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Abstrakt

Mitogénom aktivované protein kindzy (MAPK) st enzymy dolezité pre zivot
eukaryotickych buniek. Maju signaliza¢nti ulohu poc¢as mnohych bunkovych procesov,
ale aj pri reakcii organizmov na rézne podnety z okolia. Predkladana diplomova praca
je zamerana na Medicago MAPK 2 (MMK?2) a Medicago MAPK 3 (MMK3) v
polnohospodarsky vyznamnej lucerne siatej (Medicago sativa L.). Tieto kindzy sa u
lucerny podielaji na signalizacii pocas niektorych abiotickych stresov atiez
v pritomnosti mikrobialnych elicitorov. Okrem toho sa uvazuje o podiele tychto kinaz
na regulacii bunkového delenia. Prinosom pre $tidium MAPK u lucerny mo6ze byt
vyradenie génov MMK?2 a MMK3 z funkcie. Pre cielenti mutagenézu tychto génov v
tetraplodinej lucerne bola zvolena technoldgia multiplex CRISPR/Cas9 (,,clustered
regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated protein 9°),
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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 ti¢elom cielenej mutagenézy génov MMK?2

a MMK3, boli CRISPR-KO vektory stabilne transformované do listovych explantatov



lucerny siatej. Pripravené transgénne linie mozu byt v buducnosti vyuzité pre d’alsie

analyzy s cielom vyhodnotit’ uspesnost’ cielenej mutagenézy génov MMK2 a MMKS3.
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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 poéas interakcii Medicago spp. s prospeinymi a patogénnymi
mikroorganizmami.

3. Modifikécie systému CRISPR/Cas9 a ich vyuzitie.

4., Multiplexné“ technoldgie 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. Anelacia oligonukleotidov a klonovanie gRNA do vstupnych vektorov pre mutagenézu
génov MMK?2 a MMKS3.

3. Priprava ,,multiplexnych CRISPR-KO* vektorov pozostavajucich zo 4 gRNA.

4 Transformacia Agrobacterium tumefaciens CRISPR-KO vektormi a overenie ich
funk¢nosti.

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

6. Optimalizacia kultivacnych podmienok pre chemickt indukciu mutagenézy MMK?2 a
MMK3 génov v lucerne siatej.

7. Selekcia a analyza transgénnych linii lucerny siate;j.



1 UVOD
Nakol'ko dopad klimatickych zmien ¢i produkcie chemickych prostriedkov ainych

neziaducich latok je na zivotné prostredie Coraz vyraznejsi, je nevyhnutné vyvijat
stratégie, ktoré umoznia zabezpecit kvalitu a tiez stabilny vynos polnohospodarsky
vyznamnych plodin. Jednou z tychto plodin je lucerna siata, ktora si ziskala pozornost’ aj
v oblasti biotechnologického vyskumu. Mitogénom aktivované protein kindzy (MAPK)
st dolezitymi molekulami pre signalizaciu v bunke, predovSetkym pocas bunkovych
reakcii na mnohé stimuly alebo stresy z vonkajsSieho alebo vnutorného prostredia (Komis
et al., 2018; Zhang a Zhang, 2022).

Tato diplomova praca je zamerand na Medicago MAPK 2 (MMK2) a Medicago
MAPK 3 (MMK3), ktoré u lucerny siatej maju signalizacné tilohy v pritomnosti elicitorov
z kvasiniek a hub (Cardinale et al., 2000), a tiez pri vystaveni tazkym kovom, konkrétne
zliCeninam obsahujucim kadmium alebo med’ (Jonak et al., 2004). Okrem toho, MMK?2
a MMK3 by mohli ovplyviiovat’ bunkové delenie u lucerny siatej. Jednou zo stratégit,
pomocou ktorej sa da prispiet’ k objasneniu funkcii tychto kindz, méze byt vyradenie
MMK?2 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 vylep§ena CRISPR/Cas9
technologia umoziuje zacielenie nukleazy Cas9 na niekol'ko oblasti gendmu sucasne,
prostrednictvom viacerych navadzajucich molekul RNA (,,guide RNA*“, gRNA; Xing et
al., 2014).

V nadviéznosti na bakalarsku pracu, pocas ktorej boli navrhnuté Styri gRNA pre
mutagenézu MMK?2 a klonované destinacné CRISPR-KO vektory obsahujuce miesta pre
kazety s gRNA, boli v ramci experimentalnej Casti tejto diplomovej prace navrhnuté Styri
gRNA pre mutagenézu MMK3. Dalej boli pripravené ,multiplexné CRISPR-KO*
vektory pre mutagenézu jednotlivych génov MMK2 a MMK3. Expresia Cas9 je vo
vektoroch regulovana prostrednictvom konstitutivneho alebo chemicky-inducibilného
promotora, zavislého od pritomnosti glukokortikoidu dexametazon. Tento inducibilny
systém expresie eSte nebol pouzity u lucerny siatej, preto d’al§im 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’al§ie 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 kinazy (MAPK) st fosforylacné enymy, ktoré zohravaju
ddlezité ulohy u kvasiniek, rastlin, zivocichov 1 cloveka (Morrison, 2012). V rastlinach
sa MAPK zucastiiuju ich reakcii na rozlicné biotické a abiotické stresy. Mozu
ovplyviiovat hormonalnu reguléaciu, ale aj mnohé bunkové procesy ako je cytokinéza,
rast alebo diferenciacia buniek (Komis et al., 2018). V sucasnosti je vdc§ina rastlinnych
MAPK charakterizovana najméa v modelovom organizme Arabidopsis thaliana (Chen et
al., 2017). AvSak, pre biotechnologicky vyskum zamerany na MAPK su atraktivne
i dalsie rastlinné druhy (Samajova et al., 2013), typickym prikladom je lucerna siata.
V tejto pol'nohospodarsky vyznamnej plodine bola dodnes preskimana podrobnejsie len
funkcia stresom-indukovanej MAPK (SIMK) pri vyvoji korefiovych 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 (MMK?2) a Medicago MAPK 3 (MMK3).

2.1.1 Medicago MAPK 2 (MMK?2)

MMK?2 je enzym o molekulovej hmotnosti 43 kDa. V §tadii Jonak et al. (1995) sa
zamerali na mitogénom aktivovanu protein kindzu 1 (MPK1) v kvasinkach a pozorovali,
ze v pripade jej absencie doslo k porucham vezikularneho transportu i stavby bunkove;j
steny. To naznatuje, ze MPK1 by sa mohla podielat’ na regulacii cytoskeletu. Dalej
v tejto Studii uviedli, ze MMK2 S$pecificky nahradila funkciu mutovanej MPKI
v kvasinkach. Pri porovnavani proteinovych sekvencii tychto dvoch kinadz zistili, ze
najkonzervovanejsie aminokyseliny lezia v oboch pripadoch v centralnej oblasti, ktora sa
podiela na katalyze prenosu fosfatovej skupiny.

MMK?2 je najviac podobnd 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).
Vychadzajuc z tychto poznatkov mozno uvazovat, ze by sa MMK2 tiez mohla podiel'at

na regulécii cytoskeletu a bunkového delenia u lucerny.



2.1.2 Medicago MAPK 3 (MMK3)

MMK3 je enzym s vel'kostou 44 kDa, ktory do urcitej miery vykazuje podobnost’ s
MMK?2. Lokalizacia MMK3 bola v bunkach preukdzana pocCas vSetkych Stadii
bunkového cyklu, ale zistilo sa, ze k aktivacii tejto kindzy dochadza vyhradne v priebehu
mitozy. Bogre et al. (1999) dokazali, ze MMK3 sa pocas anafazy koncentruje medzi
segregujucimi sa chromozomami a neskor je tento enzym lokalizovany v stredovej rovine
bunkového delenia.

Podla Zhang et al. (2001) je MMK3 velmi podobna skinazou NtF6 v
tabaku (Nicotiana tabacum). Tuto skutoCnost’ potvrdili Calderini et al. (2001), nakol’ko
vysledky ich §tadie preukazali, ze lokalizacia a tiez aktivacia kinazy NtF6 je rovnaka ako
v pripade MMK3. Ortolégom MMK3 v A. thaliana je pravdepodobne AtMPKI13
(Ouaked et al., 2003; Jagodzik et al., 2018). Tato kinaza bola lokalizovana spolu
s AtMKK®6 v korenovej Spicke a v kvetnych pucikoch (Melikant et al., 2004). Znizena
expresia AtMKK6 a AtMPK 13 viedla k znizenej tvorbe boc¢nych korefiov, z ¢oho vyplyva,
ze 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, ze MMK3 spolocne so SIMK moézu ovplyviiovat
signalizatné drahy etylénu. Tieto kinazy aktivuje aminocyklopropan-1-karboxylova
kyselina (ACC), ktora je prekurzorom etylénu. SIMK a MMK3 potom dalej aktivuju
proteiny EIN2 a EIN3 (,ETHYLEN-INSENSITIVE PROTEINS®), podiel'ajuce 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
(OMTKI1) 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

MMK?2 a MMK3 sa spolotne podielaju na signalizacii u lucerny v podmienkach
abiotického stresu, napriklad v pripade ked bunky reaguji na pritomnost’ tazkych kovov
v pode (Jonak et al., 2004). V uvedenej Studii bola popisana zvySena koncentracia
reaktivnych foriem kyslika v pritomnosti 16nov medi, na ktort reagovala stresom-
indukovana MAPK kinaza (SIMKK). Ako ukazuje Obrazok 1 (Obr. 1), tato nadradena
kinaza potom aktivovala SIMK spolu so stresom aktivovanou MAPK (SAMK), avSak
priebeh aktivaicie MMK2 a MMK3 v tychto podmienkach zatial objasneny nebol.



Pre charakterizaciu tychto reakcii, ako aj identifikaciu komponentov aktivujucich

uvedené kinazy v pritomnosti ionov kadmia, su 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 v 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. poc€as interakcii s mikroorganizmami

O signalnych kaskadach sprostredkovanych MAPK, ktoré ovplyviiuja rast a vyvoj
bobovitych rastlin rodu Medicago v rdznych podmienkach prostredia, sa dozvedame len
postupne (Purayannur et al., 2017; Komis et al., 2018). Pre §tdium zastupcov tohto rodu
sluzi predovsetkym modelovy druh Medicago truncatula. Prave vd’aka diploidnému
gendmu 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 gendémom, akym je M. sativa (Kaur et al., 2021).
Okrem toho je M. truncatula vhodnym organizmom pre Stidium nodulacie, teda tvorby
hI'izok na korerioch, ktoré poskytuju vhodné prostredie na fixaciu N> baktériami rodu

Sinorhizobium (Oldroyd et al., 2011).

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

Cielom signalizacnych kaskad v bobovitych rastlinach mozu byt transkripcné faktory
alebo proteiny, ktoré su kl'iCové pre symbiotické interakcie s prospeSnymi baktériami
(Chen et al., 2017; Purayannur et al., 2017). V koreioch M. truncatula boli
fosfoproteomickou analyzou identifikované fosforylacné miesta na proteinoch, ktoré sa
podiel’aju 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 dolezita pre samotny proces symbiozy (Messinese
et al., 2007). Dalej identifikovali fosforylané miesta na proteine SKL (,,SICKLE®),
ortologom proteinu EIN2 v A. thaliana. Varma Penmetsa et al. (2008) zistili, ze EIN2 je
nevyhnutny pre etylénovu signalizadciu a negativne ovplyviiuje tvorbu nodulov.
Identifikovali tiez fosforylacné miesta na nukleoporine NUP13, ktory je nevyhnutny pre
proces symbiozy, ked'ze sprostredkuje perinuklearnu oscilaciu vapnika pocas vyvoja
nodulov (Kanamori et al., 2006).

Ryu et al. (2017) neskoér uviedli, ze stresom indukovana signalna draha MtMKKS5-
MtMPK3/6 negativne ovplyviiuje interakcie medzi M. truncatula aS. meliloti.
MtMPK3/6 negativne reguluju transkripcné faktory MtERN1 (,,ETHYLENE RESPONSE
FACTOR REQUIRED FOR NODULATION [I¥) aMNSPI (,NODULATION
SIGNALING PATHWAY [), oba ddlezité pre iniciaciu vytvarania nodulov. ZvySena

expresia MtMKKS viedla okrem stimulécie stresovych signalnych drah tiez k znizenej



tvorbe nodulov. Naopak, inhibicia signalnej MAPK drdhy pomocou inhibitora U0126
mala za nasledok zvySenu tvorbu nodulov.

Pre samotny proces nodulacie u lucerny je nevyhnutna pritomnost koreriovych
vlaskov. SIMK a jej aktivator SIMKK (Kiegerl et al., 2000) maju dolezita alohu prave
pri regulacii rastu koretiovych vlaskov (Samaj et al., 2002). V tejto studii zistili, ze SIMK
sa po jej aktivacii presuva z jadra do Spicky rastucich korefiovych vlaskov. SIMK
pravdepodobne fosforyluje niektory =z aktin-viazucich proteinov, ktoré ovplyviiuju
reorganizaciu aktinového cytoskeletu pocas rastu koreniovych vlaskov. SkutoCnost, ze
SIMK pozitivne ovplyviiuje rast korenovych vlaskov potvrdili aj Hrbackova et al. (2021),
nakol'ko konstitutivna nadexpresia SIMK viedla k lepsiemu rastu korefiovych vlaskov a
k vacsej produkcii zelenej biomasy. Naopak, v SIMKK RNAI liniach, v ktorych dochadza
k znizenej transkripcii SIMKK aSIMK, bol zaznamenany zniZeny rast koreflovych

vlaskov 1 menej biomasy (Hrbackova et al., 2021).

2.2.2 MAPK lucerny aktivované elicitormi mikroorganizmov

Rastliny prirodzene prichadzaja do kontaktu s prospesnymi a patogénnymi
mikroorganizmami. St schopné rozpoznat rozne elicitory charakteristické pre patogény,
ktoré v rastlinach spust'aju obranné mechanizmy (Montesano et al., 2003).

Podl'a Cardinale et al. (2000) moézu 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 MMK2 dosahovali najvyssiu aktivitu
uz po 5 minutach od oSetrenia B-glukdnom, zatial <o MMK3 reagovala na pritomnost -
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 mintt neskor v porovnani
so SIMK a SAMK. Avsak, celkova organizacia tychto signalizaénych kaskad, vratane

aktivatorov a substratov uvedenych kinaz, nebola doteraz objasnena.

