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Seznam zKkratek
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geny kodujici lipopolysacharidovy transport
(lipopolysaccharide transport system genes)

lysin specificka demethylasa
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1 Uvod

Obilniny jsou hlavni slozkou lidské stravy. Kazdy rok je celosvétoveé sklizeno bezmala 2,8
miliard tun obilnin (FAO, 2022). Ctvrtou nejpdstovangjsi obilninou je je¢men (Hordeum
vulgare). Je¢men je adaptibilni a lze jej péstovat v mirném pasmu po celém svéte. JeCmen
je péstovan hlavé pro potravu hospodaiskych zvitat, dale se vyuziva K piipravé sladu
a Vv lihovarnickém primyslu.

Nastroje v oblasti genomové editace, mezi které patii mimo jiné i mistné specifické
endonukleasy, usnadnuji vyvoj plodin odolnych vici herbicidim ¢i $ktidcim a umoziuji
vytvafet plodiny se zvysenym vynosem. CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats)/Cas9 (CRISPR-associated nuclease 9) je novou generaci mistné
specifickych endonukleas. Technologie CRISPR/Cas9 diky své vysoké efektivité
a jednoduchosti nahradila nukleasy zinkovych prstd (Zinc-finger nuclease, ZFN)
a nukleasy efektorti transkripénich aktivatort (Transcription activator-like efffector
nuclease, TALEN). Systém CRISPR/Cas9 byl objeven jako soucast obranného systému,
ktery poskytuje prokaryotickym organismim odolnost vuéi virim. Technologie
CRISPR/Cas9 umoznuje inzerci, deleci ¢i zménu vybrané genetické informace. Systém
CRISPR-Cas9 se sklada z dvou hlavnich komponent: z vodici single guide RNA (sgRNA)
a Cas9 DNA endonukleasy. Cas9 endonukleasa je navadéna sgRNA a na zakladé
komplementarity systém rozpozna cilovou sekvenci a Cas9 endonukleasa provede
dvouvlaknovy zlom.

Gen HVABCG11 koduje protein patiici do skupiny ABC transportéra. ABC
transportéry jsou transmembranové proteiny pohanéné hydrolyzou ATP nachazejici
se jak v prokaryotickych, tak v eukaryotickych organismech. Rostlinny genom vyssich
rostlin koduje vyrazné vétsi mnozstvi ABC transportérii oproti genomu jinych eukaryot.
Zatimco Vv genomu ryze bylo identifikovano 133 gentt ABC transportérd, v lidském
genomu bylo identifikovano 49. Puavodné byla ABC transportérim V rostlinach
pfifazovana pouze detoxifikacni funkce. Pozd¢&ji bylo prokazano, ze ABC proteiny hraji
nezbytnou roli ve vyvoji rostliny, ristu organt, transportu fytohormont ¢i reakci

na abioticky stres a patogeny.
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Cile prace

Zpracovat literarni resersi na dané téma.

Ptipravit mutaci genu HVABCG11l v jarnim je¢meni odridy Golden Promise
za pouziti technologie programovatelnych endonukleas CRISPR/Cas9.
Charakterizovat transgenni rostliny TO a T1 generace jarniho je¢mene, u kterych je

ptedpokladén vznik mutace v zdjmovém genu HYABCG11.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 ABC transportéry

ABC (ATP binding cassette, ABC) transportéry jsou jednou z nejvétSich proteinovych
rodin, jsou zastoupeny jak Vv eukaryotickych, tak Vv prokaryotickych organismech
a funguji jak exportéry, tak importéry. V rostlinach jsou ABC transportéry soucasti fady
fyziologickych procest, jako je naptiklad transport hormont, regulace stomat, reakce
na stres a komunikace mezi rostlinou a mikroorganismy. Typicky ABC transportér je
slozen ze dvou transmembranovych domén (transmembrane domain, TMD) formujicich
pienosny kanal a dvou nukleotid vazajicich domén (nucleotide-binding domain, NBD)
nachazejicich se v cytoplazmé. Existuji také tak zvané poloviéni ABC transportéry, které
obsahuji jednu TMD a jednu NBD, tento typ ABC transportérii pak tvoii heterodimery
¢i homodimery (Davidson et al., 2008). Tteti typ ABC transportéru nema zadnou TMD, ale
je tvotfen dvéma NBD. NBD je hydrofilni a obsahuje nékolik konzervativnich motivi, jako
jsou Walker A a Walker B sekvence, ABC signiture motiv, H smycka, Q smycka a D
smycka. D smyc¢ka primarné spojuje dimery, H smycka interaguje s TMD. Walker A
a Walker B tvoii P smycku, ktera se vaze k ATP a Q-smycka a H-smyc¢ka obsahuji prvky
dilezité pro interakci s y fosfatem ATP (Davidson et al., 2008). TMD je hydrofébni a je
typicky sloZena zSesti transmembranovych o helixd. NBD zprostfedkovava energii
hydrolyzou ATP, naproti tomu TMD se vaze na substrat a transportuje jej pfes membranu
(Schneider et Hunke, 1998).

V dasledku rapidniho vyvoje sekvenovani DNA bylo zjisténo, Ze geny kodujici
ABC transportéry jsou hojné zastoupeny ve vSech rostlinach. Suchozemské rostliny
obsahuji podstatné vétsi mnozstvi ABC transportéri ve srovnani s jinymi zastupci

eukaryot, viz tab. 1 (Hwang et al., 2016).
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Tab. 1. Pocet ABC transportéri nachazejicich se u vybranych zastupci eukaryotickych organismi.

Zastupce Eukaryot Pocet ABC transportéru
Oryza sativa 133

Drosophila melanogaster 56

Mus musculus 53

Homo sapiens 49

Saccharomyces cerevisiae 30

Piejato z Hwang et al., 2016.

Arabidopsis thaliana je prvni vyssi rostlinou, u které byly popsany vsechny geny
kodujici ABC transportéry. Genom A. thaliana obsahuje 130 genG kodujicich ABC
proteiny (Sanchéz-Fernandéz et al., 2001). V genomu Oryza sativa bylo uréeno 133
a v Zea mays 130 ABC genu (Baxter et al., 2001; Pang et al., 2013). Existuje nékolik
ptistupt Klasifikace ABC transportérti, momentalné nejrozsifenéjsim zptsobem klasifikace
je rozd€leni ABC transportéri do podskupin na zakladé jejich proteinové rozpustnosti,
pritomnosti TMD, funkce a aminokyselinové sekvence (Verrier et al., 2008). Rostlinné
ABC transportéry se tiidi do osmi podskupin A, B, C, D, E, F, G a | (Kang et al., 2011).
Zastupci skupiny ABCH, ktera je znama hlavné u hmyzu, nebyli u rostlin, kvasinek
a savcl identifikovani (Dean et Annilo, 2005). ABCA az ABCD se vyznacuji piedni
orientaci, to znamena, ze TMD se nachazi pited NBD. ABCC transportéry jsou pievazné
lokalizovany na membrané vakuoly — tonoplastu (Tan et al., 2019). ABCD podskupina je
tvofena jednim uplnym ABC transportérem a jednim poloviénim transportérem, oba se
nachazi v peroxisomech (Hayashi et al., 2002). ABCG se znaci svou obracenou orientaci,
vV ramci uspotradani genu se NBD nachazi pied TMD (Rea, 2007). ABCG podskupina je
u rostlin zdaleka nejvétsi podskupinou ABC transportéri, u A. thaliana ¢ita 43 zastupcn,
28 z nich jsou polovi¢ni ABC transportéry (Kang et al., 2011). VV genomu H. vulgare bylo
identifikovano 131 geni ABC transportérd. 99 HVABC proteinti bylo lokalizovano
na plazmatické membrané, pouze né€kolik HVABC proteini bylo lokalizovano
na membrané vakuol, chloroplasti a mitochondrii (Zhang et al, 2020). Zhang et al. (2020)
dale zjistili, z2 HYABCG podskupina ABC genu je v jeémeni nejrozsifenéjsi a je tvofena 49
geny. Naopak HVABCE podskupina je tvotena pouze tiemi ¢leny. Ve vsech HVABC genech
byla potvrzena pritomnost alesponn jedné NBD. NBD je tedy unikatni doménou ABC
transportéri a je vysoce konzervovana. Naopak sekvence a struktura TMD se u fady

HvABC lisila (Zhang et al., 2020).
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Strukturni zaklad pro substratovou specifitu ABC proteint je nejasny, a proto neni
mozné predpoveédeét substraty ABC proteini, které jesté nebyly funkéné studovany.
Nekteré ABC transportéry maji slabou substratovou specifitu, jsou schopny transportovat
funk¢né a strukturné odlisné slouceniny (Lefévre et Boutry, 2018). Jiné ABC transportéry
jsou monospecifické, prikladem je transportér AtABCBL, ktery je schopny vazat pouze
specifickou skupinu auxind a ma schopnost rozlisit strukturné blizké syntetické auxiny
1-naftalenoctovou kyselinu a 2-naftalenoctovou kyselinu (Geisler et al., 2005). Identifikace
substratu a ur¢eni funkce jednotlivych ABC transportéri obvykle vyZzaduje ziskani
odpovidajiciho mutanta, u kterého poté nasleduje rozsahla funkéni studie. Stanoveni funkci

nove objevenych ABC genii tedy vyZaduje mnoho cCasu a usili.

3.1.1 Evoluce ABC transportériu

ABC transportéry jsou fylogeneticky stara skupina proteind, existuji ve vSech studovanych
prokaryotickych a eukaryotickych organismech a béhem evoluce podstoupily Sirokou skalu
zmén (Cho et al., 2021). Prokaryotické ABC transportéry jsou vétsinou mensi a strukturné
jednodussi nez ABC transportéry nalezené v eukaryotech. Bylo zjisténo, ze podskupina
eukaryotickych ABCB gent kodujici poloviéni proteiny ma NBD spojenou s polovi¢ni
NBD pochazejici z prokaryotickych organismd. Protoze jsou ABC transportéry
lokalizovany i na mitochondrialnich a vakuolarnich membranach, predpoklada se, ze
rostlinné NBD se pravdépodobné vyvinuly endosymbiozou (Xiong et al., 2015). ABC
transportéry umoznily rostlinam adaptovat se na suchozemské podminky. Podili se
na tvorbé kutikuly, zprostiedkovavaji transport hormont nebo jsou soucasti odpovédi
na patogeny (Hwang et al., 2016). Béhem evoluce zjednobunéné zelené fasy
na terestrialni rostlinu doslo k vyznamné diverzifikaci ABC transportéra. Kong et al.
(2020) provedli komparativni genomickou analyzu zastupcu fas, nizsich a vyssich rostlin
a zjistili, ze genomy vsech testovanych fas, mezi které patii napiiklad Penium
margaritaceum, Mesotaenium endlicherianum a Spirogloea muscicola, obsahuji pouze
dil¢i sady gent podilejicich se na syntéze kutikuly a transportu strukturnich slozek
kutikuly. Mezi geny kodujici transportéry slozek kutikuly se fadi ABCG transportéry
(ABCG11 a ABCG12) a geny kodujici lipopolysacharidovy transport (lipopolysaccharide
transport system gene, LPTG). Fylogeneticka analyza dale identifikovala ortology vsech
genti znamych komponent nezbytnych pro syntézu kutinu a kutikularnich vosku ve vsech

analyzovanych suchozemskych rostlinach, coz naznacuje, ze syntéza Kkutikuly vznikla
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Vv poslednim spoleéném piedkovi Embryophyta (Kong et al., 2020). Z evolu¢nich studii
vyplyva, ze domény ABC transportéri byly béhem evoluce multiplikovany, fazovany
¢i modifikovany (Cho et al., 2021). Evolu¢ni studiec ABC gend jsou nezbytné
i pro pochopeni funkce ABC transportérii, pomahaji ziskat informace o substratu fady
necharakterizovanych ABC proteint a logicky predpokladat funkci u nepopsanych ABC
proteinti na zakladé piibuznosti ve fylogenetickych stromech. ABCG transportéry jsou
nejvétsi podskupina ABC proteintt ve vSech suchozemskych rostlinach. Vyjimecna
diverzifikace ABCG transportérti je pfisuzovana adaptaci rostlin na suchozemské
podminky (Hwang et al., 2016). Cho et al. (2021) vytvorili fylogenetické stromy ABCG
gent A. thaliana a jejich homologii z fady organismui, aby zjistili, pro¢ ABCG transportéry
béhem evoluce terestrialnich rostlin tak extenzivné proliferovaly. Z fylogenetickych
stromu vyvodili, ze ABCG proteiny A. thaliana a jejich homology nalezené
v suchozemskych rostlinach jsou jasné oddélitelné od ABCG proteinti jinych organismd,
coz naznacuje, ze se diferenciovaly az po evoluci suchozemskych rostlin. Studované
ABCG proteiny A. thaliana a jejich homology nachazejici se u suchozemskych rostlin se
diverzifikovaly do sedmi raznych skupin, kazda skupina je slozena z nékolika gent
s podobnou fyziologickou funkci. ABCG proteiny se rapidné diverzifikovaly, jak
u suchozemskych rostlin, tak u Oomycetes (Wang et al., 2015). Mnoho zastupca
Oomycetes jsou rostlinnymi patogeny, nekteré rostlinné ABC transportéry transportuji
sekundarni metabolity, dilezité pro obranu proti témto patogenim. Ptikladem takového
transportéru je AtABCG40, ktery je nezbytny pro rezistenci vici Phytophora, rostlinnému
patogenu patiicimu mezi Oomycetes (Kamoun et al., 2015; Wang et al., 2015). Vyznam
ABCG transportérii V obrané proti patogeniim naznacuje, ze rostlinné ABCG transportéry
a ABCG transportéry Oomycetes se pravdépodobné vyvijely v evoluénim zavodé (Cho et
al., 2021).

3.1.2 ABC transportéry esencialni pro rist a vyvoj rostlin

ABC transportéry se podili na tadé bunécnych procesd, jako je reakce na bioticky
a abioticky stres, ukladani lipidd na povrchu pletiv, dormance semen, regulace tvaru
a velikosti zrn, transport fytohormont, rist a diferenciace, pfijem prospé$nych Zzivin
¢i redoxni homeostaza. ABC transportéry hraji tedy dtlezitou roli ve vynosu a odolnosti

plodin. ABC transportéry se u rostlin nachazi na plazmatické membrané, membrané
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vakuol, chloroplasti, mitochondrii ¢i peroxizomu. Mezi substraty rostlinnych ABC
proteinli patii hormony, pigmenty, toxické latky, sekundarni metabolity potiebné

pro obranu, lipidové molekuly ¢i reaktivni kyslikové slouéeniny (Do et al., 2021).

Transport rostlinnych hormon.
Fytohormony ftidi rust a vyvoj rostliny a jsou nezbytné v odpovédi na endogenni
a exogenni podméty. Rostlinné hormony ovliviiuji fyziologické procesy jiz ve velmi
malych koncentracich. Obdobné jako u Zivoc¢ichi, fytohormony musi byt tranSportovany
do cilovych pletiv vzdalenych od mista jejich biosyntézy (Borghi et al., 2015).
S transportem fytohormont jsou asociovany nékteré z fad ABCB, ABCD a ABCG gent.
Kyselina abscisova (abscisic acid, ABA) je hormon, jehoz hlavni role je reakce
na bioticky a abioticky stres, jako jsou patogeny, salinita, zmény teplot ¢i sucho.
Fytohormon ABA je produkovan hlavné v parenchymu bunék cévnich svazk kofenu
a prytu a je transportovana do listi, kde je uchovavana a kde reaguje na vodni stres. ABA
je tvofena také ve svéracich bunkach. Bauer et al. (2013) zjistili, ze svéraci bunky stomatu
obsahuji enzymy potiebné pro syntézu ABA a po expozici listu suchému vzduchu mohou
syntetizovat ABA de novo. ABA je exportovana z cévnich bun¢k do xylému a do svéracich
bunék proteiny skupiny ABCG. Protein AtABCG25 je polovi¢ni ABC transportér, ktery
transportuje ABA z cévnich bunék do apoplastu v reakci na vodni stres, viz obr. 1.
Zvysena exprese AtABCG25 zpUsobila zvysenou teplotu listd naznadujici zvySenou
transpiraci a roli tohoto transportéru v regulaci stomat (Kuromori et al., 2010). AtABCG40
je plazmaticky protein, ktery je soucasti influxu ABA, mutant genu AtABCG40 se
vyznacoval nizsi toleranci na sucho z divodu neadekvatniho pohybu stomat (Kang et al.,
2010).
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Obr. 1. Role transportéric AtABCG25 a AtABCG40 v influxu a efluxu ABA (pfevzato a upraveno
podle Kang et al., 2011).

