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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

1) Priprava literarni reSerSe na téma role mitogenem aktivovanych proteinkinas
(MAPK) v imunité spousténé molekularnimi vzory (PAMP) u jednodé€loznych a
dvoudéloznych rostlin.

Experimentalni ¢ast:

1) Molekularné geneticka charakterizace HvMPKG6 knock-out transgennich linii jeCmene

ptipravenych pomoci CRISPR/Cas9 technologie.

2) Kvantifikace exprese gent spojenych s patogenezi u kontrolnich a HvMPK3 knock-

out transgennich linii jeCmene po oSetfeni bakterialnim elicitorem flg22.



1 UVOD

Béhem svého zivota jsou rostliny nuceny koexistovat s obrovskym a rozmanitym
svétem mikroorganismt, kde nékteré z nich poskozuji jejich zdravi. Proto jejich preziti
zavisi na jejich schopnosti rozpoznat a reagovat na patogeny. Tento ukol komplikuje
nepohyblivy Zivotni styl. Rostliny vSak ziskaly fadu funkci, které se vyvinuly béhem
evoluce. Jednou z téchto funkci je slozity a rozmanity imunitni systém, ktery umoziuje
vCas rozpoznat patogena a aktivovat ochranny systém. Tento systém se sklada ze
specialnich mechanismu pro pfizpisobeni se ménicim podminkam prostfedi a odolnosti
vici vnéj§im stresovym faktoram.

Imunita rostlin to je uplna nebo Caste¢na odolnost jedince vici infekEnim Casticim a
cizim latkam, které zpusobuji poSkozeni rostlinnych bun€k a pletiv. Rostliny jsou v
piirod€ imunni vici vétsin€ potencialnich patogennich mikroorganismt (odolnost vuci
chorobam, které nejsou kompatibilni s prislusnym rostlinnym druhem) a maji schopnost
snizit zavaznost onemocnéni, pokud jsou kompatibilni s patogenem. Studie ukazaly, ze
ochrana rostlinného organismu pied ucinky patogenu je determinovana fungovanim
viceuroviiového imunitniho systému, ktery se sklada z riznych struktur a mechanismt
specifické a nespecifické imunity. Rozpoznani konzervativnich s patogeny
asociovanych molekularnich vzort (pathogen-associated molecular patterns, PAMP)
prostfednictvim membranovych rostlinnych receptort, a také molekul vznikajicich pfi
poskozeni bunétné stény hostitele pomoci hydrolytickych enzymia patogenu, urcuje
nespecifickou imunitu rostliny. Zatimco efektorové molekuly patogenu jsou
rozpoznavany intracelularnimi receptory rostliny, coz vyvolava specifickou imunitu,
ktera vede k vyvoji hypersenzitivni reakci, systémové rezistenci a rostlinné imunitni
paméti. Faktory virulence a strategie napadeni patogent na jedné strané a mechanismy
imunitniho systému rostliny na strané¢ druhé jsou vysledkem neustalého vyvoje, ktery se
podoba ,,zavodim ve zbrojeni* mezi protilehlymi stranami.

Ne vSechny vazby a useky cesty, které urCuji utvareni imunity rostlin, jsou vsak
podrobné studovany. Proto bylo provedeno mnoho studii zaméfenych na podrobngjsi
vyzkum téchto otdzek. Pochopeni podstaty vztahu mezi rostlinami a mikroorganismy z
pohledu interakce riznych Grovni imunity rostlin miize byt praktické, protoze umoziiuje
vyvinout nové imunologické pfistupy k preventivnim opatfenim v boji proti chorobam
rostlin.

Jednim z nastroju pro vylepSeni rostlinné imunity rostlin je editace genomu. Ke



zménam v genomech Zivych organismu dochazi neustale a urCuje prubeh jejich evoluce.
Clovék do téchto procest zalal zasahovat pied tisici lety, vybiral usp&$ng péstované
rostliny a choval domaci zvifata. Genetické inzenyrstvi, které vzniklo pied vice nez
pulstoletim, umoznilo vytvofit transgenni organismy, tj. pfenaset geny mezi genomy
nebo je manipulovat v rdmci jednoho genomu. Pfed vice nez 30 lety bylo navrzeno
pouziti molekularnich (DNA) markert ve §lechténi a dnes jsou DNA markery §iroce
roz§ifenym pomocnym nastrojem pii selekci rostlin na mono- nebo oligogenni znaky.

V souvislosti se studiem imunity rostlin mize cilena editace genomu poskytnout
vhodny nastroj pro upravy gent zapojenych v imunitni odpoveédi. To mize ve vysledku
vést k modifikovanym rostlinam, které mohou mit zlepSenou odolnost vii¢i patogentim,

chorobam nebo nepiiznivym podminkdm prostiedi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunita spousténa vzorci (PTI) a imunita spousténa efektory (ETI) rostlin

2.1.1 Uvod

Vyvoj studii vztahll mezi rostlinami a patogeny zacal tim, Ze v polovin€ 20. stoleti byl
navrzen koncept interakce ,,gen proti genu®, podle kterého jsou vztahy v tomto systému
geneticky urCovany (Flor, 1947). Princip rozpoznavani vzort (Pattern Recognition
Principle) byl definovan pozd¢ji; uvadi, ze mnohobunétné organismy maji schopnost
rozpoznavat konzervativni molekularni vzory, které jsou pfitomny ve specifickych
typech mikroorganisma (Janeway a Medzhitov, 2002). Toto rozpoznani je zajist€no
pomoci receptord lokalizovanych na plazmatické membrané, které rozpoznavaji
,,c1zi*“ molekularni struktury, které jsou pfitomny v patogenech, ale v hostitelské rostling
chybi (Kamoun, 2001; Thordal-Christensen, 2003; Boller a Felix, 2009). Molekuly
rozpoznavané témito receptory jsou rozd€leny do n€kolika typu. Patii sem: s patogeny
asociované molekuldarni vzory (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) a s
mikroby asociované molekularni vzory (mikrobe-associated molecular patterns,
MAMP). (Boller a Felix, 2009; Monaghan a Zipfel, 2012). Krom¢ toho existuji
s poskozenim asociované molekularni vzory (damage-associated molecular patterns,
DAMP), coz jsou molekuly (Casti bunécné stény nebo fragmenty kutikuly) uvolnéné

hostitelskou rostlinou po napadeni (Dodds a Rathjen, 2010).

2.1.2 S patogeny asociované molekulirni vzory (PAMP), s mikroby asociované
molekuliarni vzory (MAMP) a jejich ucast na rostlinné imunité

PAMP a MAMP jsou konzervativni struktury jedinecné pro kazdou tfidu
mikroorganismt. Napiiklad pro bakterie je to flagellin a pro houby fragmenty chitinu
(Dow et al., 2000; Naito et al., 2008; Hayafune ef al., 2014).

Rozdil mezi PAMP a MAMP je v tom, ze PAMP oznacuje molekularni vzory
patfici k potencialn€ patogennim mikroorganismim. Ale protoze tyto molekularni vzory
jsou také ptitomny v neutralnich organismech, byl tento koncept rozsifen na MAMP (s
mikroby asociované molekularni vzory) (Staal a Dixelius, 2007). Vysledkem
,fozpoznani té€chto vzoru je aktivace fady ochrannych reakci nespecifické imunity
rostlin (imunita spousténa vzorci, PTT). Jako naptiklad tvorba reaktivnich forem kysliku
(ROS) a dusiku (NO), syntéza fytoalexinu, lignifikace buné¢nych stén, ukladani kalozy
a dalsi (Huitema ef al., 2003; Liu a Zhang, 2004; Ren et al., 2008a; Wang et al., 2013).



Vyvoj patogent zaméfeny na piekonani PTI vedl ke vzniku latek zvanych efektory.
Jsou to produkty avirulen¢nich (Avr gent). Kromé samotnych efektord vyvinuli
patogeni také rizné systémy pro jejich transport pfimo do rostlinné bunky (Grant et al.,
2006). Prostiednictvim téchto systému jsou efektory dodavany do cytoplazmy bez
detekce senzord, receptord umisténych na povrchu bunék, které zodpovidaji za PTI
reakci (Grant ef al., 2006). Postupem Casu rostliny vyvinuly prostiedky pro ovladani
efektortl, jmenovité rezistentni geny, R geny, z nichz vétSina koduje intracelularni nebo
cytoplazmatické receptory typu NB-LRR (Mindrinos ef al, 1994; Whitham, 1995).
Rozpoznavaji proteinovy efektor, coz vede k aktivaci druhé urovné imunity - specifické
(imunita spousténa efektory, ETI). ETI implementuje interakci gen proti genu; to
znamena, ze pro kazdy specificky proteinovy efektor existuje jemu odpovidajici
komplementarni NB-LRR receptor. Tyto interakce byly shrnuty jako ,,zigzag™ model
(Jones a Dangl, 2006). Tento model dopliuje klasickou teorii ,genu proti genu“ a
zdliraziuje neustalé evolu¢ni prizplisobeni hostitelské rostliny a patogenniho
mikroorganismu b&hem jejich vztahu (obr. 1).

Dlouho se vétilo, ze PTI a ETI jsou dva samostatné typy imunity, které se lisi v
zavislosti na rozpoznané molekule patogenu (Jones a Dangl, 2006). Nedavno se vSak
objevily studie, které ukazuji, ze PTI a ETI maji do zna¢né miry piekryvajici se signalni

drahy a odpoveédi (Qi efal, 2011; Thomma efal, 2011, Hatsugai efal, 2017). A
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Obr. 1 Klasické a moderni pfedstavy o interakcich mezi rostlinami a mikroby (Robatzek a Saijo,
2008). (a) Model gen proti genu navrzeny Florem v roce 1946 je ilustrovan pomoci interakei
Pseudomonas syringae AvrPtoB a Pto rajce. (b) Model , Zigzag®, ktery navrhli Jonathan Jones a
Jeffrey Dungle v roce 2006. Senzibilizace PAMP receptoru rozpoznavajiciho vzor aktivuje PTL
Patogen pak vyluCuje efektory, které inhibuji PAMP a tim PTI. Dale rostlina aktivuje ETI
prostfednictvim syntézy R genu Fen.



signaly, které pochazeji z virl, bakterii, hub nebo oomycet, zpocatku vyvolavaji
obecnou obrannou odpoved.

To znamena, ze PTI a ETI jsou integralni irovné imunity, které jsou stejné dulezité
pro vnimani a reakci na signaly nebezpeci. Vysledkem takové aktivace imunity, a to jak
na urovni PTI, tak na urovni ETI, maZe byt vyvoj systémové rezistence, ktera poskytuje
dlouhodobou ochranu celé rostliny pred Sirokym souborem patogenti (Durrant a Dong,
2004). Rostliny také mohou tvofit mechanismy tvorby imunitni paméti (trans-
generational immune memory), tj. uCinek stresu na generaci rodi¢i muze vést k adaptaci

na stejny stresovy faktor u jejich potomku (Slaughter ez al., 2012; Fu a Dong, 2013).

2.1.3 Priklady imunitnich receptoru, vzoru a efektoru patogenu

2.1.3.1 Uvod

Na zacatku interakce s rostlinou musi mikroorganismus piekonat faktory konstitutivni
rezistence rostlin, jaké jsou voskova vrstva, tvrda bunécna sténa a ochranné slouceniny,
veetné lipidd, antimikrobialnich enzymu a sekundarnich metabolitt, jako je sulforaphan
(4-methylsulfinylbutyl isothiocyanat) v Arabidopsis thaliana (Agrios, 1997, Fan et al.,
2011). Dalsi ochrannou bariérou proti patogenu je nespecificky rostlinny imunitni
systém PTI, k ptrekonani kterého musi patogen bud’ zabranit rozeznani rostlinou nebo
potlacit aktivaci ochrannych reakci hostitele. PTI mize mit za nasledek precitlivélosti
reakci (hypersensitivity reaction, HR), coz predstavuje lokalizovanou buné¢nou smrt,
coz v kone¢ném dusledku omezuje invazi patogenu (Naito et al., 2007).

MAMP jsou rozpoznavany receptory pro rozpoznavani specialnich vzoru (pattern
recognition receptor, PRR) na bunécném povrchu (Nicaise ef al., 2009). K piekonani
imunity vyvolané MAMP/PAMP a néasledné infekci, pouzivaji patogeny dva pristupy:
za prvé unik detekci, tzv. ,,maskovani“, a za druhé mize naruseni pochodu v hostiteli
(He etral, 2006). Krom¢ toho za ucelem podpory virulence produkuji patogeny
efektorové molekuly, které snizuji nebo inhibuji G€inky odpoveédi na MAMP, coz ¢ini
napiiklad houba Magnaporthe oryzae, ktera prekondvd prvni linii obrany rostlin
vylu€ovanim efektorového proteinu Slpl (sekretovany protein LysM1) pfi infekei ryze
(Mueller ef al., 2013; Mentlak et al., 2012). Rozpoznani efektoru se provadi produkty
specifickych genud rezistence (R), coz vede k ETI, ktera je obvykle doprovazena HR
(Jones et al., 2006; Cui et al., 2015).

2.1.3.2 Druhy a struktury receptoru



PRR, které specificky rozpoznavaji MAMP, zahrnuji kinasy podobné receptorim
(RLKs), proteiny podobné receptorim (RLP) a PRR s LysM doménami (LysM) (Gust
etal, 2012; Dangl efal, 2013). Rostlinné genomy obsahuji obrovské mnozstvi
kédovanych PRR, jmenovit€ priblizné 410 RLK a 170 RLP v Arabidopsis a 640 RLK a
90 RLP v ryzi (Shiu et al., 2004; Fritz-Laylin et al., 2005).