2.3 Systém CRISPR/Cas9 a jeho modifikacie

V sucasnosti jednym z najviac vyuzivanych nastrojov pre upravu genetickej informacie
je systém CRISPR/Cas9 (Janik et al., 2020; Tripathi et al., 2023). CRISPR (,,clustered
regularly interspaced short palindromic repeats®) su useky 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
s CAS génmi (,,CRISPR-ASSOCIATED “) funguju ako obranny mechanizmus
na degradaciu cudzorodej DNA (Hryhorowicz et al., 2017). Pre ucely génového
inzinierstva sa pouziva upraveny systém, skladajuci sa z dvoch kl'icovych molekul.
Jednou je nukleaza Cas9, ktora Stiepi Specificka sekvenciu DNA. Druhou je navadzajica
RNA (,,guide RNA, gRNA®) napodobfiujica prirodzeny komplex tracrRNA:crRNA
v baktériach, ktorého ulohou je nukleazu nasmerovat na cielové miesto v gendme (Ran
et al., 2013). Nevyhnutnou zlozkou systému CRISPR/Cas je PAM sekvencia
(,,protospacer adjacent motif‘), ktora je dolezita prave pre rozpoznanie cielovej DNA
sekvencie nukledzou (Gleditzsch et al., 2019). Postupne bolo objavenych niekol'ko
d’alsich typov tohto bakteridlneho 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 nukledzou Cas9 (Ren et al., 2021).

Nevyhnutnost’ $pecifickej PAM sekvencie moze byt vSak v niektorych pripadoch
limitaciou. Najméa v pripade, ze je cielova oblast DNA urcena pre editaciu bohata na G/C
alebo pozadovanu PAM sekvenciu neobsahuje (Ren et al., 2021). Téato skutocnost viedla
k vyvoju metody CRISPR-SpRY (Obr. 2A) a spocivala v modifikécii nukleazy Cas9
cielenou mutaciou aminokyselin v doméne interagujucej s PAM (Walton et al., 2020).
Najprv bol pripraveny variant nazvany SpG, ktory rozpoznaval S§ir§ie spektrum PAM
sekvencii. Dalou 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 Specifickym nastrojom pre pravu genomu je Cas-Clover (Madison et
al., 2022), ktory je znazorneny na Obr. 2B. Hlavnym rozdielom oproti tradi¢nému
systému CRISPR/Cas9 je skutocnost, zZe tato technologia vyzaduje dve vodiace RNA
pre nasmerovanie nukledzy Clo051. Clo051 je fuzny protein zlozeny z inaktivovanej
Cas9 nukleazy (dCas9) a Clo051 endonuklazy, ktora Stiepi cielova sekvenciu v gendme.
Podmienkou pre tvorbu dvojitych zlomov vldkien DNA (,,double strand brake, DSB®) je
dimerizacia podjednotiek tejto endonukleazy, nasmerovanej na vybrané miesto v genome
pomocou L-gRNA (Tave] gRNA) a R-gRNA (pravej gRNA). Pre spravnu funkciu Cas-
Clover musia byt vSak obidve gRNA navrhnuté a rozpoznané v $pecifickej 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 urcitého organizmu a aktivacia vybranych génov. Aktivaciou
klu¢ovych génov WUS (,WUSCHEL*) & WOXI11 (,WUSCHEL RELATED
HOMEOBOXI11“) 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 s'achtenie plodin (Pan et al., 2022; Li et
al., 2023).

Kombinaciou procesu prirodzenej transformécie (,,natural transformation, NT*) a
systému CRISPR/Cas9 bola vyvinutd metoda NT-CRISPR. Stukenberg et al. (2022)
vyuzili schopnost morskej baktérie Vibrio natriegens inkorporovat DNA do svojho
genomu pomocou homologickej rekombinacie. NT-CRISPR vyuzili na tvorbu
jednonukleotidovych modifikacii, delécii atiez na integraciu pozadovane] sekvencie
DNA. Nasledne zacielili CRISPR/Cas9 na , wild-type* sekvenciu génu, ¢o viedlo
k odstraneniu buniek, ktoré transgén neobsahovali, s u€innostou takmer 100 %. Okrem
toho, ze tento spdsob editacie a naslednej selekcie nevyzaduje zaClenenie selekénych
markerov, napr. génov rezistencie pre antibiotikum, tato metdda by mohla byt pouzita 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 su zapriCinené mutidciami iba jedného nukleotidu,
respektive bazového paru v sekvencii DNA. Pre opravu takychto defektov boli vyvinuté
d’alsie metody zalozené na technoldgii CRISPR, ktorymi su editacia baz (,,base editing*)
a ,,prime editing™ (Kantor et al., 2020). Spolocnym znakom tychto metdd je, ze v oboch
pripadoch mozno modifikovat cielovu sekvenciu DNA bez tvorby DSB (Thuronyi et al.,
2019; Kantor et al., 2020). Metoda ,,base editing™ (Obr. 2C) je Specificka uprava genému
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 gendme, roz§tiepi sa kratky usek jedného vlakna DNA za tvorby tzv.
"R-slucky" (Nishimasu et al., 2014). V ramci tejto slucky nasledne deaminaza katalyzuje
konverziu Specifického bazového paru. Vyvinuté boli dva typy BE: cytidinovy
a adeninovy. Cytidinovy zamiefia C+G bazovy par za T+A a funkcia adeninového editora
spociva v zamene A+T na G+C. Metoda ,,prime editing” (Obr. 2D) spociva zase v tvorbe
inzercii, delécii Ci transverzii v Specifickej Casti DNA, pomocou Specialnej, dlhSej

vodiace] RNA, ozna¢ovane] pegRNA. Pre funkciu tohto editacného néstroja je potrebny
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fuzny protein zlozeny z Cas9 nikazy, Stiepiacej len jedno vlakno DNA a Specialne
navrhnutej reverznej transkriptazy, ktora sprostredkuje inkorporaciu danej sekvencie do

genomu (Das et al., 2022).

A B
L-gRNA
dCas9
Clo51 PAM
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dCas9
R-gRNA
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Cas9 nikaza
Deaminaza dCas9 SgRNA pegRNA
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IO g PN || "N ‘
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Obr. 2: Modifikované CRISPR/Cas9 technologie. (A) Systém CRISPR s upravenou SpRY
nukleazou, rozpoznavajucou PAM sekvenciu pozostavajucu z akychkol'vek nukleotidov (NNN).
Zdroj: Zhang a Zhang, (2020), upravené. (B) Systém Cas-Clover zloZeny z dimémeho proteinu
Clo51 fuzovaného s inaktivovanou nukleazou dCas9, ktora je na ciel'ové miesto navadzana l'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 cielove] 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 urCity gén prenesie do
potomstva. Technoldgiou ,,CRISPR gene drive™ tito pravdepodobnost’ mozno zvysit az
na 100 %. Systém vyuziva nukleazu Cas9 spolu s gRNA, pricom chromozom, do ktorého
sa tento konstrukt zadleni, sa stava odolny vo¢i Stiepeniu nukleazou. Stiepenie urdite]
sekvecie DNA tak nastava na , wild type“ alele. Tieto zlomy nésledne bunka opravuje
bud’ procesom nehomologického spajania koncovych Casti DNA (,,non-homologous end
joining, NHEJ*), alebo homologicky usmernenou opravou (,,homology-directed repair,
HDR*; Hryhorowicz et al., 2017). V pripade opravy zlomov pomocou HDR| sluzi ako
templat chromozom obsahujuci transgén.

V sucasnosti je mozna Specificka editacia gendmu vybraného organizmu aj pomocou
,DNA-free* technologie (Kanchiswamy, 2016; Metje-Sprink et al., 2019; Das et al.,
2022). Tieto technologie vyuzivaju ribonukleoproteiny TALEN (,,transcription activator-
like effector nuclease®) alebo Cas9 nukleazu, priCom in vitro vytvoreny komplex
s vodiacou RNA sa vpravuje do protoplastu bud’ priamo, najma 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 mdze viest k naruSeniu klucovych
bunkovych procesov, napriklad vyvoja ¢i reprodukcie, nakol'ko editovany gén moze byt
pre zivot organizmu esencidlny alebo moze cielena editacia ovplyvnit' i funkciu inych
génov, ktoré reguluju dolezité mechanizmy v bunke (Das et al., 2022; Singha et al., 2022).
V sucasnosti je mozné regulovat’ expresiu Studovanych génov len vo vybranej oblasti
organizmu a tiez len v ur€itom c¢ase alebo vyvojovom §tadiu, pricom rozhodujuci je vyber
vhodného promotora (Singha et al., 2022). Pomocou pletivovo alebo organovo
Specifickej editacie gendmu je mozné Studovat vybrané gény len v urcitych bunkach,
pletivach alebo organoch (Decaestecker et al., 2019). Pre regulaciu expresie génu zaujmu
v ¢ase, mozno vyuzit napriklad inducibilny promotor, reagujici na rozne faktory
v prostredi (Huang et al., 2021), nasledkom ¢oho dochadza k expresii tohto génu.
Inducibilna CRISPR/Cas9 editacia genomu je podrobnejsie popisana v kapitole 2.3.2.

Iné vylepSena CRISPR technologia, systém , multiplex CRISPR/Cas9“, je zalozena na
expresii niekol'kych gRNA sucasne zacielenych na viacero oblasti gendmu (Xing et al.,

2014). Touto stratégiou mozno zvySsit efektivitu mutagenézy predovsetkym v pripade
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tetraploidného gendmu 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, kodujuci fytoén desaturazu. Efektivita editacie pomocou
SpRY bola mierne znizena (62,5 %) oproti tradiénému CRISPR/Cas9 systému (79.0 %).
Avsak, sekvenaCna analyza cielovych miest odhalila, ze v pripade Stiepenia DNA
nukleazou SpRY, doslo k tvorbe vacsich delécii ako v pripade Stiepenia nukleazou Cas9.
Naviac, pri dokladnom néavrhu experimentu mozno ocakéavat’ naozaj vysoko ucinnu
a $pecificka editaciu vybraného génu vybraného génu (Ren et al., 2021). Tento Gspech
tak otvara moznosti pre d’alSie genetické editacie, ktoré doteraz nemohli byt uskuto¢nené.

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 moze byt nevyhodou ked’ je cielova oblast gendmu malé a navrh vodiacich
RNA moze byt naro¢ny. Naopak, vd'aka tejto poziadavke sa mdze vyrazne zvySit
Specifita editacie, nakol'ko pravdepodobnost’ neSpecifického ucinku tohto systému bola
zanedbatelna. Vo vysledkoch tejto Studie tiez uviedli, ze pri sekvenacnej analyze boli
detekované viacsie delécie oproti editaciam s vyuzitim Cas9.

Technologiami , base editing™ a ,,prime editing™ sa podarilo navodit’ rezistenciu voci
urcitym herbicidom u ryze (Liu et al., 2021), pSenice (Li et al., 2018), repky olejne;j
(Cheng et al., 2021) a d’alSich vyznamnych plodin (Das et al., 2022). Tieto editacie mézu
mat’ podobnu ¢i dokonca vyssiu ucinnost ako HDR a nesu so sebou ovel'a mensie riziko
neziaducich mutacii mimo cielového miesta (Anzalone et al., 2019). Avsak, s oh'adom
na to, Ze bola tato metoda 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 urcité ziadané
vlastnosti organizmov ako aj znizit' pocet generacii potrebnych pre zisk homozygotnych
jedincov. Metoda bola uspesna 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 editaCny nastroj vyuzivat v §l'achtitel’'stve plodin,
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bude este potrebné podrobne preskimat’ mechanizmus HDR v rastlinnych bunkach (Das

et al., 2022).

2.3.2 Inducibilna CRISPR/Cas9 editiacia genomu rastlin

Mutacie spdsobené konstitutivnou expresiou systému CRISPR/Cas9, ktoré zapriCitiuju
vyradenie urcitého génu z funkcie, moézu viest k vyvojovym defektom ¢i dokonca
k letalite (Omelina et al., 2022). Preto vyvoj editacného nastroja, ktory umoziiuje
inducibilné modifikacie len urcitych typov buniek, méa velky vyznam pre komplexné
studium funkcie génov pocas Specifickych vyvojovych alebo fyziologickych procesov
(Wang et al., 2020). Transkripcia kons$truktu nesuceho transgén moze byt v rastlinach
riadena chemicky indukovatelnym promotorom alebo réznymi abiotickymi stresmi,
akymi su teplo (Freeman et al., 2011), chlad (Kovalchuk et al., 2013) alebo sucho (Xue
et al., 2011).

Chemicky indukovatelny systém sa sklada z dvoch podstatnych elementov. Jednym je
transkripny faktor (aktivator), ktory modze byt vytvoreny umelo (chiméricky
transkripény faktor). Ten sa $pecificky viaze na promotor druhého elementu, ktorym je
reportérovy gén alebo tiez efektor. Transkripny faktor moze byt pod kontrolou
konstitutivneho alebo pletivovo S$pecifického promotora a samotnd expresia tohto
systému moze byt indukovana 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, li§iace sa typom promotora. V jednej verzii je
expresia systému pod kontrolou konstitutivneho promotora UBQI0. Druha verzia
obsahuje inducibilny systém GR-Lh/pOp6, zalozeny na modifikovanom lac-
represorovom systéme z Escherichia coli (Moore et al., 1998). Tento inducibilny systém
sa sklada zo syntetického operatora pOp6, ktorého vdzobné miesto pre chiméricky
transkripcny 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 flzovanej 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 dexametazonu spdsobuje relokalizaciu LhGR
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z cytoplazmy do jadra, kde nasledne dochadza k aktivacii transkripcie expresnych kaziet
pod kontrolou pOp6 (L6pez-Salmeron et al., 2019).

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

su zhrnuté v Tabul'ke 1 (Tab. 1) nizSie.

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

. o Koncentricia
Rastlinny druh Sposoby aplikacie Citacia
(nM)
(Samalova a Moore,
0. sativa 10
2021)
(Craft et al., 2005;
Tsuda et al., 2012;
A. thaliana in vitro kultivacia 225 Lopez-Salmeron et
v tekutom/tuhom al., 2019; Samalova
kultivacnom médiu, et al., 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 suvislosti 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
technologia tak umoziuje Studium funkéne pribuznych génov, ktoré riadia komplexné
znaky a tiez prepojenia urcitych metabolickych procesov (Ma et al., 2015). Tiez bolo
dokazané, ze je vhodné tito metddu pouzit pri snahe o rychlejSie a efektivnejsie
vyradenie urc¢itého 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 dostatocne efektivna (Gao et al., 2018; Wolabu et al.,
2020a).

Pre samotni modifikaciu cielovych sekvencii sa pripravuje konstrukt pozostavajici
bud’ z jednej transkripcnej 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 promotorom a tiez ukoncend jednym terminatorom. Multiplexny systém TTU je
rozdeleny do 3 kategorii, v ktorych je expresia Cas9 a gRNA regulovana kombinaciou
roznych typov prométorov. Ide o promoétor RNA polymerazy I, oznaCovany Pol I1, ktory
v eukaryotickych organizmoch kontroluje transkripciu mRNA. Dal§im typom je Pol III,
kam zaradujeme U6/U3 promotor, ktory sa zacastiuje transkripcie 5SS rRNA (Cast’ velkej
podjednotky ribozomu), transferovej RNA (tRNA) a niektorych kratkych nekodujacich
RNA (,,small noncoding RNA, snRNA®). Pre prvu kategériu TTU systému je
charakteristické, ze expresia Cas9 je pod kontrolou prométora Pol Il a gRNA je pod
kontrolou prométora Pol I11. Pre d’alsiu kategoriu plati, ze expresia Cas9 a gRNA st pod
kontrolou dvoch odlisnych prométorov Pol I1. V tretej kategorii sa Cas9 aj gRNA sucasne
exprimuju pod rovnakym promoétorom Pol II (Hsieh-Feng a Yang, 2020; Hassan et al.,
2021).

