledne bunka opravuje
procesom homologickej rekombinacie (HDR) alebo mechanizmom nehomologického spajania
koncovych ¢asti DNA (NHEJ). Opravy DSB pomocou NHEJ ¢asto vedu k tvorbe delécii, inzercii
¢i substittcii nukleotidov. Zdroj: Wang et al. (2019), upravené.

Samotna analyza DNA sekvencii pozostava z niekol’kych krokov. Prvym krokom je
extrakcia genomovej DNA z rastlinnych buniek. Nasledne sa poZadovana €ast’ sekvencie
DNA amplifikuje pomocou PCR s vyuzitim primerov, Specificky rozpoznavajticich
ur€iti sekvenciu v definovanej vzdialenosti od miesta modifikacie (Zhang et al., 2016;
Tang et al., 2018; Wolabu et al., 2020a). Analyza sekvencii amplifikovanych tsekov
DNA vel'mi ¢asto prebieha Sangerovou metddou. Editované sekvencie DNA sa nésledne
porovnavaju voci ,,wild-type* sekvencii (Gao et al., 2015; Okuzaki et al., 2018; Zhang et
al.,, 2019) manualne alebo pomocou bioinformatickych nastrojov, ktoré dokazu
vyhodnotit’ k akému typu mutacie doslo. AvSak, nevyhodou Sangerovho sekvenovania je
najmi fakt, Ze je to pomerne ¢asovo naroéna metodda, vzhl'adom na obmedzent dizku
fragmentov DNA. Naviac, v urcitych oblastiach fragmentu moze niekedy nastat’ problém

spojeny so zlou CitateI'nost'ou DNA sekvencie (Totomoch-Serra et al., 2017).
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Tieto obmedzenia vyriesili vylepsené technologie analyzy sekvencii, ktoré suborne
nazyvame sekvenovanie dalSej generacie (,,next generation sequencing, NGS*). Tieto
technoldgie umoziuju masivne sekvenovanie rézne dlhych RNA alebo DNA sekvencii
alebo dokonca az celého genomu v relativne kratkom ¢ase (Qin, 2019).

V pripade tvorby mutacii opravnym mechanizmom NHEJ, je pravdepodobné, ze
niektoré sekvencie budi niest pozmenené nukleotidy ¢ rozne indely*
(niekolkonukleotidové delécie ¢i inzercie). Tato skutonost” umoziuje vyhodnocovat’
uspesnost’ CRISPR/Cas9 mutagenézy prostrednictvom endonukledzy T7 z bakteriofaga
infikujiceho E. coli. Principom tejto metédy je PCR a nasledna tvorba heteroduplexnej
DNA medzi amplikénmi s rozdielnou dizkou, napriklad editovany amplikén s, wild-
type* amplikonom. T7 endonukledza nasledne rozpoznava a Stiepi tieto rozdielne
sekvencie heteroduplexnej DNA a frekvencia muticii je vyhodnotend porovnavanim
produktov Stiepenia voci kontrole. Je to prakticky aj finan¢ne nenarocna metdda, avsak
jej uéinnost’ zavisi od charakteru mutacie a od relativneho vyskytu mutovanej sekvencie
(Sentmanat et al., 2018).

Dalsim sposobom overovania tispesnej CRISPR/Cas9 editacie genému je analyza
polymorfizmu  dizky restrikénych fragmentov  (,restriction fragment length
polymorphism, RFLP*). Je to jedna z najstarSich, nenaro¢nych a lacnych metod, ktora
spociva v $pecifickom Stiepeni DNA sekvencie restrikénymi endonukledzami (RE).
Délezity je vyber vhodnej RE rozpoznavajicej urcita sekvenciu v oblasti, do ktorej bol
zacieleny CRISPR/Cas9. V pripade speSnej mutacie sa oCakava, ze doslo k modifikacii
tejto Specifickej sekvencie. Pre danti RE uZ neexistuje jej rozpoznavacia sekvencia,
a preto nedochadza k Stiepeniu DNA, na rozdiel od kontroly. Tato metdda je vSak
limitovana dostupnostou $pecifickych sekvencii rozpoznavanych RE (Kim et al., 2014).

Na vyhodnotenie tspesnosti editacie gendému mozno skombinovat’ metédu PCR
s analyzou krivky topenia amplikonov s vysokym rozlisenim (,,high-resolution melting
analysis, HRMA®). Na rozdiel od $tandardnej PCR, tato metdda si vyzaduje pridavok
Specifickej fluorescencnej farbicky, ktora sa viaze na DNA. Detekcia editovanej DNA
potom spociva v monitorovani krivky topenia fluorescenne znacenych amplikonov,
pricom zmena Vv sekvencii sposobuje zmenu teploty topenia dan¢ho amplikénu.
Vyhodnotenie nasledne spoc¢iva v porovnavani krivky topenia amplikénov voci kontrole
(Wittwer et al., 2003; Herrmann et al., 2006; Zhou et al., 2008; VVossen et al., 2009).

Pre identifikdciu jednonukleotidovych polymorfizmov (,single nucleotid

polymorphism, SNP*) sa vyuziva alelovo-$pecificki PCR (AS PCR). Tato metdoda si
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vyZzaduje navrh Specifického primeru, komplementarneho iba k sekvencii jednej alely. To
je mozné dosiahnut’ zamernou zmenou niekol’kych nukleotidov na 3 konci primeru. Tym
sa zabezpeCi, ze k amplifikacii dojde len v pripade, ze 3° koniec primeru dokonale

nasadne na DNA pozadovanej alely (Liu et al., 2012; Jiang et al., 2022).

2.6.2 Sledovanie miery expresie génov pomocou kvantitativnej PCR v realnom
case

Uz v 90. rokoch popisali Higuchi et al. (1992) metdédu simultinnej amplifikacie
Specifickej DNA sekvencie a detekcie produktu amplifikacie. Dnes je tdto metdda naozaj
velmi casto vyuzivand na detekciu patogénu, analyzy jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNP) a chromozémovych aberacii a $tadium génovej expresie. Preto si
nasla uplatnenie najmé v molekularnej biologii, medicine a diagnostike (Kubista et al.,
2006; Jozefczuk a Adjaye, 2011).

Princip metody spociva v sledovani akumulacie PCR amplikonov produkovanych
v priebehu reakcie a meranim zmien v emisii fluorescencie farbiv viazucich sa na DNA,
napr. SYBR Green I, alebo ciel'ovo Specifickych fluorescencne oznacenych primerov ¢i
sond, napr. TagMan, pridanych do reakcie. Oproti Standardnej PCR je okrem moznosti
kvantifikacie nukleovej kyseliny vyhodou predovsetkym vyssia citlivost’ a Specificita
uvedenej metddy (Lofstrom et al.,, 2015). Hlavnym rizikom tejto metdody moéze byt
kontaminécia Specifickych amplikénov dimérmi primerov, na ktoré sa moZe naviazat’
fluorescencné farbivo. Preto sa posudzuju disociacné krivky ziskané postupnym
zvySovanim teploty, vdaka ktorym dokaZeme overit, ¢i k tejto dimerizacii doslo.
Samotny proces je zlozeny z troch hlavnych krokov: prvym je prepis mRNA do cDNA
pomocou reverznej transkriptazy, druhym je amplifikdcia cDNA pomocou PCR a tretim
je detekcia a kvantifikacia produktov amplifikacie (Jozefczuk a Adjaye, 2011). Pokial sa
ako fluorescen¢né farbivo pouziva SYBR Green I, fluorescencia je zaznamenana az ked’
sa naviaze na Specifick sekvenciu DNA. Na zaciatku reakcie je preto fluorescencny
signal nizky, avSak s narastajicim poc¢tom cyklov a akumulaciou amplikénov pozorujeme
exponencialny narast fluorescencie. Hodnota CT (,,cycle treshold®) je pocet cyklov,
potrebnych na detekciu fluorescencie (Kubista et al., 2006).

Vzhladom na moZnost sledovania mnoZstva amplifikovanej DNA v Case, sa
»quantitative real time PCR* (QRT-PCR) vel'mi Casto vyuziva na kvantifikaciu nukleove;j
kyseliny vo vzorke. Pritom rozliSujeme dva zakladné typy kvantifikacie: absolttna

arelativna. V pripade absolutnej kvantifikacie sa porovnava CT hodnota so Standardnou
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krivkou vychadzajicou zo znamych koncentrécii nukleovej kyseliny v organizme. Casto
je mozné pomocou nej stanovit’ napriklad presné mnozstvo mikroorganizmu vo vzorke
(Lofstrom et al., 2015). Relativnou kvantifikaciou je mozné analyzovat zmeny
v mnozstve mRNA urc¢itého génu v skupine vzoriek a vyjadrit’ ich ako relativny pomer
k mnozstvu mRNA kontrolnej vzorky, ktorou méze byt ,,wild-type* alebo vzorka bez
osetrenia (Wong a Medrano, 2005). Pred samotnou interpretaciou vysledkov je vSak
Vv oboch pripadoch nevyhnutna normalizacia (Huggett et al., 2005). Na normalizaciu pri
relativnej kvantifikacii sa vyuZzivaju takzvané ,housekeeping“ gény, ktorych uroven
expresie je za danych podmienok v kazdej bunke stabilna (Lofstrom et al., 2015).

Pre tucely tejto diplomovej prace, méze byt prostrednictvom RT-QPCR metddy
sledované, ¢i dochadza k zmene v expresii génov s naslednou kvantifikaciou MMK2
a MMKS transkriptu.

2.6.3 Fenotypova analyza mutantnych rastlin

Dalsim sposobom, ktorym moZno hodnotit’ Gspe$nost editicie genému rastlin, je
pozorovanie a meranie roznych znakov ¢i vlastnosti mutantov, v porovnani s kontrolou.
Velmi casto sa pozoruji a vyhodnocuju rozlicné morfologické vlastnosti, napriklad
vyska rastliny, dizka korefia (Hrbackové et al., 2021) & tvar listov. Dalej sa mozu
analyzovat fyziologické vlastnosti, napriklad doba kvitnutia (Cheng et al., 2023; Wolabu
et al., 2023) alebo Gc¢innost’ fotosyntézy (Zhou et al., 2011). D6lezitymi parametrami st
tiez znaky stvisiace s vynosom (Cheng et al., 2023), napriklad vel'kost a hmotnost’
plodov alebo rastlinnych organov.

V pripade vyvoja a testovania editacného néstroja sa systém casto zaciel'uje na gény,
ktorych editacia spOsobuje vyrazné zmeny vo fenotype. Prikladom je zacielenie
multiplexného CRISPR-KO systému na PDS gén kodujuci fytoén desaturazu. Tento gén
je nevyhnutny pre biosyntézu karotenoidov a jeho mutacia moze viest’ k albinotickému

fenotypu (Casarin et al., 2022).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
3.1.1.1 Rastlinny material
o Rastliny Nicotiana benthamiana L.: na overenie pripravenych multiplexnych
CRISPR-KO vektorov pomocou tranzientnej transformacie buniek listov
suspenziou Agrobacterium tumefaciens.
o Kontrolné rastliny M. sativa RSY (kultivar Regen SY) na stabilnu transformaciu

listovych explantatov overenymi multiplexnymi CRISPR-KO vektormi.

Rastliny boli pestované v ex vivo podmienkach vo fytotrone, pri teplote 21°C, vlhkosti
71% a fotoperiode 16 h svetlo/8 h tma.

3.1.1.2 Baktérie

o Escherichia coli kmen DHSo: Univerzalny, c¢asto vyuzivany kmen
pre klonovanie. Bunky st vhodné pre modro-bielu selekciu. Mutacie v génoch
kodujtcich rekombinazy (recAl) a endonukleazy (endAl) zvySuju stabilitu
inzertu, kvalitu a vytazok plazmidovej DNA. Tieto bunky boli pouzité na
mnozenie a izolaciu molekul gRNA v prislusnych akceptorovych vektoroch a tiez
na pripravu finalnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov
obsahujucich konstitutivny prométor.

o E. coli kmeii NEB® Stable: Specialne vyvinuté bunky na vysoko efektivnu
transformdciu, pre izolaciu plazmidov obsahujucich nestabilné a opakujuce sa
sekvencie. Bunky nesi mutiaciu endA, apreto plazmidy neobsahujt
endonukleazu, ktora by mohla degradovat’ izolovant plazmidova DNA (pDNA).
Pritomny F plazmid zabezpecuje rezistenciu voci ccdB génu. Tento kmen bol
pouzity pri kons$trukcii findlnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov
s inducibilnym promotorom.

o A. tumefaciens kmenn GV3101: tento kmen nesie pomocny plazmid pMP90
S génom rezistencie na antibiotikum gentamycin a v jeho genémovej DNA nesie
gén rezistencie na antibiotikum rifampicin. Tento kmen baktérii bol vyuZity na
tranzientni transformaciu listov N. benthamiana L. atiez na stabilnu

transformaciu M. sativa RSY.
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3.1.1.3 Plazmidy

Vsetky pouzité plazmidy spolu s ich popisom a rezistenciou na antibiotika su uvedené

v Tab. 2 av Tab. 3 su zhrnuté antibiotika spolu s koncentraciou pouzitou pre selekciu

baktérii obsahujucich pozadovany plazmid.

Tab. 2: Plazmidy pouzité pre konstrukciu finalnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov.

Nazov Popis Rezistencia
pGG-A-AtU6-26-Bbsi-CcdB-Bbsl-B  akceptor pre gRNA 3/1 amp
pGG-B-AtU6-26-Bbsl-CcdB-BbsI-C  akceptor pre gRNA 14/216 amp
pGG-C-AtU6-26-Bbsl-CcdB-Bbsl-D  akceptor pre gRNA 33/63 amp
pGG-D-AtU6-26-Bbsl-CcdB-Bbsl-E  akceptor pre gRNA 19/50 amp

) linker spéajajuci poslednii kazetu
pGG-E-linkerll-G ) gen
s gRNA a destina¢ny vektor

pGGH-UBQ10::Cas9:mCherry:tG7- destinatny  vektor  obsahujuci
A-G konstitutivny ~ prométor, CDS,
terminator, gén rezistencie na spe

hygromycin (rastliny) a oblast’ pre
klonovanie gRNA

pGGH-35S::GR-LhG4:tRbcS- destina¢ny  vektor  obsahujuci
pOp6::Cas9:mCherry:tG7-A-G inducibilny promotor, CDS,
terminator, gén rezistencie na spe

hygromycin (rastliny) a oblast’ pre
klonovanie gRNA

Amp — ampicilin; AtU6-26 — U6-26 promotor RNA polymerazy III z A. thaliana; Bbsl,
rozpoznavacie miesta restrikéného enzymu; CcdB — gén kodujuci cytotoxicky protein CcdB;
CDS - ,.coding sequence®, kodujuca sekvencia; gen — gentamicin, gRNA — ,guide RNA,
navadzajuca RNA; spe — spektinomycin; A-G — pomenovania pre 4 nukleotidové presahy.

Tab. 3: Zoznam pouzitych antibiotik pre selekciu baktérii obsahujucich pozadovany plazmid.