Prvni nejvétsi skupina je RLK, coz jsou transmembranoveé receptory, které jsou
lokalizovany v plazmatické membrane a skladaji se z domény vézajici ligand,
transmembranové domény a intracelularni serin/threonin kinasové domény.
Charakteristickym rysem RLK je ptitomnost N-terminalni domény s repetici bohatou na
leucin (LRR), ktera se podili rozpoznani MAMP (Fritz-Laylin ef al., 2005; Couch et al.,
2006; Dodds a Rathjen, 2010).

Druhou nejvétsi skupinou po RLK jsou receptory RLP. Obsahuji pouze
extracelularni a membranové domény (Wang efal, 2008). Protoze postradaji
intracelularni aktivacni doménu, potiebuji k pfenosu signalu interakci s molekulami
adaptéru. V dusledku této interakce se ligand vaze na receptor. To prispiva ke zméné
konformace molekuly receptoru, coz ji zase umoziiuje prenaset pfijimany signal dale.
Protoze molekuly receptorovych kinaz jsou docela mobilni, mohou rychle a snadno
vytvaret dimerni komplexy. V dusledku konvergence obou receptori se aktivuji
kinazova centra a molekuly receptord se zaCnou navzajem fosforylovat podle zbytku
serinu a threoninu v oblasti tohoto centra. V dusledku této fosforylace se vytvori
platforma, kterd je zakladem pro interakci s nasledujicimi slozkami signalniho fetézce
(Kruijt et al., 2005).

U LysM PRR je transmembranovd oblast pfedstavovana a-helixem.
Cytoplazmatickd doména, kterd je umisténa na C-konci, obsahuje kinasovy fragment, ve
kterém k autofosforylaci zbytkd serinu a threoninu dochazi pifi tvorbé dimerniho
komplexu v dusledku aktivace receptoru ligandem (Miya et al., 2007).

V soucasné dob¢ je znamo velké mnozstvi patogennich molekuldrnich struktur a
jim odpovidajicich receptord, ale pouze nékolik z nich bylo studovano podrobnéji nez
ostatni. Jedna se o flagellin a konkrétn€ jeho peptid flg22, EF-Tu (elonga¢ni faktor Tu)
a oligosacharidy z bun&nych stén hub, zejména chitin (Felix ef al., 1999; Miya et al.,
2007, Takai efal, 2008). Rozpoznani téchto latek rostlinami je dosazeno pomoci
specifickych PRR, FLS2 pro flagellin, EFR pro EF-Tu a né€kolika receptort pro chitin.
Jiné MAMP a receptory jsou méné studovany a ne vzdy je znam MAMP a soucasne

ptislusny receptor. Mezi MAMP u nichz neni znamy receptor patii napiiklad



lipopolysacharidy (LPS) a protein studen¢ho Soku (CSP22) (Felix a Boller, 2003; Erbs a
Newman, 2012). Mezi receptory s neznamymi MAMPs patii XA21 a XA3/XA26, které
poskytuji odolnost vici bakterie Xanthomonas oryzae (Song et al., 1995; Sun et al,

2004; Bahar et al., 2014).

2.1.4 Detekce flagelinu rostlinou a reakce na néj
Flagelin je hlavnim strukturnim proteinem biCiku bakterii. A flg22 je jeho soucasti.
Jedna se o peptid z 22 aminokyselinovych zbytklu, ktery se nachazi v
nejkonzervativngjsi ¢asti N-oblasti flagelinu (Felix et al., 1999; Chinchilla et al., 2006).
Tento peptid je dostateCny k vyvolani imunitni odpovedi rostlin a zaCina pusobit jako
silny elicitor uz pfi subnanomolarnich koncentracich (Felix ef al., 1999). U Arabidopsis
flg22 zplsobuje tvorbu kaldzy, akumulaci ochranného proteinu PRI, rychly nartst
cytosolické hladiny Ca®’, produkci extracelularniho ROS a silnou inhibici rdstu
semenackt (Gomez-Gomez ef al., 1999; Seybold et al., 2014; Keinath et al., 2015).

FLS2 (FLAGELLIN-SENSITIVE 2) byl identifikovan studiem genomu
Arabidopsis thaliana a koduje LRR receptorovou kindsu (LRR-RK) (Gomez-Gomez a
Boller, 2000). FLS2 je umistén na plazmatické membrane (Zipfel efal., 2006).
Experimenty s pouzitim heterologni exprese receptoru FLS2 z 4. thaliana v buikéach
rajCete prokazaly, ze FLS2 nese vazebné misto pro flg22, a je tedy receptorem pro jeho
vnimani (Chinchilla et al., 2006).
Orthology FLS2 jsou pfitomny v genomech vSech vyssich rostlin, které byly dosud
analyzovany. Pfimy dukaz funk¢nosti receptoru FLS2 byl ziskan pro jeho orthology u
rajCat, tabaku, Nicotiana benthamiana a ryze (Hann ef al., 2007, Heese et al., 2007,
Robatzek er al., 2007; Takai ef al, 2008). Ryze vniméa nekteré bicikové monomery
bakterie Pseudomonas avenae dal§imi zpUsoby, zalozenymi na posttranslacnich
modifikacich zavislych na kmeni (Che ef al., 2000).

Pti interakci s bakteriemi je kinasova doména receptoru FLS2 rychle fosforylovana
v disledku rozpoznani flg22 beze zmény konformace, a poté se fosforylovany FLS2
okamzit€¢ vaze na kinasovy receptor BAK1 (brassinosteroidni insenzitivni 1 (BRII)
kinasa) (Chinchilla ez al., 2007; Sun et al., 2007). BAK1 (SERK3) je receptorova LRR
kinasa 4. thaliana (Heese ef al., 2007). Patti do rodiny proteinovych kinas LRR 11, ktera
ma 14 Clend (Shiu a Bleecker, 2003). BAK1 a jeho homology funguji jako coreceptory
v prenosu MAMP signald a jsou dulezité¢ pro imunitu rostlin (Heese ef al, 2007).

Dulezitou funkci BAK1 potvrzuje skuteCnost, ze tato kinasa Casto slouzi jako cil pro



efektory urCitych patogenut, napiiklad AvrPto a AvrPtoB (Shan et al, 2008). Kdyz je
BAK1 inhibovan témito efektory, je inhibovana PTI. V nestimulovanych bunkéach
mohou byt FLS2 a BAKI1 lokalizovany spolecn€, ale netvoii pevny komplex. Po
oSetfeni flg22 se vSak tento komplex vytvofi mén€ nez za 2 minuty (Chinchilla ez al.,
2007). Souc¢asn¢ FLLS2 méni konformaci, coz ji umoziuje kontaktovat BAK1. Interakce
ektodomén FLS2 a BAKI také vede ke kontaktu intracelularnich kinasovych domén,
coz umoznuje iniciovat transdukci intracelularniho signalu v dusledku
transfosforylacnich udalosti. Vysledkem je komplex FLS2/BAKI1. Tato interakce je
funkené dulezita, protoze rostliny Arabidopsis thaliana nesouci bakl mutaci vykazuji
vyrazn¢ snizené odpovedi na flg22 a elf18 (Chinchilla ez al., 2007).

Tento komplex pak interaguje s BIK1 kinasou (botrytis-indukované kinasa 1) (Lu
etal., 2010). BAK1 pifimo fosforyluje BIK1 na zbytcich tyrosinu a serinu/threoninu,
coz vede k jeho konforma¢nim zménam, a nakonec se fosforylovany BIK1 uvolni pro
aktivaci naslednych signala (Lin ez al., 2014).

Existuje také dalsi MAMP odvozeny od flagelinu, jmenovite flgll-28. Tento peptid
neni detekovan FLS2 (Clarke er al., 2013). Misto toho je vniman PRR receptorem
FLS3. Vyskytuje se pouze u lilkovitych, mezi které patii rajcata a brambory. FLS3
rozpoznava peptid flgll-28, ktery u brambor vyvolava silnéjsi reakci nez flg22. (Hind
et al., 2016; Moroz a Tanaka, 2020).

2.1.5 Detekce chitinu rostlinou a reakce na néj

Dalsim dualezitym PAMP je chitin. Tento polysacharid je hlavni slozkou bunécné stény
hub a je také piitomen v exoskeletech korysi a hmyzu (Lee et al., 2008; Muzzarelli,
2013).

Po aktivaci PRR chitinem, dochazi ke zmé€nam v biosyntéze hormoni a stény
rostlinnych bunék jsou posileny kalozou (Macho er al., 2014). U A. thaliana je chitin
rozpoznan receptorem LysM-RLK CERKI1/RLK1/LYK1 prostfednictvim tfech
extracelularnich LysM domén, které se pfimo vazou na oligomery chitinu (Miya et al.,
2007, Liu etal., 2012). Na rozdil od flg22 neni rozpoznani chitinu a signalizace
prostiednictvim receptoru CERK1 spojena s SERK3/BAKI1 (Shan efal, 2008,
Kemmerling ef al., 2011).

Mnoho studii A. thaliana povazovalo za hlavni rozpoznavaci receptor chitinu
CERK1 (CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE 1), ktery zprostredkovava

signalizaci indukovanou chitinem prostfednictvim homodimerizace a fosforylace (Miya



et al, 2007, Liu et al., 2012). Vazebna afinita chitinu k (At)CERK1 je vSak pomérne
nizka, a proto byla provedena studie, kterd prozkoumala (At)LYKS. Ten ma vyssi
afinitu k chitinu nez AtCERKI, v duasledku ¢ehoz je (At)LYKS povazovan za hlavni
chitinovy receptor A. thaliana (Cao et al., 2014). Kromé toho je LYKS (a v mensi mife
jeho nejblizsi homolog LYK4) geneticky nezbytny pro citlivost na chitin a tvofi
komplex zavisly na chitinu s CERK1 (Wan et al., 2012; Cao et al., 2014).

Ryze obsahuje krome¢ samotného CERKI1 receptoru také protein obsahujici LysM
doménu oznaCovany jako protein vazajici chitinovy-elicitor (CEBIiP). Jako doplnek k
CERKI1 je nezbytny pro vnimani a pfenos chitinového signalu (Shimizu ez al., 2010).
Obdobn¢ aktivovanda CERKI1 fosforyluje RLCK PBL27 protein, ktery pak piimo
aktivuje MAPK kaskady asociované s imunitou, respektive MAPKKKS. (Yamada
etal., 2016).

2.1.6 K¥rizova signalizace mezi FLS2-BAK1 a LYKS-CERK1

Po dlouhou dobu se vétilo, ze signaly flg22 a chitinu byly vnimany a pfenaSeny dvéma
komplexy FLS2-BAK1 a LYKS5-CERKI, které vzajemn¢ neinteraguji. V nedavné studii
vSak bylo zji§téno, ze u A. thaliana dochazi ke kiizové signalizaci mezi témito
komplexy, ktera spousti lokalni a kratkodoby kiizovy imunitni priming (Gong ef al.,

2019).

2.1.7 Aktivace MAPK spu$téna pomoci PAMP/MAMP

Jednim z bunéCnych procesu po prijeti signalu detekce flg22 a chitinu je aktivace
MAPK (mitogenem aktivovana proteinova kinasa). U A. thaliana jsou flg22 a chitinem
aktivovany MPK3, MPK6, MPK4 a MPK11, pfi¢emz aktivace je silna, ale kratkodoba.
(Asai et al., 2002; Suarez-Rodriguez ef al., 2007; Bethke ef al., 2012). MAPK kaskady
pak ptimo aktivuje uvolnény BIK1 (Ren ef al., 2008b).

Tyto kaskady jsou nezbytné pro nespecifickou imunitu rostlin (Tena ef al., 2011).
Prenaseji signaly z membranovych receptord do jadra a cytoplazmy, ¢imz aktivuji
obranné reakce. Typicky MAPK modul se sklada ze tfi typt proteinovych kinas: MAPK
kinasa kindsa (MAPKKK) fosforyluje a aktivuje MAPK kinasu (MAPKK), ktera zase
fosforyluje a aktivuje MAPK (Pedley a Martin 2005; Colcombet a Hirt 2008).

U Arabidopsis thaliana existuji alespon dvé MAP kinasové drahy, které jsou
aktivovany MAMP. Jedna signalni kaskada zahrnuje MEKKI1, dale pak ve sméru
prenosu signdlu MKK1/MKK2 a dale MPK4 (Ichimura ef al., 2002; Ichimura ef al.,



2006; Suarez-Rodriguez et al., 2007, Gao et al, 2008; Qi ef al., 2008). V neaktivni
forme¢ existuje MPK4 v buiice jako jaderny komplex s transkriptnim faktorem
WRKY33 (Andreasson ef al,, 2005). Substratem tohoto komplexu je 1 MAP kinasa
(MKS1). Senzibilizace FIg22 vede k aktivaci MPK4, ktera fosforyluje substratovy
protein MKSI1, coz vede k disociaci komplexu MKS1-WRKY33 od MPK4 (Qiu et al.,
2008). Cela udalost nasledn¢ vede k translokaci WRKY33 do jadra, kde se WRKY33
vaze se na promotor PAD3 a zvySuje jeho expresi. PAD3 koduje enzym cytochrom
p450 nezbytny pro biosyntézu camalexinu, jednoduchého indolového alkaloidu, ktery
poméh4 imunité rostliny (Qiu efal, 2008). Transkripéni represor ASR3 byl také
identifikovan jako substrat MPK4, ktery moduluje transkripci obrannych gent (Li et al.,
2015).