Pri multiplexnej editacii je dolezitym faktorom, ovplyviiujacim ucinnost’ mutagenézy,
spracovanie a uvolnenie jednotlivych gRNA z polycistronického transkriptu (Hassan et
al., 2021). Viacsina mechanizmov spracovania polycistronickej mRNA spociva
v enzymatickom Stiepeni transkriptu. Prikladom mdze byt Stiepenie dudlnym ribozymom

HH-HDV. Tento je zlozeny z ribozymu HH (,,hammerhead®), ohranicujuceho 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. Vzhladom na to, ze uvedené ribozymy su
samostiepiace, predstavuju velmi elegantny spdsob uvolnovania jednotlivych gRNA
z transkriptu (Gao a Zhao, 2014). Dalsim spésobom méze byt mechanizmus vyuZivajici
endoribonukleazu Csy4 z baktérie Pseudomonas aeruginosa (Ferreira et al., 2018).
Systém tiez vyuziva ohrani¢enie gRNA Specifickymi sekvenciami, ktoré v tomto pripade
rozpoznava Csy4. Avsak, na rozdiel od pdsobenia HH-HDV, po Stiepeni Csy4 su
rozpoznavacie miesta odstranené. Vystiepené gRNA preto neobsahuju ziadne 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 ohrani¢ené tRNA prekurzormi (pre-tRNA). Tymto spdsobom su
uvol'niované jednotlivé gRNA z mRNA transkriptu, ktoré s 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 genom lucerny editovany pomocou multiplexného systému TTU,
pricom expresia Cas9 je pod kontrolou Pol II a expresia jednotlivych gRNA je riadena

promotorom U6.

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'nohospodarsky vyznamnych plodin.
Vyvijaju preto stratégie na zvySovanie vynosu ¢i modifikaciu dolezitych vlastnosti,
akymi su napriklad tolerancia rastliny voci suchu, solnému stresu alebo rezistencia voci
herbicidom (Biswas et al., 2021; Das et al., 2022; Pixley et al., 2022). Za tymto tcelom
sa uz podarilo uspesne vylepsit vlastnosti viac ako 40 druhov plodin (Menz et al., 2020)
a sucasne sa podarilo vyvinut' multiplexny CRISPR/Cas9 systém, ktory by mohol cely
proces este urychlit.
Etylén je rastlinny hormon, ktory reguluje ddlezité fyziologické procesy ovplyviiujice
rast, vyvin a stresové odpovede rastlin (Binder, 2020). Cheng et al. (2023) sa pomocou
multiplexnej CRISPR/Cas9 technologie pokusili editovat klucové gény regulujuce

signalne drdhy etylénu v s¢ji. Pripravili na to vektor obsahujuci 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 Uspech znamenal zvySenie vynosu geneticky editovanych
rastlin az 0 65 %, v porovnani s kontrolou.

Izoflavonoidy su sekundarne metabolity, ktoré v rastlinach hraju déleziti ulohu pocas
interakcie s mikroorganizmami ako aj pocas obrany voci abiotickym stresom (Zhao et al.,
2017). Naviac, tieto latky st vel'mi prospesné pre l'udsky organizmus (McCue a Shetty,
2004). Izoflavon syntaza je esencialnym enzymom biosyntézy izoflavonoidov. Zistilo sa,
ze tento enzym superi o substrat s enzymami F3H (flavanon-3-hydroxylaza) a FNS II
(flavon syntaza II). Zhang et al. (2020) sa preto rozhodli zacielit' tri multiplexné
CRISPR/Cas9 vektory s tromi gRNA simultanne zacielenymi na gény F3HI, 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 séje zaznamenali v trojitych mutantoch az o tretinu
znizeny obsah obalového proteinu tohto virusu.

Dokazom, ze multiplexna CRISPR/Cas9 editacia génov moze vyrazne urychlit
vyskum v oblasti rastlinnych biotechnologii, je tiez tispeSnd mutagenéza génu CcPDS
(,,Coffea canephora PHYTOENE DESATURASE®) v kavovniku, znameho aj ako
Robusta. Tento druh je znamy vel'kou genetickou diverzitou a tazkym ziskanim novych
kultivarov, na ktoré je potrebny dlhoroCny 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 semenacikov malo mutaciu aspori v jednej
alele uvedeného génu. Zaverom zhodnotili, ze by tato technologia mohla mat velky
potencial pre zrychlenie Slachtenia novych odrod kavovniku. Tieto by mohli byt
odolnejsie voci aktuadlnym klimatickym podmienkam atiez viac prispdsobené stale
narastajucemu celosvetovému dopytu po kave.

Technologia multiplex CRISPR/Cas9 je perspektivnym nastrojom pre efektivne
vylepSovanie vlastnosti dvojkli¢nolistovych aj jednokli¢nolistovych rastlin. Prikladom je
cielena mutacia génu OsFAD?2 (,,Oryza sativa FATTY ACID DESATURASE 2°) v ryZi.
Tento gén koduje enzym desaturaza, ktory je esencialny 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
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al., 2018). Pomocou multiplexného CRISPR/Cas9 systému s dvomi sgRNA zacielenymi
na FAD2-1 bolo mozné vyradit tento gén zfunkcie uz v TO generacii. Samotna
mutagenéza viedla k zvySenému obsahu olejovej kyseliny v zrnach ryze (Bahariah et al.,
2021) a dosahovala viac ako 80 % efektivitu. Navyse sa zistilo, ze sekvencia gendému 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 MsSGR (,,Medicago sativa STAY-GREEN)
z funkcie pomocou multiplexnej CRISPR/Cas9 technologie. Tento gén, kodaci protein
SGR (,,STAY-GREEN") v chloroplastoch, je v rastlinach uzko spojeny so senescenciou
a ovplyviiuje degradaciu chlorofylu (Park et al., 2007; Zhou et al., 2011). Rastliny
s mutovanym SGR génom vykazuju zeleny vzhl'ad v podmienkach tmy, v dosledku
indukovanej senescencie, ¢o vedie k inhibicii degradacie chlorofylu (Ren et al., 2007;
Barry et al., 2008). Vektor pre editaciu obsahoval Styri 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 promotorom UBQ10. Po vyhodnoteni mutécii
zhodnotili, ze efektivita mutagenézy bola znacne zvySena v pripade expresie Cas9 pod
kontrolou UBQI10. Celkovo sa efektivita mutagenézy v porovnani so systémom
CRISPR/Cas9 vyuzivajucim sgRNA zvysila az 30 nasobne. Nakolko 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.

Nasledujucim vel'kym tspechom bola multiplexna CRISPR/Cas9 editacia kIicového
génu MsFTAI (Medicago sativa ,, FLOWERING LOCUS Tal “), regulujuceho kvitnutie
lucerny. Protein florigén, produkt expresie génu FT (FLOWERING LOCUS T), pozitivne
ovplyviiuje kvitnutie rastliny. Editacia uvedeného génu v bobovitych rastlinach av
obilninach je predmetom zaujmu mnohych $tudii zacielenych na zvySovanie vynosu
plodin. Cheng et al. (2021) zistili, ze mutacia FTAI v M. truncatula viedla
k oneskorenému kvitnutiu a tiez uviedli, ze tento gén je homologicky s génom MsFTAI.
Wolabu et al. (2023) sa rozhodli zacielit' vektor obsahujuci Styri gRNA do troch exénov
MsFTAI scielom vyradit tento gén z funkcie. Jednotlivé gRNA boli z transkriptu

uvolniované 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
MsFTAI. U tychto mutantov bola zaznamenana znacne zvySend produkcia biomasy
v porovnani s kontrolou. Tiez obsahovali mens§ie mnozstvo ligninu, mali vyssi podiel

bielkovin a mineralnych latok a rastliny mali byt lepSie stravitel'né.

2.5 Selekcia transgénnych rastlin

Proces genetickej transformécie 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 samotnu identifikaciu transgénov (Tuteja et al., 2012). Zvyc¢ajne sa
pouzivaju gény rezistencie pre antibiotika alebo herbicidy alebo gény kodujuce
fluorescencné proteiny (Jillette et al., 2019). Medzi vel'mi ¢asto vyuzivané fluorescencné
proteiny patri zeleny fluorescencny protein ([, GREEN FLUORESCENT PROTEIN,
GFP*) izolovany z meduzy Aequorea victoria. Postupne boli objavené a modifikované aj
d’alsie fluorescencné proteiny (Davidson a Campbell, 2009), napriklad mCherry, ktory je
sucastou multiplexnych CRISPR-KO vektorov v tejto diplomovej praci. Samotna
selekcia transformantov méze prebiehat priamo na kultiva¢nom médiu (Jones a Sparks,
2009; Bahariah et al., 2021) alebo pomocou mikroskopickych technik zalozenych na
detekcii fluorescencného signalu (Jach et al., 2001; Yang et al., 2019). Pre potvrdenie
zaClenenia transgénneho konStruktu obsahujiceho systém CRISPR/Cas9 do gendomu
rastliny sa vyuziva tiez PCR s primermi Specificky ohrani¢ujicimi vybrany usek
transgénu, napriklad gén pre selekény marker (Jones a Sparks, 2009) alebo Cas9 (Casarin
et al., 2022).

Problém vSak moze nastat’ ak ma byt do bunky inkorporovanych viacero transgénov,
¢o si vyzaduje kombinaciu selekénych markerov. Dobre charakterizovanych génov pre
selek¢éné 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 selek¢ny marker, rozdelena na
niekol'ko segmentov, v zavislosti od poctu transgénnych vektorov. Tieto segmenty su
fazované s proteinovymi spojovacimi elementmi, nazvanymi inteiny. Prostrednictvom
nich dochadza k obnove kompletnej sekvencie génu pre selekcny marker, a preto preziju

iba bunky, ktoré prijali vSetky transgénne vektory nestce jednotlivé segmenty tohto génu
(Jillette et al., 2019).
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Existuja vSak dalSie nevyhody spojené svyuzivanim selekénych markerov
v rastlinnych bunkéch. 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 podlieha prisne;
kontrole. Navyse, v niektorych pripadoch m6zu SMG dokonca viest k metabolicke;
zatazi hostitel'skych rastlin (Yau et al., 2013). Tieto skuto¢nosti smerovali k vyvoju
novych metdd odstrafiujucich 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
vel'mi nizka (De Vetten et al., 2003; Li et al., 2009), a preto sa tato ¢asovo naroc¢na
a neefektivna metoda Casto nevyuziva. Inym sofistikovanym sposobom je transformécia
génu zaujmu spolu so SMG v ramci jedného konstruktu, pricom samotny SMG je mozné
nasledne odstranit pomocou roznych molekularnych stratégii. Vyuzivaju sa najméi
rekombinazy Specifické pre urcitii sekvenciu, napr. systém Cre-lox alebo meganukleazy
& nukleazy so zinkovym prstom (,,zinc-finger nucleases, ZFN“). Dal$ou alternativou je
transformacia SMG a génu zaujmu oddelene, teda prostrednictvom dvoch rdznych
vektorov. Selekcia po transformacii je potom zalozena na pravdepodobnosti, ze urcité
mnozstvo buniek, ktoré vdaka prijatému vektoru obsahujuceho SMG preziju, buda
pozitivne 1 pre vektor nestci gén zaujmu. V d’alSej generacii tak mozno segregaciou

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

2.6 Analyza uspeSnosti CRISPR/Cas9 editicie genomu 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 nukleaza Specificky Stiepi obe vlakna DNA, priCom bunka tieto
zlomy nasledne opravuje dvomi spdsobmi, zndzornenymi na Obr. 3. Priméarne s DSB
opravované procesom NHEJ, pri ktorom dochadza ¢asto k chybam akymi su delécie,
inzercie alebo substiticie niekol'kych nukleotidov v sekvencit 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 nahodny 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 substitacii 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 Cast’ sekvencie
DNA amplifikuje pomocou PCR s vyuzitim primerov, Specificky rozpoznavajucich
urcita sekvenciu v definovanej vzdialenosti od miesta modifikéacie (Zhang et al., 2016;
Tang et al., 2018; Wolabu et al., 2020a). Analyza sekvencii amplifikovanych tsekov
DNA vel'mi Casto prebieha Sangerovou metodou. Editované sekvencie DNA sa nasledne
porovnavaju voci ,, wild-type“ sekvencii (Gao et al., 2015; Okuzaki et al., 2018; Zhang et
al., 2019) manudlne alebo pomocou bioinformatickych nastrojov, ktoré dokazu
vyhodnotit’ k akému typu mutécie doslo. Av§ak, nevyhodou Sangerovho sekvenovania je
najmi fakt, e je to pomerne ¢asovo narotna metoda, vzhladom na obmedzenu dizku
fragmentov DNA. Naviac, v urcitych oblastiach fragmentu moze niekedy nastat’ problém

spojeny so zlou ¢itatel'nostou DNA sekvencie (Totomoch-Serra et al., 2017).
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Tieto obmedzenia vyrie§ili vylepsené technoldgie analyzy sekvencii, ktoré suborne
nazyvame sekvenovanie dalSej generacie (,,next generation sequencing, NGS*). Tieto
technologie umoziuju masivne sekvenovanie rézne dlhych RNA alebo DNA sekvencii
alebo dokonca az celého gendmu v relativne kratkom Case (Qin, 2019).

V pripade tvorby mutacii opravnym mechanizmom NHEJ, je pravdepodobné, Ze
niektoré sekvencie budu niest pozmenené nukleotidy ¢i  rdzne indely*
(niekol’konukleotidové delécie ¢i inzercie). Tato skuto¢nost umoziiuje vyhodnocovat
uspesnost CRISPR/Cas9 mutagenézy prostrednictvom endonukleazy T7 z bakteriofaga
infikujaceho E. coli. Principom tejto metddy je PCR a nasledna tvorba heteroduplexnej
DNA medzi amplikénmi s rozdielnou dizkou, napriklad editovany amplikon s, wild-
type” amplikobnom. T7 endonukleaza nésledne rozpoznava a §tiepi tieto rozdielne
sekvencie heteroduplexnej DNA a frekvencia mutacii je vyhodnotend porovnavanim
produktov Stiepenia voci kontrole. Je to prakticky aj finan¢ne nenaro¢na metoda, avSak
jej ucinnost’ zavisi od charakteru mutécie a od relativneho vyskytu mutovanej sekvencie
(Sentmanat et al., 2018).

