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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 nejpéstovangjsi obilninou je jemen (Hordeum
vulgare). JeCmen je adaptibilni a Ize jej péstovat v mirném pasmu po celém svéte. JeCmen
je péstovan hlavé pro potravu hospodaiskych zvirat, dale se vyuziva k pfipravé sladu
a v lihovarnickém pramyslu.

Nastroje v oblasti genomové editace, mezi které patii mimo jiné i mistné specifické
endonukleasy, usnadfiuji vyvoj plodin odolnych vici herbicidim ¢i skidcim a umoziuji
vytvaret 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 wvysoké 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 vaéi virim. Technologie
CRISPR/Cas9 umoziiuje 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 zaklade
komplementarity systém rozpozna cilovou sekvenci a Cas9 endonukleasa provede
dvouvlaknovy zlom.

Gen HvABCGII kobduje protein patiici do skupiny ABC transportéri. 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 transportéri oproti genomu jinych eukaryot.
Zatimco v genomu ryze bylo identifikovano 133 genti ABC transportérd, v lidském
genomu bylo identifikovano 49. Pavodné byla ABC transportérim v rostlinach
piifazovana pouze detoxifikac¢ni funkce. Pozdéji bylo prokazano, ze ABC proteiny hraji
nezbytnou roli ve vyvoji rostliny, rdstu organd, transportu fytohormond ¢i reakci

na abioticky stres a patogeny.
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Cile prace

Zpracovat literarni resersi na dané téma.
Pripravit mutaci genu HvABCGI1 vjarnim jeCmeni odridy Golden Promise
za pouziti technologie programovatelnych endonukleas CRISPR/Cas9.

Charakterizovat transgenni rostliny TO a T1 generace jarniho jeCmene, u kterych je

predpokladan vznik mutace v z4jmovém genu HvABCGI 1.

11



3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 ABC transportéry

ABC (ATP binding cassette, ABC) transportéry jsou jednou z nejvétSich proteinovych
rodin, jsou zastoupeny jak v eukaryotickych, tak v prokaryotickych organismech
a funguji jak exportéry, tak importéry. V rostlinach jsou ABC transportéry soucasti rady
fyziologickych procest, jako je napfiklad transport hormonu, regulace stomat, reakce
na stres a komunikace mezi rostlinou a mikroorganismy. Typicky ABC transportér je
sloZzen ze dvou transmembranovych domén (transmembrane domain, TMD) formujicich
prenosny kanal a dvou nukleotid vazajicich domén (nucleotide-binding domain, NBD)
nachazejicich se v cytoplazmé. Existuji také tak zvané polovi¢ni ABC transportéry, které
obsahuji jednu TMD a jednu NBD, tento typ ABC transportéra pak tvori heterodimery
¢i homodimery (Davidson et al., 2008). Tteti typ ABC transportéru nema zadnou TMD, ale
je tvofen dvéma NBD. NBD je hydrofilni a obsahuje n€kolik konzervativnich motivi, jako
jsou Walker A a Walker B sekvence, ABC signiture motiv, H smycka, Q smycka a D
smycka. D smycCka primarné spojuje dimery, H smycka interaguje s TMD. Walker A
a Walker B tvoii P smycku, kterd se vaze k ATP a Q-smycka a H-smycka obsahuji prvky
dulezité pro interakci s y fosfatem ATP (Davidson et al., 2008). TMD je hydrofobni a je
typicky slozena zSesti transmembranovych a helixi. NBD zprostfedkovava energii
hydrolyzou ATP, naproti tomu TMD se vaze na substrat a transportuje jej pfes membranu
(Schneider et Hunke, 1998).

V diasledku 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 sjinymi zastupci

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

Zastupce Eukaryot Pocet ABC transportéru
Oryza sativa 133

Drosophila melanogaster 56

Mus musculus 53

Homo sapiens 49

Saccharomyces cerevisiae 30

Prejato z Hwang et al., 2016.

Arabidopsis thaliana je prvni vyS$si rostlinou, u které byly popsany vSechny geny
kodujici ABC transportéry. Genom A. thaliana obsahuje 130 genti kodujicich ABC
proteiny (Sanchéz-Fernandéz et al., 2001). V genomu Oryza sativa bylo ureno 133
a v Zea mays 130 ABC genu (Baxter et al., 2001; Pang et al., 2013). Existuje n€kolik
pfistupu klasifikace ABC transportéri, momentalné nejrozsirenéjsim zpisobem klasifikace
je rozdéleni ABC transportéri do podskupin na zakladé jejich proteinové rozpustnosti,
pfitomnostt 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 I (Kang et al., 2011).
Zastupct skupiny ABCH, ktera je znama hlavné u hmyzu, nebyli u rostlin, kvasinek
a savcu identifikovani (Dean et Annilo, 2005). ABCA az ABCD se vyznacuji predni
orientaci, to znamena, ze TMD se nachazi pfed NBD. ABCC transportéry jsou prevazné
lokalizovany na membrané vakuoly — tonoplastu (Tan et al., 2019). ABCD podskupina je
tvorena jednim uplnym ABC transportérem a jednim poloviénim transportérem, oba se
nachazi v peroxisomech (Hayashi et al., 2002). ABCG se znaci svou obracenou orientaci,
v ramci usporadani genu se NBD nachézi pred TMD (Rea, 2007). ABCG podskupina je
u rostlin zdaleka nejvétsi podskupinou ABC transportérd, u A. thaliana Cita 43 zastupcu,
28 z nich jsou polovi¢ni ABC transportéry (Kang et al., 2011). V genomu H. vulgare bylo
identifikovano 131 geni ABC transportéri. 99 HvABC proteinti bylo lokalizovano
na plazmatické membrané, pouze nékolik HVABC proteini bylo lokalizovano
na membran€ vakuol, chloroplasti a mitochondrii (Zhang et al, 2020). Zhang et al. (2020)
dale zjistili, ze HvABCG podskupina ABC genu je v jeCmeni nejrozsifenéjsi a je tvorena 49
geny. Naopak HvABCE podskupina je tvofena pouze tfemi Cleny. Ve vSech HvABC genech
byla potvrzena pritomnost alespoil 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).
13



Strukturni zaklad pro substratovou specifitu ABC proteint je nejasny, a proto neni
mozné predpoveédét substraty ABC proteint, které jest€ nebyly funkcéné studovany.
Nekteré ABC transportéry maji slabou substratovou specifitu, jsou schopny transportovat
funkéné a strukturné odlis§né slouCeniny (Lefevre et Boutry, 2018). Jiné ABC transportéry
jsou monospecifické, pfikladem je transportér AtABCBI1, ktery je schopny vazat pouze
specifickou skupinu auxini a ma schopnost rozliit strukturné blizké syntetické auxiny
I-naftalenoctovou kyselinu a 2-naftalenoctovou kyselinu (Geisler et al., 2005). Identifikace
substratu a urCeni funkce jednotlivych ABC transportérii obvykle vyzaduje ziskani
odpovidajiciho mutanta, u kterého poté nasleduje rozsahla funkéni studie. Stanoveni funkci

nove objevenych ABC gent tedy vyzaduje mnoho Casu a usili.