Druha signalni kaskada zahrnuje MAPKKKS, dale pak ve sméru pfenosu signalu
MAPK kinasy MKK4/MKKS5 a dale MPK3/MPKG6, (Asai ef al., 2002; Bi et al., 2018;
Sun efal, 2018). Na rozdil od MPK4, MPK6 piimo fosforyluje WRKY33, ktery
stimuluje aktivitu exprese PAD3 (Mao et al., 2011). MAPKKKS také reguluje aktivaci
MAPK indukovanou chitinem (Yamada efral, 2016). MPK3 vreakci na flg22
fosforyluje a aktivuje transkripéni faktor VIP1, ktery po aktivaci translokuje z
cytoplazmy do jadra. Pokud se VIP1 vaze na promotory genu 7rxh8 a MYB44, coz vede
to k zvysené expresi téchto obrannych gent (Pitzschke et al., 2009).

Aktivace MAPK kaskady vede k mnoha obrannym reakcim. Patfi sem napt. syntéza
a/nebo signalizace hormoni modulujicich imunitu jako jsou ethylen a kyselina
jasmonova (JA) (Takahashi efal, 2007, Han etal., 2010). Aktivace A. thaliana
MPK3/MPK6 vede k transkripéni aktivaci mnoho gend souvisejicich s obranou
odpovedi (Su et al,, 2011). Krome& toho MAPK reagujici na PAMP stimuluji produkci
ROS a reguluji uzavirani stomat, pfi napadeni hostitele patogeny (Pitzschke a Hirt,

2009).

2.2 Mistné specifické nukleazy a cilené editace genomu
2.2.1 Uvod
V poslednich letech byly k tradi¢nim selekénim metodam pifidany nové, umoziujici
ptimou editaci genomu (Miller ef al., 2011; Xie a Yang, 2013).

Pres existenci mnoha technik pro fizenou zménu komplexnich eukaryotickych
genomu se vSak v souCasné dobé v praxi pouziva jen nékolik technologii. T€mi jsou

mistn¢ specifickd rekombinace a mistn¢ specifickd oprava indukovand nukledzou
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(O'Gorman et al., 1991). Posledni je rozdélena do né€kolika podskupin v zéavislosti na
pouzitych nukledzach. Jedna se o syntetické nukleazy s doménami se zinkovymi prsty
(zinc finger nuclease, ZFN), efektorové nukleazy podobné transkripénim aktivatorim
(transcription activator-like effector nuclease, TALEN) a segmenty nahromadénych
pravideln¢ rozmisténych kratkych palindromickych repetic (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated nuclease 9, CRISPR/Cas9),
komplexu Cas9 nukleazy a vodici RNA (gRNA) (Wolfe eral, 2000; Boch 2011,
Carroll, 2011; Xie a Yang, 2013).

V soucasné dob¢ jsou nejefektivnéjsi piistupy zalozené na pouziti syntetickych
mistné specifickych nukledz, jmenovit¢ ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9 (Nemudriy

et al., 2014). Z toho nejvice vyuzivanym je posledni typ nukleaz.

2.2.2 Editace genomu pomoci nukleaz s doménami se zinkovymi prsty (ZFN)
Kolem poloviny osmdesatych let byly identifikovany malé domény stabilizované
jednim nebo vice zinkovymi ionty a byly identifikovany jako ,zinkové prsty”. Tyto
domény jsou schopné ucinné a sekventné specificky vazdt DNA, RNA, proteiny a
lipidy (Kim ef al., 1996). V ptipadé¢ DNA jeden ,.zinkovy prst™ specificky vaze triplet
nukleotidi. Pokud se 3—6 ,,zinkovych prsti“ se znamou specificitou tandemove spoji do
jednoho proteinu, lze dosahnout dostatecné presného rozpoznani sekvence DNA o
rozsahu 9-18 nukleotidi. Pokud soucasné pfidame néjaky druh endonukledzy k
,zinkovym prstim® (nejCastéji s pouzitim dimeru Fokl), pak lze vysledny komplex
zacilit na specifické misto v genomu. Pro ziskani dvouvldknového zlomu je nutné
vytvorit dva takové enzymy s monomery Fokl, které rozpoznavaji blizké useky na
protilehlych fetézcich DNA odd€lené mezernikem, ve kterém dojde ke zlomu (Obr. 2)
(Kim a Pabo, 1998; Liu et al., 1997).

Od pocatku roku 2000 az dosud byly systémy zaloZzené na zinkovych prstech
uspésné pouzivany v celé tadeé praktickych modifikaci genomt plodin, napfiklad ke
zvySeni odolnosti vici herbicidim (Townsend eral, 2009). Mezi vyhody tohoto
zpusobu patfi univerzalnost a konzervativnost mechanismu, pomoci které¢ho se vaze
DNA vazebna doména na DNA. Nevyhody zahrnuji pomérn€¢ vysokou slozitost
sestaveni syntetické DNA vazebné domény, potiebu vytvofit dvé DNA vazebné
domény s enzymem, kazdou na jeden z fetézcii DNA a nedostatecna specifi¢nost tohoto
typu systému (Pattanayak ef al., 2011). Z téchto divodi se od aplikace této techniky

postupn€ opousti.
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Obr. 2 Zinkov¢é prsty s nukleazou (ZFN), efektorové nukleazy podobné transkripénim
aktivatorim (TALEN) a segmenty nahromadénych pravideln¢ rozmisténych kratkych
palindromickych repetic (CRISPR-Cas). Tyto syntetické nukleazy mohou manipulovat genomy
| s vysokou presnosti a uinnosti vytvoienim dvouretézcovych zlomu (DSB) v- cilovych oblastech
genomu. DSB je opraven nehomolognim spojovanim volnych koncii nebo homologni
rekombinaci, pokud jsou poskytnuty donorové sekvence DNA (Yin ef al., 2014).

2.2.3 Editace genomu pomoci efektorovych nukleaz podobnych transkripénim
aktivatoram (TALEN)

Historie vyvoje systému TALEN je spojena se studiem bakterii rodu Xanthomonas,
predevsim X. oryzae (Yang et al., 2006). Divodem pro studium této skupiny bakterii
byl jejich patogenni UCinek na péstované rostliny jako jsou rajCata, paprika, ryze a
n€kolik dal§ich. Bylo prokazano, ze Xanthomonas vyluCuje regula¢ni proteiny
(efektorové transkripéni aktivatory, TALE) v cytoplazmé rostlinnych bunék, které
zvySuji citlivost buiiky na patogena (Christian ez al., 2010; Miller et al., 2011). Pti
dalsim studiu mechanismi puasobeni téchto proteind bylo zjisténo, ze jsou schopny
vazat se na DNA a aktivovat expresi urCitych genu, respektive, Ze jsou podobné
transkripénim faktoram hostitelské bunky (Obr. 2) (Boch eral, 2009; Moscou a
Bogdanove, 2009).



Princip pouziti systému TALEN je podobny jako u metody vyuzivajici syntetickych
zinkovych prstd. DNA vazebna doména TALE se sklada z jednotlivych subdomén,
pricemz kazda specificky rozpoznava jeden nukleotid. Syntetické DNA vazebné
domény obsahuji obvykle 12-20 tandemove uspotadanych subdomén, které¢ dohromady
rozpoznavaji 12-20 nukleotidi. Jako nukleaza se pouziva dimer Fokl. Pro ziskani
dvoutetézcového zlomu v DNA je nutné vytvofit dvé DNA vazebné domény s Fokl
monomery a vazebnymi misty na protilehlych DNA fetézcich. Mezernik mezi dvéma
vazebnymi misty ma velikosti 20 para bazi. Vyhodou této metody je jeji univerzalnost,
tedy moznost vytvorit DNA vazebné domény prakticky pro libovolnou DNA sekvenci.
Hlavni nevyhodou je slozitost a Casova naroCnost piipravy rekombinantni DNA
koédujici DNA vazebné domény a také nutnost pripravit dvé DNA vazebné domény
s Fokl monomerem.

Tato metoda byla uspésné pouzita k modifikaci genomu A. thaliana a také plodin
jako jsou ryze, kukufice a pSenice (Li et al., 2012; Christian ef al., 2013; Wang et al.,
2014; Char et al., 2015).

2.2.4 Editace genomu pomoci segmenti nahromadénych pravidelné rozmisténych
kratkych palindromickych repetic (CRISPR/Cas9)
Tretim typem upravy genomu je RNA-fizena editace genomu (RGE) pomoci systému
CRISPR-Cas9. Az do roku 2013 byly v oblasti upravy genomu rostlin dominantni
syst¢émy ZFN a TALEN. Od roku 2013, kdy byly zvefejnény prvni vysledky jejiho
uspésného vyuziti u modelovych i péstovanych rostlinnych druhd, pak prevazuji
aplikace metody CRISPR/Cas9 (Feng eral, 2013 Li etal, 2013). Jedna se o
jednoduchy a vysoce u€inny nastroj pro editaci genomu v mnoha organismech (Jinek
etal, 2012; Cong et al., 2013; Mali ef al,, 2013). Existence této technologie vedla k
prudkému narastu poctu praci, které uvade€ji uspéSnou upravu rostlinného genomu,
véetné Tfizené modifikace ekonomicky cennych genti plodin (kukufice, pSenice,
jeCmene, brambor, raj¢at, ryze) (Zhu ef al., 2016). Tyto prace demonstruji moznost
ziskani rostlin pomoci systému CRISPR / Cas9 se specifickymi mutacemi, které jsou
stabiln€ prenaSeny do dalSich generaci (Xu ef al., 2015; Zhu ef al., 2016).

ZaCatkem roku 2014 byla publikovana prace zamérena na kliCové otazky
souvisejici s pouzivanim systému CRISPR/Cas9 na rostlinach: stabilita editovanych
genomi, dédi¢nost zmén provedenych v genomu, frekvence nezadoucich modifikaci

mimo cilovy gen a zpusoby, jak zlepSit pfesnost modifikaci genl (Feng ef al., 2014).
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Modifikované rostliny, které nenesou pouzity transgenni konstrukt, jsou vyselektovany
v generaci T2. Pritomnost takovych rostlin v T2 je zpisobena skuteCnosti, ze vlozené
transgeny a modifikovany cilovy gen jsou umistény v raznych Castech genomu a jsou
nezavisle prenaSeny na potomstvo (Feng efal, 2014). To bylo potvrzeno editaci
genomu A. thaliana, raj€at a ryze (Brooks et al., 2014; Fauser et al., 2014; Zhang et al.,
2014). Pozd¢ji bylo mozné ziskat homozygotni mutace pifimo v prvni generaci
transformantt (Zhang et al., 2014; Zhou ef al., 2014). Kromé toho byla demonstrovana
moznost vlozeni kratkych, ale i relativné dlouhych fragmentd DNA pomoci systému
CRISPR/Cas9. (Zhou et al., 2014).

CRISPR/Cas9 se zasadné lisi z hlediska mechanismu cileni nukle4dz ve srovnani se
»zinkovymi prsty” a TALEN. Lisi se tim, ze nevyuziva proteinové domény, ale RNA
molekulu (guide RNA, gRNA) o délce asi 40 nukleotidt, ktera se sklada ze dvou casti:
vodici crRNA a adaptorové (transaktivacni) tracrRNA (Obr. 2). Jesté na konci 80. let
byly v genomu bakterii a archaea objeveny oblasti zvané CRISPR. Ukazalo se, ze se
jedna o zvlastni prvek ,imunitniho systému® bakterie, ktery ji chrani pfed cizorodou
DNA (napfiklad pfed pronikanim bakteriofagl), respektive jakysi ,,o¢kovaci
prukaz“ bakterie. Za ucasti specifickych nukleaz ukladaji bakterie do oblasti CRISPR,
mezi roztrouSené repetitivné elementy, specifické Casti genomu bakteriofagd (tzv.
protospacery o velikosti cca 20bp). Po napadeni fagem je archivovand DNA faga —
protospacer, piepsana do molekuly vodici ctrRNA, kterd na zakladé¢ komplementarity
k DNA infikujiciho faga v komplexu stracrRNA a specializovanou nukledzou Cas9
Stépi fagovou DNA (Barrangou et al, 2007; Horvath a Barrangou, 2010; Makarova
et al., 2006; Mojica et al., 2009).

Ukazalo se také, ze sekvence vodicich crRNA Ize ménit beze ztraty nukleazové
aktivity enzymu Cas9, coz ¢ini CRISPR/Cas9 technologii komplementérni prakticky s
jakoukoli ¢asti DNA (Gasiunas ef al., 2012; Swarts et al., 2012). Zasadni vyznam pro
technologii CRISPR/cas9 mélo dale zjisténi, ze crRNA je mozné beze ztraty aktivity
fuzovat stracrRNA do jedné RNA, tzv. guide RNA (gRNA) (Jinek efal, 2012).
Jedinou limitaci pfi designu gRNA, je pak nutnost zohlednit pfitomnost tzv. PAM
motivu (protospacer adjacent motiv, protospacer sousedici motiv o velikosti 2-6bp) v
DNA, ktery bezprostiedné piedchazi sekvenci protospaceru (Jinek ef al., 2012; Shan et
al., 2013; Swarts et al., 2012). Aplikace CRISPR/Cas9 sytému, obdobné jako ZFN a
TALEN, muze vést k vyskytu modifikaci v nezadoucich pozicich v genomu, které jsou

homologni s cilovym mistem (Hsu ef al, 2013; Mali et al., 2013). Jednou z moznosti
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zvySeni specificity je pouziti dvou gRNA fuzovanych s Fokl nukleazou (Guilinger
etal, 2014).