Dalsim spdsobom overovania uspesnej CRISPR/Cas9 editacie genomu je analyza
polymorfizmu dizky re§trikénych fragmentov (,restriction fragment length
polymorphism, RFLP*). Je to jedna z najstarSich, nenarocnych a lacnych metod, ktora
spociva v Specifickom Stiepeni DNA sekvencie restrikénymi endonukledzami (RE).
Dolezity je vyber vhodnej RE rozpoznavajucej ur€iti sekvenciu v oblasti, do ktorej bol
zacieleny CRISPR/Cas9. V pripade uspeSnej mutacie sa oCakava, ze doslo k modifikacii
tejto Specifickej sekvencie. Pre dani RE uz neexistuje jej rozpoznavacia sekvencia,
a preto nedochadza k Stiepeniu DNA, na rozdiel od kontroly. Tato metdda je vSak
limitovana dostupnost'ou Specifickych sekvencii rozpoznavanych RE (Kim et al., 2014).

Na vyhodnotenie uspesnosti editacie gendmu mozno skombinovat metodu PCR
s analyzou krivky topenia amplikonov s vysokym rozliSenim (,,high-resolution melting
analysis, HRMA®). Na rozdiel od Standardnej PCR, tato metdda si vyzaduje pridavok
Specifickej fluorescencnej farbicky, ktora sa viaze na DNA. Detekcia editovanej DNA
potom spociva v monitorovani krivky topenia fluorescencne znaCenych amplikénov,
pricom zmena v sekvencii sposobuje zmenu teploty topenia daného amplikonu.
Vyhodnotenie nasledne spociva v porovnavani krivky topenia amplikonov voci kontrole
(Wittwer et al., 2003; Herrmann et al., 2006; Zhou et al., 2008; Vossen et al., 2009).

Pre identifikaciu jednonukleotidovych polymorfizmov (,single nucleotid

polymorphism, SNP*) sa vyuziva alelovo-$pecifickd PCR (AS PCR). Tato metoda si
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vyzaduje 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 reilnom
case

Uz v 90. rokoch popisali Higuchi et al. (1992) metodu simultannej; amplifikacie
Specifickej] DNA sekvencie a detekcie produktu amplifikacie. Dnes je tato metdda naozaj
velmi Casto vyuzivand na detekciu patogénu, analyzy jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNP) a chromozomovych aberacii a §tadium génovej expresie. Preto si
naSla uplatnenie najméa v molekularnej biologii, medicine a diagnostike (Kubista et al.,
2006; Jozefczuk a Adjaye, 2011).

Princip metody spociva v sledovani akumulacie PCR amplikénov produkovanych
v priebehu reakcie a meranim zmien v emisii fluorescencie farbiv viazucich sa na DNA,
napr. SYBR Green I, alebo ciel'ovo Specifickych fluorescenéne 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 metody (Lofstrom et al., 2015). Hlavnym rizikom tejto metody mdze byt
kontaminacia Specifickych amplikénov dimérmi primerov, na ktoré sa moze naviazat
fluorescen¢né farbivo. Preto sa posudzuju disociacné krivky ziskané postupnym
zvySovanim teploty, vdaka ktorym dok4zeme 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 amplifikacia cDNA pomocou PCR a tretim
je detekcia a kvantifikacia produktov amplifikacie (Jozefczuk a Adjaye, 2011). Pokial sa
ako fluorescencné farbivo pouziva SYBR Green I, fluorescencia je zaznamenana az ked’
sa naviaze na Specificku sekvenciu DNA. Na zaciatku reakcie je preto fluorescenény
signal nizky, av§ak s narastajicim poctom cyklov a akumuléciou amplikénov pozorujeme
exponencialny narast fluorescencie. Hodnota CT (,,cycle treshold”) je pocet cyklov,
potrebnych na detekciu fluorescencie (Kubista et al., 2006).

Vzhl'adom na moznost sledovania mnozstva amplifikovanej DNA v Case, sa
,quantitative real time PCR* (QRT-PCR) vel'mi €asto vyuziva na kvantifikaciu nukleovej
kyseliny vo vzorke. Pritom rozliSujeme dva zakladné typy kvantifikacie: absolatna

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

Pre ucely tejto diplomovej prace, moze byt prostrednictvom RT-qPCR metody
sledované, ¢i dochadza k zmene v expresii génov s naslednou kvantifikdciou MMK?2

a MMK3 transkriptu.

2.6.3 Fenotypova analyza mutantnych rastlin

Dalsim spdsobom, ktorym mozno hodnotit uspesnost editacie genému rastlin, je
pozorovanie a meranie réznych znakov ¢i vlastnosti mutantov, v porovnani s kontrolou.
Vel'mi Casto sa pozoruju a vyhodnocuju rozlicné morfologické vlastnosti, napriklad
vyska rastliny, dizka korefia (Hrbackova et al., 2021) ¢&i tvar listov. Dalej sa mozu
analyzovat fyziologicke vlastnosti, napriklad doba kvitnutia (Cheng et al., 2023; Wolabu
et al., 2023) alebo ucinnost’ fotosyntézy (Zhou et al., 2011). Délezitymi parametrami st
tiez znaky suvisiace s vynosom (Cheng et al., 2023), napriklad velkost a hmotnost
plodov alebo rastlinnych organov.

V pripade vyvoja a testovania editacného nastroja sa systém casto zacieluje 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 kmefi DHSo: Univerzalny, casto vyuzivany kmen
pre klonovanie. Bunky st vhodné pre modro-bielu selekciu. Mutacie v génoch
koédujucich rekombindzy (recAl) a endonukledzy (endAl) zvySuju stabilitu
inzertu, kvalitu avytazok 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 promaétor.

o E. coli kmeii NEB® Stable: Specialne vyvinuté bunky na vysoko efektivnu
transforméciu, pre izolaciu plazmidov obsahujucich nestabilné a opakujuce sa
sekvencie. Bunky nesi mutaciu endA, apreto plazmidy neobsahuju
endonukledzu, ktora by mohla degradovat izolovanu plazmidovit DNA (pDNA).
Pritomny F plazmid zabezpecuje rezistenciu voci ccdB génu. Tento kmen bol
pouzity pri konS$trukcii findlnych multiplexnych CRISPR-KO vektorov
s inducibilnym promoétorom.

o A. tumefaciens kmeni GV3101: tento kmenl nesie pomocny plazmid pMP90
s génom rezistencie na antibiotikum gentamycin a v jeho gendémovej 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 antibiotikd su uvedené

v Tab. 2 av Tab. 3 si zhruté 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-ArU6-26-Bbsl-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-BbsI-D  akceptor pre gRNA 33/63 amp
pGG-D-ArU6-26-Bbsl-CcdB-Bbsl-E  akceptor pre gRNA 19/50 amp
HGG-E-linkerl1-G linker spajajuci poslednu kazetu gen

s gRNA a destinaény vektor
pGGH-UBQ10::Cas9:mCherry:tG7- destinany  vektor  obsahujuci
A-G konstitutivny ~ promotor, CDS,

terminator, gén rezistencie na spe

hygromycin (rastliny) a oblast pre

klonovanie gRNA
pGGH-35S::GR-LhG4:tRbcS- destinaény  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; ArU6-26 — U6-26 promdtor RNA polymerazy Il z A. thaliana; Bbsl,
rozpoznavacie miesta restrikéného enzymu; CcdB — gén kodujuci cytotoxicky protein CcdB;
CDS - ,coding sequence®, kodujica sekvencia; gen — gentamicin; gRNA — guide RNA,
navadzajica RNA; spe — spektinomycin; A-G — pomenovania pre 4 nukleotidové presahy.

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

Zasobna koncentracia

Pozadovana koncentracia

Antibiotikum

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

* selekcia baktérii E. coli NEB® Stable transformovanych vektorom obsahujicim operatorove

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,
,2Murashige & 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
, »,Phusion HF* pufor (5x), pufor pre T4 DNA ligazu (10x)
pufor (10x), T4 DNA ligaza, Bsal-HF®v2, BbsI-HF

polymeraza CutSmart®

2 M

Nippon Genetics: Midori Green

Penta: 70 % a 96 % etanol, izopropanol

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

mol-I"" a 1 molI"! kyselina chlorovodikova (HCI), etyléndiamintetraoctova kyselina
(EDTA), kyselina octova, tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris baza), Luria-Bertani (LB)

broth médium, LB broth médium s agarom, ,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, ,
horecnatého (MgSO4-7H20), 1000X , Schenk & Hildebrant* vitaminy, fluorid sodny

(NaF), chlorid horec¢naty (MgCl»), 2-(N-morfolin) etansulfonova kyselina (MES), roztok

Schenk & Hildebrant™ zakladna zmes soli, heptahydrat siranu

,, TRI 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
Phire Hot Start I1I“ DNA
,,,CellIROX™ Deep Red
, ,SYBR™ Green I farbicka pre nukleové kyseliny, PCR voda
brilliant blue G-250.

2 9

Ladder®, izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid (IPTG)

2 2

polymeraza, 5x Phire Hot Start Il DNA pufor, 10x Tango pufor

Reagent* Coomassie

2 9
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3.1.3 Kultiva¢né média

LB tekuté médium
25 g 1! LB broth médium
milliQ H2O

pH 7,2 (upravené pomocou KOH); sterilizacia autoklavovanim
LB tuhé médium
40 g1 LB broth médium s agarom

milliQ H»O, sterilizacia autoklavovanim

Kokultivaéné médium

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

sterilizacia roztoku cez bakterialny filter

SH médium

32¢g1! Schenk & Hildebrant zakladna zmes soli

1 ml-1"! 1000x Schenk & Hildebrant vitaminy (pridava sa po autoklavovani)
30 g-1'! sachardza

0,5 g 1! 2(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES)

milliQ voda

pH 5,7, sterilizacia autoklavovanim

Médium BSH

3,1 g1t Gamborg zakladna zmes soli

0,5¢g1! KNO;

0,25 g-1'! MgS04.7H20

0,5¢g1"! prolin

30 g-1'! sacharoza

4,5¢g1! Gellan Gum

1 ml-1"! 1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po autoklavovani)
30 ml-1'! roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

1 ml-1"! 2,4-D (pridava sa po autoklavovani)
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1 ml1"!
1000 ml

kinetin (pridava sa po autoklavovani)

miliQ voda

pH 5,7, sterilizacia autoklavovanim

Médium BS0

3,1 g-l'1
0,5 g-l'l
0,25 g~1'l
0,5g1!
30 g1
4,5¢g1"
1 ml-1"!
30 ml-1'!
1000 ml

Gamborg B5 zakladna zmes soli

KNO;

MgS04.7H20

prolin

sacharoza

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po autoklavovanti)
roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

miliQ voda

pH 5,7, sterilizacia autoklavovanim

MMS médium

43 g1 Murashige & Skoog zakladna zmes soli (MS salts)

0,1 g1 myoinozitol

30 g1 sachardza

4,5g1! Gellan Gum

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

pH 5,7, sterilizacia autoklavovanim

MS médium
43 g1

30 g1
4,5¢g1!
1000 ml

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sacharoza
Gellan Gum

miliQ voda

pH 5,7, sterilizacia autoklavovanim
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3.1.4 Roztoky a pufry
Roztok spektinomycinu
05¢g spektinomycin
5ml milliQ voda

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

Roztok ampicilinu
0,25 ¢g ampicilin
5ml milliQ voda

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

Roztok gentamicinu
0,1¢g gentamcin
2 ml milliQ voda

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

Roztok rifampicinu
0,25 ¢g rifampicin
5 ml metanol

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

Roztok tikarcilinu
25¢g tikarcilin
5ml milliQ voda

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

Roztok dexametazonu
39,2 mg dexametazon
500 wl DMSO

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

Roztok aminokyselin
6,65 g glutamin
0,83 ¢ serin
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0,004 ¢ adenin
0,083 ¢ 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 wl etanol

150 wl IM NaOH
10 ml miliQ voda

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

Roztok kinetinu

1 mg kinetin
20 wl IM 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
421,45ml  milliQ HO

pH 7.8

1x TAE

20 ml 50x TAE

1980 ml milliQ H>O

1 % (w/v) agarozovy gél

lg 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

gendmove] DNA z transgénnych rastlin.

Omega Bio-tek: E.Z.N.A.®  Plasmid DNA Mini Kit I na izol4ciu plazmidovej DNA

z vyselektovanych bakterialnych kolonii.
Thermo Scientific: ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ na purifikaciu DNA fragmentov

z agar6zového gélu, ,,Phire Plant Direct PCR Kit“ na PCR genotypizaciu.

2

3.1.6 Pouzité restrikéné endonukleazy
Thermo Scientific: Nhel
New England BioLabs: 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 pozadovanych tsekov DNA.

Nazov primeru Ciel’ 5¢-3¢ sekvencia
tG7_149_F TGCTTGGACTATAATACCTGACTTGT
pNOS_115_R colony PER 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_rev1 pocas qRT-PCR CTCCTTGGCTGCACTGTCTC
qACT2m_F2 amplifikacia ACT2 pocas GGATAAGAGGTGAGATCGGAGGG
qACT2m_R2 qRT-PCR GCAACCAACCTACAGACATCCAG
MMK2_Ex5_F amplifikacia 5. exéonu ACCTGATGATGCCAGCCTTG
MMK2_Ex5_R MMEK?2 pocas qRT-PCR  CACCTGGAGACATGTTGGGA
MMK3_Ex6_F amplifikacia 6. exéonu TGAGGAAGCACTGAATCACCC
MMK3_Ex6_R MMKS3 pocas qRT-PCR  ACTCCCTCCATATGAGCTCCT

MMK3_5'UTR_FW

MMK3_Ex2_REV

amplifikacia 1. exonu

MMK3

TGTGGACATAGATTCTTGACCGA

GCACGCAACTATTTACCTGGC

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

Nazov primeru Ciel’ 5¢-3¢ sekvencia
sekvenacia gRNA

oligo 62 naklonovanych do vstupnych CGACGGCCAGGTAATACGACT
vektorov

MMK3_5'UTR_FW sekvenacia 1. exébnu MMK3 TGTGGACATAGATTCTTGACCGA
FW — forward; gRNA -, guide RNA®, navadzajica RNA

Tab. 6: Primery pouzité¢ na oligo klonovanie molekul gRNA pre mutagenézu MMK3.

gRNA Nazov primeru 5¢-3¢ sekvencia
MsMMK3_gRNAI1Ex1F1 ATTGGATTCCTCCTCTTCAACCCGT
gRNAL MsMMK3_gRNAI1Ex1R1 AAACACGGGTTGAAGAGGAGGAATC
MsMMK3_gRNA216Ex1F1  ATTGGAGTTTGCTTTCTCAGATTC
gRNA 210 MsMMK3_gRNA216ExIR1 AAACGAATCTGAGAAAGCAAACTC
MsMMK3_gRNA63Ex2F1  ATTGGACGAACTCAGATACGAATGA
gRNA63 MsMMK3_gRNA63Ex2R1  AAACTCATTCGTATCTGAGTTCGTC
RNA 50 MsMMK3_gRNASOEx4F1  ATTGGTGTCATGAAGTCTGTCTCAG
g

MsMMK3_gRNAS5OEx4R1 AAACCTGAGACAGACTTCATGACAC

F-forward primer; gRNA -, guide RNA*, navadzajuca 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)
Elektromagnetickd mieSacka MSH-420 (Boeco)
Elektroporator ECM399 (BTX)

Epifluorescencny 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 III)

Sterilny laminarny box (Merci)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka s nastavitenou teplotou ES-20 (Biosan)

UV transiluminator Gel DocTM EZ Imager (program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad)
Vortex Microspin FV2400 (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 genému kultivaru
XinJiangDaYe pouzitim databazy
https://legacy.legumeinfo.org/gb2/gbrowse/medsa.XinJiangDaYe.gnm1/?label=medsa_
xinjiangdaye_gnm1_gene_models. Prislusny fragment genomovej DNA obsahujuci
MMK3 bol amplifikovany pomocou PCR a nasledne podrobeny sekvenacnej analyze.
Po zverejneni sekvencii genomu  kultivaru RSY, ziskanej z databazy
https://data.legumeinfo.org/Medicago/sativa/genomes/RegenSY27x.gnm0_9.2VSM,
boli sekvencie génu MMK3 porovnané.