3.1.1 Evoluce ABC transportéru

ABC transportéry jsou fylogeneticky stara skupina proteint, 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 genu kodujici polovi¢ni proteiny ma NBD spojenou s polovicni
NBD pochazejici z prokaryotickych organismii. Protoze jsou ABC transportéry
lokalizovany i na mitochondrialnich a vakuolarnich membranach, predpoklada se, ze
rostlinné NBD se pravdépodobné vyvinuly endosymbidzou (Xiong et al., 2015). ABC
transportéry umoznily rostlinam adaptovat se na suchozemské podminky. Podili se
na tvorbé kutikuly, zprostiedkovavaji transport hormonii nebo jsou soucasti odpoveédi
na patogeny (Hwang et al., 2016). Béhem evoluce zjednobunécné zelené fasy
na terestrialni rostlinu doslo k vyznamné diverzifikaci ABC transportéri. Kong et al.
(2020) provedli komparativni genomickou analyzu zastupct fas, niz§ich a vyssich rostlin
a zjistili, ze genomy vsSech testovanych fas, mezi které patfi napiiklad Penium
margaritaceum, Mesotaenium endlicherianum a Spirogloea muscicola, obsahuji pouze
dil¢i sady gena podilejicich se na syntéze kutikuly a transportu strukturnich slozek
kutikuly. Mezi geny kodujici transportéry slozek kutikuly se fadi ABCG transportéry
(ABCGI11 a ABCG12) a geny kodujici lipopolysacharidovy transport (lipopolysaccharide
transport system gene, LPTG). Fylogenetickd analyza dale identifikovala ortology vSech
genll znamych komponent nezbytnych pro syntézu kutinu a kutikularnich voskl ve vSech

analyzovanych suchozemskych rostlinach, coz naznacuje, ze syntéza kutikuly vznikla
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v poslednim spolecném predkovi Embryophyta (Kong et al., 2020). Z evolu¢nich studii
vyplyva, ze domény ABC transportéria byly bé€hem evoluce multiplikovany, fazovany
¢i modifikovany (Cho et al.,, 2021). Evolu¢ni studie ABC genl jsou nezbytné
i pro pochopeni funkce ABC transportérii, pomahaji ziskat informace o substratu fady
necharakterizovanych ABC proteind a logicky predpokladat funkci u nepopsanych ABC
proteinti na zakladé pfibuznosti ve fylogenetickych stromech. ABCG transportéry jsou
nejvetsi podskupina ABC proteind ve vSech suchozemskych rostlinach. Vyjimec¢na
diverzifikace ABCG transportéri je pfisuzovana adaptaci rostlin na suchozemské
podminky (Hwang et al., 2016). Cho et al. (2021) vytvoiili fylogenetické stromy ABCG
genu A. thaliana a jejich homologu z fady organismu, aby zjistili, proc ABCG transportéry
béhem evoluce terestridlnich rostlin tak extenzivné proliferovaly. Z fylogenetickych
strom vyvodili, ze ABCG proteiny A. thaliana a jejich homology nalezené
v suchozemskych rostlinach jsou jasné oddélitelné od ABCG proteint jinych organismu,
coz naznacuje, ze se diferenciovaly az po evoluci suchozemskych rostlin. Studované
ABCG proteiny A. thaliana a jejich homology nachéazejici se u suchozemskych rostlin se
diverzifikovaly do sedmi riznych skupin, kazda skupina je sloZzena z né€kolika genu
s podobnou fyziologickou funkci. ABCG proteiny se rapidn€ diverzifikovaly, jak
u suchozemskych rostlin, tak u Qomycetes (Wang et al., 2015). Mnoho zastupcu
Oomycetes jsou rostlinnymi patogeny, nekteré rostlinné ABC transportéry transportuji
sekundarni metabolity, dualezité pro obranu proti témto patogenim. Prikladem takového
transportéru je AtABCG40, ktery je nezbytny pro rezistenci vuci Phytophora, rostlinnému
patogenu patficimu mezi Oomycetes (Kamoun et al., 2015; Wang et al., 2015). Vyznam
ABCG transportérii v obrané proti patogenum naznacuje, ze rostlinné ABCG transportéry
a ABCG transportéry Oomycetes se pravdépodobné vyvijely v evoluénim zavode (Cho et

al., 2021).

3.1.2 ABC transportéry esencialni pro rust a vyvoj rostlin

ABC transportéry se podili na tadé bunécnych procest, jako je reakce na bioticky
a abioticky stres, ukladani lipidi na povrchu pletiv, dormance semen, regulace tvaru
a velikosti zrn, transport fytohormonu, rist a diferenciace, pfijem prospé€snych zivin
¢i redoxni homeostaza. ABC transportéry hraji tedy dulezitou roli ve vynosu a odolnosti

plodin. ABC transportéry se u rostlin nachazi na plazmatické membran€, membrané
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vakuol, chloroplastd, mitochondrii €i peroxizomu. Mezi substraty rostlinnych ABC
proteinli patfi hormony, pigmenty, toxické latky, sekundarni metabolity potiebné

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

Transport rostlinnych hormoni.
Fytohormony fidi rast a vyvoj rostliny a jsou nezbytné v odpovédi na endogenni
a exogenni podméty. Rostlinné hormony ovliviluji fyziologické procesy jiz ve velmi
malych koncentracich. Obdobné jako u ZivoCichi, 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 genu.
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 bun€k cévnich svazki kotfenu
a prytu a je transportovana do listi, kde je uchovavana a kde reaguje na vodni stres. ABA
je tvorena také ve svéracich buikach. Bauer et al. (2013) zjistili, ze svéraci buriky stomatu
obsahuji enzymy potiebné pro syntézu ABA a po expozici listu suchému vzduchu mohou
syntetizovat ABA de novo. ABA je exportovana z cévnich bunék do xylému a do svéracich
bunék proteiny skupiny ABCG. Protein AtABCG25 je poloviéni 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 naznacujici 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 transportéru AtABCG25 a AtABCG40 v influxu a efluxa ABA (pfevzato a upraveno
podle Kang et al., 2011).

Cytokininy (CK) jsou fytohormony hrajici vyznamnou roli v 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 CcCastech rostliny. Prestoze enzymy
pottebné pro syntézu CK jsou dobie popsany, transport CK je jesté predmétem vyzkumu.
Predpoklada se, ze ABC transportér AtABCG14 lokalizovany v plazmatické membrané se
ucastni transportu CK. Ztrata exprese AtABCG14 vedla k degenerativnim zménam rustu
nadzemni Casti. 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, OsABCG18S, ktery je soucasti transportu CK zkotfene do
nadzemni casti rostliny. Podobné jako AtABCG14, OsABCGI8 je primarn€ exprimovan
v kotfeni a ABC transportér je lokalizovan na plazmatické membrané. Transport CK byl
v mutantech osabcg18 vyznamné potlacen (Zhao et al., 2019).

Strigolaktony jsou fytohormony odvozené z karotenoidi, hraji dulezitou roli

v inhibici lateralniho ristu pupent a podporuji symbiozu 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 castech rostlin (Domagalska et Leyser, 2011). ABC transportér PhPDR1
u Petunia hybrida pravdépodobné transportuje strigolaktony a je nezbytny pro regulaci
mykorhizy a auxilidrni tvorbu vétvi. Mutantni rostliny v genu PhPDRI nedostate¢né
vylucovaly strigolaktony z kofenti, coz mélo za nasledek redukci symbiotickych interakci
(Kretzschmar et al., 2012). Sasse et al. (2015) zjistili, ze PDR1 se vyznacuje bunécné
specifickou asymetrickou lokalizaci v odlisnych kofenovych pletivech
a zprostiedkovava transport strigolaktoni do nadzemni casti a lokalizovany vydej
strigolaktont do pudy.

Dal§imi vyznamnymi fytohormony jsou auxiny. Jedna se o skupinu latek
vychazejici ze struktury indolu, auxin IAA (indol-3-octova kyselina) je nejvyznamnéjSim
auxinem u rostlin. Vyvoj a rust rostliny je vysoce zavisly na auxinovém gradientu.
Auxinovy gradient je udrzovan diky transportu auxinu mezi sousednimi burikami
na dlouhé vzdalenosti. Nekteré ABCB transportéry pravdépodobné slouzi jako primérni
aktivni auxinové pumpy, které jsou schopny transportovat proti prudkému auxinovému
gradientu hydrolyzou ATP (Geisler et al., 2017). AtABCBI a jeho homolog AtABCB19
jsou spojovany s transportem auxinu (Noh et al., 2001). Mutace v genech AfABCBI,
a AtABCBI9 mély za nasledek maly vzrust rostliny, redukovanou apikalni dominanci
a auxinové inbalance. Polarni transportv atabcblatabcbl9 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 kofene. Ztrata funkce AtABCB4 se vkofenech 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 pfijem a vydej IAA (Kamimoto et al., 2012).