Systém CRISPR / Cas9 vsak v soucasné dob¢ vypada jako nejslibn&jsi nastroj pro
upravu genomu, protoze je univerzalni a jednoduchy na ptipravu pii relativné vysoké

specifi¢nosti pro cilové misto.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a metody
3.1.1 Chemikalie a pristroje

Izolace DNA z listt jeCmene

AppliChem: CTAB (Cetyltrimetylamoniumbromid), disifi¢itan sodny (Na,OsS;)
Eppendorf: pipety

Penta: isopropanol (C3HgO), ethanol (C;HsOH)

Retsch: kulickovy mlynek MM 200/400

Thermo Fisher Scientific: EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina)

Sigma-Aldrich: chlorid sodny (NaCl), chloroform-isoamyl alkohol (24/1), Corning®
1,2 ml zkumavky po 8 ve stripu, sarkosyl, sorbitol, §picky, Tris-base, RNAsa I

Purifikace PCR produktt

Gyrozen: centrifuga

Qiagen: QIAquick PCR Purification Kit (250), kit pro purifikaci PCR produktt
Eppendorf: pipety

ThermoFisher Scientific: NanoDrop™ Lite Spectrophotometer

Osetfeni bakterialnim elicitorem flg22
Discovery peptides: flg22

Biosan: tfepacka

Eppendorf: pipety

Volteraft: luxmetr

Izolace RNA z listd jeCmene

Eppendorf: pipety

Molecular Research Center: BCP (1-bromo-3-chloropropan)
Penta: isopropanol (C3HgO), ethanol (C;HsOH)

Retsch: kulickovy mlynek MM 200/400

Savo: Savo original

Sigma-Aldrich: TRI Reagent, Spicky
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Syntéza cDNA

Bio-rad: Thermal Cycler T100™

Eppendorf: pipety

Promega: Deoxynukleotidovy mix (dNTPs), DNasa I

(dNTPs), DNAsa I, M-MLV Reversni Transkriptasa, 5x reak¢éni pufr, RNasin ® Plus
RNase inhibitor, 100uM PAGE precisténé18 bp oligo dT primery

Sigma-Aldrich: $picky

ThermoFisher Scientificc EDTA, pufr pro Dnasu I, NanoDrop™ Lite

2

Spectrophotometer

Standardni a kvantitativni polymerazové fetézové reakce

Bioline: ImmoMix™ (komer¢ni smés pro PCR)

Bio-rad: Thermal Cycler T100™, My Cycler™ Thermal cycler (PCR cyklery)
Eppendorf: pipety

Sigma-Aldrich: Spicky, $picky s filtrem

Thermo Fisher Scientific: ABGene Absolute QPCR Rox Mix (komer¢ni qPCR
reak¢ni smés pro TagMan qPCR), Power SYBR ® Green PCR Master Mix (komer¢ni
gPCR reakéni smés pro qPCR), MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate
(amplifikaéni desticka pro gPCR), MicroAmp™ Optical Adhesive Film (opticka lepici
folie pro qPCR desticky), StepOnePlus™ Real-Time PCR Systém (qPCR cykler)
Penta: isopropanol (C3HgO), ethanol (C;HsOH)

V.B.C. Biotech: primery

Gelova elektroforéza

Advance DNA StainGenetics: Midori Green (barveni gelt)

Bio-Rad: PowerPac'™ Basic (zdroj stejnosmémého napéti), Gel Doc™ EZ Imager
(pristroj pro gelovou dokumentaci)

Eppendorf: pipety

Sigma-Aldrich: agar6za, kyselina octova (CH3COOH), Tris-base

Thermo Fisher Scientificc EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), 1 kb Gene

Ruler (hmotnostni standard), 6x loading dye (nanaseci roztok)

Klonovani PCR produktt v Escherischia coli

Eppendorf: pipety
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Sigma-Aldrich: LB Broth, LB Broth s agarem
Thermo Fisher Scientific: TA Cloning™ Kit, with pCR™2.1 Vector, Escherischia
coli Top10 chemicky kompetentni buiiky

3.1.2 Roztoky

1) 70% Ethanol
70 ml Ethanol
30 ml ddH,O

2) 75% Ethanol
75 ml Ethanol
25 ml ddH,0

3) 96% Ethanol
96 ml Ethanol
4 ml ddH,O

4) Lyza¢ni pufr, pH 7,5
0,2 M Tris-HCI (pH 7,5)
0,05 M EDTA (pH 8,0)
2 M NaCl

2% CTAB

5) Extrakéni pufr, pH 7,5
100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
5 mM EDTA (pH 8,0)
0,35 M Sorbitol

6) 5% Sarkosyl
95 ml ddH,O
5 ml Sarkosyl

7) Pufr pro izolace DNA (na jeden vzorek)
207,5 pl Lyzaéni pufr, pH 7.5

18



207,5 ul Extrakéni pufr, pH 7,5
82,5 ul 5% Sarkosyl

2,5 mg Disifi¢itan sodny

8) Premix s DNasou (na jeden vzorek)
2 pl pufr pro DNasu I

6 ul ddH,O

2 pl Dnasa

9) Premix s oligo(dT) primerem (na jeden vzorek)
3,5 ul ddH,O
1 pl oligo(dT) primer

10) Premix pro revezni transkripci (na jeden vzorek)
4,2 ul ddH,0

0,4 ul M-MLYV Reverzni transkriptasa

4 ul M-MLYV Reverse Transcriptase 5x reakéni pufr

0,4 ul ANTP (10mM)

0,4 ul inhibitor RNasin.

11) Pufr pro PCR (na jeden vzorek)
25 ul 2x ImmoMix
3,9 ul Forward primer

3,9 ul Reverse primer

17,2 pl ddH,0

12) Premix pro qPCR kvantifikaci exprese genu (na jeden vzorek)
2,5 wl premix primera (0,3 uM kazdy)
Sul Power SYBR®Green PCR Master Mix

13) Premix pro Multiplex TagMan qPCR analyzu poc¢tu kopii transgenu (na jeden
vzorek)

2,5 wl premix primert a sond (0,2 uM kazda, celkem 4 primery a 2 sondy)

Sul ABGene Absolute QPCR RoxMix
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14) 50x Tris-acetiatovy pufr (TAE)
24,22 g Tris

1,862 g EDTA

8,96 ml Kyselina octova

73,3 ml H,O

15) 1x Tris-acetatovy pufr (TAE)
20 ml 50x TAE
980 ml H,O

16) Zasobni roztok MgSO4 x 7H,0
1,232 g MgS0O,4 x 7TH,O
10 ml H,O

17) Zasobni roztok KH,PO,
0,953 g KH,;PO,4 x 7TH,0O
10 ml H,O

18) Zasobni roztok Na,HPO4 x 2H,0
0,712 g Na,HPO,4 x 7TH,0O
10 ml H,O

19) Zasobni roztok Fe — EDTA - FeSO,4 x 7H,0
0,056 g Fe — EDTA - FeSO4 x 7H,0
10 ml H,O

20) Zasobni roztok Na; EDTA
0,074 g Na; EDTA
10 ml H,O

21) Zasobni roztok MnSO,4 x HO
0,01 gMnSO4 x H,O
10 ml H,O
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22) Zasobni roztok CuSO4 x SH,0
0,015 g CuSO4 x SH,0
10 ml H,O

23) Zasobni roztok ZnSO4 x H,O
0,017 g ZnSO4 x H,0
10 ml H,O

24) Zasobni roztok H;BO3
0,01 g H3BO3
10 ml H,O

25) Zasobni roztok Na;MoO4 x 2H,0
0,011 g Na,MoO4 x 2H,0
10 ml H,O

26) Zasobni roztok CaCl,
1,1098 g CaCl,
10 ml H,O

27) Zasobni roztok NHsNO;
0,8 g NH4NO3
10 ml H,O

28) Zasobni roztok KNOs
1,01 g KNO3
10 ml H,O

29) FAH — medium, pH 6,5

1 ml MgSO4 x 7H,0

1 ml KH;PO,4 x 7TH,0O

2 ml Na,HPO,4 x 7H,O

2,5 ml Fe — EDTA - FeSO,4 x 7H,0 a Na; EDTA
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100 pl MnSO4 x HO
100 pl CuSO4 x SH,O
100 pl ZnSO4 x HO

100 pl H3BO3

100 pl Na,MoOQO4 x 2H,0
100 pl CaCl,

0,5 ml NH4sNO3z a KNO3
992.4 ml H,O

30) Pevné FAH — medium, pH 6,5
1 1 FAH — medium, pH 6,5

13 g microagar

31) LB — medium, pH 7,2
25 g LB Broth
11H0

32) Pevné LB — medium, pH 7,2
25 g LB Broth s agarem
11H0

3.1.3 Rostlinny material

Pro vlastni experimenty byly pouzivany rostliny jeCmene setého (Hordeum vulgare)
odridy Golden Promise. Jmenovité transgenni linie s vyfazenymi geny HvMPK3
s oznaCenim HvMPK3-KO a HvMPK6 soznaenim HvMPK6-KO. Priprava,
charakterizace a selekce HvMPK3-KO transgennich linii byla popsana v diplomové
magisterské praci Mgr. et Mgr. Terezy Tiché a v bakalarské diplomové praci Bec. Evy
Trejtnarové. Jednd se o zatim nepublikovand data. Konstrukt pro expresi gRNA
komplementarni k cilové oblasti tietiho exonu HvMPK6 genu byl ziskan zaklonovanim
ptislusného protospaceru spole¢né s Casti vektoru pSH91 do vektoru p6i-2x35s-TE9
(DNA Cloning Service, Hamburg, Germany) (Kfenek, nepublikovana data). Vysledny
vektor nese oznaleni p6i-K6E3. Transgenni linie HvMPK6-KO byla piipravena pomoci
transformace nezralych embryi je¢mene odridy Golden Promise konstruktem p6i-K6E3

(Dr. Ohnoutkova, nepublikovana data). Jako kontrolni rostliny byly péstovany linie
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jeCmene divokého typu (WT) odrady Golden Promise. Pro ucely genotypovani
transgennich linii jemene a pro experiment s analyzou reakce na stres zpusobeny
oSetfenim flg22 byly pouzity dva rizné zpusoby kultivace.

Pro ucely genotypovani T2 generace potomku HvMPK6-KO linie byly transgenni
rostliny vypéstovany ve tfech opakovéanich. Pro ulely genotypovani byly rostliny
jeCmene péstovany v sadbovalich ve fytotronu pii relativni vlhkosti vzduchu 70% s
fotoperiodou 16 hodin svétlo pii teploté 15°C a 8 hodin tma pii teploté 12°C. Pro pokus
s ofetfenim rostlin flg22 byly rostliny pestovany steriln€ v in vifro podminkach na
pevném FAH - mediu, které bylo nalito do poloviny vysky ¢tvercovych Petriho misek.
Po umisténi semen na medium, byly misky omotany zboku porézni paskou a
stratifikovany pii 4 °C po dobu 2 dnt. Dale byly rostliny kultivovany po dobu 7 dnt ve
fytotronu pfi relativni vlhkosti vzduchu 70% s fotoperiodou 16 hodin svétlo pfi teplote

21°C a 8 hodin tma pfi teploté 21°C.

3.1.4 Izolace genomické DNA z listu jeCmene

Pro analyzu byly pouZivany 15 dni az 2 mésice staré rostliny. Casti jejich listd byly
odebrany do 1,2 ml zkumavek, které jsou spojeny po 8 ve stripu, do kterych byly
ptfedem piidany dvé kovové kulicky. Odebrané listy byly ve stripech uchovavany na
ledu a po odbéru byly zmrazeny v tekutém dusiku (N3, -196°C).

Déle byly, pfi konstantni udrzovani teploty pod bodem mrazu, za pomoci kulového
mlynku zmrazené listy rozdrceny na praSek prasku. Pak byl kazdy vzorek smichan s
400 ul pufru pro izolaci DNA. Dale byly stripy se vzorky inkubovany v termostatu za
obcasného michani pti teploté 60°C po dobu 75 minut.

Dalsi postup je shrnut v nasledujicich krocich protokolu:

1) Pridani 400 pl chloroform-isoamyl alkoholu (24/1) ke kazdému vzorku. Extrakce po
dobu 4 minuty. Centrifugace 30 minut pfi teplot€ 20°C a 4000 rcf (angl. relative
centrifugal force, relativni centrifugacni sila). Odbér 250 pl supernatantu do novych
zkumavek.

2) Pridani 200 pl isopropanolu ke kazdému vzorku. Promiseni roztokl prevracenim
stripu a precipitace DNA po dobu 4 minuty do vizualizace srazeniny genomické DNA s
CTAB. Centrifugace po dobu 15 minut pii 20°C a 4000 rcf pro vytvoreni pelety DNA.

Odebrani isopropanolu slitim.
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3) Ptidani 300 pl 70% ethanolu do zkumavek k peleté genomické DNA. Centrifugace
po dobu 10 minut pii 20°C a 4000 rcf. Odebrani ethanolu vicekandlovou pipetou a
vysuseni pelety.