Cytokininy (CK) jsou fytohormony hrajici vyznamnou roli Vv regulaci
fyziologickych a vyvojovych procesu, jako je formace apikalniho meristému, rust kambia
¢i diferenciace bunék. Cytokininy nejsou syntetizovany jen v Kofenech, ale geny
biosyntézy jsou exprimovany také v nadzemnich c¢astech rostliny. Prestoze enzymy
pottebné pro syntézu CK jsou dobie popsany, transport CK je jeste¢ pfedmétem vyzkumu.
Predpoklada se, ze ABC transportér AtABCG14 lokalizovany v plazmatické membrané se
ucastni transportu CK. Ztrata exprese AtABCG14 vedla k degenerativnim zménam rustu
nadzemni ¢asti. Navic v mutantech atabcgl4 koncentrace CK v xylému byly snizeny az
0 90 % (Ko et al.,, 2014). Zhao et al. (2019) charakterizovali ryzového ortologa
transportéru AtABCG14, OsABCG18, ktery je soucasti transportu CK z kofene do
nadzemni casti rostliny. Podobné jako AtABCG14, OsABCG18 je primarné exprimovan
v kofeni a ABC transportér je lokalizovan na plazmatické membrané. Transport CK byl
v mutantech osabcg18 vyznamné potlac¢en (Zhao et al., 2019).

Strigolaktony jsou fytohormony odvozené z karotenoidd, hraji dulezitou roli

v inhibici lateralniho riistu pupenit a podporuji symbidézu mezi mykorhiznimi houbami
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a kofeny rostlin. Strigolaktony jsou navic soucasti regulace tvorby lateralnich
a adventnich kofent (Sasse et al., 2015). Strigolaktony jsou syntetizovany V kofenech
a nadzemnich c¢astech rostlin (Domagalska et Leyser, 2011). ABC transportér PhPDR1
u Petunia hybrida pravdépodobné transportuje strigolaktony a je nezbytny pro regulaci
mykorhizy a auxiliarni tvorbu vétvi. Mutantni rostliny v genu PhPDR1 nedostatecné
vylucovaly strigolaktony z kofenti, coz mélo za nasledek redukci symbiotickych interakci
(Kretzschmar et al., 2012). Sasse et al. (2015) zjistili, Ze PDR1 se vyznacuje buné¢né
specifickou asymetrickou lokalizaci v odlisnych kofenovych pletivech
a zprostiedkovava transport strigolaktonii do nadzemni c¢éasti a lokalizovany vydej
strigolaktonti do pudy.

Dal§imi vyznamnymi fytohormony jsou auxiny. Jedna se o skupinu latek
vychazejici ze struktury indolu, auxin IAA (indol-3-octova kyselina) je nejvyznamngjsim
auxinem u rostlin. Vyvoj a rist rostliny je vysoce zavisly na auxinovém gradientu.
Auxinovy gradient je udrZzovan diky transportu auxinu mezi sousednimi buikami
na dlouhé vzdalenosti. Nekteré ABCB transportéry pravdépodobné slouzi jako primarni
aktivni auxinové pumpy, které jsou schopny transportovat proti prudkému auxinovému
gradientu hydrolyzou ATP (Geisler et al., 2017). AtABCB1 a jeho homolog AtABCB19
jsou spojovany s transportem auxinu (Noh et al., 2001). Mutace v genech AtABCBI,
a AtABCB19 mély za nasledek maly vzrast rostliny, redukovanou apikalni dominanci
a auxinové inbalance. Polarni transportv atabcblatabchl9 byl az o 70 % sniZen jak
ve stonku, tak v hypokotylu (Noh et al., 2003). Dalsi transportéry z ABCB skupiny
spojované s transportem auxini jsou ABCB4 a ABCB21. AtABCB4 je lokalizovany
v epidermis kotene. Ztrata funkce AtABCB4 se v kofenech projevila snizenym
transportem auxinu (Terasaka et al., 2005). AtABCB21 se nachazi na plazmatické
membrané a je fakultativni exportér nebo importér, v zavislosti na cytoplazmatické
koncentraci reguluje ptijem a vydej IAA (Kamimoto et al., 2012).

Je¢men, stejné¢ jako kvasinky a lidé, ma dva ABCD1 homology, HVABCD1
a HvABCD2. HvVABCD hraji roli v metabolismu auxinii a podili se i na biosyntéze

jasmonatu a determinaci velikosti zrna (Mendiondo et al., 2014).
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Transport a detoxifikace tézkych kovi

ABC transportéry byly dlouho asociovany hlavné s transportem tézkych kovi a jejich
detoxifikaci. Tézké kovy hraji dulezitou roli v produkci reaktivnich kyslikovych radikalu,
velké mnozstvi téZkych kovl v organismech zpasobuje oxidativni  stres.
U rostlin oxidativni stres zpasobeny tézkymi kovy vede ke zméné exprese dulezitych
gend, a tak zpusobuje rozpad bunééného metabolismu a ovliviiuje rist rostlin (Chaffai
et Koyama, 2011). T¢zkymi kovy jsou ovliviiovany hlavné koteny, protoze ze vSech
rostlinnych organt s nimi pfichazi nejvice do kontaktu. Mezi ABC transportéry podilejici
se na rezistenci k tézkym koviam patii AtABCC2 a AtABCCL, u kterych bylo zjisténo, ze
piispivaji v A. thaliana k toleranci Cs*? a Hg*? (Park et al., 2012). Zelezo je v rostling
vyuzivano prevazné jako enzymovy kofaktor hlavné v elektronovém transferu a katalyze.
Nejcastéjsimi formami kofaktoru Zeleza jsou Fe-S shluky lokalizované v mitochondriich,
cytosolu, jadie a plastidech (Lu, 2018). AtABCB25 lokalizovany v mitochondrii se podili
na syntéze téchto Fe-S klastra (Bernard et al., 2009). AtABCG36 je dalsim proteinem,
ktery je soucasti rezistence na tézké kovy. Dva tydny staré rostliny A. thaliana oSetfené
Cd*2, Pb*? a Cu*? se vyznadovaly zvysenou expresi AtABCG36 v kofenové oblasti (Kim
et al., 2007). Jiz zminény AtABCGA40, u které¢ho byl prokazan import ABA, se navic podili
I na rezistenci vici olovu. Mutantni rostliny v genu AtABCG40 péstované na médiu
obohacené o Pb*? se projevovaly mensim vzristem a vy$§im obsahem olova oproti
kontrolni rostliné (Lee et al., 2005). Soucasti tolerance vuci hliniku je ABC transportér
AtABCB27 a ryzovy OsALSL1 lokalizovany v tonoplastu (Larsen et al., 2007). Je¢men
patii mezi plodiny nejvice citlivé na hlinik, coz vyrazn¢ ovliviiuje jeho péstovani
v kyselych pudach (Ma, 2007). Liu et al. (2021) charakterizovali ABC transportér
HVABCB25 nachazejici se v tonoplastu kofenovych bun€k planého je¢mene, ktery se
podili na detoxifikaci hliniku. Potlaceni exprese HVABCB25 vedlo k poklesu tolerance
hliniku, coz mélo za nasledek sniZeni rdstu kofene a zvySenou akumulaci hliniku
Vv bunikach kotene planého je¢mene. Liu et al. (2021) nasledné zvysili expresi HYABCB25
V jeCmeni jarnim kultivaru Golden Promise, coz vedlo k vyraznému zlepseni tolerance

hliniku a snizeni akumulace hliniku v cytosolu kotfenovych bungk.
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Transportéry podilejici se na pienosu strukturnich komponent

Nadzemni ¢asti rostlin jsou pokryty kutikulou, ochrannou hydrofobni bariérou tvofenou
z kutinového polyesteru a voskd. Kutikula kryje vnéjsi vrstvu epidermalnich bunék
a slouzi jako obrana proti vlivim prostiedi, biotickému stresu, brani ztratim vody, omezuje
transpiraci, umoziuje transport plynli a rozpusténych latek. Hlavni slozkou kutikuly je
kutin slozeny z glycerolu a C16 a C18 mastnych kyselin (Franke et al., 2005). Kompozice
a struktura kutinu je druhové specificka a muze se lisit i mezi organy. ABCG transportéry
AtABCG11, AtABCG12, AtABCG13 a AtABCG32 jsou nedilnou soucasti transportu
stavebnich slozek kutikuly. Homo ¢i hetero dimery polovi¢niho transportéru AtABCG11
se podili na formaci kutinu v listech a stonku (McFarlane et al., 2010). Mutant genu
AtABCG11 se projevil zakrslosti, saméi gametofyt byl sterilni a doslo k fuzi organu (Bird
et al., 2007). AtABCG13 je poloviéni transportér nezbytny pro transport kutinu
v okvétnich listcich (Panikashvili et al., 2011). AtABCG32 je typ Pleiotropic drug
resistance (PDR) transportéru. PDR skupina ABC transportért je slozena u A. thaliana
z 15 genui a z 23 genti u O. sativa. Tyto PDR geny tvofi samostatnou vétev v rodiné ABC
transportéri. VSechny PDR transportéry se vyvinuly ze spole¢ného piedka vzniklého
z jedné duplikacni udalosti ABC transportéru majiciho obracenou strukturu domén (NBD-
TMD) (Martinoia et al., 2002). AtABCG32 ptispiva k transportu prekurzort kutinu.
Mutant AtABCG32 pecl se vyznacoval snizenym mnozstvim typickych kutinovych
monomert, jako jsou w-hydroxylované mastné kyseliny a 10, 16-dihydroxypalmitat
az 0 40 % v kutikularni vrstvé, coz vedlo ke zvySené permeabilit¢ kutikuly hlavné
na okvétnich listcich (Bessire et al., 2011). Proteiny kodované homology AtABCG32 byly
identifikovany i u O. sativa (OSABCG31) a u H. vulgare (HvABCG31). HYABCG31 hraje
vyznamnou roli v tvorbé kutikuly v rostoucich listech, hvabcg3l se projevil zakrslosti,
snizenou schopnosti zadrzovat vodu a tenkou kutikulou. Inaktivace genu OSABCG31 m¢la
za nasledek defekty ve vyvoji epidermalniho povrchu stonku a kutikuly lista (Chen et al.,
2011). Ryzovy transportér OSABCGH9 hraje dtlezitou roli v transportu kutikularnich voska
a je nezbytny pro normalni vyvoj rostliny béhem vegetativniho obdobi. Mutant genu
OsABCG9 se vyznacoval nizkym vzrastem a citlivosti na sucho. Celkové mnozstvi
kutikularnich vosku v listech mutanta osabcg9 bylo snizeno o 53 % (Nguyen et al., 2018).
Gen je¢mene jarniho HYABCGL11, ktery je predmétem této prace se pravdépodobné podili
na tvorbé kutikuly.
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Suberin je apoplasticky biopolymer slouzici k ochrané pied vodou, plyny
¢1 patogeny, nachdzi se ulozeny ve vrstvach mezi plazmatickou membranou a bunécnou
sténou. Hlavnimi slozkami suberinu jsou karboxylové kyseliny, mastné kyseliny
a primarni alkoholy. Nékteré ABCG proteiny byly identifikovany jako transportéry
komponent suberinu. AtABCG2, AtABCG6, AtABCG20 prispivaji k tvorbé suberinové
lamely vendodermis kofenu. Trojity mutant v genech AtABCG2, AtABCG6
a AtABCG20 se projevoval vysokou permeabilitou kofene a snizenym obsahem suberinu
v plasti semen (Yadav et al., 2014). OsABCGS5 je ryzovy protein nezbytny pro depozici
suberinu v hypodermalni vrstvé kotfenu. Rostlina s mutaci v OSABCG5 postradala
suberinovou lamelu (Shiono et al., 2014).

Monolignoly jsou fenolické slouceniny a prekurzory pro syntézu ligninu, hlavni
komponentu dieva. Monolignoly jsou syntetizovany v cytosolu, a tak musi byt
transportovany ptes bunééné membrany do bunééné stény, kde jsou oxidovany
a polymerizovany. V A. thaliana byl identifikovan ABC protein plazmatické membrany
AtABCG29 transportujici monolignoly. Ztrata funkce AtABCG29 proteinu, zpusobila, Ze
mutantni rostliny vykazovaly defekty lignifikace (Alejandro et al., 2012).

Pylova zrna jsou vybavena komplexni sténou, ktera chrani gamety pted vné&jSimi
vlivy. Sténa pylového zrna je slozena z n€kolika ochrannych vrstev, jako je plast zrna,
vnéjsi sténa slozena prevazné ze sporopoleninu a vnitini sténa obsahujici celulézové
slou¢eniny (Zhang et Li, 2014). Na pfenosu monomeru potfebného K tvorb& sporopoleninu
z tapetum do archesporia se v A. thaliana podili transportér AtABCG26. Ztrata funkce
tohoto genu vedla k formaci defektni vn&jsi vrstvy pylového zrna (Choi et al., 2011).
Ryzovy ortolog genu AtABCG26, OsABCG15, je exprimovan v tyéince
a transportuje kutikularni monomery z tapetum na vnéjsi povrch ty¢inek. Mutant genu
OsABCG15 se vyznacoval vyznamné redukovanym mnoZstvim kutinu. Dvojity mutant
osabcgl50sabcg26 vykazoval skoro kompletni absenci kutikuly na ty¢ince (Zhao et al.,
2015). U A. thaliana byly identifikovany dalsi transportéry podskupiny G podilejici
se na formaci ochranné¢ho plasté zrna, mezi né patii AtABCG1, AtABCGY9, AtABCG16
a AtABCG31 (Choi et al., 2014; Yim et al., 2016).
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Transportéry ucastnici se reakce na patogeny

Rostliny produkuji sekundarni metabolity, jako jsou derivaty terpent, alkaloidy, glykosidy,
které slouzi k primarni obrané organismu proti utoku patogent (Osbourn, 1996). Analyza
transkriptomu O. sativa odhalila, Ze az polovina ABCG proteinti je soucasti reakce
na bioticky stres. V pritomnosti kyseliny jasmonatové a kyseliny salycilové doslo totiz
ke zvysSeni exprese gent kodujicich tyto transportéry (Moons, 2008). Roli v obrané proti
biotickému stresu hraji pravdépodobné transportéry AtABCG30 a AtABCG34. U Mutanta
v genu AtABCG30/AtPDR2 byla pozorovana zména mikroflory v oblasti kofene
naznacujici snizenou obranyschopnost rostliny (Badri et al., 2009). Khare et al. (2017)
zjistili, ze protein AtABCG34 je zapojen do obrany proti nekrofilnim houbam transportem
antimikrobialni latky camalexinu, hlavniho fytoalexinu A. thaliana na povrch listu.
Nejstudovangjsim transportérem podilejicim se na obrané proti patogeniim je AtABCG36.
Mutanti genu AtABCG36 byli nachylngjsi k padli. Mutanti se dale vyznacovali oslabenou
rezistenci proti nehostitelskym biotrofim a nektrotrofiim (Stein et al., 2006). Podobné
v psenici (Triticum aestivum) gen Lr24 kodujici ABCG transportér typu PDR podminuje
rezistenci na n€kolik houbovych patogent (Krattinger et al., 2009).