Zasobna koncentracia PoZzadovana koncentracia

Antibiotikum

(mg-ml) (ng'ml™)
ampicilin 100 25*/100
gentamicin 50 25
rifampicin 25 25
spektinomycin 100 100

* selekcia baktérii E. coli NEB® Stable transformovanych vektorom obsahujiicim operatorové
sekvencie pOp6
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3.1.2 Chemikalie
Bioline: ImmoMix™

Duchefa Biochemie: spektinomycin (spe), tikarcilin (tic), rifampicin (rif), ampicilin

(amp), gentamicin (gen), 1000x Gamborg vitaminy, 1000x ,,Nitsch & Nitsch* vitaminy,
2,4-D (2,4-dichlor-fenoxyoctova kyselina), Gamborg B5 zakladna zmes soli, kinetin,
»Murashige & Skoog“ zakladna zmes soli (,,MS salts*), myoinozitol

Lach-Ner: metanol

Molecular Research Center: BCP (1-bromo—3—chlorpropan)

New England BioLabs: dNTP (10 mmol-1?), ,,Phusion™ High-Fidelity (HF)“ DNA
polymeraza, ,,Phusion HF* pufor (5x), pufor pre T4 DNA ligazu (10x), ,,CutSmart®*
pufor (10x), T4 DNA ligaza, Bsal-HF®v2, Bbsl-HF

Nippon Genetics: Midori Green

Penta: 70 % a 96 % etanol, izopropanol

Promega: DNaza I, 10x reakény pufor s MgCl, pre DNazu |, 50mM EDTA,
oligodtprimer, 5x pufor M-MLV, RNazin, M-MLYV reverzna transkriptaza,
Sigma-Aldrich: agardza, glycerol, 0,1 mol-1* a 1 mol-1? hydroxid draselny (KOH), 0,1

mol-1t a 1 mol-1? kyselina chlorovodikova (HCI), etyléndiamintetraoctova kyselina
(EDTA), kyselina octova, tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris baza), Luria-Bertani (LB)
broth médium, LB broth médium sagarom, ,Gellan Gum®, 2- merkaptoethanol,
dimethylsulfoxid (DMSO), dodecylsiran sodny (SDS), hydroxid draselny (KOH),
hydroxid sodny (NaOH), hypochlorid sodny, L- prolin, methanol, sachar6za, Tris baza,
Triton X-100, Tween 20, ,,Schenk & Hildebrant* zakladna zmes soli, heptahydrat siranu
hore¢natého (MgSO4-7H20), 1000X ,,Schenk & Hildebrant® vitaminy, fluorid sodny
(NaF), chlorid hore¢naty (MgCl.), 2-(N-morfolin) etansulfonova kyselina (MES), roztok
,» 1 RI reagent*

Thermo  Scientific:  5-bromo-4-chloro-3-indolyl  B-D-galaktopyranozid (X-Gal),
6x ,,TriTrack DNA loading dye*, ATP (10 mmol-1?), ,,GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder®, izopropyl PB-D-1-tiogalaktopyranozid (IPTG), ,,Phire Hot Start 1I“ DNA
polymeréza, 5x Phire Hot Start 11 DNA pufor, 10x Tango pufor, ,,CellROX™ Deep Red

Reagent“, ,SYBR™ Green I farbi¢ka pre nukleové kyseliny, PCR voda, ,,Coomassie
brilliant blue G-250*.
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3.1.3 Kultiva¢né média

LB tekuté médium

25 g-I't LB broth médium
milliQ H20

pH 7,2 (upravené pomocou KOH); sterilizacia autoklavovanim
LB tuhé médium
40 g-I't LB broth médium s agarom

milliQ H20, sterilizacia autoklavovanim

Kokultivaéné médium

10 mM MES (pH 5,6)
150 uM acetosyringon
10 mM MgCl;

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter

SH médium

32ql1t Schenk & Hildebrant zakladna zmes soli

1 ml-I? 1000x Schenk & Hildebrant vitaminy (priddva sa po autokldvovani)
309t sachardza

0,591 2(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES)

milliQ voda

pH 5,7; steriliz4cia autoklavovanim

Médium BSH

31gt Gamborg zékladna zmes soli
05g-I? KNO3

025g1%  MgSO.7H:0

0,5g-1? prolin

309t sachar6za

45917t Gellan Gum

1 ml-I? 1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po autoklavovani)
30 ml-I' roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
1ml-It 2,4-D (pridava sa po autoklavovani)
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1 ml-I? kinetin (pridava sa po autoklavovani)
1000 ml miliQ voda

pH 5,7; sterilizacia autokldvovanim

Médium B50

31glt Gamborg B5 zékladna zmes soli
05911  KNOs

025g1%  MgSOs7H:0

0,59t prolin

309t sachar6za

45g-I? Gellan Gum

1ml-It 1000x Gamborg vitaminy (priddva sa po autoklavovani)
30 ml-It roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
1000 ml miliQ voda

pH 5,7; sterilizacia autokldvovanim

MMS médium

43¢ Murashige & Skoog zakladna zmes soli (MS salts)
0,19l myoinozitol

309t sachardza

45q-1?t Gellan Gum

1ml-It Nitsch & Nitsch vitaminy (pridava sa po autoklavovani)
1000 ml miliQ voda

pH 5,7; steriliz4cia autokldvovanim

MS médium

43¢g-1? Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
309t sacharoza

45g-It Gellan Gum

1000 ml miliQ voda

pH 5,7; sterilizacia autokldvovanim

28



3.1.4 Roztoky a pufry
Roztok spektinomycinu
059 spektinomycin
5ml milliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

Roztok ampicilinu
0,259 ampicilin
5mi milliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

Roztok gentamicinu
01g gentamcin
2 mi milliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

Roztok rifampicinu
0,25¢ rifampicin
5ml metanol

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

Roztok tikarcilinu
2549 tikarcilin
5ml milliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

Roztok dexametazonu
39,2 mg dexametazon
500 ul DMSO

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v tme v mraznicke pri teplote -20°C

Roztok aminokyselin
6,65 g glutamin
0,839 serin
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0,004 g adenin
0,083 g L-glutation
250 ml miliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v chladnicke pri teplote 4 °C

Roztok 2,4-D

10 mg 2,4-D

50 ul etanol

150 pl 1M NaOH
10 ml miliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

Roztok kinetinu

1 mg kinetin
20 ul 1M NaOH
10 ml miliQ voda

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter, uchovavané v mraznicke pri teplote -20 °C

50x Tris-acetatovy pufor (TAE)

121 g Tris baza
28,55 ml kyselina octova
50 ml EDTA

421,45 mi milliQ H20

pH 7,8

1x TAE

20 ml 50x TAE

1980 ml milliQ H20

1 % (w/v) agarézovy gél

19 agaroza
100 ml 1x TAE pufor
1 ul Midori Green
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3.1.5 Kity
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG: ,NucleoSpin® Plant II kit“ na izolaciu

genomovej DNA z transgénnych rastlin.

Omega Bio-tek: E.Z.N.A.® , Plasmid DNA Mini Kit I na izolaciu plazmidovej DNA

z vyselektovanych bakteridlnych kolonii.

Thermo Scientific: ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ na purifikdiciu DNA fragmentov

z agarozového gélu, ,,Phire Plant Direct PCR Kit“ na PCR genotypizaciu.

3.1.6 Pouzité restrikéné endonukleazy
Thermo Scientific: Nhel
New England BiolLabs: Bsal, Bbsl

3.1.7 Pouzité primery
Vsetky pouzité primery spolu s cielom a sekvenciou st uvedené v Tab. 4 — 6.

Tab. 4: Pouzité primery pre amplifikaciu poZzadovanych tisekov DNA.

Nazov primeru Ciel 5¢-3¢ sekvencia

tG7_149 F TGCTTGGACTATAATACCTGACTTGT
pNOS_115 R colony PCR CTCAGTGGCTCCTTCAACGT
Hyg_Res FW overenie pritomnosti CTCGGAGGGCGAAGAATCTC
Hyg_Res_Rev trangénu v rastlinach ATTTGTGTACGCCCGACAGT
qUBQ_fw amplifikacia UBQ10 CATGACCCACCTGCAGGAAT
qUBQ_rev pocas qRT-PCR GTGGGTGGCTTGTTCGGATA
qGAPDH_fwl amplifikacia ~ GAPDH GTGTGCCAACACCAAACGTC
qGAPDH_revl pocas qRT-PCR CTCCTTGGCTGCACTGTCTC
gACT2m_F2 amplifikacia ACT2 pocas GGATAAGAGGTGAGATCGGAGGG
gACT2m_R2 gRT-PCR GCAACCAACCTACAGACATCCAG
MMK2_Ex5 F amplifikacia 5. exonu ACCTGATGATGCCAGCCTTG
MMK2_Ex5_R MMK?2 pocas qRT-PCR  CACCTGGAGACATGTTGGGA
MMK3_Ex6_F amplifikacia 6. exonu TGAGGAAGCACTGAATCACCC
MMK3_Ex6_R MMKS pocas qRT-PCR ~ ACTCCCTCCATATGAGCTCCT

MMK3_5'UTR_FW

MMK3_Ex2_REV

amplifikacia 1. exonu

MMKS3

TGTGGACATAGATTCTTGACCGA

GCACGCAACTATTTACCTGGC

ACT2 — gén kodujuci aktin 2; F/FW: forward primer; GAPDH — gén kodujuci glyceraldehyd-3-
fosfat-dehydrogenazu; R/REV: reverse primer; UBQ10 — gén kodujuci ubikvitin
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Tab.5: Pouzité primery na sekvenaciu pozadovanych DNA tusekov.

Nazov primeru Ciel 5¢-3¢ sekvencia
sekvenacia gRNA

oligo 62 naklonovanych do vstupnych CGACGGCCAGGTAATACGACT
vektorov

MMK3 5'UTR_FW sekvenacia 1. exonu MMK3  TGTGGACATAGATTCTTGACCGA
FW — forward; gRNA — ,,guide RNA®, navadzajica RNA

Tab. 6: Primery pouzité na oligo klonovanie molekul gRNA pre mutagenézu MMKS3.

gRNA Nazov primeru 5¢-3¢ sekvencia
MsMMK3_gRNA1Ex1F1 ATTGGATTCCTCCTCTTCAACCCGT
gRNAL MsMMK3_gRNA1Ex1R1 AAACACGGGTTGAAGAGGAGGAATC
MsMMK3_gRNA216Ex1F1 ATTGGAGTTTGCTTTCTCAGATTC
gRNA 216 MsMMK3_gRNA216Ex1IR1 AAACGAATCTGAGAAAGCAAACTC
MsMMK3_gRNAG3Ex2F1  ATTGGACGAACTCAGATACGAATGA
GRNA 63 MsMMK3_gRNAG3Ex2R1 ~ AAACTCATTCGTATCTGAGTTCGTC
GRNA 50 MsMMK3_gRNAS5OEx4F1  ATTGGTGTCATGAAGTCTGTCTCAG

MsMMK3_gRNA50Ex4R1 ~ AAACCTGAGACAGACTTCATGACAC

F— forward primer; gRNA — ,,guide RNA*, navadzajica RNA; R — reverse primer. Modrou farbou
su vyznacené 4-nukleotidové presahy kompatibilné s akceptorovymi vektormi. Zvyraznené
pismena oznacuju pridany nukleotid.

3.2 Pristroje

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)

Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)

Centrifuga ROTANTA 460R (Schoeller Instruments)

Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific)

Elektromagneticka miesacka MSH-420 (Boeco)

Elektroporator ECM399 (BTX)

Epifluorescenény mikroskop Axio Imager.M 2 (Zeiss)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Inkubator s nastavite'nou teplotou (Memmert)

Konfokalny laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 (Zeiss)

Laboratorne vahy S1502 (BEL-Engineering)

Mikrocentrifuga Microfugel6 (Beckman Coulter)
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Mikroskop AXIO Zoom V.16 (Zeiss)

NanoDrop Lite (Thermo Scientific)

PCR cycler T100 Thermal Cycler (BioRad)

pH meter stolny PC 2700 (Eutech instruments)

Real-time qPCR systém QuantStudio™S5 (Termo Fisher Scientific)
Simplicity Water Purification System (Merck)

Skener (Image Scanner I111)

Sterilny lamindrny box (Merci)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka s nastavite'nou teplotou ES-20 (Biosan)

UV transiluminator Gel DocTM EZ Imager (program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad)
Vortex Microspin FVV2400 (Biosan)

3.3 Software

Image Lab 4.0.1., 6.0.1., Microsoft Office 365, Geneious Prime 2023, Zeiss Zen 3.5,
QuantStudio™ Design and Analysis, DataAssist 3.01, i-control™ Microplate Reader

Software (Tecan)
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3.4 Metody

3.4.1 Navrh gRNA pre mutagenézu MMK3

Gén MMK3 pre jeho editaiciu u lucerny siatej bol identifikovany
ako medsa.XinJiangDaYe.gnm1.ann1.MS.gene004136.t1 S lokusom
chr4.2:42893908:42889970. Sekvencia bola ziskana z referencného gendému kultivaru
XinJiangDaYe pouzitim databazy
https://legacy.legumeinfo.org/gb2/gbrowse/medsa.XinJiangDaYe.gnm1/?label=medsa_
xinjiangdaye_gnml_gene_models. Prislusny fragment genomovej DNA obsahujuci
MMK3 bol amplifikovany pomocou PCR a nésledne podrobeny sekvenaénej analyze.
Po  zverejneni sekvencii gendomu  kultivaru RSY, ziskanej z databazy
https://data.legumeinfo.org/Medicago/sativa/genomes/RegenSY27x.gnm0_9.2VSM,
boli sekvencie génu MMK3 porovnané.

Navrh vodiacich RNA prebichal podla Brazelton et al. (2015); Meng et al. (2017);
Gerashchenkov et al. (2020), podobne ako prebiehal navrh Styroch gRNA (nazvané
gRNA3, 14, 33, 19) pre mutagenézu MMK2 pocas bakalarskej prace, na ktoru tato
diplomova praca nadvédzuje. Pomocou internetového nastroja CRISPR-P 2.0
(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) boli vygenerované gRNA, z ktorych boli vybrané
Styri. Na Obr. 4 je znazorneny navrh gRNA v CRISPR-P 2.0. Samotné gRNA ako aj

kritéria ich vyberu su uvedené v kapitole 5.

Start Desgin

OCRISPR=R 20

2. Mapping the reads

ORG: Medicago sativa L., Position: chr4.2:42893908..42889970. Length: 3939

| {

{ ' 4 T i o W o ] '
| 4 i " { W W { o L] { o { { o

i ol i sl o o oMW WMo \ | { sl o { W A o

LK L i o sisisl W oW i o L]

42889970

[]  EEEE e N

[ L CL C ] EEEE EE

[ [13 " [T
]

] | W A {
{ o o LN T L
42893908
- e

{

4
- m o LI
- om - (]
- om [

chrd 2

2893k 22d52k i 283

/S genabQ 4136 11 T
W R E _7_7/9
exénl exon2 exon 4

Obr. 4: Navrh gRNA pre vyradenie funkcie génu MMK3 u lucerny pomocou online nastroja
CRISPR-P 2.0. Stvor¢eky oznacuju jednotlivé gRNA, z ktorych boli vyberané gRNA zacielené
nal., 2. a 4. exon (oznacené cervenymi elipsami).
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3.4.2 Priprava dvojvlaknovych oligonukleotidov obsahujucich gRNA
Pred samotnym klonovanim molektl gRNA do prislusnych akceptorovych vektorov boli
pomocou oligo klonovania s vyuzitim navrhnutych primerov, zhrnutych v Tab. 6,
vytvorené dvojvlaknové oligonukleotidy obsahujuice gRNA so 4-nukleotidovymi
presahmi na ich 5° koncoch. Tento proces ako aj samotnd priprava multiplexnych
CRISPR-KO vektorov prebiehali podl'a Decaestecker et al. (2019).

Zlozenie reakcie je uvedené v Tab. 7 ateplotny program termocykléru poc¢as pripravy

dvojvlaknovych oligonukleotidov je zhrnuty v Tab. 8.

Tab. 7: ZloZenie reakcie pre tvorbu dvojvlaknovych oligonukleotidov obsahujicich gRNA.

Zlozka reakcnej zmesi Objem (nl)
forward primer (100 umol-1*) 1
reverse primer (100 umol-17) 1
milliQ H.0 48
celkovy objem 50

Tab. 8: Teplotny program termocykléru pocas tvorby molekul gRNA.

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
nasadanie primerov 95 5 min 1
inkubacia 95 (-2 °C/s) 1s 5
inkubacia 85 (-0,1 °C/s) 10s 60
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3.4.3 ,,Golden Gate“ klonovanie gRNA do prislusnych akceptorovych vektorov
Klonovanie metdodou ,,Golden Gate* umoznuje inkorporaciu niekol’kych inzertov
do akceptora naraz, prostrednictvom jednej reakcie. VyuZzivaji sa enzymy Bpil a Bsal,
patriace do typu II S, ktoré Stiepia DNA mimo svojej rozpoznavacej sekvencie za tvorby
nepalindromickych 4-nukleotidovych presahov. Nasledne st pozadované konstrukty
spajané na zaklade komplementarity vytvorenych presahov. Pomocou ,,Golden Gate*
klonovania boli vytvorené molekuly gRNA so 4-nukleotidovymi presahmi, klonované na
zaklade komplementarity baz do prisluSnych akceptorovych vektorov uvedenych
v Tab. 2. Uspesnost klonovania bola overena restrikénym Stiepenim a Sangerovym
sekvenovanim izolovanej plazmidovej DNA (pDNA) z transformovanych bakterialnych
kolonii E. coli (DH5a).

Zlozenie Golden Gate klonovacej reakcie je uvedené v Tab. 9 a teplotny program
termocykléru pre Golden Gate klonovanie molekul gRNA do akceptorovych vektorov je

uvedeny v Tab. 10.

Tab.9: Zlozenie ,,Golden Gate* reakcie pre klonovanie gRNA do akceptorovych vektorov.

Zlozka reakénej zmesi Mnozstvo Objem (ul)
oligonukleotid obsahujuci gRNA 1
akceptorovy vektor 100 ng 1

10x CutSmart pufor 1x 15
ATP (10 mmol-17?) 1 mmol I 15

Bsal SU 0,5

T4 DNA ligaza 200U 0,5
milliQ H.0 9
celkovy objem 15

Tab.10: Teplotny program ,,Golden Gate* klonovacej reakcie.

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Stiepenie 37 3 min

) 30
ligacia 16 3 min
inaktivacia Bsal 50 5 min 1
inaktivacia ligazy 80 5 min 1
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3.4.4 Priprava finalnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov

3.4.4.1 Dizajn klonovania

Najprv prebehlo klonovanie in silico pomocou programu ,,Geneious Prime*. Na 5" konce
navrhovanych primerov boli vlozené rozpoznavacie sekvencie restrik¢nych enzymov
a 4 - nukleotidové presahy vzhl'adom na typ klonovania a modul. Prislu$ny akceptorovy
vektor ain silico amplifikovany inzert boli najprv Stiepené prislusnym restrikénym
enzymom a nasledne boli ligované na zéklade komplementarity baz prostrednictvom
funkcie ,,Klonovanie* a ,,Ligovat  sekvencie, pricom v pripade ,,Green Gate* klonovania
bola zvolend moznost ,Klonovanie“ anasledne ,,Typ II S klonovanie®“. Vysledné
produkty klonovacich reakcii boli nasledne vizualizované, ¢im bola skontrolovana
spravnost’ ich dizajnu. Takto pripravené konstrukty boli pouzité pri navrhu restrikéného
Stiepenia plazmidovej DNA na overenie UspeSnosti redlneho klonovania. Vysledky
sekvenovania boli porovndvané s overovanou sekvenciou pomocou ndastroja
,Zarovnat/zostavit™ (,,Align/assemble) a nasledne ,,Mapovat’ k referencii“ (,,Map to

reference®).