Navrh vodiacich RNA prebiehal podl'a 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 MMK?2 pocas bakalarskej prace, na ktoru tato
diplomova praca nadvdzuje. 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 2.0

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

. o ] ' {
‘ ' ] ‘
4o { o Tl ‘ ‘o 4 T isl o ! 1 o
{ o LI d ool | o s o e e sl s o e e W L i o sieisl W oW | o L]

L
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S _ie nabQ4 f ﬁ’; " B,
MG AN ik = o E
exénl exon2 exon 4

Obr. 4: Navrh gRNA pre vyradenie funkcie génu MMK3 u lucerny pomocou online nastroja
CRISPR-P 2.0. Stvorceky oznacuju jednotlivé gRNA, z ktorych boli vyberané gRNA zacielené
na 1., 2. a 4. exon (oznacené Cervenymi elipsami).
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https://data.legumeinfo.org/Medicago/sativa/genomes/RegenSY27x.gnmO_9.2VSM
http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/

3.4.2 Priprava dvojvlaknovych oligonukleotidov obsahujucich gRNA
Pred samotnym klonovanim molekul gRNA do prislusnych akceptorovych vektorov boli
pomocou oligo klonovania s vyuzitim navrhnutych primerov, zhrnutych v Tab. 6,
vytvorené dvojvlaknové oligonukleotidy obsahujuce 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 pocas pripravy

dvojvlaknovych oligonukleotidov je zhrnuty v Tab. 8.

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

Zlozka reak¢nej zmesi Objem (ul)
forward primer (100 umol-1'") 1
reverse primer (100 umol-1') 1
milliQ H.O 48
celkovy objem 50

Tab. 8: Teplotny program termocykléru pocas tvorby molekal 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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3.43 ,,Golden Gate“ klonovanie gRNA do prisluSnych akceptorovych vektorov
Klonovanie metdodou , Golden Gate* umoziiuje inkorporaciu niekol'kych inzertov
do akceptora naraz, prostrednictvom jednej reakcie. Vyuzivaju sa enzymy Bpil a Bsal,
patriace do typu II S, ktoré stiepia DNA mimo svojej rozpoznavacej sekvencie za tvorby
nepalindromickych 4-nukleotidovych presahov. Nasledne si 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 §tiepenim a Sangerovym
sekvenovanim izolovanej plazmidovej DNA (pDNA) z transformovanych bakterialnych
kolonii E. coli (DH5a).

Zlozenie Golden Gate klonovacej reakcie je uvedené v Tab. 9 ateplotny 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 reak¢nej zmesi Mnozstvo Objem (ul)
oligonukleotid obsahujuci gRNA 1
akceptorovy vektor 100 ng 1

10x CutSmart pufor 1x 1,5

ATP (10 mmol-1") 1 mmol-1"! 1,5

Bsal 5U 0,5

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

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

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

o 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 restrikénych enzymov
a 4 - nukleotidové presahy vzhl'adom na typ klonovania a modul. Prislusny akceptorovy
vektor ain silico amplifikovany inzert boli najprv §tiepené prisluSnym restrikénym
enzymom a nasledne boli ligované na zaklade 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 nésledne vizualizované, ¢im bola skontrolovana
spravnost ich dizajnu. Takto pripravené konstrukty boli pouzité pri navrhu restrikéného
Stiepenia plazmidovej DNA na overenie UspesSnosti redlneho klonovania. Vysledky
sekvenovania boli porovnavané s overovanou sekvenciou pomocou nastroja
,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“ metoda klonovania sa od , Golden Gate* metddy lisi tym, Ze pocet

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

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

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

zjednodusenie nazvané pismenami A — G.

Pripravené destinacné CRISPR vektory pozostavali z promotora (konStitutivneho
alebo inducibilného), Cas9, fluorescencnej znacky a terminatora, za ktorym nasledoval
fragment Bsal-CcdB-CmPR-Bsal, obsahujuci klonovacie miesta A a G. Tento fragment bol
po klonovani gRNA do prislusnych akceptorovych vektorov nahradeny kazetami
obsahujucimi gRNA. Prostrednictvom ,Green Gate“ klonovania bol zaroven
inkorporovany linker z konsStruktu pGG-E-linkerll-G, ktory spaja poslednu kazetu
s gRNA konciacu miestom E s miestom G v CRISPR destinacnych vektoroch. Tymto
sposobom boli skonstruované multiplexné CRISPR-KO vektory nesuce Styri gRNA pre
cielend mutagenézu MMK2 a MMK3. Uspesnost klonovania vektorov bola overena

restrikénym Stiepenim pDNA trasnformovanych bakterialnych kolonii 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: ZlozZenie ,,Green Gate* klonovacej reakcie za ucelom pripravy multiplexnych CRISPR-
KO vektorov pre mutagenézu MMK2 a MMKS3.

Zlozka reakcnej zmesi Specifikacia Mnozstvo Objem (ul)
ozbrojeny vektor A — B vektor nestici gRNA 3/1 100 ng 1
ozbrojeny vektor B— C  vektor nesuci 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

linker spajajuci poslednu kazetu
E-linkerIl-G ) 100 ng 1
s gRNA a destinaény vektor

destinacny vektor 100 ng 1

10x CutSmart pufor 1x 1,5
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

o 30
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 o objeme 2 pl. Zmes bola jemne premiesana a ponechana 30 min
na lade. Po 30. minttach boli mikroskimavky s bunkami umiestnené do termobloku
nastaveného na 42 °C po dobu 30 s (kmeii NEB® Stable) alebo 45 s (kmeii DH5a).
Po tejto inkubacii boli vzorky ihned” umiestnené naspat na l'ad na 2 min. Potom bolo
k bunkam pridanych 300 pl tekutého LB média (DH5a.) alebo 400 pl NEB® Stable média
(NEB™ Stable). Nasledne bola transformaéna zmes inkubovana 1 h pri 37 °C (DH50)
alebo 30 °C (NEB™ Stable), pri 200 RPM.

3.4.7 Kultivacia baktérii E. coli, selekcia kolonii obsahujicich pozadovany
konStrukt a izolacia plazmidovej DNA
Na tuhé LB médium v Petriho miskach s pridavkom selekéného antibiotika (Tab. 3),
40 Wl IPTG a 120 ul X-Gal, bola pomocou sterilnej plastovej hokejky rozotreta
transformacna zmes. Baktérie boli ponechané v inkubatore cez noc pri teplote 37 °C
(DH50) alebo 30 °C (NEB® Stable). Na druhy defi boli jednotlivé bakteridlne kolonie
prenesené pomocou sterilného Sparadla 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. Koncentracia izolovanej] pDNA bola potom merana pomocou NanoDropu

a vzorky boli umiestnené do mraznic¢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 (podla dizky jednotlivych fragmentov DNA). Zlozky
reakcnej zmesi (Tab. 13) boli zmieSané v mikroskimavke a ponechané v inkubatore 1 h

pri 37 °C (DH5a) 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;O 16,5
DNA 1
celkovy objem 20 ul

3.49 Gélova elektroforéza a izolacia DNA z agarového gélu

Separacia fragmentov DNA prebehla pomocou elektroforézy v 1 % agarézovom géli,
ktory bol pripraveny zahrievanim adekvatneho mnozstva agarézy v 1x TAE pufri.
Nasledne bolo do rozpustenej agardzy pridané farbivo ,, Midori Green™ (1 ul/100 ml)
a zmes bola premieSana. Agardza bola naliata do pripravenej formy obsahujucej hreben
a ponechana stuhnit' v digestore priblizne 30 min. Po stuhnuti bola forma s gélom
prenesena do elektroforetickej vanicky a zaliata 1x TAE pufrom. Nasledne bol opatrne
odstraneny hrebefi z gélu a do prvej jamky bol pridany marker GeneRuler™ 1 kb Plus.
Jednotlivé vzorky boli po pridani nanaSacej farbi¢ky pipetované do dalsich jamiek (10 ul
vzorky/2 ul farbiva 6x TrickTrack DNA loading dye). Nasledovala separacia fragmentov
pod elektrickym napéatim 100 V priblizne 20 — 40 minut. Fragmenty DNA boli potom
vizualizované pomocou UV transiluminatoru Gel Doc™ EZ Imager a analyzované
v programe ,Image Lab“ Ziskané vysledky boli porovnavané sin silico
predpokladanymi, a na tomto zaklade bola vyhodnotena uspesnost predoslych krokov.
Vzorky uspesne overené restrikénym S$tiepenim boli pripravené spolu so Specifickymi
primermi (Tab. 5) podl'a 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 vel'kosti vyrezané z agar6zového
gélu a pomocou skalpelu vlozené do 2 ml mikroskimaviek. DNA bola nasledne
extrahovana pomocou kitu ,,GeneJET Gel Extraction Kit* podl'a prilozeného manualu.
Koncentracia izolovanej DNA bola namerand pomocou NanoDropu a vzorky boli

uchovéavané v mraznicke pri teplote - 20 °C.

3.4.10 Transformacia chemokompetentnych buniek A. fumefaciens (kmen GV3101)
Bunky A. tumefaciens (100 pl) boli rozmrazené na l'ade. Nasledne bolo pridanych
5 — 10 pl konstruktu. Zmes bola jemne premiesana a ponechana na l'ade 30 - 40 min. Po

uplynuti tejto doby boli mikroskiimavky s bunkami vlozené do tekutého dusika na 5 min.
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Nasledne boli bunky ponechané 15 min. na izbovej teplote a potom k nim bolo sterilne
pridanych 400 pl SOC média. Transformacna zmes bola inkubovana v tme 2 h pri 28 °C
a 180 RPM.

3.4.11 Metoda colony PCR

Pomocou metddy ,,colony PCR* bola overend uspesnost transformacie pripravenych
multiplexnych CRISPR/Cas9 vektorov do A. tumefaciens. ,,Colony PCR* sluzila na
potvrdenie, Ci 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 usek DNA. Vsetky zlozky reakcie (Tab. 14) boli zmieSané
v mikroskiimavke. Do reakcnej zmesi bolo pomocou sterilnej Spicky prenesené malé
mnozstvo baktérii z viacerych kolonii pre kazdy variant klonovaného konstruktu. Pre
negativnu kontrolu bola sterilnd Spicka jemne pichnutd do média vedl'a bakterialne;
kolonie. Reakcia bola nasledne umiestnena do termocykléru nastavené¢ho na program
uvedeny v Tab. 15. Predpokladana dizka produktu bola nasledne overena pomocou 1 %
agarozovej elektroforézy.

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

Zlozka reak¢nej zmesi Objem (ul)
dNTP (10 mmol-1"), 0.4
templatova DNA (100 ng-ul') 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
clongacia 72 1 min45s

finalna elongacia 72 10 min 1x
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3.4.12 Priprava nocnej kultary A. tumefaciens

Do 10 ml LB média vo Falkon skimavke boli pridané selekéné antibiotika spektinomycin
a rifampicin. Cast média (2 ml), bola odobrana a kultivovana zvlast, priom neskoér,
pri merani optickej hustoty bakterialnej kultary, sluzila ako ,,blank”. 10 ml LB média
s antibiotikami bolo inokulovanych bakteridlnou kultirou A. rumefaciens (15 pl),
obsahujucou pozadovany konstrukt. Falkon skimavky boli kultivované cez noc v tme,

pri 28 °C a 180 RPM.

3.4.13 Tranzientna transformacia listov N. benthamiana

Z overenych bakterialnych kolonii obsahujucich multiplexné CRISPR-KO vektory boli
pripravené nocné kultary. Na druhy den rano boli rastliny N. benthamiana zaliate vodou,
aby doslo k otvoreniu prieduchov. Nasledne bola pomocou spektrofotometra merana
opticka hustota (,,optical density™) bakterialnej kultary, ktorej pozadovana hodnota
absorbancie pri vinovej dizke 600 nm (ODeoo) mala dosahovat 0,5-1. Po dosiahnuti
optimalnej hodnoty boli bakterialne kultiry centrifugované 10 min. pri 4 °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
k vymytiu zvysku antibiotik. Dalej bola zmerana ODeoo tejto bakterialnej suspenzie a ako
,,blank“ bolo pouzité ¢isté kokultivacné médium. Nasledne bola kultira nariedena tak,
aby bolo vysledné ODsoo 0,7 a kone¢ny objem 2 ml, a potom inkubovana 2 h v tme pri
izbovej teplote. Po inkubéacii bola bakterialna suspenzia infiltrovana do spodnej strany
listov N. benthamiana pomocou infiltracnej striekacky. Zarover bolo do d’alSich listov
infiltrované Cisté kokultivacné médium, sltiziace ako negativna kontrola. Tieto rastliny
boli oznacené a premiestnené do fytotronu. Na treti defi po transformécii bola pozorovana
abaxialna strana listov pomocou konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu
(,,confocal laser scanning microscope, CLSM). Transformované listy obsahujuce
konstrukty s inducibilnym systémom CRISPR-KO, boli osetrené 20 umol-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 umiestnené 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 bakterialne kolonie transformovanych buniek boli kultivované v 4 ml tekutého
LB média s pridavkom selek¢ného 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 pl
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 kultiva¢nych médii

Vsetky chemikalie, ktoré boli potrebné na pripravu prislusného média, boli navazené
pomocou laboratornych vah a postupne boli rozpustané pomocou elektromagneticke;
mieSacky v priblizne 3/4 kone¢ného objemu milliQ vody. Nasledne bolo upravené pH
pomocou kyseliny alebo zasady na pozadovani hodnotu. Objem média bol doplneny
vodou na potrebni hodnotu, pH bolo opat zmerané a v 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 dévodu 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 stabilna

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

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

lucerny ako aj vymena kultivacnych médii nevyhnutnych pre tispeSnu 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 laminarnom boxe. Rastlinny material bol kultivovany na pripravenych kultivaénych
médiach s antibiotikami, ktoré st uvedené v Tab.16. Petriho misky s rastlinnym
materidlom boli kultivované vo fytokomore s konstantnou teplotou 21 °C, vlhkostou

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

Tab. 16: Selekéné antibiotika pridavané do kultivacnych médii pocas somatickej embryogenézy
lucerny siate;.