4) Pridani 30 ul Milli-Q vody s RNasou (25 pg/ml).

5) Rozpousténi genomické DNA po dobu 24 hodiny pfi laboratorni teplot€. Hotové
vzorky byly uchovany pii 4°C stupnd.

3.1.5 Standardni polymerizova retézova reakce (PCR) pro amplifikaci tretiho
exonu HvMPK6 genu, cilové oblasti CRISPR/Cas9

Pro amplifikaci cilové oblasti gRNA, kterd se nachazi ve tietim exonu HvMPK6 genu
byly wvyuzity primery E3F/E3R2 (Tab. 1). Nejprve byla genomickd DNA ve
zkumavkach natedéna 11 krat pridavkem Milli-Q H,O. Nasledné bylo pfidano do jamek
96 jamkového PCR plata 42,5 pl premixu pro PCR a 7,5 pl vzorku fedéné DNA.
Celkovy objem reakce byl 50 ul. Nasledné byla PCR plata uzaviena pomoci lepici folie
a inkubovand v termocykleru za specifckych teplotnich a ¢asovych podminek PCR

reakce (Tab. 2).

3.1.6 Gelova elektroforéza
Elektroforéza byla provedena pro vizualizaci PCR produkta ziskanych pomoci primert

E3F/ E3R2. Gel pro elektroforézu byl pripraven nasledujicim zptisobem: do 200 ml

Tab. 1 PCR markery pouZité pro kontrolu Cistoty izolované DNA

Nazev Néazev primeru F Sekvence Velikost
markeru R PCR
produktu
E3R2 R AAGCTAGACATTATCTAAGGCATGT
316 bp
E3F F GGGTATGAGAAGGGTTTA

Tab. 2 Program pro amplifikaci tfetiho exonu HvA/PK6 genu

Nazev Teplota Cas (min:sec) Pocet cyklu
PCR kroku
Predehiati 95°C 10:00 1
Denaturace 95°C 00:10 29-32
Nasednuti primera 57°C 00:25 29-32
Syntéza DNA 65°C 00:40 29-32
Zaveretné syntéza 72°C 05:00 1
DNA
Uchovavani 8°C Pauza 1
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kadinky bylo pfidano 100 ml 1 X TAE a 1,5 g agardézy. Smés byla promichana a
zahtivand v mikrovinné troubé az do Uplného rozpusténi agarozy. Déle bylo do roztoku
ptidano barvivo Midori Green v poméru 1,5 pul na 100 ml. Pak byl roztok ptelit do
elektroforetické vany s hebinkem a ponechan polymerizovat. Po ztuhnuti gelu bylo do
prvni jamky kazdého fadku ptfidano 3 pl hmotnostniho standardu (1 kb Gene Ruler) a
do ostatnich jamek jednotlivé vzorky tvotfené smesi PCR produktu (6 ul) a barviva 6x
loading dye (1,5 pl) o vysledném objemu 7,5 pl. Elektroforeticka separace PCR
produktt byla provedena po dobu 45-50 minut pfi napéti 75 V generovaném zdrojem
PowerPac' ™ Basic. Vizualizace elektroforeogrami byla provedena pomoci piistroje Gel

Doc™ EZ Imager v softwaru Image lab v5.1.

3.1.7 Purifikace a sekvenace PCR produktu ziskanych amplifikaci tietiho exonu
HvMPK6 genu s cilem detekce indukovanych mutaci

Purifikace PCR produktt pomoci Qiaquick per purification kit zahrnovala nasledujici
kroky:

1) Ve 2 ml zkumavce byly smichany pufr pro navazani DNA na kolonu (Binding
buffer) a PCR produkt jednotlivého vzorku v poméru 1 ku 5, konkrétn€ 200 pl pufru na
40 ul PCR produktu. Dale smés byla vortexovana.

2) Poté byla cela smés pienesena do novych specialnich filtratnich zkumavek s
kolonou.

3) Centrifugaci po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté a 13300 rcf.

4) Preneseni kolony do novych Cistych zkumavek bez vic¢ek.

5) Pfidani 750 ul promyvaciho pufru (Wash bufter).

6) Centrifugaci po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté a 13300 rcf.

7) Preneseni kolony do novych Cistych zkumavek bez vicek.

8) Centrifugaci zkumavek po dobu 1,5 minuty pii pokojové teploté a 13300 rcf
uchytkou vicka nahoru.

9) Centrifugaci zkumavek po dobu 1,5 minuty pfi pokojové teplote¢ a 13300 rcf
uchytkou vicka dola.

10) Preneseni kolony do novych ¢istych zkumavek.

11) Pfidani 26 pl ddH,0.

12) Centrifugace zkumavek s otevienymi vicky po dobu 1 minuty pii pokojové teploté a
13300 rcf.

Déle byla stanovena koncentrace DNA pomoci Nanodropu a pripravena reakéni smes

25



pro sekvenaci, kterd byla realizovana komer¢né firmou SEQme Reak¢ni smés pro

sekvenovani méla objem 10 ul a obsahovala:

1. 2,5 ul 10 uM roztoku E3F primeru

2. 50 ng purifikovaného PCR produktu

3. ddH,O

3.1.8 Genotypovani transgennich rostlin pomoci Multiplex TagMan Real-Time

PCR

Genomickda DNA byla zifedéna 11 krat pomoci Milli-Q H,O. Pro genotypovani

transgennich rostlin jeCmene byly v multiplex formatu vyuzity primery a sonda pro

detekci hygromycin fosfotransferazového genu (hpt) a primery a sonda pro detekci

HvCon2 genu (Bartlett et al., 2008) (Tab. 3). Do jamek 96 jamkového PCR plata bylo

ptidano 2,5 ul vzorku genomické DNA, a 7,5 ul smési reagentt (primery, sondy a

reak¢ni smés). Celkovy objem vzorku byl 10 ul. Kazdy vzorek byl analyzovan

v jednom nebo dvou technickych replikatech. Déle byla PCR plata uzaviena pomoci

Tab. 3 Primery a sondy pouzité pro genotypovani HvAMPK6-KO transgennich rostlin pomoci Multiplex

TagMan qPCR
Nazev Druh Nazev Predni F Sekvence
markeru Zadni R
hyg primery PHygF1/PHygR1 F GCGGATTTCGGCTCCAA
R CTCCAGTCAATGACCGC
TGTT
sonda HygP
FAM-
TCCTGACGGACAATGGC
CGCA-TAMRA
HvCon2 primery HvCon2F1/HvCon2R1 F TGCTAACCGTGTGGCAT
CAC
R GGTACATAGTGCTGCTG
CATCTG
sonda HvCon2P VIC-
CATGAGCGTGTGCGTGT

CTGCG-TAMRA

Tab. 4 Teplotni a Casovy prabéh PCR amplifikace pro genotypovani HvAMPK6-KO transgennich rostlin

qRT-PCR kroky Teplota Cas (min:sec) Pocet cykli

Aktivace enzymu 95°C 15:00 1
95°C 00:15 40
60°C 01:00 40
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transparentni folie a nasledné inkubovédna v termocykleru StepOnePlus™ Real-Time
PCR System. Teplotni a Casovy prub€h amplifikace pro genotypovani transgennich
rostlin je uveden v Tab. 4. Data byla analyzovana pomoci StepOne software v2.3.
Vysledky byly normalizovany vaci rostlinam divokého typu. Normalizace vysledku
byla provedena pomoci 2 [Delta][Delta]CT metody (Livak a Schmittgen, 2001). Byly
provedeny celkem cCtyfi analyzy, které zahrnovaly rostliny ze vSech tfi opakovani

(Bartlett et al., 2008).

3.1.9 Klonovani PCR produktu ziskanych amplifikaci tietiho exonu HvMPK6 genu
v Escherischia coli

Klonovani PCR produktt v E. coli zahrnovalo nasledujici kroky:

1) Pripravu liga¢ni smesi s pomeérem PCR produktu (inzertu) k vektoru pCR™ 2.1 3:1.
Liga¢ni smes o celkovém objemu 5 ul obsahovala 1 ul 316 bp PCR produktu (6 ng/ ul),
1 ul 5X reakéniho pufru pro T4 DNA ligasu, 1 ul pCR®2.1 vektoru (25 ng/ ul), 1 pl
ExpressLinkTM T4 DNA ligasy (5 jednotek) a 1 ul ddH;O.

2) Inkubaci liga¢ni smeési v 0,2 ml stripech v termocykleru pfi teplote¢ 24°C (vicko
31°C) po dobu 3 hodin.

3) Pridani 2,5 pl liga¢ni smési do zkumavky s TOP10 . coli chemicky kompetentnimi
buikami a naslednou inkubaci suspense bakterii a DNA na ledu po dobu 30 minut.

4) Teplotni Sok suspense ve vodni lazni s destilovanou vodou o teploté 42°C po dobu 45
sekund. Posléze inkubaci suspense na ledu po dobu 2 minut.

Nasledna prace byla provedena ve sterilnim boxu.

5) Do sterilnich 2 ml zkumavek byly ptfidany LB médium a suspense transformovanych
bakterii v poméru S ku 1.

6) Poté byly vzorky pifeneseny do inkubatoru. Tam byly inkubovany pii frekvenci
tfepani 150 rpm po dobu 70 minut ve tmé pfi teploté 37 °C.

7) Paralelné¢ s inkubaci byly pfipraveny Petriho misky s tuhym LB médiem
suplementovanym  antibiotikem kanamycinem ve findlni koncentraci 50
ng/ml. Antibiotikum bylo pfidano do LB media po ochlazeni média na teplotu priblizné
50 °C. Médium s antibiotikem bylo promichano a poté bylo rozlito do Petriho misek.

8) Po ukonceni inkubace byla suspenze bakterii v tekutém LB médiu centrifugovéana po
dobu 3 minuty pfi pokojové teploté a otaCkach 7000 rcf.

9) Po ukonceni centrifugace byl ze zkumavek odebran supernatant, pfiCemz bylo ve

zkumavkach ponechano médium o objemu cca 80 pl, ve kterém byly nasledné
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resuspendovany bakterialni pelety.

10) Resuspendovana bakteridlni kultura byla rozettena po povrchu pevného LB media s
kanamycinem na Petriho miskéch pomoci konické spodni ¢asti 2 ml zkumavek.

Misky s bakterialnimi kulturami byly inkubovany ptes noc v inkubatoru pfi teploté
37 °C. Pozitivni kolonie byly identifikovany pomoci PCR kolonii bakterii. Chemické
slozeni, teplotni a Casovy prubéh PCR reakce byl stejny jako v kapitole 3.1.5. PCR
produkty byly detekovany pomoci horizontalni agarozové elektroforézy stejné jako

v kapitole 3.1.6.

3.1.10 OSetieni koifeni HvMPK3 KO a kontrolnich rostlin je¢cmene bakterialnim
elicitorem flg22 .

Sedm dni staré rostliny jeCmene byly steriln¢ odebrany z misek s pevnym FAH médiem
a umistény do sterilnich sklenénych misek s kapalnym FAH médiem (50 ml) v poctu 4
nebo 8 rostlin v zavislosti na experimentu. Misky s rostlinami byly umistény do
fytotronu s kultivaénimi podminkami: relativni vlhkost vzduchu 70%, fotoperioda 16
hodin svétlo pii teplot€é 21°C a 8 hodin tma pfi teploté¢ 21°C a intenzitou svéetla 50
uM/m?%S. Misky byly umistény na tiepatku s kyvavym pohybem a inkubovany
s mirnym kyvavym pohybem s malym uhlem naklonu (Obr. 3). Po 24 hodinach bylo

Obr. 3 Sklenéna miska s rostlinami jeCmene v kapalném FAH médiu, ktera je umisténa na
tifepacce.

28



médium v miskéach opatrn€¢ nahrazeno 1 uM roztokem flg22 v tekutém FAH médiu o
objemu 50 ml nebo ptipadn€ pouze samotnym FAH médiem o objemu 50 ml (kontrolni
oSetfeni). V zavislosti na experimentu byl odbér rostlin proveden po 15 minutach, 4
nebo 6 hodinach od zacatku oSetfeni. Po vytazeni z média byly kotfeny rostliny rychle
zmrazeny dusikem (-196°C) a homogenizovany ve tfecich miskach. Homogenat byl

rozdélen na stejné Casti a prenesen do 2 ml zkumavek.

3.1.11 Izolace celkové RNA z kofenu jeCmene

Béhem izolace byly v pracovnim prostfedi udrzovany semisterilni podminky pomoci
Sava a 70% ethanolu.

Izolace RNA zahrnovala nasledujici kroky:

1) Pfidani 1 ml TRI Reagentu k homogenizovanému vzorku kofene, resuspendaci
homogenatu kotfene pomoci pipety v TRI Reagentu a uchovani resuspendovanych
vzorkl na ledu. Nasledné centrifugaci resuspendovanych vzork po dobu 10 minut pfi
4°C a otackach 12000 rcf's cilem sedimentace zbytka bunék a pletiv.

2) Pfidani 100 pl BCP (brom-chlor-propan) do druhé sady 2ml zkumavek.
Prepipetovani 1 ml supernatantu ze vzorkd po centrifugaci do druhé sady zkumavek s
BCP. Intenzivni protiepani smési po dobu 15 s s naslednou inkubaci po dobu 4 minut.
Déle pak centrifugaci smési po dobu 15 minut pii 4°C a 12000 rcf.