JeCmen, stejné jako kvasinky a lidé, ma dva ABCDI homology, HvABCDI
a HvABCD2. HvABCD hraji roli v metabolismu auxind a podili se i na biosyntéze

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

ABC transportéry byly dlouho asociovany hlavné s transportem té€zkych kovi a jejich
detoxifikaci. Tézké kovy hraji dilezitou roli v produkci reaktivnich kyslikovych radikald,
velké mnozstvi t€Zzkych kovi v organismech zpuisobuje oxidativni  stres.
U rostlin oxidativni stres zpusobeny tézkymi kovy vede ke zméné exprese dulezitych
gend, a tak zpusobuje rozpad bunéného metabolismu a ovliviiuje rast rostlin (Chaffai
et Koyama, 2011). Tézkymi kovy jsou ovliviiovany hlavné kofeny, protoze ze vSech
rostlinnych organti s nimi pfichazi nejvice do kontaktu. Mezi ABC transportéry podilejici
se na rezistenci k tézkym koviim patii AtABCC2 a AtABCCl1, 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.
Nejcastejsimi formami kofaktoru zeleza jsou Fe-S shluky lokalizované v mitochondriich,
cytosolu, jadre a plastidech (Lu, 2018). AtABCB25 lokalizovany v mitochondrii se podili
na syntéze téchto Fe-S klastri (Bernard et al., 2009). AtABCG36 je dal§im proteinem,
ktery je soucasti rezistence na té€zké kovy. Dva tydny staré rostliny A. thaliana oSetfené
Cd*?, Pb*? a Cu*? se vyznacovaly zvysenou expresi AtABCG36 v kofenové oblasti (Kim
et al., 2007). Jiz zminény AtABCG40, u kterého byl prokazan import ABA, se navic podili
i na rezistenci vuci olovu. Mutantni rostliny v genu AtABCG40 péstované na médiu
obohacené o Pb*? se projevovaly men§im vzristem a vy$§im obsahem olova oproti
kontrolni rostliné (Lee et al., 2005). Soucasti tolerance vuci hliniku je ABC transportér
AtABCB27 a ryzovy OsALSI1 lokalizovany v tonoplastu (Larsen et al., 2007). JeCmen
patfi mezi plodiny nejvice citlivé na hlinik, coz vyrazn€ ovliviluje jeho péstovani
v kyselych padach (Ma, 2007). Liu et al. (2021) charakterizovali ABC transportér
HvABCB25 nachazejici se v tonoplastu kofenovych bunék planého jeCmene, ktery se
podili na detoxifikaci hliniku. Potlaceni exprese HvABCB25 vedlo k poklesu tolerance
hliniku, coZz mélo za nasledek snizeni rastu kofene a zvySenou akumulaci hliniku
v bunikach kotene planého jeCmene. Liu et al. (2021) nasledné zvysili expresi HvABCB25
v jeCmeni jarnim kultivaru Golden Promise, coz vedlo k vyraznému zlepSeni tolerance

hliniku a snizeni akumulace hliniku v cytosolu kofenovych bunék.
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Transportéry podilejici se na prenosu strukturnich komponent

Nadzemni casti 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 ztratam vody, omezuje
transpiraci, umoziuje transport plynd 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 mize se lisit i mezi organy. ABCG transportéry
AtABCGI11, AtABCG12, AtABCGI13 a AtABCG32 jsou nedilnou soucasti transportu
stavebnich slozek kutikuly. Homo ¢i hetero dimery polovi¢niho transportéru AtABCGI11
se podili na formaci kutinu v listech a stonku (McFarlane et al., 2010). Mutant genu
AtABCGI1 se projevil zakrslosti, sam¢i gametofyt byl sterilni a doslo k fizi organa (Bird
et al., 2007). AtABCGI13 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 genti a z 23 gent u O. sativa. Tyto PDR geny tvoii 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 prispiva k transportu prekurzora kutinu.
Mutant AtTABCG32 pecl se vyznaCoval snizenym mnozstvim typickych kutinovych
monomeru, jako jsou m-hydroxylované mastné kyseliny a 10, 16-dihydroxypalmitat
az 0 40 % v kutikularni vrstveé, coz vedlo ke zvySené permeabilit¢ kutikuly hlavné
na okvétnich listcich (Bessire et al., 2011). Proteiny kédované homology AtABCG32 byly
identifikovany i u O. sativa (OsABCG31) a u H. vulgare (HvABCG31). HYyABCG31 hraje
vyznamnou roli v tvorbé kutikuly v rostoucich listech, hvabcg31 se projevil zakrslosti,
snizenou schopnosti zadrzovat vodu a tenkou kutikulou. Inaktivace genu OsABCG31 méla
za nasledek defekty ve vyvoji epidermalniho povrchu stonku a kutikuly listi (Chen et al.,
2011). Ryzovy transportér OSABCG9 hraje dilezitou 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 voskt v listech mutanta osabcg9 bylo snizeno o 53 % (Nguyen et al., 2018).
Gen jeCmene jarniho HYABCG1 1, ktery je predmétem této prace se pravdépodobné podili
na tvorb¢ kutikuly.
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Suberin je apoplasticky biopolymer slouzici k ochrané¢ pted vodou, plyny
¢i patogeny, nachazi se ulozeny ve vrstvach mezi plazmatickou membranou a bunécnou
sténou. Hlavnimi slozkami suberinu jsou karboxylové kyseliny, mastné kyseliny
a primarni alkoholy. Neékteré ABCG proteiny byly identifikovany jako transportéry
komponent suberinu. AtABCG2, AtABCG6, AtABCG20 pftispivaji k tvorbé suberinové
lamely v endodermis kofenu. Trojity mutant v genech AtABCG2, AtABCG6
a AtTABCG20 se projevoval vysokou permeabilitou kofene a snizenym obsahem suberinu
v plasti semen (Yadav et al., 2014). OsABCGS je ryzovy protein nezbytny pro depozici
suberinu v hypodermalni vrstvé kotfenu. Rostlina s mutaci v OsABCGS5 postradala
suberinovou lamelu (Shiono et al., 2014).

Monolignoly jsou fenolické slouCeniny a prekurzory pro syntézu ligninu, hlavni
komponentu dfeva. Monolignoly jsou syntetizovany v cytosolu, a tak musi byt
transportovany pres bunéné membrany do bunécné 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, kterd chrani gamety pred vnéjSimi
vlivy. Sténa pylového zrna je slozena z né€kolika ochrannych vrstev, jako je plast zrna,
vnéjsi sténa slozena prevazné ze sporopoleninu a vnitfni sténa obsahujici celulozové
slouceniny (Zhang et Li, 2014). Na pfenosu monomeru potfebného k tvorbé sporopoleninu
z tapetum do archesporia se v A. thaliana podili transportér AtABCG26. Ztrata funkce
tohoto genu vedla k formaci defektni vnéjsi vrstvy pylového zrna (Choi et al., 2011).
Ryzovy ortolog genu AtABCG26, OsABCGI5, je exprimovan vV tyCince
a transportuje kutikularni monomery z tapetum na vné&jsi povrch ty€inek. Mutant genu
OsABCGI5 se vyznaCoval vyznamné redukovanym mnozstvim kutinu. Dvojity mutant
osabcgl50sabcg26 vykazoval skoro kompletni absenci kutikuly na tyCince (Zhao et al.,
2015). U A. thaliana byly identifikovany dalsi transportéry podskupiny G podilejici
se na formaci ochranného plasté zrna, mezi né patii AtABCG1, AtABCG9, AtABCG16
a AtABCG31 (Choi et al., 2014; Yim et al., 2016).
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Transportéry acastnici se reakce na patogeny