Selekéné Zasobna koncentracia  PoZzadovana 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
a ihned’ 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 v 30 ml 70 % ethanolu po dobu 5-10 s. Nasledne boli listy pomocou pinzety
prenesené do Falkon skumavky obsahujucej 40 ml roztoku milliQ vody s pridavkom
40 wl 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 pripravend nocna kultura A. tumefaciens
obsahujuca multiplexné CRISPR-KO vektory. Na druhy den rano bola pomocou
spektrofotometra merana opticka hustota bakterialnej kultury, pricom optiméalna ODeoo
mala dosahovat' hodnoty 0,6 - 0,8. Po jej dosiahnuti bola bakterialna kultura
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
pritlaanim skalpelu na povrch listu boli vytvorené drobné rany pre lepSiu infiltraciu
baktérii. Takto pripravené explantaty boli premiestnené do Falkon skimavky s 12 ml SH
média, ku ktorym boli pridané 3 ml pripravenej kultury A. tumefaciens. Nasledne boli
listové explantaty s bakterialnou suspenziou v SH médiu ponechané vo Falkon
skamavkach 30 min. v tme za jemného mieSania na trepacke. Po uplynuti doby inkubéacie

boli explantaty osusené na filtranom 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
regulétory kinetin a 2,4-D, indukujtce tvorbu kalusov. Po Siestich ditoch od transformacie
bol na povrchu explantatov pozorovany biely povlak kolonii A. tumefaciens. Listové
explantaty boli viackrat premyté v sterilnej vode, ¢im boli zbavené bakterialnej kultary
a nasledne boli osuSené na filtraCnom 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 BS0 médiu

Asi po 3 tyzdiloch od transformécie boli pozorované dobre vyvinuté kalusy. Tie boli
prenesené na B50 médium s pridavkom selek&nych 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 tyzdiioch od transformécie. Vyvinuté
embrya 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 korefiom boli opatrne prenesené na MS médium, ktoré
uz neobsahovalo antibiotika. Toto médium obsahovalo vsetky esencialne ziviny pre rast

a vyvoj celej rastliny.

3.4.18 Selekcia transgénnej lucerny siatej obsahujicej 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 kultivatnych médiach s pridavkom tohto selekéného
antibiotika. Néasledne, somatické embryd, transformované multiplexnymi vektormi
CRISPR-KO s konstitutivnou nadexpresiou Cas9, boli priblizne pétnasty tyzden
od transforméacie pozorované pomocou ZOOM mikroskopu a nasledne boli mladé
rastliny svyvinutym prvym korefiom pozorované pomocou epifluorescencného
mikroskopu. Selekcia transgénnych rastlin prebiehala na zéklade Ccerveného
fluorescencéného signalu v jadrach buniek, ktory pochadzal z jadrovo-lokalizovaného
proteinu mCherry fuzovaného s Cas9. U rastlin, transformovanych multiplexnymi
CRISPR-KO vektormi s indukovatelnym systémom expresie, bola najprv overena
pritomnost’ transgénu pomocou PCR. Pred selekciou boli rastliny obsahujuce transgén

podrobené oSetreniu chemickym induktorom expresie, dexametazénom (10/20 pmol-1").

3.4.19 Genotypizacia transgénnej lucerny siatej pomocou PCR
Pre potvrdenie UspesSnej stabilnej transformacie lucerny mutiplexnymi CRISPR-KO

vektormi s inducibilnym systémom expresie, bola pomocou PCR amplifikovana
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pozadovana sekvencia gendémovej 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 pl dilu¢ného pufru.
Pomocou sterilnej Spicky bol list rozdrveny v timivom roztoku a ponechany 1 h na l'ade.
Nasledne boli vzorky centrifugované na stolnej centrifuge a supernatant bol preneseny
do novej mikroskumavky.

Pre PCR boli vyuzité Specifické primery ohranicujtice gén rezistencie (Hyg®), uvedené
v Tab.4. Zlozenie PCR reakcie je uvedené v Tab. 17. Reakcia prebiehala v termocykléri,

pri cyklickom striedani tepl6t optimalnych pre jednotlivé kroky metddy (Tab. 18).

Tab. 17: ZloZenie PCR reakénej zmesi pre ,,Phire* polymerazu.

Zlozka reak¢nej zmesi Objem (ul)
dNTP (10 mmol-1"), 0,2
templatova DNA (100 ng-ul™) 0,5
primer (10 umol-1'") 0,2
primer (10 umol-1'") 0,2
Phire Hot Start Il DNA polymeraza 0,2

5x Phire Plant Tissue PCR pufor 2

PCR H,O 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
clongacia 72 45s

finalna elongacia 72 5 min 1x
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3.4.20 Optimalizacia kultiva¢nych podmienok pre indukciu expresie systému
CRISPR-KO regulovaného chemicky-indukovate’nym prométorom
Rastliny transformované multiplexnymi CRISPR-KO vektormi s indukovatelnym
systémom expresie boli podrobené osetreniu glukokortikoidom dexametazon. Pripraveny
bol 200 mmol-1"! roztok dexametazonu, z ktorého bol vzdy odobrany potrebny objem pre
samotni indukciu. Vykonané boli osetrenia s réznou dizkou pdsobenia a tiez rdznou
koncentraciou induktora, a preto boli rastliny rozdelené do troch kategorii. Do prvej
kategorie patrili rastliny kultivované in vitro na tuhom MS médiu, ktoré boli oSetrené
roztokom dexametazonu (20 pmol-1"') v tekutom MS médiu. Inkubécia prebiehala 24 h
na trepacke pri 10 RPM. Na druhy deii boli rastliny premiestnené na cisté tuhé MS
médium a pozorované pod epifluorescenénym mikroskopom o7 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 diioch. Kultivacia tychto rastlin na médiu s dexametazénom
trvala 1 - 30 dni. Tretou kategoriou boli rastliny, ktoré boli z in vitro podmienok
prenesené do ex vivo podmienok. Po adaptacii na nové prostredie boli ich listy oSetrené
10 alebo 20 pmol-1"!' roztokom dexametazonu vo vode pomocou §tetca. Mikroskopické

snimanie listov bolo vykonané pomocou CLSM o024 h, 7 a 14 dni.

3.4.21 Izolacia mRNA

Na izolaciu 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 materidl bol preneseny do Cistych mikroskiumaviek
a v digestori bolo k nemu pridanych 800 pl 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 a 12000 RPM. Zo vzoriek bol potom odobrany
supernatant, ku ktorému bolo pridanych 80 ul BCP. Vzorky boli opdt 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 pl 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. Vzorky

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 zmerand pomocou Nanodropu
a vzorky boli nariedené na kone¢nu koncentraciu 200 ng/ul. Nasledne boli vzorky RNA
precCistené od DNA, priCom zlozenie reakcie spolu s podmienkami inkubacie
v termocykléri su 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 %

agarozove] elektroforézy.

Tab. 19: ZloZenie reakcie na precistenie izolovanej] RNA od DNA.

Zlozka reakcie Objem (ul) Inkubacia
10x pufor s MgCl, pre DNazu I 2
DNaza I 2

. 37 °C, 40 min.
RNA adekvatny objem pre 2 pg
milliQ voda doplnena do 20 pl
50 mM EDTA 2 70 °C, 10 min.
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3.4.22 Prepis RNA do komplementarnej DNA (cDNA)
RNA precistena od DNA bola po overeni integrity prepisana 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 'ad. Nasledovala samotna 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 (ul) Inkubacia

5x pufor M-MLV 4

RNazin 04

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 exonov bolo navrhnutych niekolko sadd primerov a pre
samotrny experiment boli zvolené len niektoré z nich (Tab. 4), na zaklade vysledkov
testovacej] PCR s overenou cDNA. Pripravend cDNA bola tiez overend 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: ZlozZenie reakcie pre semi-kvantitativnu PCR.

Zlozka reakcie Objem (ul)
10x pufor Dream Taq 1,5
dNTP (10 umol-1-) 0,3
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 ,.DreamTaq".

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
pociatocna

) 95 3 min 1x
denaturacia
denaturacia 95 30s
nasadanie primerov 58 30s 40 x
clongacia 72 1 min
finalna elongacia 72 15 min 1x
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3.4.24 Kvantitativna PCR v reialnom 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 tseky s dizkou cca 150 bp v ramci piateho exénu
MMK? 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 triplikdtoch nanesené na 96 jamkovu dosticku, ktora bola na zaver
prelepena foliou aumiestend do centrifugy na 1 min pri 1000 RPM. Dosticka bola
nasledne umiestnend do termocykléru Real-time qPCR QuantStudio™5. Pred
experimentom bol vzdy dopredu pripraveny Cerstvy roztok chemikalii (SYBR roztok)
potrebny na 2 dosticky (zlozenie je uvedené v Tab. 24). Zlozenie RT-qPCR reakcie je
uvedené v Tab. 25, teplotny a Casovy program je uvedeny v Tab. 26.

Samotny expreriment sa uskutoCnil v troch opakovaniach. Ako referencny gén sluzil
UBQ10 celkovo pre tri opakovania, priCom pocas treticho 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-qPCR.

Zlozka SYBR roztoku Objem (ul)
2x ImmoMix™ 1000,2
100x SYBR™ Green | 19,8
CellROX™ Deep Red Reagent (20 umol-11) 40,2
PCR H,O 139,8

Tab. 25: ZlozZenie reakcie pre RT-qPCR.

Zlozka reakcie Objem (ul)
SYBR roztok 6
primer forward (10 umol-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-qPCR reakcie.

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

pociato¢na denaturacia 95 10 min.

denaturacia 95 15s 0 %
nasadanie primerov 60 1 min.

meranie teplotnej krivky 95 15s

meranie teplotnej krivky 60 1 min.

disociacia 95 ls

3.4.25 Izolacia genémovej DNA a amplifikacia pozadovanych usekov
Na analyzu ciel'ovych sekvencii DNA, do ktorych bol pomocou styroch gRNA navadzany
syst¢ém CRISPR-KO, bola izolovana gendmova DNA (gDNA) zlistov transgénnych
rastlin. Odobranych bolo cca 300 mg listového pletiva, ktoré bolo ihned zmrazené
v tekutom dusiku. Nasledne bol rastlinny material homogenizovany a samotna izolacia
gDNA prebehla pomocou kitu NucleoSpin® Plant II a prilozeného manualu. Po izol4cii
bola zmerana koncentracia gDNA a vzorky boli uchovavané v mraznicke pri teplote
-20°C.

Na amplifikaciu pozadovanych usekov boli vyuzité navrhnuté primery uvedené
v Tab. 4. Pomocou PCR boli amplifikované prvé exény génu MMK3 vo vybranych
transgénnych rastlindch a u kontrolnej rastliny (RSY). PCR produkty boli nanesené na
1 % agardzovy 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 reak¢nej zmesi pri PCR
amplifikacii je zhrnuté v Tab. 27 a teplotny a Casovy program termocykléru je uvedeny

v Tab. 28.
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Tab. 27: Zlozenie PCR reakcnej zmesi pre iProof HF polymerazu.

Zlozka reak¢nej zmesi Objem (ul)
dNTP (10 mmol-17), 0,5
templatova DNA (100 ng-ul™) 0,5
primer (10 umol 1) 1,25
primer (10 umol 1) 1,25
iProof HF polymeraza 0,25
5x iProof HF pufor 5

PCR H,O 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
clongacia 72 30s

finalna elongacia 72 5 min 1x
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4 VYSLEDKY

Tato diplomova praca nadvdzuje na bakalarsku pracu, pocas ktorej boli pripravené
destinacné CRISPR-KO vektory s miestom pre klonovanie kaziet obsahujucich gRNA
pre mutagenézu MMK?2. Vysledky predklozenej; diplomovej prace su rozdelené do
Siestich Casti.

Experimentalna Cast tejto prace zacala navrhom gRNA pre mutagenézu génu MMKS3,
ktora je spolu s postupom pripravy molekul gRNA a ich naslednym klonovanim do
vstupnych vektorov popisand v prvej casti vysledkov. V d’alSej cCasti je rozoberana
konstrukcia finalnych 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 su vysledky optimalizacie oSetrenia induktorom expresie v transgénnych rastlinach
obsahujucich inducibilny systém pre regulaciu expresie Cas9 a v nasledujicej Casti st
vysledky selekcie UspeSne transformovanych rastlin. Analyza transgénnych rastlin je

popisana v poslednej Casti.

4.1 Priprava gRNA pre mutagenézu génu MMK3

4.1.1 Navrh gRNA

Vhodné gRNA boli vyberané na zaklade hodnoty ,on-skére“. Tu povazujeme
za vyjadrenie zhody sekvencie gRNA s cielovou sekvenciou DNA a plati, ze ¢im je ,,on-
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 §tyroch kopiach, 3 sekvencie gRNA mali vzdy skore zhodujuce 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 blizgie boli
odhadované nezhody nukleotidov k PAM sekvencii, tym menej bola gRNA vhodna. Pre
spravny proces tvorby zlomov DNA je rozhodujtca prave zhoda nukleotidov v blizkosti
PAM sekvencie, pretoze v tejto oblasti dochadza k $tiepeniu nukleazou Cas9. Dalej bolo
potrebné prihliadat’ na poCet miest mimo cielovej sekvencie (,off-target”), ked'ze pre
efektivnu mutagenézu je potrebné Co najviac eliminovat pravdepodobnost’ zacielenia
gRNA do miest, kde je editacia neziadtica. Preto boli vybrané gRNA s ¢o najnizS§im
po¢tom predpokladanych ,off-targetov®. Dal§ou podmienkou bol podiel G/C parov
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 ,,off-targetov* (neziaducich
editacii) v analyzovanom genome. 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 MMK?2.