3) Pfidani 195 ul BCP do tieti sady zkumavek. Prepipetovani 390 ul vodni faze z
druhych do vzorkl po centrifugaci do treti sady zkumavek s BCP. Intenzivni
protiepavani smesi po dobu 15 s 3 minut. Dale pak centrifugaci po dobu 15 minut pfi
4°C a 12000 rcf.

4) Pridani 140 pl isopropanolu do ctvrté sady zkumavek. Prepipetovani 200 ul vodni
faze ze vzorkd po centrifugaci do Ctvrté sady zkumavek s izopropanolem. Promiseni
smési pfevracenim vzorku a inkubaci vzorkl po dobu 10 minut. Dale pak centrifugaci
po dobu 9 minut pti 4°C a 12000 rcf.

5) Odebrani isopropanolu a piidani 1 ml 75% ethanolu k peletam RNA. Centrifugaci po
dobu 5 minut pii 4°C a 6500 rcf. Odebrani ethanolu pomoci pipety a vysuSeni RNA
pelety.

6) Ptidani 15-40 pl Milli-Q vody, v zavislosti na velikosti RNA pelety.

Vzorky RNA byly uchovavany piti -80°C.
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3.1.12 Syntéza cDNA

Béhem ptipravy cDNA bylo pracovni prostiedi udrzovano v semisterilnich podminkéach
pomoci Sava a 70% ethanolu.

Syntéza cDNA zahrnovala nasledujici kroky:

1) V0,2 ml PCR stripech byly pfipraveny vzorky se stejnou koncentraci RNA,
jmenovité 2000 ng RNA v objemu 15 ul ddH,O.

2) K smési RNA a ddH,O bylo ptidano Sul premixu s Dnasou I a pufrem pro Dnasu L.
3) Po nasledné centrifugaci byly vzorky inkubovany v termocykleru pii teploté 37°C
(vicko 40°C) po dobu 40 minut s cilem degradace genomické DNA.

4) Po inkubaci bylo ke vzorkiim pfidano 2 ul EDTA s cilem zabranéni degradace RNA
behem tepelné inaktivace DNasy 1. Inaktivace DNasy I probihala pfi teploté 70°C po
dobu 8 minut v termocykleru.

5) Dale byl do druhé sady 0,2 ml PCR stripi napipetovan pro kazdy vzorek premix o
celkovém objemu 4,5 pl, ktery se skladal z 4 pul ddH20 a 0,5 pl oligo-dT primeru (100
uM roztok). K 4,5 ul premixu byly nasledné ptidano 5,5ul RNA vzorku (500ng RNA)
oSetfeného DNAsou 1. Po promichani byly stripy se vzorky inkubovany v termocykleru
pii teploté 70°C po dobu 10 min a bezprostfedn€é po inkubaci umistény na led. Toto
oSetfeni melo za cil denaturovat sekundarni struktury v mRNA, které by mohl branit
nasedani oligo-dT primeru. A nakonec bylo ke kazdému vzorku pfidano 10 ul premixu
pro reverzni transkripci.

6) Po promiseni vzorkll s premixem pro reverzni transkripci byly stripy se vzorky
inkubovany v termocykleru po dobu 2 hodin pii teploté 42°C (viko 44°C) s cilem
syntézy jednofetézcové cDNA

7) Nasledne byly stripy se vzorky inkubovany v termocykleru po dobu 10 minut pfi
teploté 70°C (viko 72°C)Toto osetfeni melo za cil inaktivovat reverzni transkriptasu.

8) Piipravena cDNA byla 4x nafedéna piidanim 60 pl ddH20.

Vzorky cDNA byly uchovéavany pfti -80°C.

3.1.13 Kvantifikace exprese genu souvisejicich s patogenezi (PR genu) a HYMPK3
genu pomoci Real-Time PCR (qRT-PCR)

Pro kvantifikaci exprese HvMPK3 genu a PR genu byly pouzity primery uvedené v
Tab. 5. Jako referen¢ni gen byl pouzit gen HvMPK 14, ktery vykazuje konstantni expresi
po napadeni jeCmene houbou Puccinia hordei (Kienek efal., 2015) (Tab. 5). Do
jednotlivych jamek 96 jamkového PCR plata bylo ptidano 2,5 ul vzorku cDNA a 7,5 ul

30



Tab. 5 qPCR primery pouzité pro kvantifikaci exprese HvAMPK3 a PR genu

Néazev genového produktu F Sekvence
HvMPK3 F GTAAGATCGAAGAACGGGGTTA
R AGGTCTGAAGCAGCAGCAA
HvPR1b_ kysely neznamy F CTCGCCGCAGGACTACGT
protein R GCTGGAGCTTGCAGTCGTT
HvPR3 Chit2a chitinasa F GGTTCCAGGCTACGGTGTAA
R GTTCCGTTGGGTGTAGCAGT
HvPR4b  chitinasa F CTGTCGTGGCGGAGCAAGTA
R ATCCCGTTGGTGTCGATCTTG
HvPR5 TLP5.6 F GCGTCCTCTCGTGTTGTCTAC
thaumatinu podobny protein R GGCCGCGTCTGTGGTG
HvMPK14 F CACAAAAGCCACGCAGAGA
R CCGAACCAACCACTTTACCA

smési reagentl a primert o vysledné koncentraci 0,3 uM v roztoku. Celkovy objem
vzorku byl 10 ul. Kazdy vzorek byl realizovan ve dvou technickych replikatech. Dale
bylo PCR plato uzavieno pomoci lepici transparentni folie a inkubovano v termocykleru
StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Teplotni a Casovy prubéh amplifikace je
uveden v Tab. 6. Vysledky byly analyzovany pomoci StepOne software v2.3.
Normalizace vysledkii byla provedena pomoci 2 [Delta][Delta]CT metody vuci
referencnimu genu HvMPK 4 (Livak a Schmittgen, 2001).

Tab. 6 Teplotni a casovy prubéh qPCR reakce pro kvantifikaci exprese HvMPK3 genu a PR
genu

gRT-PCR kroky Teplota Cas (min:sec) Pocet cyklu
Aktivace enzymu 95°C 10:00 1
95°C 00:15 40
60°C 01:00 40
Postupné zvySovani 45:00 1
teploty 0 0,3°C z
60°C na 95°C.
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4 VYSLEDKY

4.1 Molekularné genetickd charakterizace T2 potomstva transgenni linie
HvMPK6-KO

V predkladané praci jsou prezentovany vysledky molekularn€é genetické charakterizace
T2 potomstva transgenni linie je¢mene HvMPK6-KO. TO generace a T1 generace rostlin
této linie byly charakterizovany Dr. Kienkem a vysledky této charakterizace nejsou
proto v praci prezentovany. Z vysledkd Dr. Kienka vyplyva, ze v TO generaci byla
ziskana jedna linie nesouci mutaci v cilovém misté ve tfetim exonu HvAMPK6 genu.
Mezi T1 potomky této linie se pak s frekvenci ptiblizné 25% vyskytli jedinci s mutaci
v cilovém misté¢ v HvMPK6 genu, pficemz vSichni analyzovani jedinci T1 generace
vykézali ptitomnost CRISPR/Cas9 T-DNA kazety.

Pro vlastni experimenty byly vysety semena transgennich rostlin T1 generace ve
tfech opakovanich. V prvnim opakovani byla vyseta semena T1 rostlin B3/1, B3/2,
B3/5, B4/5 a B6/S, ve druhém a tfetim opakovani pak pouze semena T1 rostlin B3/5,
B4/5 a B6/5 (Tab. 7). Nejprve byly rostliny genotypovany pro pritomnost CRISPR/Cas9
T-DNA kazety pomoci TagMan Multiplex Real-Time PCR (Obr. 4). Z vysledku
analyzy je patrné, ze vSechny analyzované rostliny, kromé rostliny B3/1/20, vykézaly
pritomnost CRISPR/Cas9 T-DNA kazety. Celkem se jedna o 120 pozitivnich rostlin ze
121 analyzovanych rostlin T2 generace. V ramci T2 potomstev jednotlivych rostlin T1
generace pak vykazalo pfitomnost T-DNA celkem 36 potomku rostliny B3/5, 38
potomku rostliny B4/5 a 43 potomka rostliny B6/5 (Tab. 7 a), b), c), Obr. 4 a), b) a ¢)).
U potomstev rostlin B3/5, B4/5 a B6/5 (rostlin s nejvét§im poctem analyzovanych
potomkt) nedoslo k vystépeni jedinca s absenci CRISPR/Cas9 T-DNA kazety. Rostliny
B3/5, B4/5 a B6/5 tak pravdépodobné obsahuji vice nez jednu kopii T-DNA, piipadné
jsou tyto rostliny homozygotni v jedné nebo ve vice T-DNA inzercich. Pocet inzerci T-
DNA by bylo mozné odhadnout pomoci metody TagMan Multiplex Real-Time PCR,
pokud by byla k dispozici referen¢ni linie s jednou kopii T-DNA vektoru p6i-2x35s +
pSHO1. Referen¢ni linie vSak nebyla dostupnéa. Presto je mozné v ramci jednotlivych
béhll (run) porovnat relativni mnozstvi T-DNA mezi analyzovanymi jedinci. Pfi pouziti
tohoto zpiisobu porovnani je zfejmé, ze vSichni potomci rostliny B3/5 obsahuji priblizné
stejné mnozstvi T-DNA (Obr. 4 b) a cl)), zatimco u potomkt rostlin B4/5 a B6/5
dochazi k segregaci mnozstvi T-DNA (Obr. 4 b), cl) a c2)). Rostlina B3/5 je tedy

pravdépodobné homozygotni v jedné T-DNA inzerci pifipadné¢ ve dvou nebo vice
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Tab. 7 Souhrné vysledky genotypovani transgennich rostlin T2 generace potomstva HvMPK6-KO linie
a) Prvni opakovani b) Druhé opakovani ¢) Treti opakovani. Sekvenace — Vysledek sekvenace PCR produktu
ziskaného amplifikaci cilového regionu tfetiho exonu HvMPK6 genu. M — jedinec mutovany v [/vA/PK6
gemu, WT — jedinec divokého typu. Piitomnost transgenu - stanoveno pomoci Multiplex TagMan qPCR.

! y Analyzovana Pfitomnost
Cislo rostlina Sekvenace transgenu
1 B3/2/16 WT +
2 B6/3/23 WT +
3 B4/5/4 WT +
4 B4/5/9 M +
5 B4/5/21 M +
6 B3/1/20(WT) WT -
7 B6/5/1 M +
8 B6/5/5 M +
9 B3/2/3 M +
10 B4/5/24 M +
11 B3/5/2 M +
b)
Analyzovana Pfitomnost Analyzovana Pfitomnost

Cislo vzorku  rostlina Sekvenace transgenu Cislo vzorku rostlina  Sekvenace transgenu

1 B3/5/4 M + 20 B4/5/20 M +
2 B3/5/7 M + 21 B4/5/22 M +
3 B3/5/8 M + 22 B6/5/6 M* +
4 B3/5/9 WT + 23 B6/5/7 WT +
5 B3/5/12 M* + 24 B6/5/8 M +
6 B3/5/15 WT + 25 B6/5/9 WT +
7 B3/5/17 M + 26 B6/5/10 WT +
8 B3/5/18 WT + 27 B6/5/11 WT +
9 B3/5/20 WT + 28 B6/5/13 WT +
10 B3/5/22 WT + 29 B6/5/14 WT +
11 B3/5/23 M + 30 B6/5/15 WT +
12 B4/5/1 WT + 31 B6/5/16 M* +
13 B4/5/2 M* + 32 B6/5/17 WT +
14 B4/5/3 M + 33 B6/5/18 WT +
15 B4/5/8 M + 34 B6/5/19 WT +
16 B4/5/11 M + 35 B6/5/21 WT +
17 B4/5/13 WT + 36 B6/5/22 WT +
18 B4/5/14 M* + 37 B6/5/23 WT +
19 B4/5/15 M + 38 B6/5/24 WT +
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Tab. 7 Souhrné vysledky genotypovani transgennich rostlin T2 generace potomstva HvMPK6-KO linie
a) Prvni opakovani b)Druhé opakovani c) Treti opakovani. Sekvenace — Vysledek sekvenace PCR produktu
ziskaného amplifikaci cilového regionu tfetiho exonu HvMPK6 genu. M — jedinec mutovany v [/vA/PK6
gemu, wt — jedinec divokého typu. Pritomnost transgenu - stanoveno pomoci Multiplex TagMan qPCR
(pokracovani).

c
: Analyzovana Pfitomnost Analyzovana Pfitomnost
Cislo vzorku  rostlina Sekvenace transgenu Cislo vzorku  rostlina Sekvenace transgenu

1 B3/5/11 M + 37 B4/5/20 M +
2 B3/5/12 M + 38 B4/5/21 M +
3 B3/5/13 WT + 39 B4/5/23 WT +
4 B3/5/14 M + 40 B4/5/24 M +
5 B3/5/16 M + 41 B4/5/25 WT +
6 B3/5/17 M + 42 B4/5/26 WT +
7 B3/5/18 M + 43 B4/5/32 M +
8 B3/5/19 M + 44 B4/5/33 WT +
9 B3/5/21 M + 45 B4/5/34 WT +
10 B3/5/22 M + 46 B4/5/36 M +
11 B3/5/25 M + 47 B4/5/37 M +
12 B3/5/27 M + 48 B4/5/38 M +
13 B3/5/28 WT + 49 B6/5/7 WT +
14 B3/5/29 M + 50 B6/5/8 WT +
15 B3/5/30 WT + 51 B6/5/9 M +
16 B3/5/31 M + 52 B6/5/10 M +
17 B3/5/32 M + 53 B6/5/11 WT +
18 B3/5/33 WT + 54 B6/5/12 M +
19 B3/5/34 WT + 55 B6/5/13 M +
20 B3/5/35 M + 56 B6/5/14 WT +
21 B3/5/36 M + 57 B6/5/15 WT +
22 B3/5/37 M + 58 B6/5/16 WT +
23 B3/5/38 M + 59 B6/5/17 WT +
24 B3/5/39 M + 60 B6/5/18 WT +
25 B4/5/1 M + 61 B6/5/19 WT +
26 B4/5/2 WT + 62 B6/5/20 WT +
27 B4/5/3 M + 63 B6/5/21 WT +
28 B4/5/4 WT + 64 B6/5/22 WT +
29 B4/5/5 M + 65 B6/5/23 M +
30 B4/5/8 WT + 66 B6/5/24 WT +
31 B4/5/9 M + 67 B6/5/25 WT +
32 B4/5/10 M + 68 B6/5/26 WT +
33 B4/5/12 M + 69 B6/5/27 WT +
34 B4/5/14 M + 70 B6/5/28 WT +
35 B4/5/15 WT + 71 B6/5/29 WT +
36 B4/5/17 WT + 72 B6/5/30 M +

* PCR produkt asociovany s témito genotypy byl klonovan in vivo.