Rostliny produkuji sekundarni metabolity, jako jsou derivaty terpent, alkaloidy, glykosidy,
které slouzi k primarni obran€ organismu proti utoku patogent (Osbourn, 1996). Analyza
transkriptomu O. sativa odhalila, Zze az polovina ABCG proteint je soucasti reakce
na bioticky stres. V pfitomnosti kyseliny jasmonatové a kyseliny salycilové doslo totiz
ke zvySeni exprese genu 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 zmeéna 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.
Nejstudovanéj§im transportérem podilejicim se na obrané proti patogenim je AtABCG36.
Mutanti genu AtABCG36 byli nachylnéjsi k padli. Mutanti se dale vyznacovali oslabenou
rezistenci proti nehostitelskym biotrofim a nektrotrofim (Stein et al., 2006). Podobné
v pSenici (Triticum aestivum) gen Lr24 kodujici ABCG transportér typu PDR podmitiuje
rezistenci na nékolik 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 tvorené
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 nepfimo spojeny s virulentnimi vlastnostmi patogent
a jejich poznani miize pomoci k vytvofeni 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 spolecné oznaceni biotechnologickych postupt, které
umoziiuji pozménit geneticky material vybraného organismu inaktivaci genu
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 k inzerci fragmenti DNA zvybranych zdroji obsahujicich pozadovanou
genetickou sekvenci. Manipulace s genomem organismu se provadi zavedenim jednoho
nebo nékolika novych gend a regulac¢nich prvka ¢i inaktivaci endogennich genti (Khan
et al., 2016). Rekombinantni technologie se ucinné pouzivaji k produkci tady lidskych
proteini v mikroorganismech, jako je inzulin a somatotropin (Flodh, 1986; Johnson, 1983).
Rekombinantni technologie vyznamné prispéla i zemédélstvi zlepSenim, jak vlastnosti
plodin jako je tolerance na herbicidy, rezistence rostlin vici patogenim a vynos, tak
napiiklad zlepSenim nutri¢nich vlastnosti. Ve srovnani s konvenénim kfizenim rostlin,
pii kterém dochazi k prenosu jak cilovych gend, tak i velkého mnozstvi nespecifickych
genll, genové inzenyrstvi umoziuje pienos pouze zajmovych geni (Kumar et Kumar
2015).

Mezi rekombinantni technologie lze zaradit techniky editace genomu. Genomova
editace je pojem zahrnujici celou Skalu technik schopnych mistn€ specificky modifikovat
DNA v zivych buiikach. Diive hlavnim pfistupem funk¢ni genomiky byla pfima genetika
zalozend na nahodné mutagenezi celého genomu. K nahodné mutagenezi genomu byla
vyuzivana napftiklad radiace nebo chemické mutageny, pouziti t€chto metod vedlo k tvorbé
vysokého pocCtu mutaci. Dnes je vyuzivan predevS§im druhy pfistup, tak zvanad 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 systém 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 S§tépici 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 pfipojené

Stépici domény Fokl. Fokl §tépi 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 naroCny proces ve srovnani

s nedavno objevenym systémem CRISPR/Cas9.

3.2.1 Technologie CRISPR/Cas9

CRISPR byl objeven jako Cast obranného mechanismu prokaryotickych organismu
zprostiedkovavajici virovou rezistenci. Ishino et al. objevili CRISPR uz vroce 1987
v genomu Escherichia coli ptfi 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 virt, které dfive infikovaly bunku.
Kratké sekvence nukleovych kyselin téchto vird jsou integrovany do hostitelského
bakterialniho genomu a poskytuji pamétovy systém diivejSich virovych infekci. Takto
integrované sekvence virti v bakterialnim genomu jsou pfi op€tovné nakaze transkribovany
a tvori kratkou vodici RNA (guide RNA, gRNA). gRNA je navazana na Cas9
endonukleasu, komplex gRNA-Cas9 rozpozna sekvenci viru napadajiciho buiku na
zakladé komplementarity s gRNA a Cas9 nukleasa provede dvouvlaknovy zlom (Jinek
et al., 2012). Cas endonukleasy typicky rozeznavaji kratké motivy pfiléhajici
k protospaceru (protospacer adjacent motif, PAM) o velikosti 3-6 bp. PAM jsou druhové
odlisné a jsou zfidka kdy prezentovany ve vlastni DNA hostitele, aby nedoslo k vlastnimu
Stépeni (Gleditzsch et al., 2019). Dale po sméru vldkna se nachazi protospacer velky 20 bp.
Protospacer je kopirovany usek DNA patogena vlozeny do CRISPR lokusu. Protospacery
jsou oddéleny repetitivnimi sekvencemi. Pfi opétovném napadeni prokaryotického
organismu virem dochazi k transkripci CRISPR sestavy za vzniku prekurzoru CRISPR
RNA (pre-crRNA) a nasleduje enzymatickeé Stépeni, kdy z pre-crRNA vznika CRISPR
RNA (crRNA) (Jinek et al.,, 2012). ctRNA se poté spoji s trans aktivujici crRNA
(tractrRNA) a dochazi ktvorbé 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 druht lisi strukturou a velikosti.
CRISPR/Cas systémy byly rozdéleny do 2 tfid, 6 typu a 33 podtypt. Prvni tfida je slozena
ze systému obsahujicich nékolik Cas enzym, které spolu spolupracuji tak, aby zacilily

DNA. Druha tfida systému obvykle vyuziva jen jeden multifunkéni Cas enzym. Druha
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tfida 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 predstavuje
potencionalni vyhody v pfenosu molekuly do buiky.

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 Ize navrhnout tak, aby Cas9 enzym zacilil jakykoliv vybrany
gen. Editacni 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 vladknech DNA a vytvafti tak DSB
(Jinek et al., 2012). Pfitomnost DSB spusti v bufice 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 zptsobi 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 ptimé ligaci konci nukleové kyseliny enzymem
DNA ligasou. Béhem NHEJ opravy vznikaji nukleotidové inzerce, substituce ¢i delece
v mist¢ zlomu. Inzerce, ¢i delece mohou zapfiCinit zménu cteciho ramce, tvorbu stop
kodonu nebo vznik kodonu nekddujiciho zaddnou aminokyselinu (Hefferin et Tomkinson,
2005). NHEJ oprava DNA probiha béhem G1, Sa G2 faze. KHDR dochazi jen
v pozdni S nebo G2 fazi bunécného cyklu, kdy jsou dostupné sesterské chromatidy, které
slouzi jako templaty k opravé. HDR zavisi na typu builky, koncentraci donorové DNA,
na vybraném pienosu a pifitomnosti homologni DNA uvnitt 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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Obr. 2. Indukce dvouvliknového zlomu (DSB) komplexem Cas9-sgRNA a nisledna oprava DSB.

(pfevzato 10. 7. 2022 a upraveno podle https://www.addgene.org/crispr/cut/).

Cas9 endonukleasu lze 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 ob¢ stépici domény endonukleasy ztraci funkci,
avSak vazebna funkce Cas9 neni ovlivnéna. nCas9 a dCas9 mohou byt dale fuzovany
s jinymi funkénimi proteiny, a tak dat vzniku novym typim CRIPSR/Cas9 genomovych
editord. dCas9 protein lze 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
meéni na G/C (Kang et al., 2018). Alternativné 1ze dCas9 nukleasu fuzovat 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
programovatelnd prime editing gRNA (pegRNA), ktera produkuje sgRNA a templat

reverzni transkriptasy. Editace genomu pomoci Prime editoru byla uspésné provedena jak
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v zivo€isnych, tak v rostlinnych buikach. Efektivita této technologie se u lidskych bunek
pohybuje okolo 50 %, ale u rostlin je mnohem nizsi (Anzalone et al., 2019).