3.44.2 ,Green Gate“ klonovanie multiplexnych CRISPR-KO vektorov pre
mutagenézu MMK2 a MMK3.

,Green Gate” metdda klonovania sa od ,,Golden Gate* metody lisi tym, Ze pocet

klonovacich modulov je v tomto pripade redukovany na 6. AvSak hlavnym rozdielom je,

7e sa pouziva len enzym Bsal. Dal§im rozdielom je, Ze vytvorené 4-nukleotidové presahy

nie su kompatibilné s ,,Golden Gate* metodou. V tejto praci boli tieto presahy pre

zjednoduSenie nazvané pismenami A — G.

Pripravené destinacné CRISPR vektory pozostavali z promoétora (konStitutivneho
alebo inducibilného), Cas9, fluorescenénej znacky a terminatora, za ktorym nasledoval
fragment Bsal-CcdB-CmR-Bsal, obsahujtci klonovacie miesta A a G. Tento fragment bol
po klonovani gRNA do prislusnych akceptorovych vektorov nahradeny kazetami
obsahujucimi gRNA. Prostrednictvom ,Green Gate* klonovania bol zéiroven
inkorporovany linker z konstruktu pGG-E-linkerll-G, ktory spaja poslednu kazetu
s gRNA konciacu miestom E s miestom G v CRISPR destina¢nych vektoroch. Tymto
sposobom boli skonstruované multiplexné CRISPR-KO vektory nesuce Styri gRNA pre
cielenti mutagenézu MMK2 a MMK3. Uspesnost’ klonovania vektorov bola overena

restrikénym  Stiepenim pDNA trasnformovanych bakteridlnych kolénii E. coli
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(DH50/NEB® Stable). Zlozenie ,,Green Gate* klonovacej reakcie je zhrnuté v Tab 11. a

teplotny program termocykléru pre ,,Green Gate* reakciu je uvedeny v Tab. 12.

Tab.11: Zlozenie ,,Green Gate* klonovacej reakcie za Gcelom pripravy multiplexnych CRISPR-

KO vektorov pre mutagenézu MMK2 a MMKS.

ZloZka reak¢nej zmesi Specifikacia MnoZstvo Objem (nl)
ozbrojeny vektor A— B vektor nestici gRNA 3/1 100 ng 1
ozbrojeny vektor B— C  vektor nestici gRNA 14/216 100 ng 1
ozbrojeny vektor C—D  vektor nesuci gRNA 33/63 100 ng 1
ozbrojeny vektor D —E  vektor nestici gRNA 19/50 100 ng 1
E-linkerll-G linker spajajuci poslednt kazetu 100 ng .
s gRNA a destina¢ny vektor
destinacny vektor 100 ng 1
10x CutSmart pufor 1x 15
ATP (10 mmol-1?) 1 mmol-1? 1,5
Bsal 10U 0,5
T4 DNA ligaza 200U 0,5
milliQ H.O 5
celkovy objem 15
Tab. 12: Teplotny program ,,Green Gate“ klonovacej reakcie.

Krok cyklu Teplota [°C] Cas Pocet cyklov

Stiepenie 37 3 min

ligacia 16 3 min %

inaktivacia Bsal 50 5 min 1

inaktivacia ligazy 80 5 min 1
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3.4.6 Transformacia chemokompetentnych buniek E. coli

Chemokompetentné bunky E. coli (50 pl) boli rozmrazené na I'ade. Nasledne bola pridana
klonovacia reakcia 0 objeme 2 ul. Zmes bola jemne premie$ana a ponechana 30 min
nalade. Po 30. minutach boli mikroskimavky s bunkami umiestnené¢ do termobloku
nastavené¢ho na 42 °C po dobu 30 s (kmei NEB® Stable) alebo 45 s (kmeit DH50).
Po tejto inkubacii boli vzorky ihned’ umiestnené naspét’ na 'ad na 2 min. Potom bolo
k bunkam pridanych 300 pul tekutého LB média (DH50) alebo 400 pl NEB® Stable média
(NEB® Stable). Nasledne bola transformacna zmes inkubovana 1 h pri 37 °C (DH5a)
alebo 30 °C (NEB® Stable), pri 200 RPM.

3.4.7 Kultivacia baktérii E. coli, selekcia kolénii obsahujicich pozadovany
konStrukt a izoldcia plazmidovej DNA
Na tuhé LB médium v Petrino miskach s pridavkom selekéného antibiotika (Tab. 3),
40 ul IPTG a 120 pl X-Gal, bola pomocou sterilnej plastovej hokejky rozotreta
transformacnd zmes. Baktérie boli ponechané v inkubdtore cez noc pri teplote 37 °C
(DH5a) alebo 30 °C (NEB® Stable). Na druhy defi boli jednotlivé bakteridlne kolonie
prenesené¢ pomocou sterilného Spéaradla do 10 ml tekutého LB média s pridavkom
prislusného antibiotika. Inokulované médium bolo inkubované cez noc na trepacke
pri 37 °C (DH5a) alebo 30 °C (NEB® Stable) a 200 RPM. Po uplynuti doby inkubAcie
bola pDNA izolovana podl’a protokolu, ktory bol sucastou kitu E.Z.N.A.® Plasmid DNA
Mini Kit I. Koncentréacia izolovanej pDNA bola potom merana pomocou NanoDropu

a vzorky boli umiestnené do mrazni¢ky a uchovavané pri teplote -20 °C.

3.4.8 Overovanie konStruktov restrikénym Stiepenim

Produkty klonovania boli vzdy overené pomocou restrikéného Stiepenia. Samotné
Stiepenie bolo najprv vykonané in silico v programe ,,Geneious Prime*. Zvoleny bol
restrikény enzym s 2 aZ 4 rozpoznavacimi miestami v pripravenom konStrukte a vzdy bol
zaznamenany o&akavany vysledok (podl'a dizky jednotlivych fragmentov DNA). Zlozky
reakcnej zmesi (Tab. 13) boli zmieSané v mikroskiimavke a ponechané v inkubatore 1 h

pri 37 °C (DH50) alebo 30 °C (NEB® Stable).
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Tab. 13: ZloZenie reakcie restrikéného Stiepenia DNA.

Zlozka Objem (ul)
10x pufor 2
restikény enzym 0,5
PCR H:0 16,5
DNA 1
celkovy objem 20 pul

3.4.9 Gélova elektroforéza a izolacia DNA z agarového gélu

Separacia fragmentov DNA prebehla pomocou elektroforézy v 1 % agar6zovom géli,
ktory bol pripraveny zahrievanim adekvatneho mnozstva agardzy v 1x TAE pufri.
Nasledne bolo do rozpustenej agardzy pridané farbivo ,,Midori Green (1 pl/100 ml)
a zmes bola premieSana. Agar6za bola naliata do pripravenej formy obsahujicej hreben
a ponechand stuhnut’ v digestore priblizne 30 min. Po stuhnuti bola forma s gélom
prenesena do elektroforetickej vanicky a zaliata 1x TAE pufrom. Nasledne bol opatrne
odstraneny hrebeti z gélu a do prvej jamky bol pridany marker GeneRuler™ 1 kb Plus.
Jednotlivé vzorky boli po pridani nanasacej farbicky pipetované do d’alSich jamiek (10 pl
vzorky/2 ul farbiva 6x TrickTrack DNA loading dye). Nasledovala separacia fragmentov
pod elektrickym napitim 100 V priblizne 20 — 40 minat. Fragmenty DNA boli potom
vizualizované pomocou UV transiluminitoru Gel Doc™ EZ Imager a analyzované
v programe ,lmage Lab“. Ziskané vysledky boli porovnavané sin silico
predpokladanymi, a na tomto zaklade bola vyhodnotena tspesnost’ predoslych krokov.
Vzorky UspeSne overené restrikénym Stiepenim boli pripravené spolu so Specifickymi
primermi (Tab. 5) podla voI'ne dostupného manualu a odoslané na sekvenovanie do firmy
SeqMe (Dobiis, Ceska republika). V pripade PCR amplifikacie alebo restrikéného
Stiepenia, boli produkty reakcie na zaklade predikovanej velkosti vyrezané z agar6zového
gélu a pomocou skalpelu vlozené do 2 ml mikroskimaviek. DNA bola nésledne
extrahovana pomocou kitu ,,GeneJET Gel Extraction Kit* podl'a prilozeného manualu.
Koncentracia izolovanej DNA bola namerand pomocou NanoDropu a vzorky boli

uchovavané v mraznicke pri teplote - 20 °C.

3.4.10 Transformacia chemokompetentnych buniek 4. tumefaciens (kmeit GV3101)
Bunky A. tumefaciens (100 ul) boli rozmrazené na lade. Nasledne bolo pridanych
5 — 10 ul konstruktu. Zmes bola jemne premieSana a ponechana na 'ade 30 - 40 min. Po

uplynuti tejto doby boli mikroskumavky s bunkami vliozené do tekutého dusika na 5 min.

40



Nasledne boli bunky ponechané 15 min. na izbovej teplote a potom k nim bolo sterilne
pridanych 400 pl SOC média. Transforma¢na zmes bola inkubovana v tme 2 h pri 28 °C
a 180 RPM.

3.4.11 Metoda colony PCR

Pomocou metody ,.colony PCR* bola overena Uspesnost’ transformacie pripravenych
multiplexnych CRISPR/Cas9 vektorov do A. tumefaciens. ,,Colony PCR* sluzila na
potvrdenie, ¢i bol pozadovany inzert naozaj inkorporovany do vyselektovanych kolonii
odobranych z tuhého LB média s pridavkom selekéného antibiotika. Pozadovany usek
DNA bol amplifikovany pomocou primerov uvedenych v Tab. 4, ktoré Specificky
ohrani¢ovali dany tusek DNA. Vsetky zlozky reakcie (Tab. 14) boli zmie$ané
v mikroskiimavke. Do reakénej zmesi bolo pomocou sterilnej Spicky prenesené malé
mnozstvo baktérii z viacerych koldnii pre kazdy variant klonovaného konstruktu. Pre
negativnu kontrolu bola sterilna Spicka jemne pichnuta do média vedla bakteridlnej
koldnie. Reakcia bola ndsledne umiestnend do termocykléru nastaveného na program
uvedeny v Tab. 15. Predpokladana dizka produktu bola nasledne overena pomocou 1 %
agarozovej elektroforézy.

Tab. 14: ZloZenie reakénej zmesi pre ,,DreamTaq* polymerazu.

Zlozka reakcénej zmesi Objem (nl)
dNTP (10 mmol-17?), 0,4
templatova DNA (100 ng-pl™?) 2
primer (10 umol-1?) 1
primer (10 umol-1?) 1
DreamTaq polymeraza 0,1

10x DreamTaq pufor 2

PCR H:O 13,5
celkovy objem 20

Tab. 15: Teplotny program ,,colony PCR* s pouzitim ,,.DreamTaq‘ polymerazy.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
pociato¢na denaturacia 95 3 min 1x
denaturacia 95 30s

nasadanie primerov 64,7 30s 35X
elongacia 72 1min45s

findlna elongacia 72 10 min 1x
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3.4.12 Priprava no¢nej kultury A. tumefaciens

Do 10 ml LB média vo Falkon skamavke boli pridané selekéné antibiotika spektinomycin
a rifampicin. Cast’ média (2 ml), bola odobrana a kultivovana zvlast, pricom neskor,
pri merani optickej hustoty bakterialnej kultary, slizila ako ,.blank“. 10 ml LB média
s antibiotikami bolo inokulovanych bakterialnou kultarou A. tumefaciens (15 pnl),
obsahujicou pozadovany konstrukt. Falkon skamavky boli kultivované cez noc v tme,
pri 28 °C a 180 RPM.

3.4.13 Tranzientna transformacia listov V. benthamiana

Z overenych bakterialnych kolonii obsahujucich multiplexné CRISPR-KO vektory boli
pripravené no¢né kultury. Na druhy den rano boli rastliny N. benthamiana zaliate vodou,
aby doslo k otvoreniu prieduchov. Nasledne bola pomocou spektrofotometra merana
opticka hustota (,,optical density”) bakteridlnej kultary, ktorej pozadovand hodnota
absorbancie pri vlnovej dizke 600 nm (ODeoo) mala dosahovat’ 0,5-1. Po dosiahnuti
optimalnej hodnoty boli bakterialne kultiry centrifugované 10 min. pri4 °C a 4000 RPM.
Po centrifugacii bol odstraneny supernatant a vzniknuty pelet bol rozsuspendovany
v 2 ml kokultivaéného média, priCom tento krok bol zopakovany eSte raz, aby doslo
Kk vymytiu zvysku antibiotik. Dalej bola zmerana ODsoo tejto bakterialnej suspenzie a ako
,»blank® bolo pouzité Cisté kokultivaéné médium. Nasledne bola kultira nariedena tak,
aby bolo vysledné ODeggo 0,7 a kone¢ny objem 2 ml, a potom inkubovana 2 h v tme pri
izbovej teplote. Po inkubacii bola bakteridlna suspenzia infiltrovand do spodnej strany
listov N. benthamiana pomocou infiltra¢nej strickacky. Zaroven bolo do d’alSich listov
infiltrované Cisté kokultivaéné médium, sluZiace ako negativna kontrola. Tieto rastliny
boli oznacené a premiestnené do fytotronu. Na treti defi po transformacii bola pozorovana
abaxialna strana listov pomocou konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu
(,,confocal laser scanning microscope”, CLSM). Transformované listy obsahujice
konstrukty s inducibilnym systémom CRISPR-KO, boli osetrené 20 pmol-1* roztokom
dexametazonu vo vode. Roztok induktora expresie bol rozotreny po listoch pomocou
Stetca a dané oblasti boli oznacené. Zaroven bola pripravena aj kontrola, pri ktorej boli
listy oSetrené len rozpustadlom (DMSO) vo vode bez pridavku dexametazonu. Listy boli

pozorované pomocou CLSM po 2 h od pridavku chemického induktora.

3.4.14 Konfokalna laserova skenovacia mikroskopia
Na polozné sklicko s kvapkou vody bol premiestneny kusok transformovaného lista

N. benthamiana. Na list bolo jemne umiestnen¢ krycie sklicko a na hrany bol upevneny
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parafilm, z dovodu eliminacie odparovania tekutiny. Takto pripraveny preparat bol
pozorovany pomocou konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu LSM 710
(Carl Zeiss), s vyuzitim objektivu Plan-Apochromat 20x/0,8 NA a pomocou programu
Zeiss Zen 2012 (Cierna edicia). Pouzité lasery pre snimanie boli: GFP 488 nm, mCherry
561 nm.

3.4.15 Priprava bakterialnych konzerv

Overené bakteridlne koldnie transformovanych buniek boli kultivované v 4 ml tekutého
LB média s pridavkom selekéného antibiotika (uvedeného spolu s koncentraciou
v Tab. 3) cez noc pri teplote 28 °C avtme v pripade A. tumefaciens alebo 37 °C
a otackach 200 RPM v pripade E. coli. Nasledne bolo sterilne odobranych 500 ul
z narastenych bakterialnych kultar a pridanych 500 pl 50 % glycerolu. Takto pripravené
vzorky boli dokladne premiesané, zamrazené pomocou tekutého dusika a uchovavané

v mraznicke pri teplote -80 °C.

3.4.16 Priprava kultivaénych médii

Vsetky chemikalie, ktoré boli potrebné na pripravu prislusného média, boli navazené
pomocou laboratornych vah a postupne boli rozpustané pomocou elektromagneticke;j
mieSacky v priblizne 3/4 kone¢ného objemu milliQ vody. Nasledne bolo upravené pH
pomocou kyseliny alebo zasady na pozadovant hodnotu. Objem média bol doplneny
vodou na potrebni hodnotu, pH bolo opédt’ zmerané aV pripade potreby upravené.
Napokon bolo pripravené médium rozliate do sklenenych flia§ a sterilizované
v autoklave. Chemikalie, ktoré nebolo vhodné pridat’ do média pred sterilizovanim
z dovodu moznej degradacie, boli do média pridané az po jeho vychladnuti na teplotu
priblizne 60 °C. Sterilné kultivaéné média boli potom v laminarom boxe rozlievané do

sterilnych Petriho misiek.