Preziti patogena nebo symbionta v hostiteli zavisi na schopnosti hostitele produkovat
esencialni ziviny. V mikroorganismech dochazi také k expresi ABC transportéri béhem
importu a exportu substrati (Tanaka et al., 2018). Patogenni bakterie hledaji ziviny tvofené
hostitelem a fada téchto bakterii vyuziva pravé ABC transportéry, aby akumulovala
esencialni makromolekuly. Podle Tanaka et al. (2018) je zasadni porozumét témto
systémum, protoze jejich funkce jsou nepiimo spojeny s virulentnimi vlastnostmi patogenti
a jejich poznani miZe pomoci k vytvoreni vysoce efektivnich terapeutickych strategii.
Charakterizace ABC transportérii je také objektem vyzkumu védci zkoumajici lidské
nemoci, jejich vyvoji a kontrole, hlavné v dobé, kdy dochazi k nartstu rezistence bakterii
na antibiotika (Hellmich, 2018).
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3.2 Rekombinantni technologie

Rekombinantni technologie je spoleéné oznaceni biotechnologickych postupt, které
umoznuji pozménit geneticky material vybraného organismu inaktivaci gent
nebo vlozenim cizi sekvence, a tak ziskat zivy organismus s vylepSenou vlastnosti, ktera se
ptirozené u daného druhu organismu nevyskytuje. Tato technologie vyuziva vhodné
vektory Kk inzerci fragmenti DNA z vybranych zdroju obsahujicich pozadovanou
genetickou sekvenci. Manipulace s genomem organismu se provadi zavedenim jednoho
nebo n¢kolika novych gent a regula¢nich prvku ¢i inaktivaci endogennich gent (Khan
et al., 2016). Rekombinantni technologie se G¢inné pouzivaji k produkci fady lidskych
proteinti vV mikroorganismech, jako je inzulin a somatotropin (Flodh, 1986; Johnson, 1983).
Rekombinantni technologie vyznamné pfispéla i zemédé€lstvi zlepSenim, jak vlastnosti
plodin jako je tolerance na herbicidy, rezistence rostlin vici patogentim a vynos, tak
napiiklad zlepSenim nutri¢nich vlastnosti. Ve srovnani s konven¢nim kiiZzenim rostlin,
pti kterém dochazi k pfenosu jak cilovych gent, tak i velkého mnozstvi nespecifickych
gend, genové inzenyrstvi umoziuje pienos pouze zajmovych gent (Kumar et Kumar
2015).

Mezi rekombinantni technologie lze zatadit techniky editace genomu. Genomova
editace je pojem zahrnujici celou $kalu technik schopnych mistné specificky modifikovat
DNA v Zivych bunkach. Diive hlavnim pfistupem funk¢ni genomiky byla piima genetika
zalozena na nahodné mutagenezi celého genomu. K nahodné mutagenezi genomu byla
vyuzivana naptiklad radiace nebo chemické mutageny, pouziti téchto metod vedlo k tvorbé
vysokého poétu mutaci. Dnes je vyuzivan predevs$im druhy pfistup, tak zvana reverzni
genetika. Reverzni genetika vychazi z provedeni cilené mutace zajmového genu za pouziti
mistné specifickych endonukleas a na zakladé fenotypového projevu mutace je popisovana
funkce genu. Hlavnim nastrojem K editaci genomu jsou programovatelné endonukleasy.
Mezi programovatelné endonukleasy patii ZFN, TALEN a syst¢ém CRISPR/Cas9 (Boch
et al., 2009; Jinek et al., 2012; Kim et al., 1996). ZFN jsou chimérni proteiny slozené
ze syntetickych vazebnych domén zinkovych prsti a z DNA Stépici domény. DNA
vazebnou doménu ZFN lze pak modifikovat tak, aby specificky zacilila vybranou sekvenci
DNA (Cathomen et Joung, 2008; Kim et al., 1996). TALEN je systém slozeny z efektoru
transkripcniho aktivatoru (transcription activator-like effector, TALE) a k tomu piipojené

Stépici domény Fokl. Fokl stépi jako dimer, proto TALEN funguji v paru, kazda TALEN
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se vaze na jedno vlakno sekvence (Boch et al., 2009; Christian et al., 2010). Navrh
a klonovani ZFN a TALEN nukleas je casové a technicky naro¢ny proces ve srovnani

s nedavno objevenym systémem CRISPR/Cas9.

3.2.1 Technologie CRISPR/Cas9

CRISPR byl objeven jako c¢ast obranného mechanismu prokaryotickych organismu
zprostiedkovavajici virovou rezistenci. Ishino et al. objevili CRISPR uz vroce 1987
v genomu Escherichia coli pfi zkoumani genu zodpovédného za konverzi isoenzymu
alkalické fosfatasy (iap). Jedna se o palindromické opakujici se sekvence oddélené
kratkymi (32-38 bp) sekvencemi odvozenymi z DNA vird, které dfive infikovaly bunku.
Kratké sekvence nukleovych kyselin téchto vird jsou integrovany do hostitelského
integrované sekvence Vvira v bakterialnim genomu jsou pii opétovné nakaze transkribovany
a tvori kratkou vodici RNA (guide RNA, gRNA). gRNA je navazana na Cas9
endonukleasu, komplex gRNA-Cas9 rozpozna sekvenci viru napadajiciho bunku na
zaklad¢ komplementarity s gRNA a Cas9 nukleasa provede dvouvldknovy zlom (Jinek
et al, 2012). Cas endonukleasy typicky rozeznavaji kratké motivy piiléhajici
k protospaceru (protospacer adjacent motif, PAM) o velikosti 3-6 bp. PAM jsou druhové
odlisné a jsou ziidka kdy prezentovany ve vlastni DNA hostitele, aby nedoslo k vlastnimu
Stépeni (Gleditzsch et al., 2019). Dale po sméru vlakna se nachazi protospacer velky 20 bp.
Protospacer je kopirovany usek DNA patogena vlozeny do CRISPR lokusu. Protospacery
jsou oddeleny repetitivnimi sekvencemi. Pii opétovném napadeni prokaryotického
organismu virem dochazi k transkripci CRISPR sestavy za vzniku prekurzoru CRISPR
RNA (pre-crRNA) a nasleduje enzymatické stépeni, kdy z pre-crRNA vznika CRISPR
RNA (crRNA) (Jinek et al., 2012). crRNA se poté spoji strans aktivujici crRNA
(tracrRNA) a dochazi k tvorbé gRNA. gRNA tvoii sekundarni strukturu obsahujici
R smycku. R smycka aktivuje HNH a RuvC-like domény endonukleasy, které specificky
Stépi cizi DNA a vznika tak dvouvlaknovy zlom (double stranded break, DSB) (Jinek
et al., 2012). CRISPR/Cas systémy byly objeveny u fady prokaryotickych organismu. Bylo
zjisténo, ze Cas endonukleasy se u jednotlivych druhti 1isi strukturou a velikosti.
CRISPR/Cas systémy byly rozdéleny do 2 tfid, 6 typl a 33 podtypt. Prvni tfida je slozena
ze systémi obsahujicich nékolik Cas enzymi, které spolu spolupracuji tak, aby zacilily

DNA. Druhd tfida systémut obvykle vyuziva jen jeden multifunkéni Cas enzym. Druha
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tiida je zatim nejlépe prozkoumana, obsahuje Cas9 endonukleasu, ktera je bézné vyuzivana
ke genomové editaci (Makarova et al., 2020). Pausch et al. (2020) objevili CRISPR/Cas®
v bakteriofagu, kde velikost Cas® enzymu je polovi¢ni oproti Cas9, a tak piedstavuje
potencionalni vyhody V pfenosu molekuly do bunky.

Kdyz byl CRISPR/Cas9 systém adaptovan jako molekularni nastroj, tracrRNA
a crRNA byly nahrazeny chimérou téchto dvou RNA molekul nazvanou single guide RNA
(sgRNA). Sekvenci sgRNA lze navrhnout tak, aby Cas9 enzym zacilil jakykoliv vybrany
gen. Edita¢ni nastroj CRISPR/Cas9 ma dvé hlavni komponenty: sgRNA, ktera navadi
endonukleasu na zakladé¢ komplementarity bazi k vybrané sekvenci a Cas9 endonukleasu,
ktera katalyzuje Stépeni fosfodiesterové vazby na obou vlaknech DNA a vytvati tak DSB
(Jinek et al., 2012). Pfitomnost DSB spusti v buiice mechanismy opravy DNA bud’
zpusobem piimé homologné fizené opravy (homologous directed repair, HDR),
nebo opravy spojenim nehomolognich koncti (non-homologous end joining, NHEJ), viz
obr. 2 (Puchta, 2005). Pokud DSB zpisobi HDR, dochazi k syntéze homologni sekvence
pomoci sesterské chromatidy, ktera je pouzita jako templat pro opravu nukleové kyseliny.
Béhem opravy DNA mechanismem HDR nedochazi k tvorbé chyb. Jestlize probiha oprava
DSB prostiednictvim NHEJ, dochazi k pfimé ligaci koncti nukleové kyseliny enzymem
DNA ligasou. Behem NHEJ opravy vznikaji nukleotidové inzerce, substituce ¢i delece
kodonu nebo vznik kodonu nekodujiciho Zadnou aminokyselinu (Hefferin et Tomkinson,
2005). NHEJ oprava DNA probiha béhem GIl, Sa G2 faze. KHDR dochazi jen
V pozdni S nebo G2 fazi bunééného cyklu, kdy jsou dostupné sesterské chromatidy, které
slouzi jako templaty k opravé. HDR zavisi na typu burnky, koncentraci donorové DNA,
na vybraném pifenosu a pfitomnosti homologni DNA uvnité jadra (Heyer et al., 2010).
HDR mechanismus je v genomové editaci vyuzivan k vlozeni celych sekvenci genu

s rameny homolognimi k okolnim sekvencim DSB.
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Formace komplexu a
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Obr. 2. Indukce dvouvlaknového zlomu (DSB) komplexem Cas9-sgRNA a nasledna oprava DSB.
(ptevzato 10. 7. 2022 a upraveno podle https://www.addgene.org/crispr/cut/).

Cas9 endonukleasu Ize modifikovat tak, aby byla zvySena jeji specifita a efektivita.
Mezi upravené Cas9 enzymy patii nick Cas9 (nCas9), u kterého je jedna Sté€pici doména
inaktivovana (Trevino et Zhang et al., 2014). Dalsi modifikaci Cas9 je deaktivovany
enzym, tak zvany dead Cas9 (dCas9), kdy obé¢ stépici domény endonukleasy ztraci funkci,
avsak vazebna funkce Cas9 neni ovlivnéna. nCas9 a dCas9 mohou byt dale fuzovany
s jinymi funk¢énimi proteiny, a tak dat vzniku novym typim CRIPSR/Cas9 genomovych
editorti. dCas9 protein lIze spojit s enzymem konvertujicim baze za vzniku tak zvaného
bazového editoru schopného tvofit specifické zmény bazi. Cytosin bazovy editor tvofeny
dCas9, cytidin deaminasou a glykolasa inhibitorovou doménou katalyzuje konverzi
cytosinu na thymin, coz vede ke zméné C/G na T/A (Li et al., 2018). Pokud je provedena
fuze dCas9 supravenou RNA adenosin deaminasou, dochazi ke vzniku adeninového
bazového editoru. Adeninovy bazovy editor konvertuje adenin na guanin, a tak se A/T
méni na G/C (Kang et al., 2018). Alternativné lze dCas9 nukleasu fazovat s reverzni
transkriptasou. Anzalone et al. (2019) tak pfipravili genom editujici systém zvany Prime
editor. Prime editor pfimo vklada DNA sekvenci na vybrané misto v genomu
bez pritomnosti templatu. Prime editor ma schopnost provést inzerce, delece a 12 typu
bazovych konverzi bez provedeni DSB. Hlavni komponentou Prime editor systému je
programovatelna prime editing gRNA (pegRNA), ktera produkuje sgRNA a templat

reverzni transkriptasy. Editace genomu pomoci Prime editoru byla aspésné provedena jak
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Vv zivocisnych, tak v rostlinnych bunkach. Efektivita této technologie se u lidskych bun¢k
pohybuje okolo 50 %, ale u rostlin je mnohem nizsi (Anzalone et al., 2019).

Epigenetické mechanismy, mezi které patii naptiklad DNA methylace, modifikace
histonu nebo nekddujici RNA, ovliviiuji genetickou expresi v zivoc¢isnych i rostlinnych
bunkach. Spojenim dCas9 a demethylaéniho enzymu vznika CRISPR/dCas9 systém
schopny odstranit methylové skupiny z vybrané sekvence DNA, a tak spustit ¢i zvysit
expresi daného genu (Lau et Suh, 2018). Liu et al. (2018) vyuzili CRISPR/dCas9 schopny
zacilit CGG expanzni mutaci v 5'-UTR oblasti genu fragilniho X mentalni retardace 1.
Syndrom fragilniho X je nejcastéjsi typ mentalni poruchy u muzt. Geneticka exprese je
ovlivnéna také histony, proteiny, kolem kterych je omotana molekula DNA. Enzym lysin
specificka demethylasa 1 (LSD1) selektivné odstrani az dvé methylové skupiny z histonu,
a tak reguluje expresi vybraného genu. Spojenim LSD1 s dCas9 vznika proteinovy
komplex schopny pozménit expresi vybranych gent (Kearns et al., 2015). Dal§im
dilezitym epigenetickym regulatorem jsou nekodujici RNA, kam patii napiiklad
microRNA ¢i siRNA. Huo et al. (2017) za pouziti CRISPR/Cas9 inaktivovali microRNA
21 v rakoving dé€lozniho ¢ipku, coz signifikantné inhibovalo proliferaci, migraci a invazi

nadorovych bungk.

Proces editace rostlinného genomu pouzitim CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 lIze vyuzit také k editaci rostlinného genomu. Zasah do rostlinného genomu
tak umoznuje vytvaret cilené mutace v genomu hospodaiskych plodin s cilem zvysit vynos
plodin, jejich kvalitu ¢i toleranci vii¢i enviromentalnim stresim. Abioticky a bioticky stres
jsou dva hlavni limitujici faktory v rastu a vyvoji plodin, V jejich vynosu a kvalité.
Technologie CRISPR/Cas9 poskytuje prostiedek k vyzkumu rostlinnych genu kritickych
pro zlepSeni zeméd¢€lskych vlastnosti rostlin. Inaktivaci zajmovych gent 1ze pak dosahnout
mimo jiné rezistence vaci rostlinnym patogeniim, zlepSeni adaptace na rizné abiotické
stresy ¢i zvySeni vynosu (Razzaq et al., 2019).

Prvnim krokem procesu editace rostlinného genomu je identifikace zajmového
genu. Poté je in silico navrzena expresni SJRNA kazeta slozena z 98-nukleotidové
sekvence a 20-nukleotidového protospaceru tak, aby specificky navedla Cas9 protein, ktery
zpusobi DSB ve vybraném genu. Ke genetické editaci rostlin metodou CRISPR/Cas9 je
poté nutné pripravit expresni vektor kodujici Cas9 a sgRNA. V rostlinach dochazi

k transkripci SgRNA RNA polymerasou Ill, exprese sgRNA kazety je obvykle tizena
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ubikvitinovym U3 nebo U6 promotorem. K expresi Cas9 expresni kazety se obecné
vyuziva promotor 35S Cauliflower mosaic virus (CaMV35) ¢i ubikvitinovy promotor.
Expresni vektor obsahuje mimo expresni kazetu s pfisluSnym promotorem i dalsi funk¢ni
elementy, jako je transkrip¢ni terminator a marker rezistence k antibiotiku nebo herbicidu
nutny pro selekci. Vyzkum pleiotropnich gent ¢i nékterych genl esencialnich pro vyvoj
a reprodukci rostlin metodou CRISPR/Cas9 je obtizny, protoze jejich inaktivace je
neslucitelna se zivotem rostliny. V takovém pfipadé lze vyuzit bunétné specifické
promotory, naptiklad pSMP promotor pro expresi v kofenova ¢epiéce ¢i pTMM promotor
k expresi ve svéracich bunkach. Tyto promotory zajisti, ze exprese CRISPR-Cas9 systému

je bunééné specificka a genomova editace prob&hne jen v urcité skupiné bunék (Ali et al.,

2020).