Epigenetické mechanismy, mezi které patii naptiklad DNA methylace, modifikace
histonu nebo nekodujici RNA, ovliviiuji genetickou expresi v zivociSnych i rostlinnych
bunkach. Spojenim dCas9 a demethylacniho enzymu vznikd CRISPR/dCas9 systém
schopny odstranit methylové skupiny z vybrané sekvence DNA, a tak spustit €1 zvysSit
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 muzi. 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 sdCas9 vznika proteinovy
komplex schopny pozménit expresi vybranych gent (Kearns et al., 2015). Dal§im
dilezitym epigenetickym regulatorem jsou nekodujici RNA, kam patfi napriklad
microRNA ¢i siRNA. Huo et al. (2017) za pouziti CRISPR/Cas9 inaktivovali microRNA
21 v rakovin€ délozniho €ipku, coz signifikantné inhibovalo proliferaci, migraci a invazi

nadorovych bunék.

Proces editace rostlinného genomu pouzitim CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 lze vyuzit také k editaci rostlinného genomu. Zasah do rostlinného genomu
tak umoznuje vytvaret cilené mutace v genomu hospodarskych 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 prostfedek k vyzkumu rostlinnych genta kritickych
pro zlepSeni zeméd¢lskych vlastnosti rostlin. Inaktivaci zajmovych genti 1ze pak dosahnout
mimo jiné rezistence vuci rostlinnym patogentim, zlepSeni adaptace na ruzné 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 sgRNA 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 III, exprese sgRNA kazety je obvykle fizena
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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 funkéni
elementy, jako je transkripcni terminator a marker rezistence k antibiotiku nebo herbicidu
nutny pro selekci. Vyzkum pleiotropnich gent ¢i nékterych gend esencialnich pro vyvoj
a reprodukci rostlin metodou CRISPR/Cas9 je obtizny, protoze jejich inaktivace je
neslucitelnd se zivotem rostliny. V takovém pfipadé lze wvyuzit bunécné specifické
promotory, naptiklad pSMP promotor pro expresi v kofenova Cepicce ¢i pTMM promotor
k expresi ve svéracich bunikach. Tyto promotory zajisti, ze exprese CRISPR-Cas9 systému
je bunécné specifickd a genomova editace probehne jen v urcité skupiné€ bunek (Ali et al.,

2020).

Metody transformace rostlin

Nejpouzivanéjsi metodou genetické transformace rostlin je pfenos konstruktu kodujiciho
Cas9 nukleasu zprostiedkovany Agrobacterium tumefaciens, viz obr. 3. Kaultivaci
na selekénim médiu jsou ziskany transgenni rostliny obsahujici CRISPR-Cas9 transgen.
K potvrzeni pfitomnosti mutace je nebytné provést sekvenaci cilové sekvence. V piipadé
nalezeni zajmové mutace, lze transgen Cas9 eliminovat Mendelovou segregaci, a tak ziskat
geneticky editovanou rostlinu bez transgenu (Pyott et al., 2016). Alternativné lze
k transformaci rostlin vyuzit gram negativni pidni bakterii Rhizobium rhizogenes, ktera
zpusobuje tvorbu vlaskovych kofend. Transformace R. rhizogenes je zprostiedkovana
Ri plazmidem ptenesenym do kofenti (Kiryushkin et al., 2021). Dalsi hojné vyuzivanou
metodou transformace rostlin je mikroprojektilovy pfenos zalozeny na vysokorychlostnim
prenosu mikroprojektilQ, jimiz lze vnést do cilovych bunek jak CRISPR/Cas9 DNA, tak
RNA komplex nebo ribonukleoproteiny (RNP). Zhang et al. (2016) mikroprojektilovym
prenosem CRISPR-Cas9 systému do nezralych embryi 7. aestivum ptipravili homozygotni
mutantni rostliny. Kindukci mutace genu 7TaGASR7 pouzili CRISPR-Cas9 systém
ve formatu CRISPR/Cas9 DNA a k tvorbé mutace genu TaGW?2 vyuzili CRISPR-Cas9
RNA.
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Analyza sekvence cilového genu a vybér Klonovani expresniho vektoru
protospaceru obsahujici sgRNA a Cas9
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Obr. 3. Schéma postupu editace vybraného rostlinného genu metodou CRISPR/Cas9. Rostlinny

materidl je transformovan expresnim vektorem obsahujici sgRNA a Cas9.

Transformaci a editaci genomu jednodéloznych rostlin lze zefektivnit pouzitim
rastovych regulatortt BABY BOOM a Wuschel (Lowe et al., 2016). Che et al. (2022)
srovnali efektivitu transformace Sorghum bicolor prostiednictvim A. tumefaciens
za pouziti ristového regulatoru Wuschel-2 (Wus2) s konvencni transformaci. Efektivita
transformace za pouziti Wus2 se zvysila z20 % 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 uspéSnost editace
se pohybovala okolo 27 %.

Editace genomu rostlin pouzitim technologie CRISPR/Cas9 je obecné méné
efektivni nez u zivoCicht, hlavné z divodu obtiznéjsiho prenosu CRISPR-Cas9 systému
do rostlinnych bunek (Bortesi et al., 2016). Jednim z hlavnich tskali rostlinné genomové
editace je pfenos systému CRISPR-Cas9 pifes bunécnou sténu. Protoplasty, stejné jako
zivoCisné buriky, neobsahuji bunécnou sténu. Transformace protoplastu umoziuje provést

genovou editaci vyuzitim RNP komplexu ¢i mRNA, a tak ziskat mutované rostliny
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bez pritomnosti exogenni DNA. RNP komplexy mohou byt vneseny do protoplastu pomoci
polyethylenglykol-calcium transfekce (Woo et al., 2015; Lin et al., 2018). Transfekci
izolovanych protoplastd komplexem Cas9 proteinu a gRNA Woo et al. (2015) pfipravili
editaéni udalost v genomu A. thaliana, Nicotiana attenuata, O. sativa a Latuca sativa.
Pfimou polyethylenglykol-calcium transfekci protoplasti systémem CRISPR/Cas9 RNP
byl editovan gen MLO-7 V. vinifera za GCelem zvyseni rezistence vici padli a v jablku byly
indukovany mutace gentt DIPM-1, DIPM-2 a DIPM-4 k zvyseni odolnosti na bakterialni
spalu rizovitych (Malnoy et al., 2016). Regenerace rostlin z jednobunécného protoplastu je
vSak Casoveé narocna a béhem procesu regenerace Casto vznikaji nezddouci somatoklonalni
variace, jako jsou aneuploidie a strukturalni zmény chromozomu (Fossi et al., 2019).
Prenos CRISPR-Cas9 kazety do zarodecné linie nebo protoplastu je technicky narocny
a méng efektivni.

K prenosu CRISPR-Cas9 systému do rostlin 1ze vyuzit i virové vektory. RNA viry
s pozitivnim vlaknem, napfiklad 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 pfenosu CRISPR/Cas9 virovym vektorem je jeho kapacita, ktera
nepojme cely CRISPR-Cas9 systém, vétSina virovych vektord disponuje kapacitou mensi
nez 1 kb, gen Cas9 je velky pfiblizn€ 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 listh transgenni N. benthamiana. Efektivita editace zajmového genu PDS dosahovala az
80 % (Ellison et al., 2020).