3.4.17 Stabilna transformacia lucerny siatej a regeneracia rastlin pomocou
somatickej embryogenézy

S vyuzitim baktérie A. tumefaciens boli overené multiplexné CRISPR-KO vektory

stabilne transformované do listového pletiva lucerny siatej. Na tato stabilnu

transforméciu sa vyuzili listy 2. az 5. stonkového uzlu nekvitntcej rastliny RSY. Cely

proces prebiehal podla protokolu Samac a Austin-Phillips (2006). Samotna transformacia

lucerny ako aj vymena kultivaénych médii nevyhnutnych pre uspesnu regeneraciu rastlin

prebiehali v laminarnom boxe za aseptickych podmienok. Nastroje pre pracu boli
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sterilizované v autoklave alebo 96 % etanolom a nasledne teplotnym sterilizatorom
V lamindrnom boxe. Rastlinny material bol kultivovany na pripravenych kultivaénych
médiach s antibiotikami, ktoré s uvedené v Tab.16. Petriho misky s rastlinnym
materidlom boli kultivované vo fytokomore s konsStantnou teplotou 21 °C, vlhkostou

71 % a fotoperidodou 16 h svetlo/8 h tma.

Tab. 16: Selekéné antibiotika pridavané do kultivaénych médii po¢as somatickej embryogenézy
lucerny siatej.

Selekéné Zasobna koncentracia  PoZadovana koncentracia
antibiotikum (mg-ml?) (mg-ml?)
tikarcilin 500 500
hygromycin 50 7,5
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3.4.17.1 Sterilizacia listov lucerny siatej

Z kontrolnej rastliny M. sativa RSY v ex vivo podmienkach boli odstrihnuté zdravé listy
aihned vlozené do Falkon skiimavky naplnenej 40 ml vody z vodovodu. Dalej sa uz
pracovalo v laminarnom boxe so sterilnymi roztokmi. Prvym krokom bola sterilizacia
listov v30 ml 70 % ethanolu po dobu 5-10 s. Nasledne boli listy pomocou pinzety
prenesené do Falkon skiimavky obsahujiucej 40 ml roztoku milliQ vody s pridavkom
40 ul Tween-20 a boli viackrat premiesané po dobu 2 min. Potom boli listy prenesené
do roztoku milliQ vody (36 ml), hypochloridu sodného (4 ml) a Tween-20 (40 ul). V tejto
Falkon skamavke boli listy pretrepavané max. 1,5 min. Nasledne boli listy 3x premyté

v sterilnej destilovanej vode v Petriho miskach.

3.4.17.2 Stabilna transformacia listovych explantatov lucerny siatej

Den pred stabilnou transformaciou bola sterilne pripravena no¢na kultara A. tumefaciens
obsahujica multiplexné CRISPR-KO vektory. Na druhy den rano bola pomocou
spektrofotometra merand opticka hustota bakteridlnej kultary, priCom optimdlna ODgoo
mala dosahovat’ hodnoty 0,6 - 0,8. Po jej dosiahnuti bola bakteridlna kultara
centrifugovana 5 min. pri otackach 3 000 RPM. Supernatant bol odstraneny a pelet bol
rozsuspendovany v ¢istom LB médiu bez pridavku antibiotik.

Vysterilizované listy boli pomocou skalpelu prerezané na polovicu ajemnym
pritla¢anim skalpelu na povrch listu boli vytvorené drobné rany pre lepsiu infiltraciu
baktérii. Takto pripravené explantaty boli premiestnené do Falkon skumavky s 12 ml SH
média, ku ktorym boli pridané 3 ml pripravenej kultury A. tumefaciens. Nasledne boli
listové explantaty s bakteridlnou suspenziou v SH médiu ponechané vo Falkon
skuamavkach 30 min. v tme za jemného mieSania na trepacke. Po uplynuti doby inkubacie

boli explantaty osusené na filtracnom papieri a prenesené na ¢isté BSH médium.

3.4.17.3 Kultivacia lucerny siatej na BSH médiu

Ihned’ po transformacii listovych explantatov lucerny suspenziou A. tumefaciens boli
explantaty umiestnené na BSH médium bez pridavku antibiotik, ktoré obsahovalo rastové
regulatory kinetin a 2,4-D, indukujuce tvorbu kalusov. Po Siestich diioch od transformacie
bol na povrchu explantatov pozorovany biely povlak kolonii A. tumefaciens. Listové
explantaty boli viackrat premyté v sterilnej vode, ¢im boli zbavené bakterialnej kultiry
a nasledne boli osusené na filtranom papieri a prenesené na BSH médium s pridavkom

selekénych antibiotik tikarcilin (500 mg-ml™?) a hygromycin (7,5 mg-ml?).
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3.4.17.4 Kultivacia lucerny siatej na B50 médiu

Asi po 3 tyzdnoch od transformacie boli pozorované dobre vyvinuté kalusy. Tie boli
prenesené na B50 médium s pridavkom selekénych antibiotik tikarcilin (500 mg-ml™)
a hygromycin (7,5 mg-ml™), ktoré ale uz neobsahovalo rastové regulatory, nasledkom

¢oho dochadzalo k tvorbe somatickych embryi.

3.4.17.5 Kultivacia lucerny siatej na MMS médiu

Prvé somatické embrya boli pozorované asi po 5 tyzdioch od transformacie. Vyvinuté
embryd boli potom prenesené na MMS médium s pridavkom selekénych antibiotik
tikarcilin (500 mg-ml™?) a hygromycin (7,5 mg-ml?), ktoré indukovalo vyvoj korefiovej

sustavy.

3.4.17.6 Kultivacia lucerny siatej na MS médiu
Somatické embrya s vyvinutym koretiom boli opatrne prenesené na MS médium, ktoré
uz neobsahovalo antibiotik4. Toto médium obsahovalo vSetky esencidlne Ziviny pre rast

a vyvoj celej rastliny.

3.4.18 Selekcia transgénnej lucerny siatej obsahujiucej multiplexné CRISPR-KO
vektory
Ako uz bolo uvedené, multiplexné CRISPR-KO vektory obsahuju gén rezistencie voci
antibiotiku hygromycin. Pocas regeneracie rastlin lucerny prebiehala selekcia rastlin
obsahujucich transgén na kultivaénych médiach s pridavkom tohto selekéného
antibiotika. Nasledne, somatické embrya, transformované multiplexnymi vektormi
CRISPR-KO s konstitutivnou nadexpresiou Cas9, boli priblizne pétnasty tyzden
od transformacie pozorované pomocou ZOOM mikroskopu anasledne boli mladé
rastliny s vyvinutym prvym koretom pozorované pomocou epifluorescenéného
mikroskopu. Selekcia transgénnych rastlin prebiehala na zaklade cerveného
fluorescenéného signalu v jadrach buniek, ktory pochadzal z jadrovo-lokalizovaného
proteinu mCherry fazovaného s Cas9. U rastlin, transformovanych multiplexnymi
CRISPR-KO vektormi s indukovatelnym systémom expresie, bola najprv overena
pritomnost’ transgénu pomocou PCR. Pred selekciou boli rastliny obsahujice transgén

podrobené osetreniu chemickym induktorom expresie, dexametazénom (10/20 pmol-172).

3.4.19 Genotypizacia transgénnej lucerny siatej pomocou PCR
Pre potvrdenie Uspesnej stabilnej transformdcie lucerny mutiplexnymi CRISPR-KO

vektormi s inducibilnym systémom expresie, bola pomocou PCR amplifikovana
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pozadovana sekvencia gendmovej DNA transgénnych rastlin. Pre genotypizaciu bol
pouzity ,,Phire Plant Direct PCR Kit“. Najprv bol za sterilnych podmienok odobrany
mlady list z transgénnej rastliny, ktory bol ihned” preneseny do 20 ul dilu¢ného pufru.
Pomocou sterilnej $picky bol list rozdrveny v timivom roztoku a ponechany 1 h na 'ade.
Naésledne boli vzorky centrifugované na stolnej centrifuge a supernatant bol preneseny
do novej mikroskiimavky.

Pre PCR boli vyuzité $pecifické primery ohrani¢ujiice gén rezistencie (HygR), uvedené
v Tab.4. Zlozenie PCR reakcie je uvedené v Tab. 17. Reakcia prebiehala v termocykléri,

pri cyklickom striedani teplot optimalnych pre jednotlivé kroky metody (Tab. 18).

Tab. 17: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre ,,Phire polymerazu.

Zlozka reakcnej zmesi Objem (ul)
dNTP (10 mmol-1?), 0,2
templatova DNA (100 ng-pl™?) 0,5
primer (10 pmol-1?) 0,2
primer (10 pmol-1?) 0,2
Phire Hot Start I1 DNA polymeraza 0,2

5x Phire Plant Tissue PCR pufor 2

PCR H;0 6,7
celkovy objem 10

Tab. 18: Teplotny program termocykléru pre PCR s pouzitim ,,Phire polymerazy.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
pociatocna denaturacia 98 30s 1x
denaturacia 98 30s

nasadanie primerov 64,9 30s 35X
elongacia 72 45s

finalna elongacia 72 5 min 1x
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3.4.20 Optimalizacia Kkultivaénych podmienok pre indukciu expresie systému
CRISPR-KO regulovaného chemicky-indukovate’nym promotorom
Rastliny transformované multiplexnymi CRISPR-KO vektormi s indukovateI'nym
systémom expresie boli podrobené oSetreniu glukokortikoidom dexametazon. Pripraveny
bol 200 mmol-1? roztok dexametazonu, z ktorého bol vzdy odobrany potrebny objem pre
samotnu indukciu. Vykonané boli oetrenia s réznou dizkou posobenia a tiez roznou
koncentraciou induktora, a preto boli rastliny rozdelené do troch kategoérii. Do prvej
kategorie patrili rastliny kultivované in vitro na tuhom MS médiu, ktoré boli oSetrené
roztokom dexametazénu (20 pmol-17?) v tekutom MS médiu. Inkubdcia prebiehala 24 h
na trepacke pri 10 RPM. Na druhy den boli rastliny premiestnené na Cisté tuhé MS
médium a pozorované pod epifluorescenénym mikroskopom 07 a 14 dni. Do druhej
kategorie patrili rastliny kultivované in vitro na tuhom MS médiu s pridavkom
dexametazonu 10 pmol-1". Korene rastlin boli pozorované pomocou epifluorescenéného
mikroskopu po 24 h, 7 a 14 dnoch. Kultivacia tychto rastlin na médiu s dexametazénom
trvala 1 - 30 dni. Tretou kategdriou boli rastliny, ktoré boli zin vitro podmienok
prenesené do ex vivo podmienok. Po adaptacii na nové prostredie boli ich listy oSetrené
10 alebo 20 pmol-1* roztokom dexametazénu vo vode pomocou $tetca. Mikroskopické

snimanie listov bolo vykonané pomocou CLSM 024 h, 7 a 14 dni.

3.4.21 Izolacia mRNA

Na izoldciu mRNA boli z transgénnych rastlin odobrané priblizne 2-3 trojlistky (priblizne
300 mg), ktoré¢ boli ihned’ zmrazené v tekutom dusiku a homogenizované. Takto
pripraveny rastlinny material bol preneseny do Cistych mikroskiimaviek
a v digestori bolo k nemu pridanych 800 ul TRI roztoku. Vzorky boli premiesané az
do dokladného rozpustenia a inkubované 5 min pri izbovej teplote. Nasledne boli vzorky
centrifugované 10 min pri 4 °C a12 000 RPM. Zo vzoriek bol potom odobrany
supernatant, ku ktorému bolo pridanych 80 ul BCP. Vzorky boli opédt dokladne
premieSané a inkubované 10 min pri izbovej teplote. Nasledovala centrifugacia vzoriek
15 min pri 4 °C a 12 000 RPM. Potom bola odobrana vodna faza, pricom k 70 % z jej
objemu bol pridany 100 % izopropanol (napr. k 250 ul vodnej fazy bolo pridaného 175 pl
izopropanolu). Pomocou pipety boli vzorky premiesané a inkubované 5 min pri izbovej
teplote. Vzorky boli potom centrifugované 8 min pri 4 °C a 12 000 RPM. Supernatant bol
po centrigufacii odstraneny a pelet bol rozsuspendovany v 1 ml 75 % etanolu. VVzorky

boli ponechané 1 h pri izbovej teplote. Po inkubécii boli vzorky centrifugované 5 min pri
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7 500 RPM. Etanol bol nasledne odstraneny a pelet RNA bol rozsuspendovany v 30 pl
milliQ vody (bez RNAzy). Koncentracia RNA bola zmerana pomocou Nanodropu
a vzorky boli nariedené na kone¢nu koncentraciu 200 ng/ul. Nésledne boli vzorky RNA
precistené od DNA, pricom zloZenie reakcie spolu s podmienkami inkubacie
Vv termocykléri st uvedené v Tab. 19.

Z kazdej vzorky boli potom odobrané 4 pl a pridany k nim bol 1 pl farbicky Midori
Green. Tieto vzorky boli pouzité na analyzu integrity izolovanej RNA pomocou 1 %

agarozovej elektroforézy.

Tab. 19: Zlozenie reakcie na precistenie izolovanej RNA od DNA.

Zlozka reakcie Objem (nl) Inkubacia
10x pufor s MgCl. pre DNazu | 2
DNaza | 2

) 37 °C, 40 min.
RNA adekvatny objem pre 2 pg
milliQ voda doplnena do 20 ul
50 mM EDTA 2 70 °C, 10 min.
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3.4.22 Prepis RNA do komplementarnej DNA (cDNA)
RNA precistend od DNA bola po overeni integrity prepisand do komplementarnej DNA
(cDNA). V prvom kroku bola na polyadenylovany koniec mRNA pridana sekvencia
tyminov (T). ZloZenie reakcie spolu s podmienkami inkubacie su zhrnuté v Tab. 20.

Po tejto reakcii boli vzorky prenesené na I'ad. Nasledovala samotnd syntéza cDNA.
Zlozenie reakcie a podmienky inkubacie su uvedené v Tab. 21. Vzorky boli potom 4x

zriedené v milliQ vode.

Tab. 20: Zlozenie reakcie pre pridavok tyminov na polyA koniec mRNA.

Zlozka reakcie Objem (ul) Inkubacia
oligodtprimer 0,5

RNA 4,5 70 °C, 10 min.
milliQ voda 5

celkovy objem 10

Tab. 21: Zlozenie rekcie pre syntézu cDNA.

Zlozka reakcie Objem (nl) Inkubacia

5x pufor M-MLV 4

RNazin 0,4

M-MLYV reverzna transkriptaza 0,4 42 °C, 3 h; nasledne
dNTP (10 umol-1?) 1 70 °C, 10 min.
MRNA s pridanymi T na polyA konci 10

milliQ voda 4,2

celkovy objem 20
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3.4.23 PCR pre overenie navrhnutych primerov

Pre amplifikaciu vybranych exénov bolo navrhnutych niekolko sédd primerov a pre
samotrny experiment boli zvolené len niektoré z nich (Tab. 4), na zaklade vysledkov
testovace] PCR s overenou cDNA. Pripravend cDNA bola tiez overena pomocou
otestovanych primerov pre UBQ10. ZloZenie reakcie pre overenie primerov je zhrnuté

v Tab. 22 a teplotny program tejto reakcie je uvedeny v Tab. 23.

Tab. 22: ZloZenie reakcie pre semi-kvantitativnu PCR.

ZloZka reakcie Objem (ul)
10x pufor Dream Taq 15
dNTP (10 pmol-1) 03
primer forward (10 umol-1?) 0,75
primer reverse (10 pmol-1?) 0,75
Dream Taq polymeraza 0,25
milliQ voda 8,45
cDNA 3
celkovy objem 15

Tab. 23: Teplotny program PCR reakcie s polymerazou ,,DreamTaqg®.

2

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
pociatocna )

. 95 3 min 1x
denaturacia
denaturacia 95 30s
nasadanie primerov 58 30s 40 x
elongacia 72 1 min
finalna elongacia 72 15 min 1x
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3.4.24 Kvantitativna PCR v realnom case (,real-time quantitative PCR*“, RT-
qPCR)

Po overeni navrhnutych primerov prebehla najskor testovacia RT-qPCR s vybranymi
primermi. Po overeni efektivity vybranych primerov bol vykonany samotny experiment,
pocas ktorého boli amplifikované useky s dizkou cca 150 bp v ramci piateho exénu
MMK?2 a siesteho exonu MMK3. Ako referencné gény sluzili gény kodujuce ubikvitin
(UBQ10), glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenazu (GAPDH) a aktin 2 (ACT2). Jednotlivé
vzorky boli v triplikatoch nanesené na 96 jamkovu dosticku, ktord bola na zaver
prelepena foliou a umiestena do centrifugy na 1 min pri 1000 RPM. Dosticka bola
nasledne umiestnena do termocykléru Real-time qPCR QuantStudio™5. Pred
experimentom bol vzdy dopredu pripraveny Cerstvy roztok chemikalii (SYBR roztok)
potrebny na 2 dosti¢ky (zlozenie je uvedené v Tab. 24). Zlozenie RT-gPCR reakcie je
uvedené v Tab. 25, teplotny a ¢asovy program je uvedeny v Tab. 26.

Samotny expreriment sa uskutoc¢nil v troch opakovaniach. Ako referenény gén sluzil
UBQ10 celkovo pre tri opakovania, pri¢om pocas tretieho opakovania boli vyuzité ako
referencné gény aj GAPH a ACT2. Ziskané data boli analyzované pomocou programov

DataAssist a Excel.

Tab. 24: Zlozenie SYBR roztoku pridavaného do reakcie pre RT-gPCR.