Spomedzi vSetkych vygenerovanych gRNA boli nésledne vybrané styri gRNA,
z ktorych dve boli zacielené na exén 1 (gRNA 3 a gRNA 14). Vzdialenost medzi tymito
sekvenciami bola 93 nukleotidov, ¢o je podl'a Oh et al. (2020) optimélne, ked'Zze moze
dojst k vystiepeniu celého tseku génu. Dalgia gRNA (gRNA 33) bola zacielena na exon
2 a §tvrta gRNA (gRNA 19) bola zacielena na exon 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 efektivihu mutagenézu
sa odporaca gRNA zacielit najmé na prvé exony (Gerashchenkov et al., 2020). Zvolené
gRNA mali dizku 20 nukleotidov a spolu sich vlastnostami st 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 promotoru 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,

Nazov Sekvencia Ciel sg:r-e ta?gf:ty P?ZC; l
gRNA1  ATTCCTCCTCTTCAACCCGTCGG exon 10,8253 61 50
gRNA 216  GAGTTTGCTTTCTCAGATTCAGG exon 10,0241 176 40
gRNA 63 ACGAACTCAGATACGAATGAAGG exon2 0,2850 74 40
gRNA 50 TGTCATGAAGTCTGTCTCAGAGG  exon4 0,3317 112 45

Podciarknuté nukleotidy oznacuju PAM (,,protospacer-adjacent motif*, protospaceru pril'ahly
motiv).

gRNA 1 gRINA 50
93 nt 1 1
exonl m exén2 ™ exén 3 ex6n4 == exon S mm exon 6

gRNA 216 gRINA 63

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
obsahujuce gRNA so §tvor-nukleotidovymi presahmi na ich 5" koncoch (Obr. 6),
kompatibilné s presahmi v prisluSnych akceptorovych vektoroch. Sucastou tychto
vektorov je U6-26 promotor III pre expresiu gRNA a kostrova sekvencia nevyhnutna
pre viazbu s Cas9. Rovnakym spdsobom boli pripravené molekuly gRNA pre mutagenézu
génu MMK? pocas predchadzajucej bakalarskej prace.

Oligonukleotidy obsahujuce gRNA pre mutagenézu génu MMK2 arovnako
oligonukleotidy obsahujuce gRNA pre mutagenézu génu MMK3 boli nasledne
prostrednictvom ,,Golden Gate* klonovania inkorporované do akceptorovych vektorov
(Tab. 2). Spravnost klonovania tychto vektorov, nestcich gRNA, bola overena
restrikénym Stiepenim a nésledne sekvenacnou analyzou so Specifickym primerom

(Tab. 5).

gRNA 1: 5'-ATTG-GATTCCTCCTCTTCAACCCGT-3"
3'-TAAGGAGGAGAAGTTGGGCAGCC-tCAAA-5"

5'-ATTG-GAGTTTGCTTTCTCAGATTC-3"

gRNA 216:
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 zobrazujuce vzajomne nasadnuté oligonukleotidy pozostavajice
z gRNA a komplementameho oligonukleotidu so stvor-nukleotidovymi presahmina 5° koncoch,
ktor¢ boli kompatibilné s presahmi v akceptorovych vektoroch urcenych na klonovanie gRNA
(Tab. 6). Dodatoc¢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
skon§truované multiplexné CRISPR-KO vektory, kompatibilné so Styrmi gRNA,
zacielenymi zvlast na gény MMK2 a MMK3. 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 promoétor UBQ10, ktory by mal
zabezpecit’ expresiu Cas9 vo vSetkych pletivach rastliny. Druha verzia vektorov (Obr. 8)
zahriiuje inducibilny promotor pozostavajuci z konStruktu 35S5::GR-LhG4:tRbcS
so syntetickym operatorom pOp6 a minimalnym 35S promotorom. 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 destina¢nych CRISPR-KO vektorov.
Vytvorené boli tak celkovo S§tyri vektory, z ktorych dva obsahovali §tyri gRNA
pre nasmerovanie Cas9 nukleazy na gén MMK2 adalSie dva niesli gRNA

navadzajice nukleazu Cas9 na gén MMK3.
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Obr. 7: Finalny multiplexny CRISPR-KO vektor s expresiou Cas9 a génom mCherry kodujucim
Cerveny fluorescenény protein pod kontrolou konstitutivneho promdtora UBQI0. Za
terminatorom tG7 nasleduje oblast” obsahujuca jednotlivé gRNA spolu s kostrovou sekvenciou
(,,scaffold*) pod kontrolou AtU6 promotora. Linker II spaja poslednu kazetu obsahujucu gRNA
s destinaénym vektorom, nesucim gén rezistencie na hygromycin (Hyg®) pre selekciu
transformovanych rastlin. G7 — sekvencia polyadenylacného signalu z génu 7 v A. tumefaciens;
LB - l'ava hranica T-DNA; NLS - , nuclear localization sequence®, jadrovy lokalizacny signal;
NOS - gén kddujuci nopalin syntazu; p — promotor; P2A — ribozém preskakujuci peptid
prasacicho teschovirusu; pBR322 bom (,basis of mobility™) — sekvencia umoziiujuca prenos
plazmidu pocas bakterialnej konjugacie; pBR322 Ori (,,origin®) — replikaény pociatok E. coli;
pVS1 Rep — replikacny 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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Obr. 8: Finalny multiplexny CRISPR-KO vektor s expresiou Cas9 a génom mCherry kodujucim
Cerveny fluorescenény protein pod kontrolou inducibilného systému 35S::GR-LhG4:tRbcS so
syntetickym operatorom pOp6. Za terminatorom tG7 nasleduje oblast’ obsahujica jednotlivé
gRNA spolu s kostrovou sekvenciou (scaffold) pod kontrolou AtU6 promotora. Linker II spaja
posledni kazetu obsahujucu gRNA s destinatnym vektorom, nesucim gén rezistencie na
hygromycin (Hyg") pre selekciu transformovanych rastlin. GAL4 — transkripéna aktivaéna
doména zo S. cerevisiae; GR-LhG4 — cast’ inducibilné¢ho systému pozostavajica z
glukokortikoidového receptora (GR) a transkripéného aktivatora (LhG4); pOp — operator; G7 —
sekvencia polyadenylacného signalu z génu 7 v A. tumefaciens; LB — I'ava hranica T-DNA; NLS
— ,nhuclear localization sequence®, jadrovy lokalizacny signal; NOS - gén kodujici nopalin
syntazu; p — promotor; P2A — ribozoém preskakujuci peptid prasacieho teschovirusu; pBR322 bom
(,,basis of mobility*) — sekvencia umoziiujuca prenos plazmidu pocas bakterialnej konjugacie;
pBR322 Ori (,origin“) — replikacny pociatok E. coli; pVSI Rep — replikacny pociatok A.
tumfaciens; pVSI 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 transformécii buniek E. coli pripravenymi multiplexnymi CRISPR-KO vektormi pre
mutagenézu génov MMK2 a MMK3 a izolacii pDNA z transformovanych bakterialnych
kolonii bola pomocou restrikéného Stiepenia pDNA overena spravnost’ ich klonovania.
Na tato reakciu bol zvoleny restrikény enzym Nhel, pricom predpokladana dizka
fragmentov bola v pripade vektorov s konstitutivnym promotorom (UBQ10) 9121 bp,
5102 bp a 2605 bp (Obr. 9A) a v pripade vektorov s inducibilnym promo6torom (35S::GR-
LhG4:tRbcS - pOp6) 12 258 bp, 5102 bp a 2605 bp (Obr. 9B).

- e e
W e 0000 bp 10 000 bp
- o - AN

¥ 5000 bp W 5000 bp

L. 2000 bp 2000 bp

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 MMK?2, 3 a 4: vektor pre mutagenézu génu MMK3. (B) Restrikéné
Stiepeniec multiplexnych CRISPR-KO vektorov s inducibilnym prométorom (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. rumefaciens.
Zallenenie pripravenych vektorov pre mutagenézu génov MMK2 a MMK3 do
bakterialnych kolonii bolo overené pomocou ,,colony PCR*. Boli pri tom vyuzité primery

ohraniGujtice useky vektorov s kazetami nesticimi gRNA (Tab. 4). Predpokladana dizka

PCR amplikonov (Obr. 10) bola 2388 bp.

rFr
L R

{

3000 bp

=3 2 B

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 promotorom (UBQ10), Cas9 zacielena na
MMK?2; 4 a5: DNA fragment multiplexného CRISPR-KO vektora s inducibilnym promotorom
(358::GR-LhG4:tRbcS - pOp6), Cas9 zaciclena na gén MMK2; 6 a 7: DNA fragment
multiplexného CRISPR-KO vektora s konstitutivnym promotorom (UBQ10), Cas9 zacielena na
gén MMK3; 8 a 9. DNA fragment multiplexného CRISPR-KO vektora s inducibilnym
promotorom (35S::GR-LhG4:tRbcS-pOp6), Cas9 zacielena na gén MMK3. M — DNA marker.
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4.4 Overenie funkcnosti multiplexnych CRISPR-KO vektorov

Po ,,colony PCR* bola prostrednictvom tranzientnej transformécie listov N. benthamiana
overend funkCnost’ pripravenych multiplexnych CRISPR-KO vektorov. Listy
N. benthamiana (Obr. 11) boli pozorované po 3 diloch od infiltracie bakterialnej
suspenzie A. tumefaciens obsahujucej multiplexné CRISPR-KO vektory s konstitutivnou
nadexpresiou Cas9 (Obr. 11 A,B), pricom v pripade infiltracie vektorov s inducibilnym
systémom pre regulaciu expresie Cas9 (Obr. 11 C,D), boli listy pred pozorovanim
pomocou CLSM ogetrené induktorom expresie, dexametazonom (20 pmol-1"). Cerveny
fluorescencny signal jadrovo-lokalizovaného proteinu mCherry fuzovaného s Cas9 bol

v tomto pripade pozorovany uz 2 h po aplikacii dexametazonu.

Obr. 11: Listy N. benthamiana pozorovan¢ 3 dni po tranzientnej transformacii suspenziou
A. tumefaciens nesticou multiplexné CRISPR-KO vektory. (A) Bunka abaxialnej strany listu
N. benthamiana obsahujiceho CRISPR-KO vektor pre mutagenézu génu MMK?2 s konstitutivnou
nadexpresiou Cas9. (B) Bunka abaxialnej strany listu N. benthamiana so zaclenenym CRISPR-
KO vektorom pre mutagenézu génu MMK?2 s inducibilnym promotorom (35S::GR-LhG4:tRbcS-
pOp6) pre regulaciu expresie Cas9, indukovana roztokom dexametazonu (20 umol 1) v tekutom
MS médiu. (C) Bunka abaxialnej strany listu N. benthamiana obsahujuceho CRISPR-KO vektor
pre mutagenézu génu MMK3 s konstitutivnou nadexpresiou Cas9. (D) Bunka abaxialnej strany
listu N. benthamiana po transformacii suspenziou A. tumefaciens, nesuicou CRISPR-KO vektor
pre mutagenézu génu MMK3 s inducibilnym prométorom (35S::GR-LhG4:tRbcS-pOp6) pre
regulaciu expresie Cas9, indukovana roztokom dexametazéonu (20 pumol-1-1) v tekutom MS
médiu. (E,F) ., Mock* kontrola s rozpustadlom (20 pmol-1"' DMSO). ZIté sipky smeruju na jadro
bunky. A-E: pozorovan¢ pomocou CLSM v kanaloch 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 Regeneriacia lucerny siatej po stabilnej transformacii

multiplexnymi CRISPR-KO vektormi

Po overeni fluorescencie multiplexnych CRISPR-KO vektorov pre mutagenézu génov
MMK?2 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
pochéadzajucich z kalusu indukovaného na listovych explantatoch su zndzornené

na Obr. 12.

o [—

Obr. 12: Regeneracia lucemy siatej procesom somatickej embryogenézy. (A) Transformovana
Cast” odrezancho 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
B5H médiu bez antibiotik, tri tyZzdne po transformacii. (D) Kalus s vyvinutymi somatickymi
embryami, kultivovany na B50 médiu, osem tyzdiiov po transformacii. (E) Somatické embryo
v kotyledonarmom $tadiu, kultivované na B50 médiu, 9 tyzdiiov po transformacii. (F) Mlada
rastlina s vyvinutym primamym korefiom, kultivovana na MMS médiu, 10 tyzdhov po
transformacii. (G) Rastlina s vyvinutym korefiovym systémom a nadzemnou Cast'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
systémom expresie Cas9 boli podrobené PCR analyze pre potvrdenie pritomnosti
transgénneho konstruktu v gendémovej DNA lucerny. Pre tuto selekciu boli vyuzité
primery $pecificky ohraniujiice HygR (Tab. 4). Predpokladana dizka amplifikovaného
DNA fragmentu bola 843 bp (Obr.13).

1000 b - - .-

500 bp

Obr. 13: Elektroforetogram zobrazujuci 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 promotor pre regulaciu expresie Cas9 zacielenej na gén
MMK?2. 4 a 5: transgénna rastlina s inkorporovanym CRISPR-KO vektorom obsahujicim
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 konS§trukt boli rozdelené do dvoch kategorii a na zaklade
toho oSetrené dexametazonom. 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-1). 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, av§ak uz po viac ako piatich diloch od indukcie zacali
rastliny prejavovat’ symptomy nekrozy.

Korene rastlin boli po aplikdcii dexametazonu pozorované pomocou
epifluorescencného mikroskopu, pricom vyrazny Cerveny fluorescencny signal jadrovo-
lokalizovaného proteinu mCherry bol zaznamenany v mnohych bunkéach este po
Strnastich diioch od indukcie pomocou 10 pmol-1"! dexametazénu (Obr. 14). Na zaklade
toho boli stanovené optimalne podmienky pre indukciu expresie multiplexnych CRISPR-
KO vektorov v transgénnych rastlinich lucerny, ktorymi su pridavok 10 pmol 1!
dexametazonu pridaného do tuhého kultivaéného MS média a doba indukcie maximalne
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 dexametazénu (10 alebo 20 umol-1"") dostatoéné, boli nasledne listy
transgénnych rastlin oSetrené vodnymi roztokmi dexametazénu v rovnakych
koncentraciach. Listy boli po oSetrni dexametazonom pozorované pomocou CLSM (Obr.
15 a 16). Na zéklade vyrazného Cerveného fluorescencného signalu proteinu mCherry
v jadrach buniek aj po 14 diioch od aplikacie 20 pmol-1"! roztoku dexametazénu vo vode,
bola tato koncentracia induktora stanovena ako optimalna pre chemicku 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 korefiovych
buniek lucerny po 24 hodinovej kultivacii rastlin na tuhom MS médiu s pridavkom dexametazonu
(10 pmol-1'"), pozorovany po 14 dfioch od aplikacie induktora. (A,B) Koren transgénnej rastliny
obsahujicej CRISPR-KO vektor zacieleny na gén MMK2. (C,D) Korefi transgénnej rastliny
obsahujucej CRISPR-KO vektor zacieleny na gén MMK3. (E,F) ,Mock® kontrola
z rozpustadlom (DMSO; 10 umol-1"). Biele Sipky oznacujii jadra bunick. Korene boli
pozorovan¢ pomocou epifluorescenéného mikroskopu v dvoch kanaloch pre mCherry
a prechadzajuce svetlo; objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27. Mierka: 100 um (A-F).
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mCherry + chlorofyl a

mCherry + chlorofyl a
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Obr. 15: Cerveny fluorescenény signal chimémeho proteinu mCherry-Cas9 v jadrach buniek
transgénnych listov lucerny po oSetreni dexametazénom; vektor zacicleny na gén MMK2.
(A,D) List po oSetreni roztokom dexametazonu (10 umol 1) vo vode, pozorovany po 24 h. (B,E)
List transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom dexametazénu (20 pmol-1") vo vode,
pozorovany po 24 h. (C,F) ,Mock* kontrola s rozpustadlom DMSO: list transgénnej rastliny
lucerny po osetreni roztokom DMSO (20 umol-1"") vo vode, pozorovany po 24 h. (G,J) List
transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom dexametazonu (10 pmol-1') vo vode,
pozorovany po 14 dhoch. (H,K) List transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom
dexametazénu (20 pmol-1'") vo vode, pozorovany po 14 dioch. (LL) ,Mock* kontrola
s rozpustadlom DMSQO: list transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom DMSO
(20 umol-1"") vo vode, pozorovany po 14 diioch. 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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Obr. 16: Cerveny fluorescenény signal chimémeho proteinu mCherry-Cas9 v jadrach buniek
transgénnych listov lucerny po oSetreni dexametazonom; vektor zacieleny na gén MMKS3.
(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 pmol-1") vo vode,
pozorovany po 24 h. (C,F) ,Mock* kontrola s rozpustadlom DMSO: list transgénnej rastliny
lucerny po osetreni roztokom DMSO (20 umol-1"") vo vode, pozorovany po 24 h. (G,J) List
transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom dexametazonu (10 pmol-1') vo vode,
pozorovany po 14 dioch. (H,K) List transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom
dexametazénu (20 pmol-1'") vo vode, pozorovany po 14 dioch. (LL) ,Mock* kontrola
s rozpustadlom DMSQO: list transgénnej rastliny lucerny po oSetreni roztokom DMSO
(20 umol-1"") vo vode, pozorovany po 14 diioch. 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
selek¢éného antibiotika hygromycin, pretoze pripravené vektory obsahuju gén rezistencie
voCi tomuto antibiotiku. Podmienky pre indukciu expresie Cas9 v rastlinach
obsahujucich CRISPR-KO vektory s chemicky-indukovateInym promoétorom 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 distribucia Cervenej 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) aneskdr bol fluorescencny signal mCherry-Cas9