K pifenosu biomolekul do rostlinné buriky slouzi i nanocastice o velikosti mensi nez
100 nm. K transformaci rostlinnych bun€k metodou biolistiky se vyuzivaji nanocastice
tézkych kovii nebo chemicky upravené karbonové tecky ¢i nanotrubice, které jsou
navrzeny tak, aby byly schopny pfendSet geneticky material a difizovat skrz bunécnou
sténu do bunécného jadra ¢i chloroplastu (Demirer et al., 2019). Nanokarbonové Castice
maji potencial dorucit DNA/RNA/RNP do zarodeCnych ¢i somatickych bunek, prechazi
ptfes 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 navade€jicim 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 genu
(Shi et al., 2017). Taky v Glycine max byla tolerance sucha a salinity zvySena mutaci gend
Drb2a a Drb2b (Curtin et al., 2018). Vynos a kvalita plodin je dal§i oblasti
potencionalniho vyuziti genomové editace. Multiplexovy piistup byl pouzit k editaci tfi
genu O. sativa, GS3, GW2 a GWS5I, vedouci k zvySeni velikosti zrna (Xu et al., 2016).
Snizeni vynosu plodin je mimo jiné zplusobeno rostlinnymi patogeny, jako jsou viry,
bakterie ¢i houby. CRISPR/Cas9 systém lze pouzit k pfipravé rostlin rezistentnich vici
vybranym nemocim. Editaci promotorové oblasti genu CsLBOI v Citrus paradise doslo
k zvySeni rezistence vuci patogenu Xanthomonas citri zpusobujiciho 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. Prehled editaci zemédélskych plodin metodou CRISPR/Cas9.

Plodina Cilovy gen Znak Typ editace Reference
FAD2-1A, ZlepsSeni kvality Kim et al.,
Glycine max Inaktivace genu
FAD2-1B  oleje 2017
Oryza sativa ~ OsNACO041 Tolerance salinity  Inaktivace genu Boetal., 2019
Shim et al.,
Oryza sativa OsNACI4  Tolerance sucha Vlozeni genu 2018
‘ Liu et al.,
Oryza sativa ~ GW5 Vaha zrna Inaktivace genu
2017
IPA, GS3, Lietal., 2016
Oryza sativa  DEPI, ZlepSeni vynosu Inaktivace genu
Gnla
Oryza sativa ~ OsGRF4 Velikost zrna VloZeni genu Lietal., 2016
Zvyseni obsahu
Solanum ‘ ‘
GBSS amylopektinu/amy- Inaktivace genu Andersson et
tuberosum
lozy al., 2018
Triticum TaDREB?2, Kim et al.,
Tolerance sucha Inaktivace genu
aestivum TaDREB3 2017
Triticum Sanchez-Leon
o—gliadin ~ Tolerance salinity ~ Inaktivace genu
aestivum et al., 2018
Zhang et al.,
Zea mays ZmHKTI Vaha zrna 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

4.2

4.3

Pristrojové vybaveni

Analytické vahy ME104E/M (METTLER TOLEDO)

Centrifuga 5418R (Eppendorf)

Centrifuga BR4i (Jouan)

Elektroforeticky napajeci zdroj PowerPac™ Basic (Bio-RAD)
Elektroporator CelljecT Duo (Thermo Electron Corporation)
Kultivacni 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 T1I00TM (Bio-RAD)

Trepaci inkubator ES-20 (Biosan)

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

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)

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 I HF (kat. €. R3535S, New England BioLabs)
CutSmart pufr 10x (kat. ¢. B7204S, New England BioLabs)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (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 ethylendiamintetraoctovda (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. ¢. MO811, Duchefa Biochemie)
Marker molekulové hmotnosti HyperLadder I (kat. ¢. BIO-33025, Bioline)
Marker molekulové hmotnosti HyperLadder II (kat. ¢. BIO-33039, Bioline)
Milul 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/Cas9Puw,-H vektor (kat. ¢. 66187, Addgene)

- QIAprep 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 (kat. €. 15544-034, Invitrogen)

- Timentin (kat. ¢. T0190, Duchefa Biochemie)

- Tris-HCI Trizma® hydrochloride (kat. ¢. 1185-53-1, Sigma-Aldrich)
- UltraPure™ Agaréza (kat. ¢. 16500, Invitrogen)

- 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galakto-pyranosid (X-GAL) (kat. ¢. R0404,

Thermo Fisher Scientific)

4.4 Média

Kalus indukéni (Callus induction, CI) médium 11, pH 5,8
- 4.3 ¢ MS médium M0221
- 30 g maltoza
- 1 g kasein hydrolyzat
- 350 mg myo-inositol
- 690 mg prolin
- 4 mg L-thiamin HC1
- 1,25 mg CuSOs4- 5 H,0O
- 2,5 mg Dicamba
- 160 mg Timentin
- 50 mg Hygromycin
- 3,5 g phytagel

Transientni (T) médium 11, pH 5,8
- 2,7 g 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 CuSOs- 5 H20

3,5 g phytagel

Regenera¢ni médium 11, pH 5,8

4.5

2,7 g MS médium M0238
20 g maltoza

165 mg NH4NO3

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

5 ml 25mM EDTA

1 ml 0,5% SDS

70 ml destilovana voda

Lyzacni pufr 12.5 ml

62,5 mg NaHSO3

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

Zékladni lyzacni pufr 100 ml
- 10 ml 5M NaCl
- 10 ml 1M Tris-HCI
- 10ml 0,5M EDTA

- 70 ml destilovana voda

50x koncentrovany TAE pufr, pH §
- 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

- 980 ml destilovana voda

4.6  Biologicky material
- JeCmen jarni (H. vulgare) kultivar Golden Promise

- Elektro-kompetentni A. tumefaciens AGL1
- Chemicko-kompetentni E. coli DH5a
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4.7

4.7.1

Metody

Priprava experimentu in silico

. Sekvence DNA zajmového genu HORVUIHr1G009920.2 (v této praci oznaceného

jako HvABCGI11) 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 HvABCG11
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.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)  byla  provedena

analyza promotoru genu HvABCGII a byly identifikovany motivy ucastnici
se odpovédi na stres, regulacni elementy podilejici se na hormonalni odpovédi

a dalsi promotorové motivy.

4.7.2 Priprava expresniho vektoru

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

1.

Byla pfipravena reakéni smés pro restrikci pUCUGA vektoru enzymem Bsal HF dle

tab. 3.

Tab. 3. SloZeni reak¢ni smési pro restrikci pUCU6A 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

pUCUG6A vektor (180 ng/ul) 2,5
Celkovy objem 14
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2. Reakcéni smés byla vlozena do vodni lazné a ponechéna pii teplot¢ 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 ponechdna 15 minut
zchladnout.

5. Byla pfipravena ligacni smés dle tab. 4. V liga¢ni smeési byl pouzit pfipraveny

hybridizovany protospacer a produkt restrik¢ni reakce.

Tab. 4. Slozeni reak¢ni smési pro ligaci protospaceru a produktu reakéni reakce.

Slozky reakcni smési Objem [ul]
Produkt restrikce 16
Protospacer (50 uM) 1

ATP (10 mM) 2

T4 ligaéni pufr 10x 2

T4 ligasa (2 U/ul) 1

Celkovy objem 22

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

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

8. Byl namichéan zasobni roztok reak¢éni smési Nested polymerazové retézové reakce
(polymerase chain reaction, PCR) obsahujici enhancer, pufr, siran hofec¢naty, smés
deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTP), Pfx DNA polymerasu a DNA/RNA free
vodu dle tab. 5.

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

reverse protospaceru a 1 pl produktu restrik¢ni-ligacni reakce, viz tab. 5.
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Tab. 5. SloZeni reak¢ni smési Nested PCR reakce.

Slozky reakcni 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 pM) 0,5
Produkt restrik¢ni-ligacni reakce 1
Objem reakcni smeési 20,9

10. Pripravené reak¢ni smési byly vlozeny do termocykleru. Termocycler byl nastaven

dle programu viz tab. 6.

Tab. 6. Podminky Nested PCR reakce.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Iniciacni denaturace 94 4 min Ix
Denaturace 94 I5s

Annealing primert 60 15s 27x
Elongace 68 20s

Finalni elongace 68 1 min Ix

11. Poté byla piipravena reak¢ni smés PCR reakce Nested II dle tab. 7. Do reak¢ni
smési byl ptidan jako templat 10x zfedény produkt z obou PCR reakci Nested.
12. Program PCR reakce nastaven dle tab. 8.

40



Tab. 7. Slozeni reak¢éni smési Nested II PCR reakce.