Zlozka SYBR roztoku Objem (ul)
2X ImmoMix™ 1000,2
100x SYBR™ Green | 19,8
CellROX™ Deep Red Reagent (20 pmol-17) 40,2
PCR H,O 139,8

Tab. 25: ZlozZenie reakcie pre RT-qPCR.

Zlozka reakcie Objem (ul)
SYBR roztok 6
primer forward (10 pmol-1?) 0,5
primer reverse (10 umol-1%) 0,5
PCR H>O 1
cDNA (20x zriedena) 2
celkovy objem 10
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Tab. 26: Teplotny a casovy program RT-gPCR reakcie.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
iniciacia reakcie 50 2 min.

pociatoéna denaturacia 95 10 min.

denaturacia 95 15s

nasadanie primerov 60 1 min. 10
meranie teplotnej krivky 95 155

meranie teplotnej krivky 60 1 min.

disociacia 95 ls

3.4.25 Izolacia genomovej DNA a amplifikacia poZadovanych usekov
Na analyzu ciel'ovych sekvencii DNA, do ktorych bol pomocou Styroch gRNA navadzany
systém CRISPR-KO, bola izolovand genémova DNA (gDNA) z listov transgénnych
rastlin. Odobranych bolo cca 300 mg listového pletiva, ktoré bolo ihned” zmrazené
Vv tekutom dusiku. Nasledne bol rastlinny materidl homogenizovany a samotna izolacia
gDNA prebehla pomocou kitu NucleoSpin® Plant II a prilozeného manualu. Po izolacii
bola zmerana koncentracia gDNA a vzorky boli uchovavané v mraznic¢ke pri teplote
- 20 °C.

Na amplifikaciu pozadovanych tsekov boli vyuzité navrhnuté primery uvedené
v Tab. 4. Pomocou PCR boli amplifikované prvé exony génu MMK3 vo vybranych
transgénnych rastlinach a u kontrolnej rastliny (RSY). PCR produkty boli nanesené na
1 % agarozovy gél a vizualizované pomocou UV transiluminatoru Gel Doc™ EZ Imager.
Na zaklade zhodnej velkosti fragmentov sin silico predpokladanou velkostou
v programe ,,Geneious Prime*, boli tieto fragmenty purifikované z gélu pomocou kitu
,GeneJET Gel Extraction Kit“. Nasledne bola zmerana koncentracia purifikovanej DNA
na Nano-Drope as pomocou volne dostupného manualu boli pripravené vzorky
neskor odoslané na Sangerovo sekvenovanie. Zlozenie reakénej zmesi pri PCR
amplifikacii je zhrnuté v Tab. 27 a teplotny a ¢asovy program termocykléru je uvedeny
v Tab. 28.
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Tab. 27: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre iProof HF polymerazu.

ZloZka reaké¢nej zmesi

Objem (ul)

dNTP (10 mmol-1?),

templatova DNA (100 ng-pul™)

primer (10 umol-1?)

primer (10 umol-1?)

iProof HF polymeraza

5x iProof HF pufor

PCR H:0O

0,5
0,5
1,25
1,25
0,25
5
16,3

celkovy objem

25

Tab. 28: Teplotny a ¢asovy program termocykléru pre PCR s pouzitim iProof HF polymerazy.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
pociatocna denaturacia 98 30s 1x
denaturacia 98 30s

nasadanie primerov 64 30s 35x
elongécia 72 30s

finalna elongacia 72 5 min 1x
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4 VYSLEDKY

Tato diplomova praca nadvédzuje na bakalarsku pracu, pocas ktorej boli pripravené
destina¢né CRISPR-KO vektory s miestom pre klonovanie kaziet obsahujucich gRNA
pre mutagenézu MMK2. Vysledky predklozenej diplomovej prace st rozdelené do
Siestich Casti.

Experimentalna Cast’ tejto prace zacala navrhom gRNA pre mutagenézu génu MMKS,
ktora je spolu s postupom pripravy molekal gRNA a ich néslednym klonovanim do
vstupnych vektorov popisana v prvej Casti vysledkov. V d’alSej casti je rozoberand
konstrukcia findlnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov pre mutagenézu MMK?2
a MMK3 a tiez overenie ich funk¢nosti. Tretia Cast’ vysledkov je venovana priebehu
regeneracie lucerny siatej po stabilnej transformacii pripravenymi vektormi. V Stvrtej
Casti st vysledky optimalizécie oSetrenia induktorom expresie v transgénnych rastlinach
obsahujucich inducibilny systém pre reguldciu expresie Cas9 a v nasledujtcej Casti su
vysledky selekcie spesne transformovanych rastlin. Analyza transgénnych rastlin je

popisand v poslednej Casti.

4.1 Priprava gRNA pre mutagenézu génu MMK3

4.1.1 Navrh gRNA

Vhodné gRNA boli vyberané na zdklade hodnoty ,,0n-skoére”. T4 povaZujeme
za vyjadrenie zhody sekvencie gRNA s cielovou sekvenciou DNA a plati, Ze ¢im je ,,0n-
skore* blizSie k 1, tym je gRNA vhodnejSia. Preto boli vybrané gRNA, ktorych ,,on skore
sa priblizovalo® k hodnote 1. Nakol'ko sa v tetraploidnej lucerne MMK3 gén vyskytuje
v Styroch kopiach, 3 sekvencie gRNA mali vzdy skore zhodujice sa s vybranou
sekvenciou (Priloha 1 — 4).

Vygenerované sekvencie sa lisili v pocte a taktiez vo vzdialenosti moznej nezhody
nukleotidu (,,mismatch*) medzi cielovou sekvenciou a gRNA. Cim blizsie boli
odhadované¢ nezhody nukleotidov k PAM sekvencii, tym menej bola gRNA vhodna. Pre
spravny proces tvorby zlomov DNA je rozhodujuca prave zhoda nukleotidov v blizkosti
PAM sekvencie, pretoze V tejto oblasti dochadza k $tiepeniu nukledzou Cas9. Dalej bolo
potrebné prihliadat’ na po¢et miest mimo cielovej sekvencie (,,0ff-target), ked’ze pre
efektivhu mutagenézu je potrebné ¢o najviac eliminovat’ pravdepodobnost’ zacielenia
podtom predpokladanych ,,0ff-targetove. Dalsou podmienkou bol podiel G/C pérov
v sekvencii gRNA, ktory by mal byt pri efektivnej mutagenéze priblizne 40 — 60 %.
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Sekvencie vybranych gRNA obsahovali priblizne 50 % G/C parov. Pri vybere gRNA
bolo potrebné tiez analyzovat pritomnost’ Bpil a Bsal restrikénych miest v ramci ich
internych sekvencii, aby bolo mozné predist’ ich Stiepeniu pocas klonovania.

Nastroj ,,CRISPR-P* poskytuje informacie aj o oblastiach ,,0ff-targetov* (neziaducich
editacii) v analyzovanom gendéme. Po zadani potrebnych parametrov pre generovanie
moznych gRNA (druh organizmu, typ PAM sekvencie, pozadovana dizka gRNA,
oznacenie cielového génu), online nastroj zobrazil vSetky potencionalne gRNA zacielené
na gén MMK2.

Spomedzi vSetkych vygenerovanych gRNA boli nasledne vybrané Styri gRNA,
z ktorych dve boli zacielené na exon 1 (gRNA 3 a gRNA 14). Vzdialenost’ medzi tymito
sekvenciami bola 93 nukleotidov, ¢o je podla Oh et al. (2020) optimalne, ked’ze moze
dojst’ k vystiepeniu celého tiseku génu. Dalsia gRNA (GRNA 33) bola zacielena na exon
2 a Stvrta gRNA (gRNA 19) bola zacielena na exdn 4. Pre exon 3 nebola zvolena Ziadna
gRNA, pretoze vlastnosti ziadnej z vygenerovanych gRNA nevyhovovali poziadavkam.
Tak isto pre exony 5 a 6 neboli vybrané ziadne gRNA, pretoze na efektivnu mutagenézu
sa odporuca gRNA zacielit najmé na prvé exony (Gerashchenkov et al., 2020). Zvolené
gRNA mali dizku 20 nukleotidov a spolu sich vlastnostami si zhrnuté v Tab.29.
Pri navrhovani primerov pre klonovanie (Tab. 6), bol na 5" koniec kazdej gRNA pridany
guanin, ktory je nevyhnutny pre iniciaciu transkripcie prostrednictvom promoétoru U6
(Ranganathan et al., 2014). Schéma pozicie navrhnutych gRNA je na Obr. 5.

Tab. 29: Zoznam navrhnutych gRNA pre mutagenézu génu MMK3 u lucerny. Cisla jednotlivych
gRNA sa zhoduju s ¢islami vygenerovanych pomocou ,,CRISPR-P 2.0%.

Podiel
Nazov Sekvencia Ciel (k)n r ¢ a?fgt G/C
skore gety (%)
gRNA 1 ATTCCTCCTCTTCAACCCGTCGG exbn1l 0,8253 61 50
gRNA 216 GAGTTTGCTTTCTCAGATTCAGG ex6n1 0,0241 176 40
gRNA 63 ACGAACTCAGATACGAATGAAGG ex6n2 0,2850 74 40
gRNAS0 TGTCATGAAGTCTGTCTCAGAGG ex6bn4 0,3317 112 45

Pod¢iarknuté nukleotidy oznacuji PAM (,,protospacer-adjacent motif™, protospaceru pril'ahly
motiv).

gRNA1 gRNAS0
03 nt 1 1
ex6n 1 m exén2 = exén3 ex6n4 wm exin S mm exén 6

gRNA 216 gRNA63

Obr. 5: Schématické zobrazenie pozicie navrhnutych gRNA pre vyradenie génu MMKS3.
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4.1.2 Klonovanie molekul gRNA pre mutagenézu génu MMK3

Prostrednictvom oligo klonovania boli vytvorené dvojvlaknové oligonukleotidy
obsahujice gRNA so0 Stvor-nukleotidovymi presahmi na ich 5 koncoch (Obr. 6),
kompatibilné s presahmi Vv prisluSnych akceptorovych vektoroch. Sucastou tychto
vektorov je U6-26 promotor III pre expresiu gRNA a kostrova sekvencia nevyhnutna
pre vizbu s Cas9. Rovnakym spoésobom boli pripravené molekuly gRNA pre mutagenézu
génu MMK?2 pocas predchadzajtcej bakalarskej prace.

Oligonukleotidy obsahujuce gRNA pre mutagenézu génu MMK2 arovnako
oligonukleotidy obsahujuce gRNA pre mutagenézu génu MMKS3 boli nasledne
prostrednictvom ,,Golden Gate* klonovania inkorporované do akceptorovych vektorov
(Tab. 2). Spravnost’ klonovania tychto vektorov, nestcich gRNA, bola overend
restrikénym Stiepenim a nasledne sekvenacnou analyzou so Specifickym primerom

(Tab. 5).

gRNA1: 5 '-ATTG-GATTCCTCCTCTTCAACCCGT-3"
3'-TAAGGAGGAGAAGTTGGGCAGCC-tCAAA-5"

gRNA 216: 5'-ATTG-GAGTTTGCTTTCTCAGATTC-3"
3'-CTCAAACGAAAGAGTCTAAGTCC-CAAA-5"'

5'-ATTG-GACGAACTCAGATACGAATGA-3"

gRNA 63:
3'"-TGCTTGAGTCTATGCTTACTTCC-CAAA-5"

gRNAS): 5'-ATTG-GTGTCATGAAGTCTGTCTCAG- 3"
3'-ACAGTACTTCAGACAGAGTCTCC-CAAA-5"

Obr. 6: Vysledky klonovania zobrazujice vzajomne nasadnuté oligonukleotidy pozostavajuce
z gRNA a komplementarneho oligonukleotidu so Stvor-nukleotidovymi presahmi na 5” koncoch,
ktoré boli kompatibilné s presahmi v akceptorovych vektoroch uréenych na klonovanie gRNA
(Tab. 6). Dodato¢ne pridany guanin je pod¢iarknuty, sekvencie hrubym pismom oznacuju gRNA
bez PAM.
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4.2 Finalizacia multiplexnych CRISPR-KO vektorov pre mutagenézu
génov MMK2 a MMK3

Pred samotnym klonovanim finalnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov boli in silico
skonstruované multiplexné CRISPR-KO vektory, kompatibilné so Styrmi gRNA,
zacielenymi zvlast’ na gény MMK2 a MMKa3. Tieto vektory obsahuju dva odlisné typy
promotora pre expresiu Cas9, a preto rozliSujeme dve verzie. Prva verzia multiplexnych
CRISPR-KO vektorov (Obr. 7) obsahuje konstitutivny promotor UBQ10, ktory by mal
zabezpecit’ expresiu Cas9 vo vSetkych pletivach rastliny. Druha verzia vektorov (Obr. 8)
zahriiuje inducibilny promotor pozostavajuci z konStruktu 35S::GR-LhG4:tRbcS
so syntetickym operatorom pOp6 a minimalnym 35S promoétorom. Funkcia tohto
chemicky-inducibilného systému GR-LhG4/pOp zavisi od pritomnosti glukokortikoidu
dexametazon.

Overené akceptorové vektory S gRNA boli vlozené prostrednictvom Green Gate
klonovania spolu s linkerom do pripravenych destinaénych CRISPR-KO vektorov.
Vytvorené boli tak celkovo Styri vektory, z ktorych dva obsahovali S$tyri gRNA
pre nasmerovanie Cas9 nukledzy na gén MMK2 adalsie dva niesli gRNA

navadzajice nukledzu Cas9 na gén MMKaS.
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Obr. 7: Finalny multiplexny CRISPR-KO vektor s expresiou Cas9 a génom mCherry koédujucim
Cerveny fluorescenény protein pod kontrolou konstitutivneho promoétora UBQL0. Za
terminatorom tG7 nasleduje oblast’ obsahujuca jednotlivé gRNA spolu s kostrovou sekvenciou
(,,scaffold*) pod kontrolou AtU6 prométora. Linker II spaja poslednt kazetu obsahujlicu gRNA
s destinaénym vektorom, nesucim gén rezistencie na hygromycin (Hyg®) pre selekciu
transformovanych rastlin. G7 — sekvencia polyadenyla¢ného signalu z génu 7 v A. tumefaciens;
LB — l'ava hranica T-DNA; NLS — | nuclear localization sequence®, jadrovy lokaliza¢ny signal,
NOS — gén kodujuci nopalin syntdzu; p — promdtor; P2A — ribozém preskakujiici peptid
prasacieho teschovirusu; pBR322 bom (,,basis of mobility) — sekvencia umoznujlica prenos
plazmidu pocas bakterialnej konjugacie; pBR322 Ori (,,0rigin“) — replika¢ny pociatok E. coli;
pVS1 Rep —replikaény pociatok A. tumfaciens; pVS1 Sta — protein stability pre stabilni segregaciu
plazmidov v A. tumefaciens; RB — prava hranica T-DNA; Spe® — rezistencia na spektinomycin; t
— terminator.
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Obr. 8: Finalny multiplexny CRISPR-KO vektor s expresiou Cas9 a génom mCherry koédujacim
¢erveny fluorescencny protein pod kontrolou inducibilného systému 35S::GR-LhG4:tRbcS so
syntetickym operatorom pOp6. Za terminatorom tG7 nasleduje oblast’ obsahujuca jednotlivé
gRNA spolu s kostrovou sekvenciou (scaffold) pod kontrolou AtU6 prométora. Linker IT spaja
posledni kazetu obsahujucu gRNA s destinatnym vektorom, nesucim gén rezistencie na
hygromycin (Hyg®) pre selekciu transformovanych rastlin. GAL4 — transkripénd aktivatna
doména zo S. cerevisiae; GR-LhG4 — cast’ inducibilného systému pozostidvajuca z
glukokortikoidového receptora (GR) a transkripcného aktivatora (LhG4); pOp — operator; G7 —
sekvencia polyadenylacného signalu z génu 7 v A. tumefaciens; LB — 'ava hranica T-DNA; NLS
— ,nuclear localization sequence®, jadrovy lokalizacny signal; NOS — gén kodujtci nopalin
syntazu; p — promotor; P2A — ribozém preskakujuci peptid prasacieho teschovirusu; pBR322 bom
(,,basis of mobility“) — sekvencia umoziiujuca prenos plazmidu pocéas bakterialnej konjugacie;
pBR322 Ori (,0rigin“) — replikacny pociatok E. coli; pVS1 Rep — replika¢ny pociatok A.
tumfaciens; pVS1 Sta — protein stability pre stabilnu segregaciu plazmidov v A. tumefaciens; RB
— prava hranica T-DNA; Spe® — rezistencia na spektinomycin; t — terminator.
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4.2.1 Overenie spravnosti pripravy multiplexnych CRISPR-KO vektorov
prostrednictvom restrikéného Stiepenia

Po transformacii buniek E. coli pripravenymi multiplexnymi CRISPR-KO vektormi pre
mutagenézu génov MMK2 a MMK3 a izolacii pDNA z transformovanych bakteridlnych
kolonii bola pomocou restrikéného Stiepenia pPDNA overena spravnost’ ich klonovania.
Na tato reakciu bol zvoleny restrikény enzym Nhel, pri¢om predpokladana dizka
fragmentov bola v pripade vektorov s konstitutivnym promoétorom (UBQ10) 9121 bp,
5102 bp a 2605 bp (Obr. 9A) a v pripade vektorov s inducibilnym promoétorom (35S::GR-
LhG4:tRbcS - pOp6) 12 258 bp, 5102 bp a 2605 bp (Obr. 9B).