Metody transformace rostlin

Nejpouzivangjsi metodou genetické transformace rostlin je pfenos konstruktu koédujiciho
Cas9 nukleasu zprostfedkovany Agrobacterium tumefaciens, viz obr. 3. Kultivaci
na selekénim médiu jsou ziskany transgenni rostliny obsahujici CRISPR-Cas9 transgen.
K potvrzeni pfitomnosti mutace je nebytné provést sekvenaci cilové sekvence. V ptipadé
nalezeni zajmové mutace, lze transgen Cas9 eliminovat Mendelovou segregaci, a tak ziskat
geneticky editovanou rostlinu bez transgenu (Pyott et al., 2016). Alternativné 1ze
k transformaci rostlin vyuzit gram negativni pudni bakterii Rhizobium rhizogenes, ktera
zpusobuje tvorbu vlaskovych kofent. Transformace R. rhizogenes je zprostfedkovana
Ri plazmidem pfenesenym do kofent (Kiryushkin et al., 2021). Dalsi hojné vyuzivanou
metodou transformace rostlin je mikroprojektilovy pfenos zalozeny na vysokorychlostnim
prenosu mikroprojektilt, jimiz 1ze vnést do cilovych bunék jak CRISPR/Cas9 DNA, tak
RNA komplex nebo ribonukleoproteiny (RNP). Zhang et al. (2016) mikroprojektilovym
pienosem CRISPR-Cas9 systému do nezralych embryi T. aestivum ptipravili homozygotni
mutantni rostliny. Kindukci mutace genu TaGASR7 pouzili CRISPR-Cas9 systém
ve formatu CRISPR/Cas9 DNA a k tvorbé mutace genu TaGW2 vyuzili CRISPR-Cas9
RNA.
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Analyza sekvence cilového genu a vybér Klonovéni expresniho vektoru
protospaceru obsahujici sgRNA a Cas9

PN S AVNATS S Rt

Detekce Cas9 a sekvenovani Transformace A. tumefaciens, selekce kalust
cilové sekvence na selekénim médiu a regenerace rostlin

Obr. 3. Schéma postupu editace vybraného rostlinného genu metodou CRISPR/Cas9. Rostlinny

material je transformovan expresnim vektorem obsahujici SgRNA a Cas9.

Transformaci a editaci genomu jednodéloznych rostlin Ize zefektivnit pouZzitim
rastovych regulatori BABY BOOM a Wuschel (Lowe et al., 2016). Che et al. (2022)
srovnali efektivitu transformace Sorghum bicolor prostfednictvim A. tumefaciens
za pouziti rastového regulatoru Wuschel-2 (Wus2) s konvencni transformaci. Efektivita
transformace za pouziti Wus2 se zvysila z 20 % na 38,8 %. Che et al. (2022) nasledné
sledovali vliv Wus2 na genomovou editaci metodou CRISPR/Cas9. Cetnost mutaci
u rostlin transformovanych CRISPR expresnim vektorem kodujicim Wus2 ¢inila
74,2 % oproti editaci CRISPR expresnim vektorem bez Wus2, kdy tspésnost editace
se pohybovala okolo 27 %.

Editace genomu rostlin pouzitim technologie CRISPR/Cas9 je obecné méné
efektivni nez u zivoc€ichu, hlavné z davodu obtiznéjsiho pifenosu CRISPR-Cas9 systému
do rostlinnych bunék (Bortesi et al., 2016). Jednim z hlavnich tskali rostlinné genomové
editace je prenos systému CRISPR-Cas9 pies bunécnou sténu. Protoplasty, stejné jako
zivocisné buiky, neobsahuji bunécnou sténu. Transformace protoplastu umoziuje provést

genovou editaci vyuzitim RNP komplexu ¢i mRNA, a tak ziskat mutované rostliny
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bez ptitomnosti exogenni DNA. RNP komplexy mohou byt vneseny do protoplastu pomoci
polyethylenglykol-calcium transfekce (Woo et al., 2015; Lin et al., 2018). Transfekci
izolovanych protoplasta komplexem Cas9 proteinu a gRNA Woo et al. (2015) pfipravili
edita¢ni udalost v genomu A. thaliana, Nicotiana attenuata, O. sativa a Latuca sativa.
Piimou polyethylenglykol-calcium transfekci protoplastti systémem CRISPR/Cas9 RNP
byl editovan gen MLO-7 V. vinifera za uc¢elem zvyseni rezistence vuci padli a v jablku byly
indukovany mutace gena DIPM-1, DIPM-2 a DIPM-4 k zvyseni odolnosti na bakterialni
spalu ruzovitych (Malnoy et al., 2016). Regenerace rostlin z jednobunééného protoplastu je
vSak ¢asove naro¢na a béhem procesu regenerace Casto vznikaji nezadouci somatoklonalni
variace, jako jsou aneuploidie a strukturalni zmény chromozomu (Fossi et al., 2019).
Pienos CRISPR-Cas9 kazety do zarode¢né linie nebo protoplastu je technicky naro¢ny
a mén¢ efektivni.

K ptenosu CRISPR-Cas9 systému do rostlin 1ze vyuzit i virové vektory. RNA viry
s pozitivnim vlaknem, naptiklad virus kadefavosti tabaku (Tobacco rattle virus, TRV),
mohou byt pouzity k vneseni sgRNA a indukovat tak mutaci bez integrace DNA (Ellison
et al., 2020). Nevyhodou pienosu CRISPR/Cas9 virovym vektorem je jeho kapacita, ktera
nepojme cely CRISPR-Cas9 systém, vétsina virovych vektora disponuje kapacitou mensi
nez 1 kb, gen Cas9 je velky piiblizné 4,2 kb, proto je tato metoda transformace vhodna
k editaci transgennich rostlin exprimujicich Cas9 (Varanda et al., 2021). Ellison et al.
(2020) vnesli do rostlin exprimujici Cas9 sgRNA konjugovanou s mobilnim elementem
Flowering locus T (FT). Sekvence sgRNA byla klonovana do TRV vektoru
transformovaného do rostliny prostfednictvim A. tumefaciens. TRV vektor byl infiltrovan
do lista transgenni N. benthamiana. Efektivita editace zajmového genu PDS dosahovala az
80 % (Ellison et al., 2020).

K pifenosu biomolekul do rostlinné buriky slouzi i nanocastice 0 velikosti mensi nez
100 nm. K transformaci rostlinnych buné¢k metodou biolistiky se vyuZzivaji nanocastice
tézkych kova nebo chemicky upravené karbonové tecky ¢i nanotrubice, které jsou
navrzeny tak, aby byly schopny prenaset geneticky material a difuzovat skrz bunéénou
sténu do bunécného jadra Ci chloroplastu (Demirer et al., 2019). Nanokarbonové castice
maji potencial doruc¢it DNA/RNA/RNP do zarodeénych ¢i somatickych bunék, prechazi
ptes bunécnou sténu a k pfenosu neni potieba mechanickych ¢i chemickych metod. Navic

nanokarbonové castice poskytuji ochranu pied enzymatickou degradaci transportované
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biomolekuly a mohou byt obohaceny specifickym ligandem navadéjicim do cilové
organely (Cunningham et al., 2018).

Vyuziti CRISPR/Cas9 ke zlepSeni vlastnosti zemédélskych plodin

Technologii CRISPR/Cas9 lze vyuzit k vyvoji plodin tolerujicich abioticky stres, jako je
sucho ¢i salinita. U Z. mays byla zvysena tolerance sucha zvysenim exprese ARGOS genti
(Shi et al., 2017). Taky v Glycine max byla tolerance sucha a salinity zvySena mutaci gent
Drb2a a Drb2b (Curtin et al., 2018). Vynos a kvalita plodin je dal$i oblasti
potencionalniho vyuziti genomové editace. Multiplexovy ptistup byl pouzit k editaci tti
genu O. sativa, GS3, GW2 a GW5I, vedouci k zvyseni velikosti zrna (Xu et al., 2016).
Snizeni vynosu plodin je mimo jiné zpisobeno rostlinnymi patogeny, jako jsou viry,
bakterie ¢i houby. CRISPR/Cas9 systém lze pouzit K piipravé rostlin rezistentnich vaci
vybranym nemocim. Editaci promotorové oblasti genu CsLBO1 v Citrus paradise doslo
Kk zvySeni rezistence vici patogenu Xanthomonas citri zptusobujiciho rakovinu citrusového
plodu (Peng et al., 2017). Dalsi piiklady editace gent zlepSujicich vlastnosti zemédélskych

plodin jsou uvedeny v tab. 2.
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Tab. 2. Piehled editaci zemédélskych plodin metodou CRISPR/Cas9.

Plodina Cilovy gen Znak Typ editace Reference
_ FAD2-1A, Zlepseni kvality _ Kimetal.,
Glycine max ) Inaktivace genu
FAD2-1B  oleje 2017
Oryzasativa  OsNACO041 Tolerance salinity  Inaktivace genu Boetal., 2019
. Shim et al.,
Oryzasativa ~ OsNAC14  Tolerance sucha Vlozeni genu 2018
_ _ Liuetal.,
Oryzasativa  GW5 Véha zrna Inaktivace genu
2017
IPA, GS3, Lietal., 2016
Oryzasativa  DEP1, Zlepseni vynosu Inaktivace genu
Gnla
Oryzasativa  OsGRF4 Velikost zrna Vlozeni genu Lietal., 2016
Zvyseni obsahu
Solanum _ _
GBSS amylopektinu/amy- Inaktivace genu Andersson et
tuberosum
16zy al., 2018
Triticum TaDREB2, _ Kimetal.,
) Tolerance sucha Inaktivace genu
aestivum TaDREB3 2017
Triticum o o ] Sanchez-Le6n
) a—gliadin  Tolerance salinity  Inaktivace genu
aestivum etal., 2018
_ Zhang et al.,
Zea mays ZmHKT1  Vahazrna Inaktivace genu
2018
SniZené mnozstvi _ Qietal., 2016
Zea mays PPR, RPL Inaktivace genu

zein bilkoviny
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4  Material a metodika

4.1 Pristrojové vybaveni

- Analytické vahy ME1O4E/M (METTLER TOLEDO)

- Centrifuga 5418R (Eppendorf)

- Centrifuga BR4i (Jouan)

- Elektroforeticky napajeci zdroj PowerPac™ Basic (Bio-RAD)

- Elektroporator CelljecT Duo (Thermo Electron Corporation)

- Kultivaéni box Adaptis A1000 (Coviron)

- Inkubator INCU-line® 68R (Avantor)

- Inkubator INCUCELL®™ 55 (BMT Medical Technology)

- Laminarni box (Gelaire flow general company)

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

- pH metr wtw pH 7110 (inoLab®)

- Spektrofotometr DS-11 (DeNovix)

- Sucha lazen TDB-100 (Biosan)

- Termocycler TI00TM (Bio-RAD)

- Tiepaci inkubator ES-20 (Biosan)

- UV transiluminator G:BOX iChemi XR UV/White Light (Syngene)

4.2  Software a internetové nastroje
- A plasmid Editor (ApE)
- GeneSnap Viewer (Insigthful Science)
- MEGA-X 6.06
- PlantCARE (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), (Lescot
et al., 2002)
- Primer3Plus (https://www.primer3plus.com/), (Untergasser et al., 2012)
- UNAfold (http://www.unafold.org/), (Zuker et al., 2003)

4.3  Pouzité chemikalie

- 10 mM ATP solution (kat. ¢. PV3227, Invitrogen)
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10 mM dNTP Mix, PCR Grade (kat. ¢. 201900, QIAGEN)
2,4-dichlorofenoxy octova kyselina (kat. ¢. D0911, Duchefa Biochemie)
6-benzylaminopurin (kat. ¢. B3408, Sigma-Aldrich)

Agarose Gel DNA Extraction kit (kat. ¢. 1169550501, Roche Merck)

Bsa | HF (kat. ¢. R3535S, New England BioLabs)

CutSmart pufr 10x (kat. ¢. B7204S, New England BioLabs)
Dimethylsulfoxid (DMSQO) (kat. ¢. D4540-500ML, Sigma-Aldrich)
Dicamba (kat. ¢. D5417, Sigma-Aldrich)

Dusi¢nan amonny (kat. ¢. A3795, Sigma-Aldrich)

Ethidium bromid (kat. ¢. 1239-45-8, Sigma-Aldrich)

Primery (Generi Biotech)

Gel Loading dye, Blue (6x) (kat. ¢. B7021S, New England Biolab)
Glutamin (kat. ¢. 65763, Duchefa Biochemie)

Glycerol (kat. ¢. G5516-1L, Sigma-Aldrich)

Hygromycin B (kat. ¢. 10843555001, Roche Merck)
Isopropyl-p-D-thiogalaktosid (IPTG) (kat. ¢. BIO-37036, Bioline)
Kanamycin (kat. ¢. 10106801001, Roche Merck)

Kasein hydrolyzat (kat. ¢. 22090-100G, Sigma-Aldrich)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (kat. ¢ 11278, SERVA
Electrophoresis)

Kyselina chlorna (kat. ¢. 71696-1L, Sigma-Aldrich)

L-thiamin HCI (kat. ¢. T3902, Sigma-Aldrich)

LB (kat. ¢. L1704, Duchefa Biochemie)

Maltoza (kat. ¢. M0811, Duchefa Biochemie)

Marker molekulové hmotnosti HyperLadder I (kat. ¢. BIO-33025, Bioline)
Marker molekulové hmotnosti HyperLadder Il (kat. ¢. BIO-33039, Bioline)
Mlul HF (kat. ¢. R3198S, New England Biolab)

Murashige and Skoog (MS) (kat. ¢. M0221, M0238, Duchefa Biochemie)
Myo-inositol (kat. ¢. 10609, Duchefa Biochemie)

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (kat. &. 740609-250, Macherey-Nagel)
NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)/Plasmid (kat. &. 740499-240C, Macherey-
Nagel)

Paramagnetické castice (kat. ¢. A63880, Backman Coulter)
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- Phytagel (kat. ¢. P8169, Sigma-Aldrich)
Platinum™ Pfx DNA polymerasa (kat. ¢. 11708039, Invitrogen)
- Prolin (kat.¢. 0380, Sigma-Aldrich)
Pstl HF (kat. ¢. R3140T, New England Biolab)
pYLCRISPR/Cas9Pubi-H vektor (kat. ¢. 66187, Addgene)
QIlAprep Spin Miniprep Kit (kat. ¢. 27106X4, QIAGEN)
Rapid DNA Ligation kit (kat. ¢. 11635379001, Roche Merck)
ReadyMix™ PCR reakéni smés (kat. ¢&. R2523, Sigma-Aldrich)
Rifampicin (kat.¢. 13292-46-1, Duchefa Biochemie)
RNasa RNase A (kat. ¢. 9001-99-4, Roche Merck)
- S.0.C. médium (Kkat. ¢. 15544-034, Invitrogen)
Timentin (kat. ¢. T0190, Duchefa Biochemie)
Tris-HCI Trizma® hydrochloride (kat. ¢. 1185-53-1, Sigma-Aldrich)
UltraPure™ Agaroza (kat. €. 16500, Invitrogen)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galakto-pyranosid (X-GAL) (kat. ¢. R0404,

Thermo Fisher Scientific)

44 Média

Kalus indukéni (Callus induction, Cl) médium 1 1, pH 5,8
- 4,39 MS médium M0221
- 30 g maltoza

1 g kasein hydrolyzat

350 mg myo-inositol

690 mg prolin

4 mg L-thiamin HCI
1,25 mg CuSOs4- 5 H20
- 2,5mg Dicamba

160 mg Timentin

50 mg Hygromycin

3,5 g phytagel

Transientni (T) médium 11, pH 5,8
- 2,79 MS médium M0238
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20 g maltoza

165 mg NH4NO3

750 mg glutamin

0,4 mg L-thiamin, HCI

160 mg Timentin

2,5 mg 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
0,1 mg 6-benzylaminopurin

1,25 mg CuSOs4- 5 H20

3,5 g phytagel

Regenera¢ni médium 1 |, pH 5,8

4.5

2,7 g MS médium M0238
20 g maltoza

165 mg NH4sNO3

750 mg glutamin

100 mg myo-inositol

160 mg Timentin

0,4 mg L-thiamin HCI
3,5 g phytagel

Roztoky

Edwardsovo extrakéni ¢inidlo 100 ml

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

5ml 256mM EDTA

1 ml 0,5% SDS

70 ml destilovana voda

Lyzacéni pufr 12.5 ml

62,5 mg NaHSO3

12,5 mg kyseliny askorbova
12,5 pl 2-merkaptoethanol
12,5 pl RNasa
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12,5 ml destilovana voda

Zakladni lyzacni pufr 100 ml

10 ml 5M NacCl
10 ml 1M Tris-HCI
10 ml 0,5M EDTA

70 ml destilovan4 voda

50x koncentrovany TAE pufr, pH 8

121 g Tris
28,55 ml kyselina octova
50 ml 0,5M EDTA

421,45 ml destilovana voda

1x koncentrovany TAE pufr

- 20 ml 50x TAE pufr

4.6

980 ml destilovana voda

Biologicky material
Je¢men jarni (H. vulgare) kultivar Golden Promise

Elektro-kompetentni A. tumefaciens AGL1
Chemicko-kompetentni E. coli DHS5a
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4.7

4.7.1

4.7.2

Metody

Piiprava experimentu in silico

Sekvence DNA zajmového genu HORVU1Hr1G009920.2 (v této praci oznaceného
jako HvVABCG11) byla ziskana z databaze Ensembl Plants
(http://plants.ensembl.org/).