Slozky reak¢ni smési Objem [ul]
Enhancer 10x 1
Pufr 10x 2,5
MgSO04 (50 mM) 0,5
dNTP (10 mM) 0,5
Primer PpsR (10 uM) 0,5
Primer PgsL (10 uM) 0,5
Pfx DNA polymerasa (2,5 U/ul) 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
Iniciacni denaturace 95 30s 1x
Denaturace 95 10s

Annealing primera 58 15s 27x
Elongace 68 20s

Finalni elongace 68 1 min Ix

13. Produkt Nested II PCR reakce, U6-sgRNA kazeta, byl smichan s 5 pl Gel Loading
dye, Blue (6x) a elektroforeticky separovan v 2% agarézovém gelu (0,8 g agarozy,
40 ml 1x TAE, 1 pul ethidium bromidu). Elektroforeticka separace byla
vyhodnocena v UV transilumindtoru a obrazovy zaznam pofizen v programu
SnapGene.

14. Byla provedena izolace U6-sgRNA kazety z agar6zového gelu pouzitim Agarose
Gel DNA Extraction kit dle ndvodu vyrobce.

15. Nasledovala restrikce pYLCRISPR/Cas9Puyi-H vektoru a piipravené 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 reak¢ni smési Objem [ul]
CutSmart pufr 10x 2
DNA/RNA free voda 5
Bsal HF (2 U/ul) 2

pYLCRISPR/Cas9Puyi-H (150 ng/pl) 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 liga¢ni reakce U6-sgRNA kazety a pYLCRISPR/Cas9Pw,i-H vektoru.
K produktu restrikcni reakce byly piidany slozky pro ligacni reakci dle tab. 10.

Tab. 10. Slozky reak¢ni smési ligace U6-sgRNA kazety a pYL CRISPR/Cas9 Puni-H vektoru.

Slozky reak¢ni smési Objem [ul]
Produkt restrikce 15

ATP (10 mM) 2

T4 ligaéni pufr 10x 2

T4 ligasa (2 U/ul) 1

Celkovy objem 20

19. Smé&s byla ponechana pii 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. Vlaminarnim boxu k 150 pl bakterialni suspenze E. coli DH5a bylo pfidano 5 pl
ptipraveného expresniho vektoru, opatrné promichano Spickou a ponechano na ledu

20 minut.
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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 ul

S.0.C. média.
Suspenze byla kultivovana 1 hodinu pii 37 °C pii 180 rpm.

5. Bakterialni suspenze byla rozetfena na selekéni tuhé LB médium (25 g LB, 16 g

10.
1.
12.

13.

agaru a 1 1 deionizované vody) obsahujici Kanamycin 50 mg/l oSetfené IPTG
a X-Gal roztokem (3 pl IPTG a 30 pl 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 I deionizované vody) s Kanamycinem 50 mg/l. Kultivace
probihala na tfepacce do druhého dne pti 180 rpm v 37 °C.

Z kultury byly pfipraveny glycerinové stoky tak, ze do mikrozkumavky bylo
preneseno 200 ul bakterialni suspenze a 200 pl 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 ovérena 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 pl Gel Loading dye, Blue (6x) a separovany
v 1% agarézovém gelu (0,4 g agarozy, 40 ml TAE 1x a 1 pl ethidium bromidu).
Elektroforeticka separace byla vyhodnocena v UV transilumindtoru a obrazovy

zaznam pofizen v programu SnapGene.
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Tab. 11. Slozky smési restrikéni reakce.

Slozky reak¢ni smési Objem [ul]

CutSmart pufr 10x 2
DNA/RNA free voda 6
Pstl/MIul HF (2 U/ul) 2
pDNA (100 ng/ul) 10

Celkovy objem 20

4.74

Transformace A. tumefaciens expresnim vektorem

Do nadoby s ledem byla umisténa mikrozkumavka obsahujici elektro-kompetentni
bunky A. tumefaciens kmene AGLI1, elektrokyveta a pDNA o koncentraci 100
ng/pl.

V aseptickych podminkach byl pfenesen 1 pl vektoru do suspenze AGL1 bakterii
a smeés byla opatrné€ promichana Spickou a ponechana 1 minutu na ledu.

Poté byla smés prenesena do vychlazené elektrokyvety a ponechana 5 minut
pii 5 °C.

Elektrokyveta obsahujici AGL1 buiiky a vektor byla prenesena do elektroporatoru
s nastavenim napéti na 1800 V, kapacitance na 15 uF, odporu na 335 R.

Nasledné k suspenzi v elektokyveté bylo pridano 250 pl S.0.C. média predehratého
na 28 °C.

Transformované buiiky byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté¢ 28 °C a tfepany
pfi 160 rpm.

Po inkubaci byly buiiky rozetfeny na LB médium obsahujici Rifampicin 50 mg/l
a Kanamycin 50 mg/l. Buriky byly inkubovany pfi teploté 28 °C 2 az 3 dny.

Byly odebrany bakterialni kolonie a kultivovany v tekutém LB médiu obsahujici
Rifampicin 50 mg/l a Kanamycin 50 mg/l. Suspenze byly inkubovany pii 28 °C
a 160 rpm 48 hodin.

Byly pfipraveny glycerinové zasobni stoky smichanim 200 pl 65% glycerolu
a 200 pl bakterialni suspenze a uchovany pii -80 °C.

10. Ze zbytku bunécné 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. Izolovany vektor byl ovéfen St€épenim pDNA za pouziti enzymt 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 jeémene jarniho

Transformace nezralych embryi jeCmene jarniho byla provedena dle Harwood et al. (2014)

1.

Obilky jeCmene jarniho byly sbirdny 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 §titek o velikosti 1,5 az 2 mm byl prenesen
na kalus induk¢ni (callus induction, CI) médium v Petriho miskach.

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

V aseptickych podminkach byla na nezrala embrya pipetou nanesen piipraveny
inokulat A. rumefaciens.

Embrya byla 3 minuty inkubovana a poté byla odstranéna prebytecna suspenze.

5. OsSetfena embrya byla pfenesena na nové CI médium s Timentinem 160 mg/1.

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

8. 'V dalsi fazi byly explantaty preneseny 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 explantatt probihala za podminek uvedenych v tab. 12. do Gplné regenerace
rostlin. Regenerované rostliny byly pfesazeny do raSelinovych tablet (41/7 mm Jiff,

Rosteto, CR).

Tab. 12. Plan a podminky regenerace rostlin TO generace jeCcmene jarniho. Explantaty byly
kultivovany za pouziti kalus induk¢niho (CI), transientniho (T) a regenerac¢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/1]
1. CI Tma, 24 °C Tim 160
3. CI Tma, 24 °C Tim 160, Hyg 50
17. CI Tma, 24 °C Tim 160, Hyg 50
31. CI Tma, 24 °C Tim 160, Hyg 30

1. tyden poloSero, 16

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

60. R Tim 160
°C
16 h svétlo/8 h tma, 16

90. Jiff o
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4.7.6 Genotypizace rostlin T generace

Z regenerovanych rostlin TO generace byla izolovana genomicka DNA (gDNA). Izolace

gDNA byla provedena dle protokolu Edwards et al. (1991).

1.

Z rostliny byl odebran vzorek listu o délce priblizn€ 4 cm a homogenizovan sterilni
homogenizacni tycinkou.
K homogenatu bylo pfidano 400 pl extrakéniho pufru, smés byla promichana

a ponechana pfi laboratorni teploté 45 minut.

3. Nasledovala centrifugace vzorku pfi 13 000 po dobu 2 minut.

0.

V 1,5ml mikrozkumavce bylo smichano 300 pl supernatantu a 300 pl vychlazeného
isopropanolu. Smés byla opatrné promichdna prevracenim mikrozkumavky
a ponechana 30 minut v 5 °C.

Smés byla 15 minut centrifugovana pii 13 000 rpm, supernatant odstranén
a k peletu bylo pfidano 300 pl 75% ethanolu.