& 4 2 3 4 M B 1 2 3 4 M
W — 00000 W —— 10 000 bp
— - s - g 5000 bp W 5000 bp
L
. 2000 bp 2000 bp
— L=

Obr. 9: Elektroforetogram reprezentujuci vysledok overenia uspesnosti ,,Green Gate* klonovania
finalnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov. Restrikéné Stiepenie bolo vykonané pomocou
enzymu Nhel. (A) Restrikéné Stiepenie multiplexnych CRISPR-KO vektorov s konstitutivnym
prométorom (UBQ10) s vyslednymi dizkami fragmentov: 9121 bp, 5102 bp a 2605 bp. 1 a 2:
vektor pre mutagenézu génu MMK2, 3 a 4: vektor pre mutagenézu génu MMKS3. (B) Restrikéné
Stiepenie  multiplexnych CRISPR-KO vektorov s inducibilnym promoétorom (35S::GR-
LhG4:tRbcS-pOp6) s vyslednymi dizkami fragmentov: 12 258 bp, 5102 bp a 2605 bp. 1 a 2:
vektor pre mutagenézu génu MMK2, 3 a 4: vektor pre mutagenézu génu MMK3. M — DNA marker
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4.3 Potvrdenie uspeSnej transformacie multiplexnych CRISPR-KO

vektorov do A. tumefaciens prostrednictvom ,,colony PCR*
Vektory overené restrikénym Stiepenim boli transformované do buniek A. tumefaciens.
Zaclenenie pripravenych vektorov pre mutagenézu génov MMK2 a MMK3 do
bakterialnych kolonii bolo overené pomocou ,,colony PCR*. Boli pri tom vyuzité primery
ohrani¢ujiice useky vektorov s kazetami nestucimi gRNA (Tab. 4). Predpokladana dizka
PCR amplikénov (Obr. 10) bola 2388 bp.

¥ |
L 8

{

3000 bp

1T

2000 bp

Obr. 10: Elektroforetogram zobrazujuci vysledok ,,colony PCR* analyzy. Predpokladana dizka
DNA fragmentu 2388 bp. 1: negativna kontrola (bez bakterialnej kolonie); 2 a 3: DNA fragment
multiplexného CRISPR-KO vektora s konstitutivnym prométorom (UBQL0), Cas9 zacielena na
MMK?2; 4 a5: DNA fragment multiplexného CRISPR-KO vektora s inducibilnym promo6torom
(35S::GR-LhG4:tRbcS - pOp6), Cas9 zacielena na gén MMK2; 6 a 7: DNA fragment
multiplexného CRISPR-KO vektora s konstitutivnym prométorom (UBQ10), Cas9 zacielena na
gén MMK3; 8 a 9: DNA fragment multiplexného CRISPR-KO vektora s inducibilnym
prométorom (35S::GR-LhG4:tRbcS-pOp6), Cas9 zacielena na gén MMK3. M — DNA marker.
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4.4 Overenie funkénosti multiplexnych CRISPR-KO vektorov

Po ,,colony PCR* bola prostrednictvom tranzientnej transformacie listov N. benthamiana
overend funkCnost’ pripravenych multiplexnych CRISPR-KO vektorov. Listy
N. benthamiana (Obr. 11) boli pozorované po 3 dnoch od infiltracie bakteridlnej
suspenzie A. tumefaciens obsahujucej multiplexné CRISPR-KO vektory s konstitutivnou
nadexpresiou Cas9 (Obr. 11 A,B), pricom v pripade infiltracie vektorov s inducibilnym
systétmom pre regulaciu expresie Cas9 (Obr. 11 C,D), boli listy pred pozorovanim
pomocou CLSM osetrené induktorom expresie, dexametazénom (20 pmol-17). Cerveny
fluorescen¢ny signal jadrovo-lokalizovaného proteinu mCherry fazovaného s Cas9 bol

Vv tomto pripade pozorovany uz 2 h po aplikacii dexametazonu.

Obr. 11: Listy N. benthamiana pozorované 3 dni po tranzientnej transformacii suspenziou
A. tumefaciens nesticou multiplexné CRISPR-KO vektory. (A) Bunka abaxialnej strany listu
N. benthamiana obsahujiiceho CRISPR-KO vektor pre mutagenézu génu MMK2 s konstitutivnou
nadexpresiou Cas9. (B) Bunka abaxialnej strany listu N. benthamiana so za¢lenenym CRISPR-
KO vektorom pre mutagenézu génu MMK2 s inducibilnym promoétorom (35S::GR-LhG4:tRbcS-
pOp6) pre regulaciu expresie Cas9, indukovana roztokom dexametazonu (20 pmol-1') v tekutom
MS médiu. (C) Bunka abaxialnej strany listu N. benthamiana obsahujuceho CRISPR-KO vektor
pre mutagenézu génu MMKS3 s konstitutivnou nadexpresiou Cas9. (D) Bunka abaxialnej strany
listu N. benthamiana po transformacii suspenziou A. tumefaciens, nesucou CRISPR-KO vektor
pre mutagenézu génu MMK3 s inducibilnym promoétorom (35S::GR-LhG4:tRbcS-pOp6) pre
regulaciu expresie Cas9, indukovana roztokom dexametazonu (20 umol-1-1) v tekutom MS
médiu. (E,F) ,,Mock* kontrola s rozpustadlom (20 pmol-1"* DMSO). ZIté $ipky smeruju na jadro
bunky. A-E: pozorované pomocou CLSM vV kandloch pre mCherry, chlorofyl a a prechadzajuce
svetlo. F: pozorované len v kanali pre mCherry a chlorofyl a; objektiv Plan-Apochromat 20x/0.8
M27. Mierka: 20 um (A-D); 50 um (E,F) .
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4.5 Regeneracia lucerny siatej po stabilnej transformacii

multiplexnymi CRISPR-KO vektormi
Po overeni fluorescencie multiplexnych CRISPR-KO vektorov pre mutagenézu génov
MMK2 a MMK3 pomocou tranzientnej transformacie listov N. benthamiana, boli tieto
vektory inkorporované prostrednictvom baktérii A. tumefaciens do listovych explantatov
lucerny siatej (RSY). Jednotlivé Stadia regeneracie lucerny siatej zo somatickych embryi

pochadzajucich z kalusu indukovaného na listovych explantitoch st zndzornené

na Obr. 12.

Obr. 12: Regeneracia lucerny siatej procesom somatickej embryogenézy. (A) Transformovana
¢ast’ odrezaného listu lucerny siatej (RSY) umiestnena na BSH médium ihned’ po inkubacii so
suspenziou A. tumefaciens. (B) Listovy explantat lucerny siatej obrasteny koloniami A.
tumefaciens 6 dni po transformacii. (C) Kalus vytvoreny z listového explantatu, kultivovany na
BSH médiu bez antibiotik, tri tyzdne po transformacii. (D) Kalus s vyvinutymi somatickymi
embryami, kultivovany na B50 médiu, osem tyzdnov po transformacii. (E) Somatické embryo
Vv kotyledonarnom $tadiu, kultivované na B50 médiu, 9 tyzdiiov po transformacii. (F) Mlada
rastlina s vyvinutym primarnym korefiom, kultivovanda na MMS médiu, 10 tyzdiov po
transformacii. (G) Rastlina s vyvinutym korefiovym systémom a nadzemnou ¢ast'ou, kultivovana
na MS médiu, 15 tyzdiiov po transformacii. Cerveny ramik ozna¢uje somatické embrya. Obrazky
A-F boli zhotovené pomocou ZOOM mikroskopu; objektiv PlanNeoFluar Z 1.0x . Obrazok G bol
zhotoveny pomocou skeneru. Mierka: 2 mm (A-D), 1 mm (E,F), 1 cm (G).
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4.5.1 Potvrdenie pritomnosti transgénneho konstruktu u lucerny pomocou PCR
Rastliny transformované multiplexnymi CRISPR-KO vektormi s inducibilnym
syst¢tmom expresiec Cas9 boli podrobené¢ PCR analyze pre potvrdenie pritomnosti
transgénneho konStruktu v gendmovej DNA lucerny. Pre tito selekciu boli vyuzité
primery $pecificky ohrani¢ujiice HygR (Tab. 4). Predpokladana dizka amplifikovaného
DNA fragmentu bola 843 bp (Obr.13).

1000bp -- - -

500 bp

Obr. 13: Elektroforetogram zobrazujici vysledok PCR selekcie rastlin transformovanych
multiplexnymi vektormi s inducibilnym promoétorom pre regulaciu expresie Cas9. Ocakavana
dizka fragmentov: 843 bp. 1: RSY; 2 a 3: transgénna rastlina s inkorporovanym CRISPR-KO
vektorom obsahujucim inducibilny promoétor pre regulaciu expresie Cas9 zacielenej na gén
MMK2. 4 a 5: transgénna rastlina s inkorporovanym CRISPR-KO vektorom obsahujiicim
inducibilny promotor pre regulaciu expresie Cas9 zacielenj na gén MMK3. M — DNA marker.
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4.6 Indukcia expresie chemicky-indukovate’ného CRISPR-KO

konStruktu v transgénnej lucerne

Rastliny obsahujuce transgénny konstrukt boli rozdelené do dvoch kategorii a na zaklade
toho oSetrené dexametazoénom. Pre indukciu expresie multiplexnych CRISPR-KO
vektorov v rastlinach v in vitro podmienkach, boli najprv rastliny prvej kategorie oSetrené
tekutym MS médiom s pridavkom dexametazonu (20 umol-11). Pre Setrnejsi spdsob
indukcie, boli rastliny z druhej kategorie umiestnené na tuhé MS médium v Petriho miske
s pridavkom dexametazonu v koncentracii 10 pmol-1. Vybrané rastliny boli na tomto
médiu kultivované 1 - 30 dni, avSak uz po viac ako piatich diioch od indukcie zacali
rastliny prejavovat’ symptémy nekrozy.

Korene rastlin  boli po aplikdcii dexametazonu pozorované pomocou
epifluorescencného mikroskopu, pricom vyrazny cerveny fluorescencny signal jadrovo-
lokalizovaného proteinu mCherry bol zaznamenany v mnohych bunkach eSte po
$trnastich ditoch od indukcie pomocou 10 pmol-1" dexametazénu (Obr. 14). Na zéklade
toho boli stanovené optimalne podmienky pre indukciu expresie multiplexnych CRISPR-
KO vektorov v transgénnych rastlinach lucerny, ktorymi st pridavok 10 pmol-1?
dexametazonu pridaného do tuhého kultivaéného MS média a doba indukcie maximélne
tri dni.

Dalsie transgénne rastliny prenesené do ex vivo podmienok boli vyuzité na stanovenie
optimalnych podmienok pre indukciu expresie CRISPR-KO vektorov v listoch
transgénnej lucerny. Ked’ze pre indukciu expresie CRISPR-KO vektorov v koretioch boli
dve koncentracie dexametazonu (10 alebo 20 umol-1) dostatoné, boli nasledne listy
transgénnych rastlin  oSetrené vodnymi roztokmi dexametazéonu V rovnakych
koncentraciach. Listy boli po o$etrni dexametazénom pozorované pomocou CLSM (Obr.
15 a 16). Na zaklade vyrazného Cerveného fluorescencného signalu proteinu mCherry
V jadrach buniek aj po 14 dioch od aplikacie 20 umol-1* roztoku dexametazonu vo vode,
bola tato koncentracia induktora stanovena ako optimalna pre chemicka indukciu

expresie multiplexnych CRISPR-KO vektorov v listoch transgénnej lucerny siatej.
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mCherry mCherry + prechadzajtce svetlo

Obr. 14: Cerveny fluorescenény signal fizneho proteinu mCherry-Cas9 v jadrach koretiovych
buniek lucerny po 24 hodinove;j kultivacii rastlin na tuthom MS médiu s pridavkom dexametazoénu
(10 umol-1), pozorovany po 14 dioch od aplikécie induktora. (A,B) Koren transgénnej rastliny
obsahujucej CRISPR-KO vektor zacieleny na gén MMK2. (C,D) Koren transgénnej rastliny
obsahujiicej CRISPR-KO vektor zacieleny na gén MMK3. (E,F) ,Mock™ kontrola
z rozpt$tadlom (DMSO; 10 umol-1?). Biele $ipky oznacujii jadra buniek. Korene boli
pozorované pomocou epifluorescenéného mikroskopu V dvoch kanaloch pre mCherry
a prechadzajuce svetlo; objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27. Mierka: 100 pm (A-F).
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mCherry + chlorofyl a

mCherry + chlorofyl a
+ prechadzajtice svetlo

mCherry + chlorofyl a

mCherry + chlorofyl a
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Obr. 15: Cerveny fluorescenény signal chimérneho proteinu mCherry-Cas9 V jadrach buniek
transgénnych listov lucerny po oSetreni dexametazénom; vektor zacieleny na gén MMK2.
(A,D) List po oSetreni roztokom dexametazénu (10 umol-1') vo vode, pozorovany po 24 h. (B,E)
List transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom dexametazénu (20 umol-1) vo vode,
pozorovany po 24 h. (C,F) ,,Mock* kontrola s rozpustadlom DMSO: list transgénnej rastliny
lucerny po oSetreni roztokom DMSO (20 pumol-1*%) vo vode, pozorovany po 24 h. (G,J) List
transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom dexametazénu (10 umol-1t) vo vode,
pozorovany po 14 dnoch. (H,K) List transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom
dexametazéonu (20 umol-1?) vo vode, pozorovany po 14 dioch. (I,L) ,Mock* kontrola
srozpustadlom DMSO: list transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom DMSO
(20 pmol-1*) vo vode, pozorovany po 14 ditoch. Listy boli pozorované pomocou CLSM v troch
kanaloch pre mCherry, chlorofyl a prechadzajuce svetlo; objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30
M27. Mierka: 50 pm (A-L).
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Obr. 16: Cerveny fluorescenény signal chimérneho proteinu mCherry-Cas9 v jadrach buniek
transgénnych listov lucerny po oSetreni dexametazonom; vektor zacieleny na gén MMK3.
(A,D) List po osetreni roztokom dexametazonu (10 pmol-1?) vo vode, pozorovany po 24 h. (B,E)
List transgénnej rastliny lucerny po osetreni roztokom dexametazénu (20 pumol-1?) vo vode,
pozorovany po 24 h. (C,F) ,,Mock* kontrola s rozpustadlom DMSO: list transgénnej rastliny
lucerny po oSetreni roztokom DMSO (20 pmol-1?) vo vode, pozorovany po 24 h. (G,J) List
transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom dexametazénu (10 pmol-1?) vo vode,
pozorovany po 14 dnoch. (H,K) List transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom
dexametazéonu (20 umol-1?) vo vode, pozorovany po 14 dioch. (I,L) ,Mock* kontrola
srozpustadlom DMSO: list transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom DMSO
(20 pmol-1*) vo vode, pozorovany po 14 ditoch. Listy boli pozorované pomocou CLSM v troch
kanaloch pre mCherry, chlorofyl a prechadzajuce svetlo; objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30
M27. Mierka: 50 um (A-L).
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4.7 Selekcia transgénnych rastlin

Najprv prebiehala selekcia transgénnych rastlin na kultivaénych médiach s pridavkom
selekéného antibiotika hygromycin, pretoze pripravené vektory obsahuju gén rezistencie
vo¢i tomuto antibiotiku. Podmienky pre indukciu expresie Cas9 vV rastlinach
obsahujacich CRISPR-KO vektory s chemicky-indukovatelnym prométorom a nasledna
selekcia transgénnych rastlin bola uvedena v predchadzajucej casti vysledkov.

Selekcia rastlin  transformovanych CRISPR-KO vektormi s konStitutivnou
nadexpresiou Cas9 prebiehala tiez na zaklade cerveného fluorescenéného signalu
odpovedajuceho jadrovo-lokalizovanému fuznemu proteinu mCherry-Cas9.

Pomocou ZOOM mikroskopu bola pozorovana distribcia ¢ervenej fluorescencie
pochadzajucej z chimérneho proteinu mCherry-Cas9 v celom somatickom embryu (Obr.
17 A). S vyuzitim epifluorescenéného mikroskopu boli potom pozorované korene
mladych rastlin (Obr. 17 B-E) aneskor bol fluorescenény signal mCherry-Cas9

pozorovany aj pomocou CLSM v listoch trangénnej lucerny (Obr. 18).