V softwaru ApE byly vybrany potencionalni sekvence protospaceru.
V internetovém nastroji UNAfold (http://www.unafold.org/) byla odvozena

sekundarni struktura sgRNA a byla vybrana finalni sekvence protospaceru.
V programu X-MEGA byla provedena analyza homolognich geni k HYABCG11
a byla identifikovana sekvence mozného vyskytu necilené mutace.

V internetovém  nastroji  Primer3plus  (https://www.primer3plus.com/)  byly

navrzeny primery pro sekvenaci cilové sekvence a sekvence vyskytu potencionalni
necilené mutace.
V softwaru PlantCARE

(https://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/plantcare/ntml/)  byla  provedena

analyza promotoru genu HvVABCGI11 a byly identifikovany motivy ucéastnici
se odpovedi na stres, regulacni elementy podilejici se na hormonalni odpovédi

a dalsi promotorové motivy.

Priprava expresniho vektoru

Expresni vektor byl ptipraven s modifikacemi dle Ma et al. (2015).

1.

Byla ptipravena reakéni smés pro restrikci pPUCUBA vektoru enzymem Bsal HF dle
tab. 3.

Tab. 3. SloZeni reakéni smési pro restrikci pUCUBA enzymem Bsal HF.

Slozky reak¢ni smési Objem [pl]
CutSmart pufr 10x 2
DNA/RNA free voda 7,5

Bsal HF (2 U/ul) 2

pUCUGA vektor (180 ng/ul) 2,5
Celkovy objem 14
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2. Reakéni smés byla vlozena do vodni lazné¢ a ponechana pii teploté 37 °C
po dobu 40 minut.

3. Reakce byla zastavena zahtatim smési na 65 °C po dobu 5 minut.

4. Byla provedena hybridizace protospaceru v termocykleru smichanim 5 pl forward
sekvence protospaceru a 5 ul reverse sekvence protospaceru. Termocycler byl
nastaven na 95 °C po dobu 30 sekund. Poté byla smés ponechana 15 minut
zchladnout.

5. Byla pripravena ligaéni smés dle tab. 4. V ligacni smési byl pouzit pfipraveny

hybridizovany protospacer a produkt restrikéni reakce.

Tab. 4. SloZeni reakéni smési pro ligaci protospaceru a produktu reakéni reakce.

Slozky reaké¢ni smési Objem [pl]
Produkt restrikce 16
Protospacer (50 uM) 1

ATP (10 mM) 2

T4 ligacni pufr 10x 2

T4 ligasa (2 U/ul) 1

Celkovy objem 22

6. Ligacni reakce byla inkubovana 40 minut pti laboratorni teploté (25 °C).

7. Ligacni reakce byla zastavena zahtatim smési na 65 °C po dobu 5 minut.

8. Byl namichan zasobni roztok reakéni smési Nested polymerazové tfetézové reakce
(polymerase chain reaction, PCR) obsahujici enhancer, pufr, siran hofe¢naty, smés
deoxyribonukleosidtrifosfatdt (dNTP), Pfx DNA polymerasu a DNA/RNA free
vodu dle tab. 5.

9. Zasobni roztok reakéni smési byl rozdélen po 18,9 ul do dvou PCR
mikrozkumavek. Do prvni PCR mikrozkumavky bylo pfidano 0,5 ul gR-R primeru,
0,5 pl forward protospaceru a 1 pl produktu restrikéni-liga¢éni reakce. Do druhé
PCR mikrozkumavky bylo k reakéni smési piidano 0,5 ul U-F primeru, 0,5 pl

reverse protospaceru a 1 ul produktu restrik¢éni-ligacni reakce, viz tab. 5.
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Tab. 5. SloZeni reakéni smési Nested PCR reakce.

Slozky reak¢ni smési Objem [ul]
Enhancer 10x 2
Pufr 10x 5
MgSO4 (50 mM) 1
dNTP (10mM) 1
Pfx DNA polymerasa (2,5 U/ul) 0,8
DNA/RNA free voda 28
Primer gR-R/U-F 10uM 0,5
Protospacer forward/reverse (50 uM) 0,5
Produkt restrikéni-liga¢ni reakce 1
Objem reakéni smési 20,9

10. Ptipravené reakéni smési byly vlozeny do termocykleru. Termocycler byl nastaven

dle programu viz tab. 6.

Tab. 6. Podminky Nested PCR reakce.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Inicia¢ni denaturace 94 4 min 1x
Denaturace 94 15s

Annealing primeri 60 15s 27X
Elongace 68 20s

Finalni elongace 68 1 min 1x

11. Poté byla pfipravena reakéni smeés PCR reakce Nested Il dle tab. 7. Do reakéni
smési byl piidan jako templat 10x zfedény produkt z obou PCR reakci Nested.
12. Program PCR reakce nastaven dle tab. 8.
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Tab. 7. SloZeni reakéni smési Nested 11 PCR reakce

Slozky reakéni smési Objem [ul]

Enhancer 10x 1

Pufr 10x 2,5

MgSO4 (50 mM) 0,5

dNTP (10 mM) 0,5

Primer PpsR (10 uM) 0,5

Primer PgsL (10 pM) 0,5

Pfx DNA polymerasa (2,5 U/pul) 0,5

DNA/RNA free voda 12

Templat 1 10x 1

Templat 2 10x 1

Objem reakcni smési 20
Tab. 8. Podminky Nested II PCR reakce.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Inicia¢ni denaturace 95 30s 1x
Denaturace 95 10s

Annealing primert 58 15s 27X
Elongace 68 20s

Finalni elongace 68 1 min 1x

13. Produkt Nested Il PCR reakce, U6-sgRNA kazeta, byl smichan s 5 pl Gel Loading
dye, Blue (6x) a elektroforeticky separovan v 2% agar6zovém gelu (0,8 g agar6zy,
40 ml 1x TAE, 1 ul ethidium bromidu). Elektroforeticka separace byla

vyhodnocena v UV transiluminatoru a obrazovy zaznam poiizen Vv programu

SnapGene.

14. Byla provedena izolace U6-sgRNA kazety z agardzového gelu pouzitim Agarose
Gel DNA Extraction kit dle navodu vyrobce.
15. Nasledovala restrikce pYLCRISPR/Cas9Puni-H vektoru a ptipravené U6-sgRNA

za pouziti enzymu Bsal HF. Smés byla ptipravena dle tab. 9.
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Tab. 9. SloZeni restrikéni reakéni smési pro restrikci pYL CRISPR/Cas9Puni-H vektoru

a U6-sgRNA kazety enzymem Bsal HF.

Slozky reaké¢ni smési Objem [pl]
CutSmart pufr 10x 2
DNA/RNA free voda 5

Bsal HF (2 U/ul) 2
pYLCRISPR/Cas9Pusi-H (150 ng/ul) 2,5
U6-sgRNA kazeta (120 ng/ul) 3,5
Celkovy objem 15

16. Restrik¢ni smés byla inkubovana hodinu ve vodni 1azni pfi teploté 37 °C.

17. Restrikce byla zastavena inkubaci v suché lazni pfi teploté 65 °C po dobu 10 minut.
18. Nasledovala ligaéni reakce U6-sgRNA kazety a pYLCRISPR/Cas9Pui-H vektoru.
K produktu restrikéni reakce byly piidany slozky pro liga¢ni reakci dle tab. 10.

Tab. 10. Slozky reakéni smési ligace U6-sgRNA kazety a pYL CRISPR/Cas9 Puhi-H vektoru.

Slozky reakéni smési Objem [ul]
Produkt restrikce 15

ATP (10 mM) 2

T4 liga¢ni pufr 10x 2

T4 ligasa (2 U/ul) 1

Celkovy objem 20

19. Smés byla ponechana pfi teploté 25 °C hodinu a poté inaktivovana v suché lazni pii

teploté 65 °C 5 minut.

4.7.3 Transformace E. coli DH5a teplotnim Sokem

1. V laminarnim boxu k 150 pl bakterialni suspenze E. coli DH5a bylo ptidano 5 pl

pfipraveného expresniho vektoru, opatrné¢ promichano $pickou a ponechano na ledu

20 minut.
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10.
11.
12.

13.

Bakterialni suspenze byla vystavena teplotnimu Soku pii 42 °C po dobu 30 sekund
ve vodni lazni.

Bakterialni suspenze byla ponechana 5 minut na ledu a poté bylo pfidano 250 pl
S.0.C. média.

Suspenze byla kultivovana 1 hodinu pti 37 °C pii 180 rpm.

Bakterialni suspenze byla rozetfena na selek¢éni tuhé LB médium (25 g LB, 16 g
agaru a 1 | deionizované vody) obsahujici Kanamycin 50 mg/l osettené IPTG
a X-Gal roztokem (3 ul IPTG a 30 ul X-Gal), kultivace probihala v kultiva¢nim
boxu do druhého dne pii 37 °C.

Druhy den bylo odebrano 6 modrych kolonii E. coli a pteneseno do tekutého
LB média (25 g LB a 1 | deionizované vody) s Kanamycinem 50 mg/Il. Kultivace
probihala na tiepac¢ce do druhého dne pii 180 rpm v 37 °C.

Z kultury byly pfipraveny glycerinové stoky tak, ze do mikrozkumavky bylo
pieneseno 200 ul bakterialni suspenze a 200 ul 65% glycerolu. Stoky byly
uchovany v — 80 °C.

Ze zbyvajici kultury byla izolovana plasmidova DNA (PDNA) za pouziti
NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) dle navodu vyrobce.

Izolovana pDNA byla purifikovana za pouziti NucleoSpin® Plasmid/Plasmid
(NoLid)/Plasmid dle navodu vyrobce.

Koncentrace a kvalita izolované pDNA byla ovéiena spektrofotometricky.

pDNA byla nafedéna na 100 ng/pl.

Transformovany expresni vektor byl ovéfen §tépenim pDNA za pouziti enzymu
Pstl HF a Mlul HF, viz tab. 11.

Produkty stépeni byly smichany s 5 ul Gel Loading dye, Blue (6x) a separovany
V 1% agar6ézovém gelu (0,4 g agardzy, 40 ml TAE 1x a 1 pl ethidium bromidu).
Elektroforeticka separace byla vyhodnocena v UV transiluminatoru a obrazovy

zdznam potizen v programu SnapGene.
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Tab. 11. SlozKky smési restrikéni reakce.

Slozky reak¢ni smési Objem [pl]
CutSmart pufr 10x 2
DNA/RNA free voda 6
Pstl/Mlul HF (2 U/ul) 2
pDNA (100 ng/ul) 10
Celkovy objem 20
4.7.4 Transformace A. tumefaciens expresnim vektorem
1. Do nadoby s ledem byla umisténa mikrozkumavka obsahujici elektro-kompetentni
buniky A. tumefaciens kmene AGL1, elektrokyveta a pDNA o koncentraci 100
ng/pl.
2. V aseptickych podminkach byl pfenesen 1 pl vektoru do suspenze AGL1 bakterii
a smés byla opatrné promichana $pickou a ponechana 1 minutu na ledu.
3. Poté¢ byla smés pienesena do vychlazené elektrokyvety a ponechana 5 minut
pii 5 °C.
4. Elektrokyveta obsahujici AGL1 bunky a vektor byla pfenesena do elektroporatoru
s nastavenim napéti na 1800 V, kapacitance na 15 uF, odporu na 335 R.
5. Nasledné k suspenzi v elektokyveté bylo piidano 250 pl S.O.C. média piedehiatého
na 28 °C.
6. Transformované bunky byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté¢ 28 °C a tfepany
pti 160 rpm.
7. Po inkubaci byly buiky rozetieny na LB médium obsahujici Rifampicin 50 mg/I
a Kanamycin 50 mg/l. Bunky byly inkubovany pii teploté 28 °C 2 az 3 dny.
8. Byly odebrany bakterialni kolonie a kultivovany v tekutém LB médiu obsahujici
Rifampicin 50 mg/l a Kanamycin 50 mg/l. Suspenze byly inkubovany pti 28 °C
a 160 rpm 48 hodin.
9. Byly ptipraveny glycerinové zasobni Sstoky smichanim 200 pl 65% glycerolu

a 200 pl bakterialni suspenze a uchovany pii -80 °C.

10. Ze zbytku bunééné suspenze transformovanych AGL1 byla izolovana pDNA.

K izolaci byl pouzit QIAprep® Spin Miniprep kit dle postupu vyrobce.

11. Koncentrace izolované pDNA byla stanovena spektrofotometricky.
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12. 1zolovany vektor byl ovéfen §tépenim pDNA za pouziti enzymu Pstl HF a Mlul

HF, viz tab.11.

13.V 50ml zkumavkach byly pfipraveny bakterialni suspenze o OD600 0,6-0,8,

ze kterych byly pfipraveny stoky uchované v -80 °C.

4.7.5 Transformace nezralych embryi je¢mene jarniho

Transformace nezralych embryi je¢mene jarniho byla provedena dle Harwood et al. (2014)

1.

Obilky jeémene jarniho byly sbirany ze stfedni ¢asti klasu. Obilky byly zbaveny
osin a vlozeny do 250ml Erlenmayerovy bariky.

Obilky byly sterilizovany 100 ml 70% ethanolu po dobu 2 minut na magnetické
michacce.

Ethanol byl odstranén a obilky byly dvakrat promyty 100 ml sterilni vody
2 minuty na magnetické michacce.

Obilky byly sterilizovany roztokem 6% chlornanu sodného po dobu 4 minut
na magnetické michacce.

Roztok chlornanu sodného byl odstranén a obilky byly dvakrat promyty 100 ml
sterilni vody po dobu 2 minut na magnetické michacce.

Obilky byly ponechany v malém mnozstvi Sterilni vody ve sterilnich podminkach.

Poté byla provedena izolace nezralych embryi ze sterilizovanych obilek.

1.

Za sterilnich podminek pomoci skalpelu a pinzety byly odstranény ¢asti embrya —
koleoptile a koleorhiza. Izolovany S§titek o velikosti 1,5 az 2 mm byl pienesen
na kalus indukéni (callus induction, CI) médium v Petriho miskach.

Izolované §titky byly inkubovany ve tmé pfes noc pii teploté 24 °C v kultivaénim
boxu.

V aseptickych podminkach byla na nezrald embrya pipetou nanesen pfipraveny
inokulat A. tumefaciens.

Embrya byla 3 minuty inkubovana a poté byla odstranéna prebyte¢na suspenze.
Osetfena embrya byla pfenesena na nové Cl médium s Timentinem 160 mg/I.

Embrya byla inkubovana 48 hodin ve tmé¢ pfi teploté 24 °C.
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7. Po inkubaci byla embrya pfenesena na nové Cl médium obsahujici Timentin
160 mg/l a Hygromycin 50 mg/l a inkubovana ve tm¢ po 2 tydny pfi teploté
24 °C v kultivaénim boxu. Kultivace na Cl médiu dale pokracovala dle tab. 12.

8. V dalsi fazi byly explantaty pfeneseny na transientni (T) médium s Timentinem 160
mg/l a v poloseru kultivovany tyden, poté na plném svétle.