T-DNA inzercich, zatimco rostliny B4/5 a B6/5 jsou pravdépodobné heterozygotni ve
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dvou nebo ve vice T-DNA inzercich. Mezi potomky rostlin B4/5 a B6/5 lze
identifikovat jedince s relativn€ nizkym mnozstvim T-DNA, ktefi zaroveni vykazuji
pritomnost mutace v cilové oblasti HVMPK6 genu. Jedna se napt. o jedince B4/5/3,
B4/5/36 a B4/5/38 (Obr. 4 c1), Tab. 7 ¢)). V T3 potomstvu téchto jedinci muze dojit
k vystépeni rostlin s absenci T-DNA kazety, které budou zaroven vykazovat pfitomnost
mutace v cilové oblasti HvMPK6 genu.

V dalsi fazi experimentil byly transgenni rostliny T2 generace genotypovany pro
pritomnost mutaci v cilové oblasti tfetiho exonu HvMPK6 genu. Nejprve byla u 121

testovanych jedinci T2 generace amplifikovana cilova oblast tfetiho exonu HvMPK6

a)
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95,000 4
90,000 1
85,000 4
80,000 1
75,000 4
70,000 4
65,000 4
60,000 1
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50,000 4
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20,000 4
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Obr. 4 Genotypovani rostlin T2 generace potomku HvMPK6 knock-out transgenni linie jeCmene
pomoci Multiplex TagMan qPCR. a) Prvni opakovani. b) Druhé opakovani. ¢l) Treti opakovani,
prvni béh (run). ¢2) Treti opakovani, druhy béh (run)
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Obr. 4 Genotypovani rostlin T2 generace potomku HvMPK6 knock-out transgenni linie jeCmene
pomoci Multiplex TagMan qPCR. a) Prvni opakovani. b) Druhé opakovani. ¢1) Treti opakovani,
prvni béh (run). ¢2) Treti opakovani, druhy béh (run) (pokracovdni).

genu pomoci PCR s primery E3F a E3R2 (Tab. 1, Obr. 5). Nasledn¢ byly ziskané¢ PCR
produkty piecistény a sekvenovany. Pomoci sekvenace bylo identifikovano celkem 58
jedinct divokého typu a 63 jedinca s prekryvajicimi se chromatogramy v oblasti
protospaceru - mutovanych genotypu (Obr. 6 a), Tab. 7). Nebyl identifikovan zadny
homozygot v mutaci v cilové oblasti HvMPK6 genu. Prekryvajici se chromatogramy
indikuji, ze byla mutovana pouze jedna alela, zatimco druhd alela je divokého typu
(heterozygoté), nebo ze doSlo k odliSnym mutacim obou alel (bialelické mutace).
Nejspolehlivejsi metodou pro identifikaci alel asociovanych s piekryvajicimi se

chromatogramy je in vivo klonovani prislusnych PCR produktti a nasledna sekvenace
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jednotlivych klond. Pro klonovani bylo vybrano celkem pét PCR produktt, které se
lisily pocatkem piekryvu chromatogrami (Obr. 6 b), Tab. 7 b)). Pro identifikaci
pozitivnich kolonii byla vyuzita PCR kolonii bakterii (Obr. 7). Vysledky sekvenace

a)

316 bp > o -

b)
316 bp >
o o ':] ,Dv 'z:/’
Aob Aé’ X Aob RS
316bp -
Obr. 5

Amplifikace tfetiho exonu HvMPK6 genu pomoci PCR. a) Prvni opakovani b) Druh¢é opakovani
cl) Treti opakovani, prvni béh. ¢2) Tieti opakovani, druhy b¢h. Se vSemi genotypy byl
asociovan PCR produkt o pfiblizn¢ oc¢ekavané velikosti 316bp. Rostliny oznacené hvézdickou
nebyly soucasti analyz provadénych v této praci.
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cl)

316bp >
316 bp =
c2)
Ao I TR TITTIPLF IS NF
PR P L L L L LLLL L L LLLL L8
FEL L F FELEFELIFLELL F LIS EFLFE
316bp> Lol e s
= . =

316 bp > Q--....

Obr. 5
Amplifikace tfetiho exonu HvMPK6 genu pomoci PCR. a) Prvni opakovani b) Druh¢é opakovani

cl) Treti opakovani, prvni béh. ¢2) Tieti opakovani, druhy b¢h. Se vSemi genotypy byl
asociovan PCR produkt o pfiblizn¢ oc¢ekavané velikosti 316bp. Rostliny oznacené hvézdickou
nebyly soucasti analyz provadénych v této praci.

(pokracovani).

jednotlivych kloni ukazaly, ze vSechny analyzované genotypy obsahovaly alelu
divokého typu a mutovanou alelu a jednalo se tedy o heterozygoty v mutaci v cilovém
misté HvMPK6 genu. Identifikované mutované HvAMPKG6 alely obsahovaly posunové,

respektive knock-out mutace s vyjimkou jedné alely, kterd obsahovala 21 bp inzerci
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protospacer PAM
AAATTATTCGCTCAAATCAAGCTTTATCGGAGGAGCACTGCCAGGTACT
200 210 220 230 240
ITTRTTCGCIC IC GCTTTAYSGRAGRASMMCGGCHMRGGWACT

STGCATCAAATTATTCGCTCAAATCAAGCTTTAT S GRAGA ACMW GGCMRGGAAYTAATAATT AAYT
) 220 30 240 50

B3/5/12

SCATCAAATTATYS GMKS ARMACWES CTT KAWCKKAKGAGYWACGTCR AGAAAT AATTAAWCCCT T
200 210 220 230 240 250

B6/5/6

\TCTGCATCAAATTATTCGS AS R ARYMWCC YWKGEVE KAAGAACWEAGYTOGGTAY ATAAKAAAAA SAAATTATTCGCTCAAATCAAGCTTTATYRR AAS AKYAYWGSAAS (G AMIGAAKA AKYACTGCCAK
%0 200 210 220 230 2 250 2 210 220 230 240 250

B4/5/2 B6/5/16 0

GCATCAAATTATTCOCTCAAATCAAGCTTTATS GRAGAACMMYGGCMRGGAAYTAATAATTAMYT
210 22 230 240 0

B4/5/14 4

Obr. 6 Prekryvajici se sekvenaéni chromatogramy asociované s jedinci, ktefi nesou mutace
v cilové oblasti HYMPKO6 genu. a) Pocatek prekryvu chromatogramii, ktery indukuje vertikalni
¢erna c¢ara, se nachazi v oblasti protospaceru. b) Jednotlivé typy piekryvajicich se
chromatogramui asociované s pfisluSnymi genotypy. Modra Sipka oznaCuje pocatek prekryvu
chromatogramu. PCR produkty, jejichZ sekvenaci byly tyto chromatogramy ziskany byly dale
klonovany in vivo.

(Obr. 8). Prekryvajici se chromatogram asociovany s jedinci B3/5/12 a B4/5/14 (Obr. 6
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~316 bp -

~316bp >

~316 bp >

Obr. 7 Klonovani PCR produktt in vivo v Esherischia coli: PCR jednotlivych kolonii bakterii.
Klonovany byly PCR produkty asociované s rostlinami B3/5/12 (1.), B4/5/2 (2.), B4/5/14 (3.),
B6/5/6 (4.) a B6/5/16 (5.) Pozitivni kolonii indikuje pfitomnost PCR produktu o pfiblizné
velikosti 316 bp. WT — kontrola amplifikace pfi pouziti genomické DNA rostlin jeCmene
divokého typu jako templatu. Voda — negativni kontrola, PCR bez templatu.

b)) byl asociovan s naprostou vétsinou mutovanych potomku rostliny B3/5 (24 jedinct
z 26 mutovanych) a také s naprostou vétsinou mutovanych potomka rostliny B4/5 (24 z
26) (data nejsou prezentovana). Tomuto chromatogramu odpovida heterozygotni
kombinace (-1) knock-out HvMPK6 alely a HvMPK6 alely divokého typu (Obr. 8).
Pouze dva mutovani potomci rostliny B3/5 a dva mutovani potomci rostliny B4/5 byli
asociovani s jinymi typy piekryvajicich se chromatogrami. Navzdory tomu, kazdy z 11
mutovanych potomkd rostliny B6/5 byl asociovan sjinym typem piekryvajicich se
chromatogramti (data nejsou prezentovana). Frekvence mutovanych jedinci byla
v potomstvu rostliny B6/5 vyrazné nizs§i (11 jedinch / na celkovy pocCet 43

analyzovanych jedinct) nez v potomstvech rostlin B3/5 (26/36) a B4/5 (25/38) (Obr. 9).
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GATCTGCATCAAATTATTCGCTCAAATCAAGCTTTATCGG&EQAGCACTGCCAG/GTACTTATTAGT (REFERENCE)
GATCTGCATCAAATTATTCGCTCAAATCAAGCTITATCGGAGGAGCACTGCCAG/ GTACTTATTAGT  (wt)
GATCTGCATCAAATTATTCGCTCAAATCAAGCTITAT-GGAGGAGCACTGCCAG/ GTACTTATTAGT (-1) B3/5/12 a B4/5/14
GATCTGCATCAAATTATTCG——————————————————— GAGGAGCACTGCCAG/GTACTTATTAGT (-19) B4/5/2
GATCTGCATCAAATTAT-———————————————————— CGGAGGAGCACTGCCAG/GTACTTATTAGT (-20) B6/5/6
TCAAATCAAGCTTTAT-———————————————— C—m—— GGAGGAGCACTGCCAG/ GTACTTATTAGT (REFERENCE)

TCAAATCAAGCTTITATTAAGACCTTATATGAACTGTATGGAGGAGCACTGCCAG/ GTACTTATTAGT (+16, +5) B6/5/16

Obr. 8 Mnoholetné pfifazeni cilové oblasti identifikovanych HvMPK6 alel. Cervend je
znazornéna oblast protospaceru, podtrzené nukleotidy predstavuji PAM misto. Na pravé strané
prifazeni jsou v zavorce uvedeny typy mutaci a oznaCeni genotypu, které obsahovaly pfislusné
HvMPKG6 alely.

4.2 Exprese genu asociovanych s patogenezi (PR) v korenech HvMPK3-KO a
kontrolnich rostlin je¢mene po oSetreni flg22

Pro vlastni analyzy byly kromé kontrolnich rostlin divokého typu odridy jeCmene
Golden Promise vyuzity také tfi nezavislé HvMPK3-KO linie jeCmene odrudy Golden
Promise. Tyto linie obsahuji rozdilné homozygotni knock-out mutace v HvMPK3 genu
indukované TALENem a byly zaroveri vyselektovany pro absenci TALENové T-DNA
kazety (vysledky diplomovych praci Bc. Evy Trejtnarové a Mgr. et Mgr. Terezy Tiché).
Nejprve byla analyzovana exprese HvMPK3 genu (kontrola vyrazeni HvMPK3) a PR
gentd po 15 minutach pasobeni flg22 na kofeny HvMPK3-KO a kontrolnich rostlin
(Obr. 10). Vysledky této analyzy ukéazaly pfiblizn€¢ polovicni obsah HvMPK3
transkriptu u HYMPK3-KO rostlin ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr 10 a)).