Obr. 17: Cerveny fluorescenény signal fuzneho protinu mCherry-Cas9 pozorovany Vv
transgénnych embryach a koretioch lucerny obsahujucich CRISPR-KO vektory s konSitutivnym
prométorom UBQ10 regulujicim expresiu Cas9. (A) Somatické embryo pozorované pomocou
ZOOM mikroskopu; objektiv PlanNeoFluar Z 1.0x. (B) Koreii obsahujuci CRISPR-KO vektor
s Cas9 zacielenou na gén MMK2. (C) Koreni obsahujuci CRISPR-KO vektor s Cas9 zacielenou
na gén MMK3. (D,E) Koren kontrolnej rastliny (RSY). Biele Sipky oznacuju jadra buniek.
A-D: Embrya a korene boli pozorované v kandloch pre mCherry a prechadzajuce svetlo.
E: Koren bol pozorovany len vkanali pre mCherry. B-E: Pozorovanie pomocou
epifluorescenéného mikroskopu; objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27. Mierka: 1 mm (A);
100 um (B-E).
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Obr. 18: Cerveny fluorescenény signil fizneho proteinu mCherry-Cas9 v jadrach listov
transgénnych rastlin lucerny obsahujticich CRISPR-KO vektory s konSitutivnym promotorom
UBQ10 regulujiicim expresiu Cas9. (A,B) List obsahujuci CRISPR-KO vektor zacieleny na gén
MMK2. (C,D) List obsahujici CRISPR-KO vektor zacieleny na gén MMKS3. (E,F) List kontrolnej
rastliny (RSY). Biele $ipky oznacuju jadra buniek. Listy boli pozorované pomocou CLSM v troch
kanaloch pre mCherry, chlorofyl a prechadzajuce svetlo; objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30
M27. Mierka: 50 pm.
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Vsetky vyselektované rastliny boli oznac¢ené (Tab. 30) a neskor prenesené do ex vivo

podmienok. Nasledne bol pozorovany fenotyp transgénnych rastlin a bol porovnany s

fenotypom kontrolnej rastliny RSY (Obr. 19).

Tab. 30: Prehl’ad transgénnych linii lucerny obsahujucich vektory pre multiplexnu editaciu génov

MMK2 a MMK3.

transgénna linia

oznacenie rastliny

konstitutivna nadexpresia (UBQ10)
CRISPR/Cas9 zacieleny na gén MMK2

UAS, UA7, UAS, UA9, UA12

inducibilna nadexpresia (35S::GR-LhG4:tRbcS
- pOp6) CRISPR/Cas9 zacieleny na gén
MMK2

1A2, IA8, A9, IAl1

konstitutivna nadexpresia (UBQ10)
CRISPR/Cas9 zacieleny na gén MMK3

UB2, UB3, UB4, UB6, UBS, UB11,
UB12, UB13, UB14, UB15

inducibilna nadexpresia (35S::GR-LhG4:tRbcS
- pOp6) CRISPR/Cas9 zacieleny na gén
MMK3

IB17
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Obr. 19: Fenotypy nadzemnych ¢asti transgénnych linii lucerny. (A) Kontrolna rastlina (RSY).
(B) Transgénne rastliny s CRISPR-KO vektorom obsahujicim konstitutivny promotor pre
expresiu Cas9, zacieleny na gén MMK2. (C) Transgénne rastliny s CRISPR-KO vektorom
obsahujucim konstitutivny promotor pre expresiu Cas9, zacieleny na gén MMK3. (D) Transgénne
rastliny s CRISPR-KO vektorom obsahujucim chemicky-inducibilny systém pre expresiu Cas9,
zacielené na gény MMK2 (linie oznacené 1A) a MMK3 (linie oznacené IB). Fotografie boli
zhotovené pomocou fotoaparatu Nikon D5600. Mierka: 7 cm.
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4.8 Sledovanie expresie MMK2 a MMK3 génov v transgénnych

rastlinach
Po izolacii RNA zo vsetkych transgénnych rastlin (uvedenych v Tab. 30) advoch
kontrolnych rastlin (RSY1 a RSY2), bola merana koncentracia RNA v kazdej vzorke.
Namerané hodnoty st uvedené v Tab. 31.
Kyvalita izolovanej RNA bola potom overend separaciou vzoriek prostrednictvom 1 %
agarozovej elektroforézy a naslednej vizualizicie fragmentov, ktorej vysledok je

na Obr. 20. Overena RNA bola pouzita na syntézu cDNA pre RT-qPCR.

Tab.31: Vytazok izolovanej RNA z transgénnych a kontrolnych rastlin.

rastlina koncentracia rastling koncentracia

RNA (ng/nl) RNA (ng/pl)
RSY1 1463,2 uB2 673,4
RSY?2 423,7 uB3 656,9
UAS5 550,2 uB4 4435
UA7 1077,5 uUB6 558,7
UAS 530,4 uB8 845,5
UA9 631,2 UB11 767,5
UA12 735,1 uB12 745,5
1A2 693,6 UB13 547,1
1A8 668,4 UB14 525,1
1A9 678,3 UB15 674,4
1A11 780,6 IB17 659,4
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Obr.20: Elektroforetogram znazorfiujuci integritu izolovanej RNA. (A) Vzorky RNA izolované
z kontrolnych rastlin (RSY) a z transgénnych rastlin s CRISPR-KO vektormi zacielenymi na gén
MMK2. (B) Vzorky RNA izolované z transgénnych rastlin s CRISPR-KO vektormi zacielenymi
na gén MMK3. 28S rRNA — §trukturalna ribozomalna RNA velkej podjednotky ribozomov; 18S
rRNA — ribozomalna RNA vyskytujtca sa v malej podjednotke ribozomov; M — DNA marker.

Po spracovani dat z RT-qPCR bola jednym z vysledkov hodnota CT (,,cycle treshold*).
Tato hodnota sluZzila na vypocet relativnej kvantity transkriptov MMK2 a MMK3 vo
vSetkych vyselektovanych transgénnych rastlinach a tiez v dvoch kontrolnych rastlinach
(RSY1, RSY2).

V programe ,,DataAssist™ bola najprv ziskana hodnota delta CT, popisujica rozdiel
medzi CT génu zdujmu a CT referenéného génu. Potom bola vypocitanad hodnota delta
delta CT a nésledne zapornd druhd mocnina delta delta CT, vyjadrujica expresiu génu
zaujmu vzhl'adom na expresiu referenéného génu. Vzhl'adom na to, Ze experiment bol
uskutoéneny V troch technickych opakovaniach pri sledovani urovne expresie oboch
génov, bolo takto spracované kazdé opakovanie. Vysledné hodnoty z troch opakovani
boli spriemerované a spracované do grafov.

U rastlin UAS, UA9 a IA2 s CRISPR-KO systémom zacielenym na gén MMK2, bola
pozorovana mierne zvySena hladina transkriptu MMK2 (Obr. 21) Vv porovnani
S kontrolnymi rastlinami (RSY1, RSY2). Transgénne rastliny UB6, UB12 a UB14
S CRISPR-KO systémom zacielenym na gén MMK3 vykazovali mierne znizené
mnozstvo transkriptu MMK3 (Obr. 22) v porovnani s kontrolnymi rastlinami (RSY1,
RSY?2).
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Obr. 21: Relativna kvantita transkriptu MMK2 v transgénnych rastlinach s CRISPR-KO
zacielenym na gén MMK2.
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Obr. 22: Relativna kvantita transkriptu MMK3 vV transgénnych rastlinach s CRISPR-KO
zacielenym na gén MMKa3.
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S5 DISKUSIA

V tejto praci bolo rozoberané mozné zapojenie kinaz MMK2 a MMKS3 do regulacie
bunkového delenia u lucerny siatej. Je zrejmé, ze MMK2 vykazuje podobnosti s AtMPK4
(Tena et al., 2001). Vzhl'adom na to, ze mpk4 mutant u A. thaliana ma defekty
v mikrotubuloch a cytokinéze (Beck et al., 2010; Beck et al., 2011), mozno hypoteticky
predpokladat’, ze by tispesna mutagenéza MMK2 mohla mat’ u lucerny podobné dosledky.
V pripade MMK3 je pravdepodobné, Ze jej ortologom v A.thaliana je AtMPK13 (Ouaked
et al., 2003; Jagodzik et al., 2018). Uvazuje sa, ze expresia AtMPK13 moze stvisiet’
s mitotickou aktivitou buniek (Zeng et al., 2011). Mozno teda predpokladat’, ze by cielena
mutagenéza MMK3 mohla tiez ovplyviiovat’ proces bunkového delenia u lucerny.

V ramci experimentélnej Casti tejto diplomovej prace bola preto hlavnym cielom
priprava CRISPR-KO vektorov pre multiplexni editaciu génov MMK2 a MMK3
u lucerny siatej podl'a Decaestecker et al. (2019) a stabilna transformaécia listovych
explantatov pripravenymi vektormi. CRISPR-KO vektory obsahuju Styri gRNA
navadzajuce Cas9 nukleazu na vybrané exény génov MMK2 alebo MMK3.

Expresia Cas9 bola v prvom variante vektorov pod kontrolou konstitutivneho
promoétora  UBQL10. Pozorovanim somatickych embryi transformovanych tymto
variantom vektorov bola potvrdena nadexpresia CRISPR-KO systému v celej rastline.
Pouzitie uvedeného konstitutivneho promotora by mohlo dokonca zvysit' efektivitu
mutagenézy, ked’ze u M. truncatula popisali Wolabu et al. (2020b) az o 70 % zvySent
efektivitu cielenej CRISPR/Cas9 mutagenézy v pripade expresie Cas9 pod kontrolou
UBQ10. Na druhej strane sa zistilo, ze konstitutivna nadexpresia transgénu moze niekedy
negativne ovplyviiovat’ metabolizmus, vyvin a rast rastliny (Omelina et al., 2022).

Pouzitie inducibilného systému pre expresiu Cas9 predstavuje efektivnu alternativu
pri snahe o eliminaciu moznych negativnych dosledkov konstitutivnej nadexpresie. Preto
druhy variant vektorov obsahoval chemicky-indukovatel'ny systém GR-Lh/pOp6, ktory
zavisi od pritomnosti glukokortikoidu dexametazon. Vzhl'adom na to, ze pre regulaciu
expresie Cas9 nebol tento inducibilny systém doposial’ pouzity u lucerny siatej, bolo
d’alsim cielom optimalizovat’ podmienky indukcie. V M. truncatula boli pre indukciu
systému GR-Lh/pOp6 v koretioch testované 1-100 pmol-1" koncentracie dexametazonu
(Liu a Yoder, 2016). V dalsich rastlinnych druhoch, uvedenych v tivodnej Casti tejto
diplomovej prace, bola pre indukciu tohto systému vyuzitd maximéilne 30 pumol-1*
koncentracia dexametazonu (Amirsadeghi et al., 2007; Gonzalez et al., 2015; Samalova
et al., 2019). V nasich experimentoch bol najprv dexametazon (20 pmol-1?) v tekutom
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MS médiu aplikovany na vybranu rastlinu umiestnent na tuhom kultivatnom MS médiu.
Avsak, vhodnej$im spdsobom bola kultivacia rastliny na tuhom MS médiu obsahujucom
10 pmol-1? dexametazon. Dalej bolo pozorované, Ze po viac ako piatich diioch od
umiestnenia rastliny na toto médium, zacali rastliny prejavovat symptémy nekrozy.
Takze doba indukcie trvajuca viac ako 5 dni sa ukazala pre rastliny ako Skodliva. Podl'a
Vlad et al. (2019), ktori skiimali dexametazonom-inducibilny systém u ryze, moze byt
toxicky ucinok spésobeny aktivitou GR-Lh. Autori tiez zistili, Ze neziaduce u¢inky tohto
inducibilného systému moézu byt zmiernené pridavkom IPTG do kultivaéného média,
nakolko tato chemikalia funguje ako antagonista pre DNA vidzbovii doménu lac-
represora Vv GR-Lh. Tymto sp6sobom by bolo mozné, po optimalizacii koncentracie IPTG
v kultiva¢nom médiu, predizit’ dobu indukcie v pripade, Ze by 1-3 dni neboli dostatoéné
na efektivnu mutagenézu.

Miera regeneracie lucerny transformovanej CRISPR-KO vektormi s inducibilnou
expresiou Cas9 bola znizena (dokonca pred samotnou aplikaciou dexametazonu) oproti
rastlinam, v ktorych bola expresia Cas9 pod kontrolou konstitutivneho promotora
UBQ10. Z tohto dovodu bolo na optimalizaciu podmienok pre indukciu expresie Cas9
k dispozicii len obmedzené mnozstvo rastlin. NavySe, vyvoj rastlin méze byt podla
Jillette et al. (2019) negativne ovplyvneny pridavkom druhého selekéného antibiotika do
kultivaéného média, ktorym bol v tomto pripade hygromycin. Pre potrebu ziskat' ¢o
najviac zdravych transformovanych rastlin by bolo v budicnosti vhodné znizit’
koncentraciu hygromycinu pouzitého na ich selekciu.

Po uspesnej selekcii transgénnych rastlin na zaklade fluorescen¢ného signalu jadrovo-
lokalizovaného fuzneho proteinu mCherry-Cas9, bola pre prvotnt analyzu uspesnosti
cielenej mutagézy génov MMK2 a MMK3 u lucerny sledovana miera expresie tychto
génov pomocou RT-gqPCR. Bola zaznamenana mierne znizena hladina transkriptov
MMKS v troch transgénnych rastlinach s Cas9 zacielenou na gén MMKS3, v porovnani
s kontrolou. V pripade rastlin, v ktorych bol multiplexny CRISPR-KO systém zacieleny
na gén MMK2, bola pozorovana mierne zvysena hladina transkriptu MMK2 v troch
transgénnych rastlinach. Treba vSak poznamenat, Ze analyza expresie génov bola
vykonand na vzorkéach z TO generacie transgénnych rastlin, pricom kazd4 z tychto rastlin
pravdepodobne mohla prijat’ do svojho genomu odlisné mnozstvo transgénu. Je preto
zrejmé, ze RT-qPCR metdda nie je vhodna na ziskanie relevantnych vysledkov pre
vyhodnotenie uspesnosti mutagenézy MMK2 a MMK3 génov V pripravenych

transgénnych liniach.
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Vhodnou metédou pre potvrdenie uspesnosti CRISPR-KO editdcie by mohla byt
Western blot analyza so Specifickymi protildtkami proti MMK2 a MMKS. V pripade
uspesnej mutagenézy génov MMK2 alebo MMKS3, by mala byt potvrdena aspon zniZzena
abundancia proteinov MMK2 alebo MMK3, ¢i dokonca ich absencia v transgénnych
rastlinach ak boli su¢asne vyradené vSetky Styri alely pre tieto gény, podobe ako v pripade
uspesnej CRISPR/Cas9 editacie génu SBE3 (,,STARCH BRANCHING ENZYME 3%)
v zemiakoch, ktora zapricinila absenciu koédovaného proteinu SBE3 (Takeuchi et al.,
2021).

V snahe o efektivnu mutagenézu génov MMK2 a MMK3 s vyuzitim
pripravenych multiplexnych CRISPR-KO vektorov boli vzdy dve gRNA zacielené na
prvy exon tychto génov. Nasledkom Stiepenia DNA sekvencii, vzdialenych niekol’ko
desiatok bp od seba, mézu vzniknit’ rozsiahle delécie (Oh et al., 2020). Z genomove;j
DNA rastlin UB6, UB12 a UB14, ktoré vykazovali podl'a vysledkov RT-qPCR znizenu
hladinu transkriptu  MMK3 oproti kontrolnym rastlinam, boli pomocou PCR
amplifikované prvé exony a odoslané na Sangerovo sekvenovanie (Priloha 5). Avsak, pre
analyzu sekvencii DNA z tetraploidnej lucerny nemusi byt tento postup dostato¢ne
efektivny. Dovodom je analyza sekvencii Styroch alel sucasne, ¢o moéze v pripade
odlisnosti v nukleotidovej sekvencii alel na urCityjch DNA tsekoch stazit
vyhodnocovanie vysledkov. Pre potvrdenie uspesnosti mutagenézy MMK2 a MMK3
génov na urovni DNA by bolo vhodné postupovat’ podl'a Wolabu et al. (2023), ktori
editované sekvencie klonovali do $pecialneho vektora, do ktorého sa inkorporuje vzdy
len DNA sekvencia zodpovedajuca jednej alele. Sangerovym sekvenovanim plazmidovej
DNA by bolo potom mozné analyzovat’ charakter mutacii na vsetkych alelach. Zaverom,
pre buduce analyzy editovanych DNA sekvencii a fenotypov je nevyhnutné ziskat’ d’alSie

generacie z pripravenych transgénnych linii lucerny.
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6 ZAVER

Teoreticka Cast’ tejto diplomovej prace sa zaobera vSeobecnou charakteristikou MAPK
s dérazom na funkcie kinaz MMK2 a MMKA3. V ramci tejto kapitoly bola popisana uloha
MAPK pocas interakcie Medicago spp. S prospesnymi baktériami rodu Sinorhizobium
ako aj v pritomnosti niektorych mikrobialnych elicitorov. Dal3ia ¢ast’ bola zamerana na
CRISPR/Cas9 technologiu ajej rozne modifikacie a ich vyuzitie, pricom zvlastna
pozornost’ bola venovana multiplexnej CRISPR/Cas9 editacii génov a vyuzitiu pre
zlepSovanie vlastnosti plodin. V nasledujicej ¢asti bola popisand funkcia chemicky-
inducibilného systému pouzivaného v tejto diplomovej praci a v poslednej kapitole boli
rozoberané metddy selekcie transgénnych rastlin a sposoby analyzy uspeSnosti
CRISPR/Cas9 editacie génov v rastlinnom genome.