9. Regenerujici kalusy byly pfeneseny na regeneracni (R) médium obsahujici

Timentin 160 mg/l a kultivovany 4 tydny.

Kultivace explantatii probihala za podminek uvedenych v tab. 12. do uplné regenerace
rostlin. Regenerované rostliny byly piesazeny do raselinovych tablet (41/7 mm Jiff,
Rosteto, CR).

Tab. 12. Plan a podminky regenerace rostlin TO generace je¢émene jarniho. Explantaty byly
kultivovany za pouziti kalus indukéniho (CI), transientniho (T) a regenera¢niho (R) média; média
byla obsahovala antibiotika Timentin (Tim) a Hygromycin (Hyg). Regenerované rostliny

po 90 dnech od pocatku kultivace piesazeny do raselinovych tablet (jiff).

) Antibiotikum
Den Kultivace Podminky
[mg/l]
1. Cl Tma, 24 °C Tim 160
3. Cl Tma, 24 °C Tim 160, Hyg 50
17. Cl Tma, 24 °C Tim 160, Hyg 50
31. Cl Tma, 24 °C Tim 160, Hyg 30

1. tyden polosero, 16

45. T °C; 2. tydem 16 h Tim 160
svétlo/8 h tma, 16 °C
16 h svétlo/8 h tma, 16

60. R Tim 160
°C
3 16 h svétlo/8 h tma, 16
90. Jiff oC
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4.7.6 Genotypizace rostlin TO generace

Z regenerovanych rostlin TO generace byla izolovana genomickda DNA (gDNA). Izolace
gDNA byla provedena dle protokolu Edwards et al. (1991).
1. Zrostliny byl odebran vzorek listu o délce piiblizné 4 cm a homogenizovan sterilni
homogenizac¢ni ty¢inkou.
2. Khomogenatu bylo pfidano 400 pl extrakéniho pufru, smés byla promichana
a ponechana pii laboratorni teploté 45 minut.
3. Nasledovala centrifugace vzorku pti 13 000 po dobu 2 minut.
4. V 1,5ml mikrozkumavce bylo smichano 300 pul supernatantu a 300 ul vychlazeného
isopropanolu. Smés byla opatrné promichana prevracenim mikrozkumavky
a ponechana 30 minut v 5 °C.
5. Smés byla 15 minut centrifugovana pti 13 000 rpm, supernatant odstranén
a k peletu bylo ptidano 300 pl 75% ethanolu.
6. Nasledovala centrifugace 5 minut pfi 5000 rpm. Supernatant byl odstranén
a pelet byl vysusen asi 20 minut v laminarnim boxu.
7. gDNA byla rozpusténa v 30 az 50 ul sterilni DNA/RNA free vodé. Vzorky byly
ponechany v 5 °C do druhého dne.
8. Nasledné byly vzorky kratce promichdny a centrifugovany pii 5000 rpm
30 sekund a supernatant pienesen do nové mikrozkumavky.
9. Kuvantita a kvalita izolované gDNA byla spekrofotometricky ovétena.

10. Vzorky byly uchovany pfi teploté -20 °C.

Izolovana gDNA byla nasledné pouzita pro detekci transgenu Cas9 a transgenu
rezistence na Hygromycin (hyg) v regenerovanych rostlinach TO generace. Detekce
transgenu byla provedena metodou PCR za pouziti primert, viz tab. 13. PCR reakéni smés
byla namichana dle tab. 14. Podminky PCR reakce pro detekci transgenu Cas9, viz tab. 15
a transgenu hyg viz tab. 16.
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Tab. 13. Seznam primeri pouzitych pro genotypizaci rostlin metodou PCR.

gen Sekvence (5°-3") Amplikon [bp]

Cas9 TTCGCTACTGTTCGCAAGGT 811
GGTGGATGAGAGTAGCGTCG

hyg AGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTT 335

AGCTGCATCATCGAAATTGCCGTC

Tab. 14. SloZeni PCR reaké¢ni smési pro jeden vzorek.

SlozKky reakéni smési Objem [ul]
DNA/RNA free voda 2,5
ReadyMix 5

Primer F 0,25
Primer R 0,25

gDNA 2

Celkovy objem 10

Tab. 15. Podminky PCR reakce pro detekci transgenu Cas9.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Iniciaéni denaturace 95 4 min 1x
Denaturace 95 20s

Annealing primert 58 20s 36X
Elongace 72 1 min

Finalni elongace 72 5 min 1x
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Tab. 16. Podminky PCR reakce pro detekci transgenu hyg.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Inicia¢ni denaturace 95 4 min 1x
Denaturace 95 20s

Annealing primert 58 20s 36X
Elongace 72 1 min

Finalni elongace 72 5 min 1X

Piiprava vzorkii na Sangerovo sekvenovani

Z rostlin, u kterych byla potvrzena piitomnost transgenu, byla provedena izolace gDNA

o vysoké ¢istoté paramagnetickymi Casticemi.

1.
2.

8.
9.

Byl ptipraven Cerstvy lyza¢ni pufr za pouziti zékladniho lyza¢niho pufru.

Byl odebran rostlinny material, zmrazen tekutym dusikem a homogenizovan sterilni
tyCinkou.

K homogenatu bylo ptidano 250 pl lyza¢niho pufru a smés byla inkubovana
45 minut pti 65 °C.

Smés byla 2 minuty centrifugovana pti 10 000 rpm.

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo pipetovano 11 ul paramagnetickych ¢astic, 100 pl
supernatantu a 80 ul isopropanolu.

Mikrozkumavka obsahujici pfipravenou smés byla umisténa do magnetického
stojanku a ponechana 5 minut.

Supernatant byl odstranén a po odejmuti magnetické desky bylo k peletu ptidano 100
ul 70% ethanolu.

Kroky 8 a 9 byly zopakovany.

Po odstranéni supernatantu byl pelet vysusen v laminarnim boxu.

10. K peletu bylo pipetovano 25 ul sterilni DNA/RNA free vody a vzorek byl umistén

do magnetického stojanku na 5 minut.

11. Pot¢ byl supernatant prenesen do nové  1,5ml  mikrozkumavky

a spektrofotometricky byla stanovena kvantita a kvalita izolované gDNA.

12. Izolovana gDNA byla uchovana pii -20 °C.
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Pomoci internetového nastroje Primer3Plus byly navrzeny PCR primery
pro sekvenovani cilového tseku genu HYABCG11, u kterého byla pfedpokladana mutace
a useku genu HVABCG10, v kterém by se mohla vyskytovat necilena mutace, viz tab. 17.
Nasledné¢ byl proveden PCR teplotni gradient pro urceni teploty nasedani primerd.

K sekvenovani genu HVABCG11l byla pouzita druhd sada primerd HvVABCG11l 2

amplifikujici 300x ztedény produkt amplifikace primery HYABCG11 1.

Tab. 17. Seznam primerd pouzitych pro amplifikaci cilové sekvence genu HVABCG10

a HVABCG11.
gen Sekvence (5°-3") Amplikon [bp]
HvVABCG10 CCTCGCCCACAGAAGAGTTT 555
GTGTACGACAGGTCAGCGAA
HvVABCG11 1 GTACGAGAGGTCCGTGAAGG 599
CCAGGAGCCTGTGTGTGTAC
HvVABCG11 2 ACCTACTCCGATCGGGACTC 324
GTGAAGGAGAGCGTGTACGG

Tab. 18. Podminky PCR reakce pro amplifikaci cilové sekvence genia HYABCG10 a HYABCG11.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Iniciacni .

95 4 min 1x
denaturace
Denaturace 95 20s
Annealing primera 60 2s 37X
Elongace 72 45s
Finalni elongace 72 5 min 1x

Nasledovala amplifikace cilového useku HvVABCG11l a HvABCG10 gDNA
transgennich rostlin izolované paramagnetickymi c¢asticemi. Podminky PCR reakce byly
nastaveny dle tab. 18. Kredukci nespecifickych produkti PCR amplifikace genu
HVABCG11 byl do reak¢éni smési piidan DMSO (5%). Produkty PCR reakce byly
precistény za pouziti NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up dle navodu vyrobce. Poté byla

spektrofotometricky zméfena koncentrace. Pfipravené vzorky byly piedany na Ustav
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experimentalni botaniky, kde bylo provedeno sekvenovani. Data byla nasledné

vyhodnocena v programu SnapGene Viewer.

4.7.7 Genotypizace T1 generace transgennich rostlin

1.

Rostliny jarniho je¢mene, u kterych byla potvrzena ptitomnost transgenu Cas9, byly
péstovany ve skleniku (rezim 16 hodin svétlo, 8 hodin tma pti 16 °C).

Obilky rostlin TO generace byly sklizeny a ulozeny na 6 tydnt do chladu
pfi teploté 5 °C.

Nasledné bylo vyseto 30 obilek pochazejici z 4 transgennich rostlin do sadbovaci,
byl pouzit zahradni substrat (firma Raselina Sobéslav). Rostliny byly péstovany
ve skleniku (rezim 16 hodin svétlo, 8 hodin tma pii teploté 16 °C).

Po tydnu byla provedena izolace gDNA z listt dle protokolu Edwards et al. (1991).
Byla provedena detekce transgenu Cas9 a hyg metodou PCR.

U rostlin obsahujicich transgen byla provedena izolace gDNA paramagnetickymi
Casticemi.

Byla provedena amplifikace useku genu HvVABCG11, kde byla piedpokladana
mutace a amplifikace useku genu HYABCG10.

Analyza sekvenci geni HVABCG10 a HvVABCG11 byla provedena Sangerovym
sekvenovanim a vysledky sekvenovani byly vyhodnoceny v programu SnapGene

Viewer.
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5 Vysledky

Ziskané vysledky b&hem diplomové prace jsou prezentovany v nasledujici Kkapitole
a jsou setazeny v chronologickém pofadi. V prvni ¢asti je popsan postup analyzy cilového
genu a jeho promotoru a piiprava expresniho vektoru urc¢eného k editaci genu HYABCG11
technologii CRISPR/Cas9. Druha c¢ast je zaméfena na stabilni transformaci nezralych

embryi jeémene jarniho a na analyzu transformovanych rostlin TO a T1 generace.
5.1 Priprava experimentu in silico

5.1.1 Analyza sekvence genu HYABCG11 a vybér protospaceru

Z databaze Ensembl Plants byla ziskana sekvence genu HVABCGL11, ktery je ortologem
genu OsABCG11. Gen HVABCG11 o velikosti 2762 bp se nachazi na reverznim vlakné
prvniho chromozomu jeémene jarniho a sklada z jednoho exonu. V programu ApE byla
analyzovana sekvence cilového genu a byly identifikovany potencionalni sekvence
protospaceru v orientaci 5°-3°. Velikost sekvenci protospaceru cinila 20 nukleotidd,
za kazdym vybranym protospacerem se nachazel na 3’konci PAM a obsah G/C bazi
u navrzenych sekvenci se pohyboval mezi 65 az 75 %.

V internetovém nastroji UNAfold byla analyzovana sekundarni struktura ctyt
vybranych sgRNA. Sekvence potencionalniho protospaceru byla vlozena na 5° konec
pied sekvenci sgRNA kostry. Na zakladé sekundarni struktury SgRNA byl vybran
protospacer I GACGGCGATGTGGCCGGAGT, viz tab. 19. Vybrany protospacer je
v sekvenci HVABCG11 lokalizovany mezi 468 a 488 bp, viz obr. 4. Finalni sekvence
protospaceru obsahovala c¢tyfi baze hybridizujici v ramci sekvence protospaceru

a zadna baze protospaceru nehybridizovala se sekvenci sgRNA kostry.
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Tab. 19. Piehled navrZenych protospaceri.

| 1 i AV
Sekvence GATCGATGGCGCGGGGAGCG | GACGGCGATGTGGCCGGAGT GCGGTACGAGAGGTCCGTGA | GCTCCCCGTTGAGCGTGACG
Obsah G/IC | 75 % 70 % 65 % 70 %
] €3 "
i . i gy JI:'u . c\:m
o L. B /
1 hrid PLONEN'ON
Sekundarni Al s &8 P SN
LG G\,G‘Q . 2 _\g:(c:‘ , o_c«G\L(a/“/ Z ;‘
struktura % It \ 2y
SgRNA < ; a\u\ /;
o &, N e -q;é"“\az:)u\"\
: ke _ o X
2 i BEM 8
j-e B
5 !
(S w7 B
Self hybrid | 0 4 0 4
Guide
. 14 0 12 5
hybrid

Piehled obsahuje schéma sekundarni struktury sgRNA, informace o G/C obsahu sgRNA, pocet bazi hybridizujicich v ramci sekvence protospaceru (self hybrid) a pocet

bazi hybridizujicich v ramci SQRNA kostry (guide hybrid).
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CGTGAAGGAGAGCGTGTACGGCACCGGTGGCCCCGCCGCCACCAGCGCCTG
+ L - } n 4 & I b L

GCACTTCCTCTCGCACATGCCGTGGCCACCGGGGCGGCGGTGGTCGCGGAC

TCGTCGACCTC chACATGGTAAAGATCGAT

AGCAGCTGGAGCTGCCGCTACACCGGCCTCAACCTGTACCATTTCTAGCTA

| Protospacer I
PAM motiv

CGACGGAGGGGGTTTGTGGTGTGGTGTGGTGCGGGAGCAAAACCCGGCTCG
b } } } ¥ 4 n b n Il

GCTGCCTCCCCCAAACACCACACCACACCACGCCCTCGTTTTGGGCCGAGC

Protospacer
5 \ 4 3
— HvABCGIl e

2762 bp

Obr. 4. A) Cast sekvence exonu cilového genu HVABCG11. Oranové je znazornény vybrany
protospacer, zelené je vyznacen 5'-NGG PAM. B) Pozice vybraného protospaceru v HYABCG11.

K transformaci U6-sgRNA kazety a Cas9 byl vybran expresni vektor
PYLCRISPR/Cas9Pui-H. Na schématické mapé vektoru jsou vyznaceny elementy jako
promotory, zajmové geny a selekéni geny, viz obr. 5. Mezi selekéni geny patii gen hptll
kodujici  rezistenci na antibiotikum Hygromycin, gen lacZ kodujici enzym
B-galaktosidasu, B-galaktosidasa je vyuzita k modrobilé selekci transformovanych
E. coli a gen nptll koédujici neomycin fosfotransferasu Il zplsobujici rezistenci

na Kanamycin.
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ILB repeat from C58 T-DNA

[RB T-DNA repeat|
Sticky end Bsal

PgsL primer site

N A / \

e
Osugated Lacz alp™®
3 SNRNA promot®

E. coli promoter

PROTOSPACER — ]
PgsL primer site

nopaline synthase terminator

Obr. 5. Schéma pYLCRISPR/Cas9Pubi-H::U6-sgRNA expresniho vektoru.