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

Obr. 17: Cerveny fluorescenény signal fizneho protinu mCherry-Cas9 pozorovany v
transgénnych embryach a korenoch lucerny obsahujucich CRISPR-KO vektory s konSitutivaym
prométorom UBQ10 regulujucim expresiu Cas9. (A) Somatické embryo pozorované pomocou
Z0OOM mikroskopu; objektiv PlanNeoFluar Z 1.0x. (B) Koreni obsahujuci CRISPR-KO vektor
s Cas9 zacielenou na gén MMK?2. (C) Koren obsahujuci CRISPR-KO vektor s Cas9 zacielenou
na gén MMK3. (D,E) Korenn kontrolnej rastliny (RSY). Biele Sipky oznacuju jadra buniek.
A-D: Embrya akorene boli pozorované v kanaloch pre mCherry a prechadzajuce svetlo.
E: Korenn 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 signal fiizneho proteinu mCherry-Cas9 v jadrach listov
transgénnych rastlin lucerny obsahujucich CRISPR-KO vektory s konSitutivnym promoétorom
UBQ10 regulujucim expresiu Cas9. (A,B) List obsahujici CRISPR-KO vektor zacieleny na gén
MMK?2. (C,D) List obsahujuci CRISPR-KO vektor zacieleny na gén MMK3. (E,F) List kontrolne;j
rastliny (RSY). Biele Sipky oznacujii 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 um.
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Vsetky vyselektované rastliny boli oznacené (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
MMK?2 a MMK3.

transgénna linia oznacenie rastliny

konstitutivna nadexpresia (UBQ10)
CRISPR/Cas9 zacieleny na gén MMK?2
inducibilna nadexpresia (35S::GR-LhG4:tRbcS

UAS5, UA7, UAS, UA9, UA12

- pOp6) CRISPR/Cas9 zacieleny na gén IA2, IAS, IA9, IA11

MMK?2

konstitutivna nadexpresia (UBQ10) UB2, UB3, UB4, UB6, UB8, UB11,
CRISPR/Cas9 zacieleny na gén MMK3 UB12, UB13, UB14, UB15
inducibilna nadexpresia (35S::GR-LhG4:tRbcS

- pOp6) CRISPR/Cas9 zacieleny na gén IB17

MMK3
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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 MMK?2. (C) Transgénne rastliny s CRISPR-KO vektorom
obsahujucim konstitutivny promotor pre expresiu Cas9, zacieleny na gén MMK3. (D) Transgénne
rastliny s CRISPR-KO vektorom obsahujicim chemicky-inducibilny systém pre expresiu Cas9,
zacielené na gény MMK?2 (linie oznacen¢ IA) a MMK3 (linie oznacen¢ 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) a dvoch
kontrolnych rastlin (RSY1 a RSY2), bola merana koncentracia RNA v kazdej vzorke.
Namerané hodnoty su uvedené v Tab. 31.
Kvalita izolovanej RNA bola potom overena separaciou vzoriek prostrednictvom 1 %
agarozove] elektroforézy anaslednej vizualizacie 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.

eastling koncentracia eastling koncentracia

RNA (ng/ul) RNA (ng/ul)
RSY1 1463,2 UB2 673,4
RSY2 423,7 UB3 656,9
UAS 550,2 UB4 4435
UA7 1077,5 UB6 558,7
UAS 530,4 UBS 845,5
UA9 631,2 UBI11 767,5
UA12 735,1 UBI12 745,5
T1A2 693.,6 UBI3 547,1
IAS8 6684 UB14 525,1
IA9 678,3 UBI5 674,4
IA11 780,6 IB17 659,4
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Obr.20: Elektroforetogram znazoriujuci integritu izolovanej RNA. (A) Vzorky RNA izolované
z kontrolnych rastlin (RSY) a z transgénnych rastlin s CRISPR-KO vektormi zacielenymi na gén
MMK?2. (B) Vzorky RNA izolované z transgénnych rastlin s CRISPR-KO vektormi zacielenymi
na gén MMK3. 28S rRNA - strukturalna ribozomalna RNA vel'kej podjednotky ribozomov; 18S
rRNA - ribozomalna RNA vyskytujuca sa v malej podjednotke ribozomov; M — DNA marker.

Po spracovani dat z RT-qPCR bola jednym z vysledkov hodnota CT (,,cycle treshold®).
Tato hodnota sluzila 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, popisujuca rozdiel
medzi CT génu zaujmu a CT referencného génu. Potom bola vypocitana hodnota delta
delta CT a nasledne zaporna druhd mocnina delta delta CT, vyjadrujica expresiu génu
zauymu vzhl'adom na expresiu referenéného génu. Vzhl'adom na to, zZe experiment bol
uskutoCneny 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
pozorovand mierne zvySend hladina transkriptu MMK2 (Obr. 21) v 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,
RSY2).
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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 v transgénnych rastlinach s CRISPR-KO
zacielenym na gén MMKS3.
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S DISKUSIA

V tejto praci bolo rozoberané mozné zapojenie kinaz MMK2 a MMK3 do regulacie
bunkového delenia u lucerny siatej. Je zrejmé, ze MMK2 vykazuje podobnosti s AtMPK4
(Tena et al., 2001). Vzhladom na to, ze mpk4 mutant u A. thaliana mé defekty
v mikrotubuloch a cytokinéze (Beck et al., 2010; Beck et al., 2011), mozno hypoteticky
predpokladat’, Ze by ispeSna mutagenéza MM K2 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 AtMPKI3 mdze suvisiet
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 experimentalnej Casti tejto diplomovej prace bola preto hlavnym cielom
priprava CRISPR-KO vektorov pre multiplexnt editaciu génov MMK2 a MMK3
u lucerny siatej podla Decaestecker et al. (2019) a stabilna transformacia listovych
explantatov pripravenymi vektormi. CRISPR-KO vektory obsahuju Styri gRNA
navadzajuce Cas9 nukledzu na vybrané exony génov MMK?2 alebo MMKS3.

Expresia Cas9 bola v prvom variante vektorov pod kontrolou konstitutivneho
promoétora  UBQI0. Pozorovanim somatickych embryi transformovanych tymto
variantom vektorov bola potvrdend nadexpresia CRISPR-KO systému v celej rastline.
Pouzitie uvedeného konstitutivneho promoétora by mohlo dokonca zvysit efektivitu
mutagenézy, ked'ze u M. truncatula popisali Wolabu et al. (2020b) az o 70 % zvySenu
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 doésledkov 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 uvodnej cCasti tejto
diplomovej prace, bola pre indukciu tohto systému vyuzitd maximalne 30 pmol-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 umiestnenu na tuhom kultivatnom MS médiu.
Avsak, vhodnej§im spdsobom bola kultivacia rastliny na tuthom MS médiu obsahujicom
10 pmol-1" dexametazon. Dalej bolo pozorované, Ze po viac ako piatich diioch od
umiestnenia rastliny na toto médium, zacali rastliny prejavovat symptomy nekrozy.
Takze doba indukcie trvajuca viac ako 5 dni sa ukazala pre rastliny ako $kodliva. Podl'a
Vlad et al. (2019), ktori skimali dexametazénom-inducibilny systém u ryze, moze byt
toxicky ucinok sposobeny aktivitou GR-Lh. Autori tiez zistili, ze neziaduce ucinky tohto
inducibilného systému moézu byt zmiernené pridavkom IPTG do kultivaéného média,
nakol'ko tato chemikalia funguje ako antagonista pre DNA vidzbovu doménu lac-
represora v GR-Lh. Tymto sposobom by bolo mozné, po optimalizacii koncentracie [IPTG
v kultivaénom médiu, predizit dobu indukcie v pripade, Zze 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 dévodu bolo na optimalizaciu podmienok pre indukciu expresie Cas9
k dispozicii len obmedzené mnozstvo rastlin. NavySe, vyvoj rastlin mdze byt podla
Jillette et al. (2019) negativne ovplyvneny pridavkom druhého selekéného antibiotika do
kultivatného 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 fluorescencného signalu jadrovo-
lokalizovaného fuzneho proteinu mCherry-Cas9, bola pre prvotni analyzu uspe$nosti
cielenej mutagézy génov MMK?2 a MMK3 u lucerny sledovand miera expresie tychto
génov pomocou RT-qPCR. Bola zaznamenana mierne znizena hladina transkriptov
MMK3 v troch transgénnych rastlinach s Cas9 zacielenou na gén MMK3, 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
vykonana na vzorkach z TO generacie transgénnych rastlin, pricom kazda z tychto rastlin
pravdepodobne mohla prijat’ do svojho gendému odliSné mnozstvo transgénu. Je preto
zrejmé, ze RT-qPCR metoda 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 editacie by mohla byt
Western blot analyza so Specifickymi protilatkami proti MMK2 a MMK3. V pripade
uspesne] mutagenézy génov MMK?2 alebo MMK3, by mala byt potvrdena aspon znizena
abundancia proteinov MMK2 alebo MMK3, ¢i dokonca ich absencia v transgénnych
rastlinach ak boli suCasne vyradené vsetky Styri alely pre tieto gény, podobe ako v pripade
uspesne] CRISPR/Cas9 editacie génu SBE3 (,,STARCH BRANCHING ENZYME 3%)
v zemiakoch, ktord zapri¢inila absenciu kddovaného proteinu SBE3 (Takeuchi et al.,
2021).

V snahe o efektivhu 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 vzniknat rozsiahle delécie (Oh et al., 2020). Z genomove]
DNA rastlin UB6, UB12 a UB14, ktoré vykazovali podl'a vysledkov RT-qPCR znizent
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 dostatocne
efektivny. Dévodom je analyza sekvencii Styroch alel stcasne, Co modze v pripade
odlisnosti v nukleotidovej sekvencii alel na wur€itych DNA usekoch stazit
vyhodnocovanie vysledkov. Pre potvrdenie uspesnosti mutagenézy MMK2 a MMK3
génov na urovni DNA by bolo vhodné postupovat’ podla Wolabu et al. (2023), ktori
editované sekvencie klonovali do Specialneho vektora, do ktorého sa inkorporuje vzdy
len DNA sekvencia zodpovedajuca jednej alele. Sangerovym sekvenovanim plazmidove;j
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 dorazom na funkcie kiniz MMK2 a MMK3. V ramci tejto kapitoly bola popisana uloha
MAPK pocas interakcie Medicago spp. s prospeSnymi baktériami rodu Sinorhizobium
ako aj v pritomnosti niektorych mikrobialnych elicitorov. Dalsia ¢ast bola zamerana na
CRISPR/Cas9 technoldgiu ajej rozne modifikacie a ich vyuzitie, pricom zvlastna
pozornost bola venovanad multiplexnej CRISPR/Cas9 editacii génov a vyuzitiu pre
zlepSovanie vlastnosti plodin. V nasledujucej Casti bola popisand funkcia chemicky-
inducibilného systému pouzivaného v tejto diplomovej praci a v poslednej kapitole boli
rozoberané metody selekcie transgénnych rastlin a spdsoby analyzy uspeSnosti
CRISPR/Cas9 editacie génov v rastlinnom genome.

Prvou ulohou experimentalnej Casti prace bol navrh gRNA pre mutagenézu génu
MMK3, pricom navrh gRNA pre mutagenézu MMK?2 a klonovanie destinacnych CRISPR
vektorov prebehli uz pri rieSeni bakalarskej prace, na ktoru tato diplomova praca
nadvdzuje. Po priprave dvojvlaknovych oligonukleotidov obsahujucich gRNA
nasledovalo ,,Golden Gate* klonovanie pripravenych konStruktov do prislusnych
akceptorovych vektorov. Prostrednictvom ,Green Gate* klonovania boli potom
vytvorené finalne multiplexné CRISPR-KO vektory so Styrmi gRNA zacielenymi na tri
exony génov MMK?2 alebo MMK3, v ktorych bola expresia Cas9 pod kontrolou
konstitutivneho alebo chemicky-inducibilného promotora.

Spravnost’ pripravenych vektorov bola overend pomocou fluorescencie fuznych
proteinov mCherry-Cas9 po tranzientnej transformécii listov N. benthamiana, po
ktorej nasledovala stabilnd transformacia listovych explantitov lucerny siatej. Po
prvotnej selekcii rastlin na kultivaénom 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 uspesne transformovanych somatickych
embryi a rastlin pomocou ZOOM mikroskopu, epifluorescenéného mikroskopu a CLSM.
V bunkach koreilov a listov transgénnych rastlin bol pozorovany ¢erveny fluorescencny
signal zodpovedajuci jadrovo-lokalizovanému chimémemu proteinu mCherry-Cas9.

Vyselektované transgénne rastliny boli podrobené analyze hladiny transkriptov MMK?2
80



a MMK3 prostrednictvom RT-qPCR. Na zaklade ziskanych predbeznych vysledkov
nebolo mozné vyhodnotit' ispeSnost cielenej mutagenézy. Avsak, v buducnosti bude
mozné vyuzit pripravené transgénne linie lucerny na d’alSie molekularne, fenotypove,
biochemické alebo proteomické analyzy s cielom potvrdit a vyhodnotit' UspeSnost

multiplexnej editacie zameranej na mutagenézu génov MMK2 a MMK3.
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