Prvou tlohou experimentalnej Casti prace bol ndvrh gRNA pre mutagenézu génu
MMKS, pri¢om navrh gRNA pre mutagenézu MMK?2 a klonovanie destinacnych CRISPR
vektorov prebehli uz pri rieSeni bakalarskej prace, na ktort tito diplomova praca
nadvdzuje. Po priprave dvojvldknovych oligonukleotidov obsahujucich gRNA
nasledovalo ,,Golden Gate* klonovanie pripravenych kons$truktov do prislusnych
akceptorovych vektorov. Prostrednictvom ,,Green Gate* klonovania boli potom
vytvorené finalne multiplexné CRISPR-KO vektory so styrmi gRNA zacielenymi na tri
exony génov MMK2 alebo MMKS3, v ktorych bola expresia Cas9 pod kontrolou
konstitutivneho alebo chemicky-inducibilného promotora.

Spravnost’ pripravenych vektorov bola overend pomocou fluorescencie fiznych
proteinov mCherry-Cas9 po tranzientnej transformacii listov N. benthamiana, po
ktorej nasledovala stabilna transformacia listovych explantatov lucerny siatej. Po
prvotnej selekcii rastlin na kultivatnom médiu s pridavkom selekéného antibiotika
hygromycin, nasledovala PCR selekcia transgénnych rastlin obsahujucich CRISPR-KO
vektory s inducibilnym promotorom pre regulaciu expresie Cas9. Vzhl'adom na to, ze
U lucerny nebolo doteraz popisané pouzitie chemicky-indukovatelného systému GR-
Lh/pOp6, boli optimalizované podmienky pre indukciu expresie Cas9 pridavkom
glukokortikoidu dexametazon.

Potom nasledovala mikroskopicka selekcia GspesSne transformovanych somatickych
embryi a rastlin pomocou ZOOM mikroskopu, epifluorescencného mikroskopu a CLSM.
V bunkach koreiiov a listov transgénnych rastlin bol pozorovany ¢erveny fluorescencny
signal zodpovedajtci jadrovo-lokalizovanému chimérnemu proteinu mCherry-Cas9.
Vyselektované transgénne rastliny boli podrobené analyze hladiny transkriptov MMK2
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a MMK3 prostrednictvom RT-qPCR. Na zéklade ziskanych predbeznych vysledkov
nebolo mozné vyhodnotit’ uspesnost’ cielenej mutagenézy. Avsak, v buducnosti bude
mozné vyuzit' pripravené transgénne linie lucerny na d’alSie molekularne, fenotypové,
biochemické alebo proteomické analyzy s cielom potvrdit a vyhodnotit’ tspeSnost

multiplexnej editacie zameranej na mutagenézu génov MMK2 a MMKGS.
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A. tumefaciens
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Cas9
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CrRNA
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dNTP
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E. coli
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GR-LhG4
HSP90
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M. sativa
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MAPK
MAPKK/MAP2K
MAPKKK/MAP3K
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MMK?2, 3
MPK 1
MRNA
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zlozka vel'kej ribozomalnej podjednotky ribozoému
Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens
aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina

promotor RNA polymerazy III z Arabidopsis thaliana
adenozin trifosfat

bazové pary

CRISPR-asociovana nukle4za 9

komplementarna DNA

useky pozostavajuce z kratkych palindromatickych repetitivnych
sekvencii pravidelne usporiadanych v klastroch

CRISPR RNA

exogénna endoribonukleaza

deoxyribonukleozidtrifosfat

dvojvléknové zlomy DNA

Escherichia coli

sekvencia polyadenyla¢ného signalu z génu 7 v A. tumefaciens
transkripéna aktivaéna doména zo Saccharomyces cerevisiae
zeleny fluorescencny protein

doména glukokortikoidového receptora izolovaného z potkana
cast’ inducibilného systému

protein teplotného Soku

vyradenie z funkcie

Medicago sativa

Medicago truncatula

mitogénom aktivovand protein kinaza

mitogénom aktivovand protein kinaza kinaza

mitogénom aktivovana protein kinaza kindza kindza
fluorescen¢na znacka

Medicago mitogénom aktivovana protei kindza 2, 3

MAP kindza 1

mediatorova RNA

nehomologicka oprava koncovych casti DNA
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PAGE
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PCR
pDNA
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polyA
pOp
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RE
recAl
RNAI
ROS
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SIMKK
SNP
STU
T2A
TALEN
T-DNA
tracrRNA
tRbcS (E9)

tRNA
TTU
U6
UBQ10
ZFN

jadrova lokaliza¢né sekvencia
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polyadenylovy chvost
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posttransla¢né modifikacie
prava/l'ava hranica T-DNA
restrikény enzym

rekombinaza Al v E. coli

RNA interferencia
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otacky za minttu

kultivar M. sativa Regen SY
stresom aktivovanda MAPK
stresom indukovand MAPK
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systém pozostavajuci z 1 transkripcnej jednotky
transla¢na virusova sekvencia kddujliica samostiepiace peptidy

efektorové nukleazy podobné transkripénému aktivatoru

transferova DNA
trans-aktivujuca RNA

terminator malej podjednotky ribul6za-1,5-bisfosfat-karboxylazy

Z Pisum sativum

transferova RNA

systém skladajici sa z dvoch transkripénych jednotiek

promotor RNA polymerazy 111
promotor génu UBIQUITIN 10 z A. thaliana

nukleaza so zinkovym prstom
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9 PRILOHY
Priloha ¢.1: Vyhodnotenie ,,0ff-targetov gRNA1 pre mutagenézu génu MMKS3.

gRNA1: ATTCCTCCTCTTCAACCCGTCGG

pocet

,,Off nezhod S€ kvencja .,
Kére (,mismatch S vyznacenou lokus oznacenie génu  oblast’
« nezhodou
1.000 0 QLTC%CCLCT%TGCJ TC hra1:-37990454 MS.gene08564  CDS
1.000 0 oo T STTC  chr.4:-43627537  MS.gene04983s  CDS
1.000 0 QLTC%CCLCT%TGCJ TC  thr4.3:-41082116  MS.gene65257  CDS
0.800 2 ;TATCTCCCT(;:TCTT&I TC chr1.2:-17283403 - 2;?1?
0.800 2 AACOea e TE  chra.1:-26057046 i ”;é;“f
0.800 2 ;TATCTCCCT(;:TCTT&I TC chr3.2:-24188426 - 2;?1?
0.800 2 AACOeaTE  chra.3-26102655 i ”;é;“f
0.800 2 ;TATCTCCCT(;:TCTT&I TC chr7.1:-52650888 - 2;?1?
0.800 2 Moo eATE  chra.4:-26010304 i ”;é;“f
0.800 2 ;TATCTCCCT(;:TCTT&I TC Chre.1:+75506933 i 2;?1?
0.800 2 LTATCTCCCTGCTCTTGC(I TC chre.2:+84914918 - “;’;‘f
0.800 2 Ao STTC  chra.4:+8086652 : rggf
0.800 2 LTATCTCCCTGCTCTTGC(I TC hr33:+20273334 . “;’;‘f
0.800 2 Moo ETTC  chra 248676584 i rggf
0.800 2 LTATCTCCCTGCTCTTGC(I TC " ¢hra.2:+18997807 . “;’;‘f
0538 4 Ao TITC  ohr7 253065241 : rggf
0.525 4 ;TATCTCCCTGCTTTTGCGATC chrd.2:+66677564 . “g“g‘f
0.377 3 AT CTTC  chr2.4:-26520102 . rgé';?
0.317 4 ﬁﬁggﬁg%g%mc chr6.1:+19548262 . “g“é’;‘f
0.188 4 e T ETCT chr7 419603631 . rgé';?
CDS - ,coding sequence”, kodujuca sekvencia; chr — chromozém; ,mismatch — nezhoda

nukleotidov; MS — Medicago sativa; ,,0ff* skore — pravdepodobnost’ ,,off target”, zacielenia mimo
zaujmu. Cervenou farbou su vyznacené nezhody nukleotidov; zelenou farbou je vyznacena PAM
sekvencia (,,protospacer adjacent motif™, protospaceru pril'ahly motiv).

93



Priloha ¢. 2: Vyhodnotenie ,,off targetov gRNA216 pre mutagenézu génu MMKS3.

gRNA216: GAGTTTGCTTTCTCAGATTCAGG

off pocet sekvencia
skére nezhod S vyznacenou lokus oznacenie génu oblast’
(mismatch) nezhodou
1,000 0 gﬁgﬂgg{gm chrd.1:+37990567  MS.genc08564  CDS
1.000 0 ST SE T TCT chra.4:+43627650  MS.gene049834  CDS
1.000 0 SR ATSSTTTCT  chra.4:+26910382 i ”;6';‘1?
1.000 0 SR p T SETTCT chra2:+24188501 i rgéﬁf
1.000 0 gﬁg\gﬁgggm chr3.1:+26057124 - “;;”f
1.000 0 SR AITSCTITCT chr7.2:+53066224 i 2;2?
1.000 0 gﬁg\gﬁgggm chr7.1:+52660871 - “;;”f
1.000 0 A AT SC T TCT chr33:+26102733 i EQE
1.000 0 gﬁgﬂggggm chr4.3:+41082229  MS.gene65257  CDS
1.000 0 SR AT SCTITCT chr1.2:+17283481 i EQE
1.000 0 gﬁg\gﬁgggm chrd.4:-8086574 - “;;”f
1.000 0 AT oS TITCT chra.2:-8676506 i ZQ?
1.000 0 SQSETFEQETGTCT chr3.2:-18997819 - “g“éfl‘f
1.000 0 AT SCTITCT chr6.2:-84914840 i ZQ?
1.000 0 SQSETFEQETGTCT chr6.1:-75506855 - “g“éfl‘f
1.000 0 AT SCTITCT chr33:-20273256 i ZQ?
0.430 4 gﬁiI}Tr(c::I;TGTGT CT  Chr5.4:+44272003  MS.gene053835  CDS
0.430 4 gﬁiErTrg;TeTGT CT  Chr5.3:+444739546  MS.gene64620  CDS
0.430 4 gﬁi;g%ggg CT  Chr5.2:+48099350  MS.gene65666  CDS
0.344 3 (TQETATTTT%CTTGTGT CT  chra.4:-47070131 i ";é’;f
CDS - ,coding sequence”, kodujuca sekvencia; chr — chromozém; ,mismatch — nezhoda

nukleotidov; MS — Medicago sativa; ,,0ff* skore — pravdepodobnost’ ,,0ff target”, zacielenia mimo
zaujmu. Cervenou farbou su vyznacené nezhody nukleotidov; zelenou farbou je vyznacena PAM
sekvencia (,,protospacer adjacent motif™, protospaceru pril'ahly motiv).
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Priloha ¢. 3: Vyhodnotenie off targetov gRNA63 pre mutagenézu génu MMK3.

gRNAG3: ACGAACTCAGATACGAATGAAGG

off pocet sekvencia
skére nezhod S vyznacenou lokus oznacenie génu oblast’
(mismatch) nezhodou
0.667 1 PO IR ATA  chr3.2:-21009406 i ”;TIE’
0.667 1 égmg;%gATA chr7.1:-52659745 - rgg:‘:’
0.667 1 R A AR OATA  chr1.2:-17283260 i ”;TIE’
0.667 1 POSAES \SOCATA  chrs.4:-24655988 i rg(';‘f
0.667 1 égiﬁﬁg;i%gp‘m chr7.2:-53065098 - “;é;”f
0.667 1 é‘giﬁﬁg;i%gp‘m chr3.2:-24188283 - rgg?
0.667 1 égiﬁﬁg;i%gp‘m chr3.3:-26102512 - “;é;”f
0.667 1 é‘giﬁﬁgli%gp‘m chr4.1:-37990311  MS.genc08564  CDS
0.667 1 égiﬁﬁgli%?m chr4.4:-43627394  MS.gene049834  CDS
0.667 1 POAES SOOATA  chr3.4:-26910161 i rgéflf
0.667 1 égiﬁﬁg;i%gp‘m chr3.4:-35775046 - “;é;”f
0.667 1 POTAES (SOOATA  chr6.1:+75507076 : ng
0.667 1 égiﬁﬁg;i%gp‘m chr6.2:+84915061 - “;’;‘lf
0.667 1 AOTAES \SOOATA  chra3:+20273477 i ng
0.667 1 égiﬁﬁg;i%gp‘m chr6.3:+32440162 - “;’;‘lf
0.667 1 POSAOS SCOATA  chr2.3:+17411884 : ng
0.667 1 é‘giﬁﬁg;gggp‘m chr3.1:-26056903 - Eé?lf
0.583 2 R R oATA  chra 2:+8676727 i ”;é’r?l?
0.583 2 ééiﬁ?é;;%?m chr4.4:+8086795 - rgéff
0.571 1 é‘giﬁﬁgx%?m chr4.3:-41081973  MS.gene65257  CDS
CDS - ,.coding sequence, kodujiica sekvencia; chr — chromozom; ,,mismatch“ — nezhoda

nukleotidov; MS — Medicago sativa; ,,0ff“ skore — pravdepodobnost’,,0ff target®, zacielenia mimo
zaujmu. Cervenou farbou st vyznacené nezhody nukleotidov; zelenou farbou je vyznacena PAM
sekvencia (,,protospacer adjacent motif™, protospaceru pril'ahly motiv).
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Priloha ¢. 4: Vyhodnotenie off targetov gRNAS50 pre mutagenézu génu MMK3.

gRNAS0: TGTCATGAAGTCTGTCTCAGAGG

off pocet sekvencia
skére qezhﬁd S vyznafenou lokus oznacenie génu  oblast’
(mismatch) nezhodou
1,000 0 %%?ggéﬁggc chrd.3:+41079082  MS.gene65257  CDS
1.000 0 T IANCLC  chra4:+43624556  MS.gene049834  CDS
1,000 0 %%?ggéﬁggc chrd.1:+37987476  MS.gene08564  CDS
0.542 4 gﬂg@;@g@gﬂ chr3.1:+33472170 - rg(';‘:’
0.542 4 g?;%;géégcm chr3.4:+42235912 - “;é;”lf
0.542 4 g?;gé;éégecm chr3.2:+39475726 i 2;‘1‘1?
0.522 4 Iﬁ;ﬁg\g@ggﬂ chrl.4:+31497829 - “;é;”lf
0.522 4 LoNAPAATTCT chr7.3:-37330733 i Egr?f
0.398 4 ETC%LAA@%%TCT chré.2:-8594791 - “;é;”lf
0.172 4 CATCRISAACTC  chr5.2-41004667  MSgene62115  CDS
0.172 4 ig?ﬁgﬁgfgg C chrs.4:-30114840 - “;é;”lf
0.157 4 gﬁ%ﬁg?ggm chr4.3:+47368844 i rgégf
0.142 4 g?&%;%%%%cm chr5.2:+64700164 - “;’;‘f
0.132 4 $§I§TA1TTGGAGAGGGGC chr5.3:-43121318 i rgégf
0.132 4 ?g;gf‘TTTGééGGGGC chr5.4:-42507553 - “;’;‘f
0.128 4 T AT 10656:+11170 MS.gene065161  CDS
0.128 4 %?gﬁgﬁéﬁgg chrl.4:+84141039  MS.gene029436  CDS
0.128 4 T T 10655:+12017 MS.gene065163  CDS
0.128 4 %?gﬁgﬁéﬁgg 10654:+7400 MS.gene029438  CDS
0.128 4 T oA/ 10653:+8823 MS.gene029437  CDS
CDS - ,coding sequence”, kodujuca sekvencia; chr — chromozém; ,mismatch — nezhoda

nukleotidov; MS — Medicago sativa; ,,0ff* skore — pravdepodobnost’ ,,0ff target”, zacielenia mimo
zaujmu. Cervenou farbou st vyznacené nezhody nukleotidov; zelenou farbou je vyznadena PAM

sekvencia (,,protospacer adjacent motif™, protospaceru pril'ahly motiv).
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Priloha €. 5: Reprezentativny vysledok Sangerovho sekvenovania prvého exénu génu MMK3.
RSY1: usek exénu 1 génu MMKS3 v kontrolnej rastline; UB6: tsek exonu 1 génu MMK3
Vv trangénnej rastline s oznac¢enim UB6, v ktorej je CRISPR-KO systém zacieleny na tento gén.
(A) Optimalny vysledok sekvenaénej analyzy. (B) Vysledok sekvenacnej analyzy obdrzany vo
vacsine pripadov, ktory nemozno vyhodnotit’ z dovodu odlisnych nukleotidovych sekvencii
sticasne analyzovanych Styroch alel.
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Consensus ITTEAATINGAAA G GAAANT GAATNNEG GINFAGE GITRAGEG GAG!

Aot asalnaa ool I

Ce 1.RSYl "TTCAATTCAAAGTTTGAAATTGAATTTGGTTAGTGTTRGTGGAG.

T Y .

¢« 2.UB6 TTCAATTCAAAGTTTGAAATTGAATTTGGTTAGTGTTRGTGGAG,

B

290 300 310 320 330
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