Z databaze Ensembl Plants byly ziskany sekvence Sesti geni HvABCG.
V programu MEGA-X byl proveden alignment a na zakladé¢ alignmentu byly
identifikovany dva homologni geny genu HvABCG11, HORVU5Hr1G021120.1
a HORVUOHr1G007130.1 a byla uréena sekvence mozného vyskytu necilené mutace
v genu HORVU5Hr1G021120.1, v této praci oznacené¢ho jako HVABCG10, viz obr. 6.
V programu MEGA-X byl déale vytvofen fylogeneticky strom za pouziti metody

Neigbor-Joining Tree, viz obr. 7.
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HORVU3Hr1Geg713e.1 Coemmmemncccaa GGAGCCGGCGCTCGCGCCGCCTGCGCCAGCGGGGAGGCGGAGGAAC
HORVU1Hr1Gees920.2 CTCCCCCACGACTCGGAAACGCACCTCCTCCCTCCTCCCCCCTATATATTACAGTACGCT
HORVUSHIr1G021120.1 s ccormcmrenccccccc e cncncrecnscccncersnscsnncccnacaanesaane
HORVU3Hr1Geg7130.1 CCGTCCCTCTCCGAGATGCTCAGCCTCGTCAGCGCCGCCACCGTCGACCCGGCCGGCACG
HORVU1Hr1Gees920.2 CCAACCATACACGGCACGACACACGGAGCGAGCCGGGTTTTGCTCCCGCACCACACCACA
HORVUSHI1G021120.1 <~ecressncenernecnncesasnsassassssnacasccnennennnneeenseneeses
HORVU3Hr1Geg713e.1 GACGACGACGGCTCCGTCTTCT == ========mmccccnnn- CCCTCCCGATGCCGCAG
HORVU1Hr1Gees920.2 CCACAAACCCCCTCCGTCGTCGATCCATCGACTCCTCTATCGATCTTTACCATGTCCA
HORVUS5Hr1Ge21120.1 -=====ceccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccaas ATGGCCACC
Rk K

HORVU3Hr1Geg713e.1 TCCGCGGCTGCCGGCGT-~-~~-~-~ CGGCGACAATAATGC === ===== == == GGGCGGCGAG
HORVU1Hr1Gees920.2 TCCGGCCACATCGCCGTCIAGGTCGACGACGCGGCGGAGCGGGAGCTGCAGGCGCTGGTG
HORVUSHr1Ge21120.1 TCCGGCCACATCGTCGTCISAGGTCGGCACCGATGAAGA- ==~~~ TGCTTCGGCGGGTCAG

K T *k kK * * % *

HORVU3Hr1Geg87130.1
HORVU1Hr1Gee9920.
HORVUSHr1Ge21120.1

GCGCCGGGAAGGACCATCCAGTTCCGGCTGGCGTTCACCGACCTCACCTACAGCGTCCGG
GCGGCGGGGCCACCGGTGCCGTACACGCTCTCCTTCACGGACCTCTCGTACCGCGTGAAG
CCGCCCGTGGCGCCAGTGCCGTACCGTCTGTCCTTCGCTGACCTGTCGTACACCGTCAGG

L * K K Rk K Hk K dokk ok oRokkok ok dokk kR *

N

Obr. 6. Vysek alignmentu geni HORVU1Hr1G009920.2 (HvABCG11), HORVU5Hr1G021120.1
(HVABCG10) a HORVU3Hr1G087130.1. Cervené je vyznaden protospacer a sekvence mozného vyskytu

necilené mutace v genu HYABCG10.

—— HORVU4Hr1G058160.1

—— HORVU3HriG066220.1

HORVU4Hr1G058070.1

HORVU3Hr1G087130.1

——— HORVUIHr1G009920.2 (HvABCG1I) |

HORVUSHr1G021120.1

Obr. 7. Fylogeneticky strom 6 vybranych geni HVABC.

5.1.2 Analyza promotorové oblasti genu HYABCG11

Z databaze Ensembl Plants byla stazena sekvence promotorové oblasti genu
HVABCG11 nachazejici se 2000 bp pied samotnou sekvenci genu. V internetovém
nastroji PlantCARE byla provedena analyza promotorové oblasti a byly identifikovany
motivy podilejici se na odpovédi na abioticky stres, motivy zapojené do odpovédi
na rostlinné hormony a motivy, které jsou soucasti cirkadialni kontroly nebo zapojeny

do regulace syntézy flavonoidu, viz obr. 8 a tab. 20.
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2000 bp

-1000 bp

ABRE CAT box ABRE TGACG motiv

Obr. 8. Schéma promotorové oblasti genu HYABCG11 znazoriujici rozmisténi vybranych motivi.
Modie znazornény motivy podilejici se na odpovédi na abioticky stres, zelené jsou znaceny motivy
ucastnici se odpovédi na rostlinné hormony, motivy podilejici se na kontrole cirkadidlnich rytmd,

biosyntéze flavonoida ¢i expresi v meristému jsou znazornény Cervené.

Tab. 20. Seznam motivi identifikovanych v promotorové sekvenci genu HYABCG11.

Promotorovy motiv Funkce

ABRE Element zapojeny do odpovédi na ABA

CAT box Element podilejici se na expresi meristému

CCAAT box pravdépodobné soucasti regulace biosyntézy flavonoidu
TGACG motiv Element zapojeny do odpovédi na metyl-jasmonat
Circadian Regula¢ni element podilejici se na cirkadialni kontrole
DRE core Element zapojeny do odpovédi na sucho

LTR Element podilejici Se na odpovédi na nizkou teplotu
Myb Element soucasti odpovédi na abioticky stres

Myc Element podilejici se na odpovédi na sucho

P box Element zapojeny do odpovédi na giberliny

STRE Element tcastnici se odpovédi na bioticky a abioticky stres
WRE Element zapojeny do odpovédi na poranéni

5.2  Priprava expresniho vektoru

5.2.1 Klonovéni pYLCRISPR/Cas9Pui-H a U6-sgRNA kazety

Byla klonovana U6-sgRNA kazeta a protospacer. Byla provedena restrikéni-ligacni
reakce, kdy byly za pouziti enzymu Bsal HF ziskany lepivé konce pYLsSgRNA vektoru,
které byly wvyuzity kligaci protospaceru. Takto piipravena UG6-sgRNA byla
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amplifikovana metodou PCR. Nested PCR reakci byl ziskan amplikon o velikosti 813
bp. Kvalita amplikonu, U6-sgRNA kazety, byla ovérena elektroforetickou separaci
v agarézovém gelu, viz obr. 9A. Spravnost klonovani U6-sSgRNA kazety byla ovéiena
restrikci za pouziti restrikéniho enzymu Pstl HF. Restrikci byly ziskany dva specifické
fragmenty o velikosti 467 bp a 346 bp. Produkty stépeni byly ovéieny elektroforetickou

separaci v agarézovém gelu a vizualizovany v UV transiluminatoru, viz obr. 9B.

400 bp
300 bp

800 bp

Obr. 9. A) Elektroforetogram Nested PCR produktu. Draha 1, 2 — produkt Nested PCR reakce
o velikosti 813 bp, L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H,O — voda.
B) Elektroforetogram S$tépeni U6-sgRNA kazety enzymem Pstl HF. Draha 1 — produkt $tépeni
U6-sgRNA, velikost fragmentt - 467 bp a 346 bp, L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder
50 bp, Bioline).

Nasledovalo klonovani ptipravené U6-sgRNA kazety a pYLCRISPR/Cas9Pusi-H
expresniho vektoru. Restrikénim enzymem Bsal HF Dbyly ziskany specifické
nepalindromické lepivé konce, které zabranuji vlastni ligaci v ramci U6-sgRNA kazety
a pYLCRISPR/Cas9Pbi-H. Produkty restrik¢ni reakce byly elektroforeticky separovany
v agarézovém gelu, viz obr. 10. Velikost pYLCRISPR vektoru cinila 15726 bp
a velikost U6-sgRNA kazety ¢inila 813 bp. pYLCRISPR vektor a sgRNA kazeta byly
izolovany z agarézového gelu. Poté byla piipravena liga¢ni reakce inzertu sgRNA

kazety a expresniho vektoru.
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15 kb

Obr. 10. Elektroforetogram separace expresniho vektoru a U6-sgRNA kazety. A) Vlevo v draze 1, 2
- pYLCRISPR/Cas9Pyui-H vektor o velikosti 15726 bp; vpravo v draze 1, 2 - U6-sgRNA kazeta
o0 velikosti 813 bp, L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline) B) L — DNA
marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline)

5.2.2 Vneseni expresniho vektoru do E. coli

Produkt liga¢ni reakce byl pouzit pro transformaci teplotnim Sokem
do chemicko-kompetentnich bunék E. coli, kmen DHS5a. Kultivaci transformovanych
DH5a na selekénim LB médiu s X-Gal/IPTG byly ziskany modré kolonie. Pfitomnost
PYLCRISPR/Cas9Pusi-H::U6-sgRNA expresniho vektoru ve vybranych Sesti modrych
kolonii DH5a byla ovétena restrikénim Stépenim. K ovéteni restrikénim $tépenim byly
pouzity enzymy Mlul HF a Pstl HF. Produkty restrikce byly elektroforeticky
separovany a vizualizovany v UV transiluminatoru, viz obr. 11. VSech $est klonu E. coli

bylo potvrzeno restrikénim St€penim.
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Milul Pst]

Obr. 11. Elektroforetogram restrikéniho $tépeni pYLCRISPR/Cas9Pusi-H::U6-sgRNA enzymy
Mlul HF a Pstl HF. V drahach 1 az 6 - produkty restrikce pDNA; produkty restrikce enzymem Mlul HF
- 15765 bp a 774 bp (vlevo), produkty restrikce enzymem Pstl HF - 11 060 bp, 4844 bp a 635 bp
(vpravo), L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 1 kb, Bioline).

5.2.3 Vneseni expresniho vektoru do A. tumefaciens

PYLCRISPR expresni vektor obsahujici U6-sgRNA kazetu byl elektroporaci vpraven
do elektro-kompetentnich bunék A. tumefaciens, AGL1. Kultivaci transformovanych
AGL1 na selekénim LB médiu byly ziskany tfi kolonie. Ptitomnost a spravnost
plasmidového vektoru pYLCRISPR/Cas9Puni-H::U6-sgRNA byla ovétena restrikci
enzymy Mlul HF a Pstl HF, viz obr. 12. U vsech tii kolonii A. tumefaciens byla

potvrzena pfitomnost expresniho vektoru.

11 kb

48kb 13 Kb

635 bp 774 bp

PstI Miul

Obr. 12. Elektroforetogram restrikéniho $tépeni pYLCRISPR/Cas9Pubi-H::U6-sgRNA enzymy
Mlul HF a Pstl HF. V drahach 1-3 produkty restrikce plasmidového vektoru; produkty restrikce
enzymem Pstl HF - 11 060 bp, 4844 bp a 635 bp (vlevo), produkty restrikce Mlul HF - 15 765 bp a 774
bp (vpravo), L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 1 kb, Bioline).

60



5.3 Transformace nezralych embryi je¢mene jarniho A. tumefaciens

Neptimou metodou prostiednictvim A. tumefaciens byla transformovana nezrala embrya
jarniho je¢mene odridy Golden Promise. Béhem dvou transformacnich udalosti bylo
celkem transformovano 375 embryi. Nejprve byly explantaty kultivovany Sest tydnt
na kalus indukénim (Cl) médiu obsahujici antibiotika Hygromycin a Timentin, viz
obr. 13. V dalsi fazi byly explantaty pfeneseny na transientni (T) médium s Timentinem
a Vvpoloseru kultivovany tyden, poté na plném svétle. Regenerujici kalusy byly
pfeneseny na regenera¢ni (R) médium obsahujici Timentin a kultivovany 4 tydny.
V posledni fazi byly rostliny s kofenovym systémem piesazeny do raselinovych tablet
(jiff). Doba kultivace od transformace do presazeni rostlin do zeminy trvala 90 dnu.

Celkem regenerovalo 31 rostlin jeémene jarniho.

Obr. 13. Indukce kalusi transformovanych pYLCRISPR/Pubi-H::U6-sgRNA vektorem na CI médiu

s Hygromycinem a Timentinem.

5.4  Genotypizace TO generace je¢mene jarniho

5.4.1 Detekce transgenu Cas9 a hyg v TO generaci

Z 31 regenerovanych rostlin TO generace byla izolovana gDNA z mladého listu.
Koncentrace izolované gDNA byla v rozmezi od 180 ng/ul do 500 ng/ul. Identifikace
transgennich rostlin byla provedena detekci transgenu Cas9 a hyg metodou PCR. PCR
produkt byl nasledné elektroforeticky separovan, viz obr. 14. a 15. Porovnanim

testovanych vzorkl s kontrolnim vzorkem pochazejicim z netransformované rostliny
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a gDNA obsahujici detekovany transgen byly vyhodnoceny vysledky. Velikost
produktu PCR reakce detekujici transgen hyg byla 335 bp a velikost produktu detekujici
transgen Cas9 cinila 811 bp.

IR ISR C cr T

300 bp

Obr. 14. Elektroforetogram detekce hyg metodou PCR v TO regenerovanych rostlinach. V drahach
1-13 vzorky gDNA, velikost amplikonu - 335 bp, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+
(pozitivni kontrola, gDNA jeémene jarniho obsahujici hyg transgen), L — DNA marker molekulové
hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H,O — voda.

e a2 3 oo bE

Obr. 15. Elektroforetogram detekce transgenu Cas9 metodou PCR v TO regenerovanych rostlinach.

V drahach 1-13 vzorky gDNA, velikost amplikonu - 811 bp, C- (negativni kontrola, netransformovana
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rostlina), C+ (pozitivni kontrola, gDNA jeEmene jarniho obsahujici Cas9 transgen), L — DNA marker

molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H.O — voda.

5.4.2 Optimalizace primeri pro sekvenovani cilové sekvence

V internetovém nastroji Primer3plus byly navrzeny PCR primery pro sekvenovani
cilové sekvence genu HVABCG1l1l a genu HvABCG10. Byla provedena teplotni
gradientova PCR a byla identifikovana vhodna teplota nasedani primert PCR reakce
pro navrzené primery. Pro sekvenaci HYABCG10 byla uréena teplota nasedani primera
59 °C, viz obr. 16. Primery pro amplifikaci cilového useku zajmového genu HYABCG11
poskytovaly pii testovanych teplotach amplikony o nizké koncentraci a nespecifické
produkty, viz obr. 17, velikost amplikonu méla ¢init 599 bp. Proto byla pouzita druha
sada primertu amplifikujici Gsek uvnitt amplifikované sekvence obsahujici protospacer
o velikosti 324 bp. Ke snizeni nespecifickych produkti byl do reakéni smési ptidan
DMSO (5%), viz obr. 18.

600 bp

Obr. 16. Optimalizace teploty nasedani primert pro detekci genu HVABCG10. Teplota annealingu
stoupa smérem doprava od 56 °C do 62 °C. Velikost amplikonu ¢inila 555 bp, jako templat byla pouzita
gDNA jarniho je¢mene Golden Promise, L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp,
Bioline), H,O — voda.
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Obr. 17. Optimalizace teploty nasedani primerd pro amplifikaci genu HVABCG11 za pouziti
primeri HVABCG11_1. Teplota annealingu stoupa smérem doprava od 56 °C do 62 °C. Velikost
amplikonu méla ¢init 599 bp, jako templat pouzita gDNA jarniho je¢mene Golden Promise, L — DNA
marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H,O — voda.

300 bp

Obr. 18. Optimalizace PCR reakce pro amplifikaci aseku genu HVABCG11 za pouziti primera
HvABCG11_2. V drahach 1-4 vzorky gDNA jarniho je¢mene Golden Promise, amplikon - 324 bp,
L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H,O — voda. A) V drahach 1-4
ptitomny nespecifické produkty PCR reakce. B) Po ptidani DMSO do PCR reakéni smési, doslo
ke snizeni vyskytu nespecifickych produktu.
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5.4.3 Detekce mutace genu HYABCG11 TO generaci

Ze sedmi transgennich rostlin obsahujicich transgen Cas9 byla provedena izolace
gDNA paramagnetickymi casticemi. Nasledné byla stanovena koncentrace izolované
gDNA, ktera se pohybovala v rozsahu od 230 ng/ul do 660 ng/ul. Poté byla metodou
PCR amplifikovana cilova sekvence geni HVABCG1l a HvVABCG10. Pfitomnost
produktu PCR reakce byla elektroforeticky ovéfena a vzorky byly predany do Ustavu
experimentalni botaniky, kde byla provedena sekvenace cilovych sekvenci metodou
Sangerova sekvenovani. Vysledky sekvenovani byly analyzovany v programu
SnapGene Viewer. Vyiez sekvenovani cilové sekvence HVABG11, viz obr. 19. Z4dna
z analyzovanych transgennich rostlin TO generace neobsahovala mutaci cilové

sekvence, viz tab. 20.

GCGTCGTCGACCTCGEG ACGGCG ATGTGGCCGG AGT TG GACAT GG TAAAGA

Obr. 19. Vyiez ¢teni sekvenovani cilové sekvence HVABCG11 transgenni rostliny TO generace

v SnapGene Viewer. Zluté je vyznatena sekvence protospaceru.

Tab. 21. Transformace rostlin jarniho je¢émene TO generace.