Zadny z testovanych PR genl viak nebyl konzistentng indukovan flg22 (Obr 10 b), c),
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Obr. 9. Absolutni pocet jedinci mutovanych v HvMPK6 genu a jedincu divokého typu v ramci
T2 potomstva jednotlivych T1 rostlin.
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Obr. 10 Relativni exprese gent asociovanych s patogenezi (PR) v ko

, Wt-

Wt-

>

; M — kontrolni oSetieni, flg22 —

kontrolnich linii jemene po 15 min oSetfeni 1 uM flg22. Wt-A

B, KO-C - HYMPK3 KO linie

(D 21

d). Dale byl ve dvou opakovanich sledovan vliv dlouhodobéjsiho ptisobeni f1g22 (4 ho-

diny a 6 hodin) na indukci exprese PR genu v kotenech rostlin divokého typu (Obr. 11).
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Obr. 11 Relativni exprese genu asociovanych s patogenezi (PR) v kofenech rostlin divokého
typu jeCmene po 4 a 6 hod osetieni 1 uM flg22. M — kontrolni oSetfeni, flg22 — oSetieni flg22,
4h — pisobeni flg22 po dobu 4 hodin, 6h — pusobeni flg22 po dobu 6 hodin

Vysledky této analyzy ukazaly konzistentni, pfiblizn€ Sesti nasobnou indukci exprese
genu HvPRIb po Sesti hodinovém pusobeni flg22 (Obr. 11 a)). Obdobné byl po Sesti
hodinovém pusobeni flg22 konzistentné v kotfenech indukovan gen HvPR5 TLP5,6 a to
piiblizn€ trojnasobné ve srovnani s pusobenim kontrolnich podminek (Obr. 11 d)). Gen
HvPR4b byl v kofenech indukovan dvou az trojnasobné po ¢tyt i Sesti hodinovém
pusobeni flg22, avsak vice konzistentni indukce byla opét pozorovana po Sesti hodinach

oSetfeni flg22 (Obr. 11 <c¢)). Gen HVPR3 nevykazal konzistentni indukci po
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dlouhodobém pusobeni flg22 (Obr. 11 b)). Vzhledem k tomu, ze Sestihodinové oSetieni
1 uM flg22 vedlo k indukci tii odlisSnych PR genu v kofenech kontrolnich rostlin, byl
nasledné realizovan experiment s Sesti hodinovym pusobenim 1 pM flg22 na indukci
PR gent u dvou HYMPK3-KO linii (Obr. 12). Vysledky analyzy exprese HYMPK3 genu
ukdzaly, ze mnozstvi HVMPK3 transkriptu bylo pfiblizn€ péti nasobné€ snizeno
v kofenech HYMPK3-KO linii ve srovnani s kofeny kontrolnich rostlin (Obr. 12 a)).
Byla tak potvrzena identita HvMPK3-KO linii v ramci experimentu. Byla pozorovana
dvou a pul az tfinasobna indukce exprese genu HvPR3b po osetfeni kontrolnich i
HvMPK3-KO rostlin, avSak nebyl pozorovan rozdil v mife indukce mezi kontrolnimi a
mutantnimi rostlinami (Obr. 12 c¢)). Obdobné byl gen HvPR5 TLP 5, 6 dvou az tfi
nasobné indukovan pusobenim flg22 u kontrolnich i HvMPK3-KO rostlin (Obr. 12 ¢)).
Mnozstvi transkriptu HvPR5 TLP 5, 6 bylo mirn€ snizeno u HvMPK3-KO linii ve
srovnani s kontrolnimi liniemi (Obr. 12 e)). Geny HvPRIb a HvPR4b nevykazaly
konzistentni indukci po oSetteni flg22 v ramci biologickych replik (Obr. 12 b) a d)).
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Obr. 12 Relativni exprese gent asociovanych s patogenezi (PR) v kofenec

, flg22 — oSetfeni flg22, 1, 2 — biologické

1 oSetfeni

.

kontrolnich linii jeCmene po 6 hod osetieni 1 uM flg22. Wt-A, Wt-D - kontrolni linie; KO-B1,
B t

KO-C2 - HvMPK3 KO linie; M — kontroln

repliky
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S DISKUSE

V predkladané praci bylo genotypovano pomoci sekvenovani celkem 121 jedincu T2
generace potomkil CRISPR/Cas9 HvMPK6-KO linie jeCmene setého (Hordeum
vulgare) odridy Golden Promise pro pfitomnost mutaci ve tfetim exonu HvMPKG6 genu.
Vysledky této analyzy identifikovaly 58 jedinci divokého typu a 63 jedincu
mutovanych v oblasti cilového mista (protospaceru) HvMPK6 genu. Vsichni mutovani
jedinci byli asociovani s prekryvajicimi se chromatogramy a dal§i analyzy zahrnujici
mj. klonovani PCR produkta ukazaly, ze se jedna, minimalné v 51 pfipadech (mutovani
potomci rostlin B3/5 a B4/5), o heterozygoty tvorené knock-out alelou HvAMPK6 a
alelou HvMPK6 divokého typu. Potomstvo rostliny B6/5 nebylo vzhledem
k hypervariabilité prekryvajicich se chromatogramil asociovanych s mutovanymi jedinci
podrobnéji  studovano.  Nizka  frekvence  mutovanych  jedinci  spolecné
s hypervariabilitou chromatogramt vSak naznaCuje, Ze matefska rostlina B6/5 byla
chimérou mutovanych bunécnych linii a buné¢né linie divokého typu. Absence jedinca
s homozygotni mutaci v cilovém miste¢ HvMPK6 genu mezi relativné velkym poctem
121 analyzovanych jedincli, spolecn€ s heterozygotni a nikoli bialelickou povahou
mutaci u mutovanych jedinci naznaCuje, Ze homozygotni (posunové) mutace
v HYMPK6 genu jsou pravdépodobné€ letalni nebo embryo-letalni.

Orthology genu HvMPKG6 byly studovany pomoci reverzné genetickych pfistupt u
modelové dvoudé€lozné rostliny Arabidopsis thaliana — AMPK6 a modelové
jednodélozné rostliny Oryza sativa — OsMPK6 (Bush a Krysan 2007; Miiller et al, 2010;
Lopez-Bucio ef al., 2014; Liu et al., 2015; Yi et al., 2016; Minkenberg et al., 2017).
Siroka $kala fenotypovych projevii byla popsana u AMMPK6 knock-out mutantu
A. thaliana. Analyza délky kofene u mutantnich semenackti ukazala vyrazné opozdény
vyvoj a rust kofent ve srovnani s kontrolnimi semenacky ekotypu Col-0 (Miiller et al.,
2010). Dale bylo demonstrovano, ze knock-out mutace v AMMPKG6 zplusobuje
abnormalni vyvoj embryi, ktery vede k tvorbé tfi kategorii typti semen (Bush a Krysan
2007; Lopez-Bucio et al., 2014). V prub¢hu kliCeni a rdstu rostlin jsou pak s témito
kategoriemi semen asociovany zmeény v architektufe tvorby kofent (Lopez-Bucio et al.,
2014). Mutantni rostliny 4. thaliana také vykazaly snizenou sam¢i plodnost, abnormalni
vyvoj tyCinek a tvorbu kratSich Sesuli (Bush a Krysan 2007). AtMPK6 knock-out
mutanti A. thaliana vSak vzdy dokonci zivotni cyklus, jsou plodni a vytvaii semena. Na

rozdil od A. thaliana je u O. sativa popsan embryo-letalni fenotyp knock-out mutaci
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v OsMPKG6 (Yi et al., 2016; Minkenberg ef al., 2017). Defektni embryo homozygotnich
mutanti v OsMPK6 nevytvaii embryonalni organy, respektive jeho vyvoj je zastaven
v globularnim stadiu (Yi efal, 2016). Jina pozorovani vSak ukazuji, ze knock-out
mutanti v OsMPKG6 jsou zakrsli, maji vzpfimené listy a vytvaifi mald semena, pfi
zachovani plodnosti (Liu efal., 2015). Vysledky ziskané v této praci naznacuji, Ze
homozygotni knock-out mutace v HvMPK6 pravdépodobné zptusobuji u jeCmene letalitu
nebo embryo-letalitu, coz by bylo v souladu s pozorovanim Yi ef al., 2016, Minkenberg
et al., 2017 u ryze. Bylo by vsak zapotfebi dalSich experimentt, které by prokazaly, ze
cast T2 semen HvMPK6-KO linie obsahuje defektni embrya, ktera nekli¢i a navic, ze
tato defektni embrya jsou homozygotni v knock-out mutaci/ mutacich v HvMPK6 genu.

V predkladané praci byl dale sledovan vliv oSetteni 1 uM flg22 na expresi PR gent
v kotenech HvMPK3-KO a kontrolnich linii je¢mene. Nejprve byla optimalizovana
délka pusobeni flg22, kdy byl sledovan vliv 15ti minutového, ¢tyf a Sestihodinového
oSetfeni na indukci vybranych PR genl. Bylo zjisténo, ze PR geny jsou konzistentné
indukovany v kofenech kontrolnich rostlin po Sesti hodinach pusobeni flg22. Nasledné
byla sledovana indukce PR genu v kofenech HvMPK3-KO linii po Sesti hodinovém
pusobeni flg22. Nebyl vSak pozorovan vyrazny rozdil v expresi a v mife indukce PR
genll u HYMPK3-KO a kontrolnich rostlin. Pivodné byla o¢ekavana snizena indukce PR
geni u HvMPK3-KO linii, protoze AtMAPK3 (ortholog HvMPK3) zvysuje
prostiednictvim fosforylace transkripéniho faktoru VIP1 expresi PR/ genu u A. thaliana
(Djamei etal., 2007). Dale pak také MPK3 a MPK6 Arabidopsis indukuji
prostiednictvim fosforylace transkripéniho faktoru ERF6 expresi fady genl obranné
odpovedi vici patogenim, vCetné genti kodujicich PR proteiny defensiny (Meng ef al.,
2013). Z pozorovanych vysledkt absence regulace exprese PR genu prostiednictvim
HvMPK3 u jeCmene vSak nelze Cinit jednoznatné zavéry. V prubéhu oSetfeni byly
rostliny kultivovany v tekutém zivném médiu na svétle. Kofeny rostlin tak byly
vystaveny nedostatku kysliku a oxidativnimu stresu v dasledku pfimé iluminace.
ZvySené mife stresu kofeni by odpovidala i pozorovana vysoka uroven exprese PR
gent (Ct = 22-28) u rostlin vystavenych kontrolnimu oSetieni (bez flg22). Principialné
by méla byt exprese PR genu za absence stresovych podminek nizka. S vysokou mirou
stresu kofend muze také souviset pozorovana relativné nizka mira indukce PR genu
flg22, ktera byla u kontrolnich rostlin maximaln€ Sestinasobna. Naptiklad u Arabidopsis
byla pozorovana az 40ti nasobna indukce PR/ genu pro oSetfeni 1 pM flg22 (Denoux

et al., 2008). Je mozné, ze by za méné stresovych podminek rozdily v expresi PR genu
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mezi HvMPK3-KO a kontrolnimi liniemi byly po oSetfeni flg22 pozorovany.
Z Casovych davodi nebylo v praci realizovano osetfeni lista flg22, pii kterém lze
pusobeni nezadoucich stresovych faktort minimalizovat. Jako vhodny se v této
souvislosti jevi predevsim postiik listd kli¢nich rostlin péstovanych nesterilné v pudé

roztokem flg22 pomoci rozprasovace (Meng ef al., 2019).
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6 ZAVERY

1) CRISPR/Cas9 indukované homozygotni (posunové) mutace v genu pro mitogenem
aktivovanou proteinkinasu 6 HvMPKG6 jeCmene seté¢ho (Hordeum vulgare) jsou
letalni nebo embryo-letalni.

2) V T2 generaci byli identifikovani jedinci s mutovanym genem HvMPK6 a soufasné
s nizkym relativnim mnozstvim CRISPR/Cas9 T-DNA. V jejich potomstvu mohou
vystepit rostliny s mutaci v HYMPK6 a zaroven s absenci T-DNA.

3) Optimalni doba pusobeni flg22 pro indukci exprese genu asociovanych s patogenezi
(PR genil) v kofenech jeCmene setého je 6 hodin.

4) Nebyl pozorovan rozdil ve flg22 indukované expresi PR genti mezi liniemi jeCmene
setého s vyfazenym genem pro mitogenem aktivovanou proteinkinasu 3 HvMPK3 a

kontrolnimi liniemi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BAKI1 - brassinosteroidni insenzitivni 1 (BRI1) kinasa
BCP - 1-bromo-3-chloropropan

BIK1 - botrytis-indukovana kinasa 1

cDNA - komplementarni DNA

CERKI1 - CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE 1
CRISPR-Cas - segmenty nahromadénych pravideln€ rozmisténych kratkych
palindromickych repetic

CTAB - cetyltrimetylamoniumbromid

DAMP - s poskozenim asociované molekularni vzory
ddH,O - dvakréat destilovana voda

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTPs - deoxynukleotidovy mix

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

ETI - imunita spousténa efektory

F- ptedni primer

FLS2- FLAGELLIN-SENSITIVE 2

gRNA - vodici RNA

HR - hypersenzitivni reakce

JA - kyselin jasmonova

MAPK - mitogenem-aktivované protein kinasa
MAMP - s mikroby asociované molekularni vzory
NB-LRR - typ receptoru obsahujici nukleotid-vazajici doménu a opakujici se sekvence
bohatou na leucin

NO - oxid dusnaty

PAMP - patogeny asociované molekularni vzory

PCR — polymerazova fetézova reakce

PTI - imunita spousténa vzorci

gRT-PCR - kvantitativni polymerazové fetézové reakce
R - zadni primer

RLK - kinasa podobna receptorim

RLP - protein podobny receptorim

RNA - ribonukleova kyselina
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ROS - reaktivni formy kysliku

PRR - receptory pro rozpoznavani specialnich vzoru

TAE - TRIS-acetatovy pufr

TALEN - efektorové nukleazy podobné transkripénim aktivatoram
TF - transkrip&ni faktor

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan

WT - rostlina divokého typu

ZFN - nukledzy s doménami se zinkovymi prsty
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