Pocet Pocet

Transformacni Transgen Transgen Mutace
nezralych regenerovanych

udalost ) Cas9 hyg HvVABCG11
embryi rostlin

1 250 18 4 8 0

2 125 13 3 10 0

U regenerovanych rostlin byla metodou PCR detekovana pfitomnost transgenti Cas9, hyg a metodou

Sangerova sekvenovani detekovana mutace v genu HYABCG11.
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55 Genotypizace T1 generace je¢mene jarniho

Byly vybrany ¢tyfi rostliny TO generace, u kterych byla potvrzena ptitomnost transgenu
Cas9 a vyseto Sest az sedm obilek z kazdé rostliny. Nasledn¢ byla izolovana gDNA
z mladého listu vSech vysetych rostlin T1 generace. Poté byla metodou PCR provedena
detekce transgenu Cas9 a hyg. Analyza 30 rostlin T1 generace odhalila, Ze Sest rostlin
obsahovalo transgen Cas9, viz obr. 20 a u 11 rostlin byla potvrzena ptitomnost
transgenu hyg, viz obr. 21. Z Sesti transgennich rostlin, u kterych byl detekovan Cas9,
byla izolovana gDNA paramagnetickymi ¢asticemi a provedena amplifikace cilové
sekvence genu HVABCG11 a amplifikace sekvence genu HVABCG10. Pfipravené
vzorky byly piedany do Ustavu experimentalni botaniky, kde byla provedena sekvenace
cilovych sekvenci metodou Sangerova sekvenovani. Zadna zanalyzovanych

transgennich rostlin T1 generace neobsahovala mutaci v genu HYABCG11, viz tab. 22.

Obr. 20. Elektroforetogram detekce Cas9 metodou PCR v T1. V drahach 1-6 vzorky gDNA, velikost
amplikonu - 811 bp, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+ (pozitivni kontrola, pDNA
obsahujici Cas9 transgen), L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H,O —

voda.
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300 bp

Obr. 21. Elektroforetogram detekce hyg metodou PCR v T1. V drahach 1-6 vzorky gDNA, velikost
amplikonu - 335 bp, C- (negativni kontrola, netransformovana rostlina), C+ (pozitivni kontrola, pDNA
obsahujici hyg transgen), L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder 50 bp, Bioline), H,O —

voda.

Tab. 22. Vysledky analyzy rostlin jarniho je¢émene T1 generace.

Cislo linie 2 4 7 14
Pocet vysetych rostlin 6 6 7 7
Rostliny obsahujici Cas9 3 0 0 3
Rostliny obsahujici hyg 5 0 0 6
Rostliny obsahujici mutaci 0 0 0 0
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6 Diskuze

ATP transportéry jsou transmembranové proteiny ucastnici se v rostlinich fady
bunéénych procesu, jako je reakce na bioticky a abioticky stres, ukladani lipida
na povrchu pletiv, transport fytohormont, rist a diferenciace ¢i pfijem zivin. JeCmenny
genom koduje 131 ABC transportérti (Zhang et al., 2020). Cilem prace bylo ptipravit
mutaci genu HVABCG11 v je¢meni jarnim odriady Golden Promise. HVABCGL11 je
blizky homolog genu AtWBC18. AtWBC18 spolecné s AtWBC1 a AtWBC19 koduji
kandidaty podilejici se na tvorbé kutikuly (Suh et al., 2005). Gen HYABCG11 je ortolog
genu OsABCG11. Matsuda et al. (2012) provedli RT-PCR analyzu exprese vybranych
OsABCG genit a zjistili, ze exprese OSABCGI1l1l byla signifikantné zvySena jak
v Kofenu, tak v nadzemni ¢asti pii vystaveni rostliny teploté 6 °C. Pti expozici rostliny
teploté 42 °C doslo k zvyseni exprese OSABCG11 v nadzemni ¢asti (Matsuda et al.,
2012). Lze tedy predpokladat, ze transportér HVABCG11 hraje roli v reakci
na abioticky stres.

Kindukci mutace byla pouzita technologie mistné specifickych
programovatelnych nukleas CRISPR/Cas9. V experimentalni ¢asti byl navrzen expresni
vektor s UB-sgRNA a Ubi-Cas9 cilici na sekvenci genu HVABCG11. U¢innost vektoru
PYLCRISPR/Cas9Pui-H byla potvrzena u O. sativa, T. aestivum, V. vinifera
a H. vulgare (Nawaz et al., 2019; VIcko et Ohnoutkova, 2020; Wan et al., 2020; Zhang
et al., 2018). Nezrala embrya jeCmene jarniho odridy Golden Promise byla
transformovana A. tumefaciens nesouci expresni vektor. Celkem bylo transformovano
375 nezralych embryi. V experimentalni ¢asti byly provedeny dvé transformacni
udalosti. Jelikoz analyza rostlin TO generace regenerovanych z prvni transformacni
udalosti nepotvrdila pfitomnost mutace, transformace nezralych embryi je¢mene jarniho
prostiednictvim A. tumefaciens byla opakovana za pouziti nové AGL1 linie. Analyza
regenerovanych rostlin z druhé transformacni udalosti nepotvrdila mutaci v genu
HvVABCG11. Celkem regenerovalo 31 rostlin TO generace, coz odpovidalo regeneracni
efektivit¢ 8,26 %. Efektivita transformace cinila pro prvni transformacni udalost 1,2 %
a pro druhou transformac¢ni udalost 2,4 %. Prestoze efektivita druhé transformacni
udalosti vzrostla, dosahovala nizSich hodnot oproti primérnym hodnotam efektivity
transformace nasledovaného protokolu (25 %) (Harwood et al., 2014). Vysoka

frekvence regenerovanych transgennich rostlin je kriticka pro ziskani mutantni rostliny.
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Li et al. (2019) vyuzili systém CRISPR-Cas9 k editaci zajmového genu v H. vulgare,
z 23 regenerantii ziskali 21 transgennich rostlin. U¢inna selekce tak zajistila vysoky
podil transgennich rostlin, ve kterych byla identifikovana jedna mutantni rostlina.
Efektivita editace byla piiblizné 4 % (Li et al., 2019). K zvyseni pravdépodobnosti
indukce mutace je potieba optimalizovat podminky transformace. Transformovana
nezrala embrya obou transformacnich udalosti byla kultivovana na kalus indukénim
(CI) médiu s Hygromycinem. Kultivace explantatd na ClI médiu s Hygromycinem méla
zajistit selekci transgennich kalust. Genotypizace rostlin TO generace odhalila, ze pouze
58 % regenerovanych rostlin obsahovalo gen rezistence na Hygromycin, coz naznacuje
nedostatecny tlak na selekci transgennich rostlin. Selekce transgennich rostlin by mohla
byt zlepSena zvySenim koncentrace Hygromycinu v Cl médiu, piipadné lze pouzit
Hygromycin pii kultivaci explantatu na transientnim (T) i regeneraénim (R) médiu.
Harwood et al. (2014) navrhovali pouzit Hygromycin 30 mg/l v T i R médiu k ziskani
regenerujicich transgennich rostlin. Popiipadé lze vyuzit jinou metodu selekce,
napiiklad gen bar kodujici enzym fosfinotricinacetyltransferasu pro rezistenci
k herbicidu fosfinotricinu. Selekéni gen bar byl pouzit kselekci jeémene
transformovaného prostiednictvim A. tumefaciens a mikroprojektilového pienosu
(Travella et al., 2005).

Technologie CRISPR/Cas9 je hojné vyuzivana k inaktivaci funkce genti. Diky
své vysoké efektivité a spolehlivosti se tato metoda stala dominantni technikou mezi
ostatnimi dostupnymi metodami genomové editace. Technologii CRISPR/Cas9 lze
vyuzit k vyvoji plodin tolerujicich abioticky stres a plodin rezistentnich k patogentm.
Efektivita tvorby mutaci metodou CRISPR/Cas9 se u jednotlivych rostlinnych druht
lisi. Zatimco uspé&S$nost indukce mutace v A. thaliana systémem SgRNA-Cas9
transformovaného A. tumefaciens dosahuje az 90 %, efektivita editace genomu touto
metodou je u nékterych jednodéloznych rostlin vyrazné nizsi, naptiklad u O. sativa ¢ini
8,2 % ¢i u T. aestivum 5,6 % (Kang, et al. 2018; Shan et al., 2013, Wang et al., 2014).
Efektivita tvorby mutaci je mimo jiné zavislda na vybéru vhodného promotor
pro expresi jak sgRNA, tak Cas9. Napriklad pii editaci genu A. thaliana za pouziti
AtU6-sgRNA a AtRPS5a-Cas9 uspésnost indukce mutace po transformaci
A. tumefaciens c¢inila 85 %, avsak pii editaci zajmového genu A. thaliana za pouziti
promotoru 35DPPDK k expresi Cas9 se efektivita mutageneze snizila na hodnoty mezi

1,5 az 5,6 % (Li et al., 2013; Kang et al., 2018). Podobn¢ vybér promotort ovliviiuje
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efektivitu indukce mutace u jednod€loznych rostlin. Zhu et al. (2016) k tvorbé mutace
zajmového genu v Z. mays pouzili k expresi sgRNA promotor ZmuU6, efektivita
dosahovala 10 %, zatimco uspéSnost indukce mutace za vyuziti OsU3-sgRNA se
pohybovala mezi 90 a 100 % (Lee et al., 2019). Vysoka exprese Cas9 pozitivné
ovliviiuje vznik mutace v zajmovém genu (Hajiahmadi et al., 2019). Volba vhodného
promotoru je nezbytna pro kontrolu exprese Cas9. U A. thaliana frekvence vyskytu
mutace byla nizsi pii pouziti konstitutivniho CaMV35S promotoru ve srovnani
s vyuzitim Egg-cell specific promotoru (Wang et al., 2015). Dle Hajiahmadi et al.
(2019) vyssi vyskyt mutaci lze prisuzovat vyssi expresi Cas9 tizeného Egg-cell specific
promotorem. Navic U jednodé€loznych rostlin endogenni promotory vyuzité k expresi
Cas9 vykazuji vétsi potencial k indukci mutace nez napiiklad CaMV35S ¢i Ubi
promotor (Shan et al., 2013; Xu et al., 2014). Ubi promotor vyuzity k expresi Cas9
Vv této praci mohl zpusobit nizsi expresi Cas9 a ovlivnit vznik mutace v zajmovém genu
HVABCGL11.

Pfi¢inou nevytvofeni mutace mohla byt nedostacujici efektivita SgRNA. sgRNA
je slozena z 20-nukleotidového protospaceru a RNA kostry tvofici vhodnou sekundarni
strukturu pro navazani Cas9 endonukleasy. Sekvence protospaceru, variace sekvence
SgRNA a jeji sekundarni struktura mohou ovlivnit efektivitu tvorby mutace. Liang et al.
(2016) navrhli 21 sgRNA keditaci genomu ryze a identifikovali kritéria k vybéru
efektivni sgRNA. tracrRNA je slozena z repeat oblasti a anti-repeat oblasti tvofici RAR
smycku a smycek 1, 2, 3. Liang et al. (2016) uvadi, ze pfitomnost RAR, 2 a 3 smycky je
kriticka pro efektivitu sgRNA. Liang et al. (2016) dale zjistili, ze pocet bazi
hybridizujicich v ramci sgRNA sekvence by nemél piesahovat 12, hybridizovat by
nemélo vice jak Sest po sob¢ jdoucich bazi a obsah G/C by se mél pohybovat mezi 30 az
80 %. Za pouziti internetového nastroje UNAfold byla analyzovdna sekundarni
struktura sgRNA vybrané k tvorbé mutace HVABCG11. Z potencionalnich sekvenci
protospaceru byl na zakladé vyhodnoceni sekundarni struktury sgRNA vybran
protospacer Il. Vybrana sekvence protospaceru obsahovala ctyfi baze hybridizujici
v ramci sekvence protospaceru a zadna baze protospaceru nehybridizovala se sekvenci
sgRNA. Ve schématu sekundarni struktury vybrané sgRNA byly identifikovany smycky
RAR, 2 a 3. Resenim obtizného vybéru sgRNA mize byt pouziti vétsiho podtu SgRNA
cilicich na zajmovy gen, a tak zvysit pravdépodobnost indukce mutace. Lawrenson

a Harwood (2019) wvyuzili technologii CRISPR/Cas9 keditaci vybranych genu
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V je¢meni. Pro kazdy gen méli pfipravené dva vektory obsahujici vzdy dvé unikatni
sgRNA, celkem tak byl jeden gen zamiien &tyfmi sgRNA. Usp&snost vzniku mutaci
v editovanych genech u analyzovanych rostlin byla stoprocentni.

Navrh specifické sgRNA je kriticky ke sniZzeni necilenych mutaci. Piestoze
obsah G/C v cilové sekvenci v rozmezi 30 a 80 % zvysSuje pravdépodobnost indukce
cilené mutace, G/C obsah cilové sekvence vyssi nez 70 % muze zvysit pravdépodobnost
vyskytu i necilené mutace (Liang et al., 2016). Jelikoz cilova sekvence obsahovala 70 %
G/C, byla identifikovana sekvence homologniho genu HVABCG10, u kterého by se
mohla vyskytovat necilend mutace. Sangerovo sekvenovani cilové sekvence
HvVABCG10 neodhalilo pfitomnost necilené mutace. Mutace mize vznikat i v misté
vzdalengj$im od protospaceru, proto byla ovéiena oblast 50 bp pied a za cilovou
sekvenci genu HYABCG11. Geneticka editace nebyla v této oblasti detekovana.

Genotypizaci 30 rostlin T1 generace pochazejicich ze ¢tyt transgennich linii TO
byla potvrzena ptitomnost transgenu Cas9 u 20 % analyzovanych rostlin. Podafilo se
pfipravit stabilni transgenni rostliny, u kterych doslo k pfenosu genu Cas9 do T1
generace. Zadna z analyzovanych rostlin T1 generace neobsahovala mutaci v zdjmovém
genu. Lawrenson et al. (2015) indukovali mutaci ve tftech genech H. vulgare, k detekci
mutace v zajmovém genu rostlin T1 generace analyzovali primérmné 90 rostlin T1
generace z kazdé linie TO generace. V této praci bylo genotypizovano vzdy Sest az sedm
rostlin potomstva jedné TO transgenni linie. Bylo by tedy potieba charakterizovat vétsi
mnozstvi potomstva TO transgennich linii k odhaleni mozné cilové mutace. Transgenni
rostliny mohou byt dale pouzity napiiklad Kk transformaci expresnim vektorem
obsahujici SQRNA kazetu a gen rastového regulatoru (Debernardi et al., 2020; Maher
etal., 2019).
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[ Zavér

Cilem prace bylo pfipravit mutaci v genu HVABCG11. HVYABCG11 je ortolog genu
O. sativa OSABCG11. Transportér OSABCG11 se pravdépodobné podili na transportu
komponent kutikuly. V ramci experimentalni c¢asti byl navrzen expresni vektor
s U6-sgRNA a Ubi-Cas9 cilici na gen HVABCG1l. Neptimou transformaci
A. tumefaciens byl expresni vektor vnesen do nezralych embryi je¢émene jarniho odrudy
Golden Promise. Regenerovalo 8,26 % rostlin TO generace. Genotypizace
regenerovanych rostlin odhalila, ze zadna z analyzovanych rostlin neobsahovala mutaci
v cilové sekvenci genu HVABCG1l1l. Z duavodu nizké frekvence regenerovanych
transgennich rostlin je potfeba optimalizovat podminky transformace A. tumefaciens
a zvysit tak pravdépodobnost zachyceni mutace v zajmovém genu. Analyza 30 rostlin
T1 generace potvrdila ptitomnost transgenu Cas9, avsak mutace v zajmovém genu
nebyla identifikovana. K detekci zajmové mutace je potieba analyzovat vétsi pocet
potomstva TO generace. Transgenni rostliny obsahujici Cas9 mohou byt dale ziskany
naptiklad transformaci expresnim vektorem obsahujici SgRNA kazetu a gen pro expresi
rustového regulatoru Wuschel ¢i podobné rastové regulatory prostiednictvim
A. tumefaciens a zvysit tak pravdépodobnost indukce mutace. K zvyseni
pravdépodobnosti vzniku mutace lze zajmovy gen zacilit expresnim vektorem s vice
SgRNA.
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