Nasledovala centrifugace 5 minut pii 5000 rpm. Supernatant byl odstranén
a pelet byl vysusen asi 20 minut v laminarnim boxu.

gDNA byla rozpusténa v 30 az 50 ul sterilni DNA/RNA free vod¢. Vzorky byly
ponechany v 5 °C do druhého dne.

Nasledné¢ byly vzorky kratce promichany a centrifugovany pii 5000 rpm
30 sekund a supernatant pfenesen do nové mikrozkumavky.

Kvantita a kvalita izolované gDNA byla spekrofotometricky ovérena.

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

Izolovana gDNA byla nasledné pouzita pro detekci transgenu Cas9 a transgenu

rezistence na Hygromycin (hyg) v regenerovanych rostlinach TO generace. Detekce

transgentl byla provedena metodou PCR za pouziti primert, viz tab. 13. PCR reakcni smés

byla namichéna 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 primeru pouzitych pro genotypizaci rostlin metodou PCR.

gen Sekvence (5°-3") Amplikon [bp]

Cas9 TTCGCTACTGTTCGCAAGGT 811
GGTGGATGAGAGTAGCGTCG

hyg AGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTT 335

AGCTGCATCATCGAAATTGCCGTC

Tab. 14. Slozeni PCR reak¢ni smési pro jeden vzorek.

Slozky reak¢ni 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
Inicia¢ni denaturace 95 4 min Ix
Denaturace 95 20s

Annealing primera 58 20s 36x
Elongace 72 I min

Finalni elongace 72 S min Ix

48



Tab. 16. Podminky PCR reakce pro detekci transgenu hyg.

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

Annealing primera 58 20s 36x
Elongace 72 I min

Finalni elongace 72 5 min Ix

Pfiprava vzorku na Sangerovo sekvenovani

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

o vysokeé Cistoté paramagnetickymi ¢asticemi.

1.
2.

8.
9.

Byl ptipraven Cerstvy lyzacni pufr za pouziti zakladniho lyzac¢niho pufru.
Byl odebran rostlinny material, zmrazen tekutym dusikem a homogenizovan sterilni

tyCinkou.

. Khomogenatu bylo pfidano 250 pl lyzacéniho pufru a smés byla inkubovana

45 minut pii 65 °C.

Smés byla 2 minuty centrifugovana pti 10 000 rpm.

. Do 1,5ml mikrozkumavky bylo pipetovano 11 pl paramagnetickych castic, 100 pl

supernatantu a 80 pul isopropanolu.
Mikrozkumavka obsahujici pfipravenou smeés byla umisténa do magnetického

stojanku a ponechana 5 minut.

. Supernatant byl odstranén a po odejmuti magnetické desky bylo k peletu piidano 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 pienesen do nové 1,5ml  mikrozkumavky

a spektrofotometricky byla stanovena kvantita a kvalita izolované gDNA.

12. Izolovana gDNA byla uchovana pfi -20 °C.
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Pomoci internetového nastroje Primer3Plus

byly navrzeny PCR primery

pro sekvenovani cilového useku genu HvABCGI1, u kterého byla predpokladana mutace

a useku genu HVvABCG10, 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 HvABCGII1 byla pouzita druha sada primert HvABCGI1I_2

amplifikujici 300x zfedény produkt amplifikace primery HYABCG11_1.

Tab. 17. Seznam primeru pouzitych pro amplifikaci cilové sekvence genu HvABCGI10

a HvABCGI1.
gen Sekvence (5°-3") Amplikon [bp]
HvABCG10 CCTCGCCCACAGAAGAGTTT 555
GTGTACGACAGGTCAGCGAA
HvABCGI11_1 GTACGAGAGGTCCGTGAAGG 599
CCAGGAGCCTGTGTGTGTAC
HvABCGI11_2 ACCTACTCCGATCGGGACTC 324
GTGAAGGAGAGCGTGTACGG

Tab. 18. Podminky PCR reakce pro amplifikaci cilové sekvence geni HvABCGI10 a HvABCGI1.

Faze Teplota [°C] Cas Opakovani
Iniciacni

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

Nasledovala amplifikace cilového useku HvABCGII a HvABCGI0 gDNA

transgennich rostlin izolované paramagnetickymi casticemi. Podminky PCR reakce byly

nastaveny dle tab. 18. Kredukci nespecifickych produktt PCR amplifikace genu
HvABCGI1 byl do reakéni smeési pfidan DMSO (5%). Produkty PCR reakce byly

precistény za pouziti NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up dle ndvodu vyrobce. Poté byla

spektrofotometricky zméfena koncentrace. Piipravené vzorky byly predany 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 jeCmene, u kterych byla potvrzena ptitomnost transgenu Cas9, byly
pestovany ve skleniku (rezim 16 hodin svétlo, 8 hodin tma pfi 16 °C).

Obilky rostlin TO generace byly sklizeny a uloZzeny na 6 tydni do chladu
pfi teplote 5 °C.

. Nasledné bylo vyseto 30 obilek pochazejici z 4 transgennich rostlin do sadbovacu,

byl pouzit zahradni substrat (firma RaSelina Sobéslav). Rostliny byly péstovany
ve skleniku (rezim 16 hodin svétlo, 8 hodin tma pfi teploté 16 °C).

Po tydnu byla provedena izolace gDNA z listii dle protokolu Edwards et al. (1991).

5. Byla provedena detekce transgenu Cas9 a hyg metodou PCR.

U rostlin obsahujicich transgen byla provedena izolace gDNA paramagnetickymi

éasticemi.

. Byla provedena amplifikace useku genu HvABCGII, kde byla piedpokladana

mutace a amplifikace useku genu HYABCGIO.

. Analyza sekvenci geni HvABCGIO a HvABCGII byla provedena Sangerovym

sekvenovanim a vysledky sekvenovani byly vyhodnoceny v programu SnapGene

Viewer.
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S Vysledky

Ziskané vysledky béhem diplomové prace jsou prezentovany v nasledujici kapitole
a jsou sefazeny v chronologickém potadi. V prvni Casti je popsan postup analyzy cilového
genu a jeho promotoru a pfiprava expresniho vektoru uréeného k editaci genu HvABCG1 1
technologii CRISPR/Cas9. Druha cast 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 HvABCGI11 a vybér protospaceru

Z databaze Ensembl Plants byla ziskana sekvence genu HvABCGI1, ktery je ortologem
genu OsABCGI1. Gen HvABCGI1 o velikosti 2762 bp se nachazi na reverznim vlakné
prvniho chromozomu je¢mene 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 c¢inila 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 c¢tyt
vybranych sgRNA. Sekvence potencionalniho protospaceru byla vlozena na 5" konec
pred sekvenci sgRNA kostry. Na zakladé sekundarni struktury sgRNA byl vybran
protospacer II GACGGCGATGTGGCCGGAGT, viz tab. 19. Vybrany protospacer je
v sekvenci HYABCGI1 lokalizovany mezi 468 a 488 bp, viz obr. 4. Finadlni sekvence
protospaceru obsahovala Ctyfi baze hybridizujici v ramci sekvence protospaceru

a zadna baze protospaceru nehybridizovala se sekvenci sgRNA kostry.
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Tab. 19. Pi‘ehled navrzenych protospacera.

I I 11X v
Sekvence GATCGATGGCGCGGGGAGCG | GACGGCGATGTGGCCGGAGT GCGGTACGAGAGGTCCGTGA | GCTCCCCGTTGAGCGTGACG
Obsah G/C | 75 % 70 % 65 % 70 %
% L3
9 e J.,{u \c\; m
' i i
r Y S eln,
Sekundarni i e ] i ‘A/l"'\‘ (:;_(‘S/G ({\“)9’ o u—a,
\u.c ’s" o e G“\r—-"" ) &G \Uia/"/ j 1
struktura aEy ) LY y \ la g
£ ) Q™ g ]
§ i, » ! ¢
sgRNA \‘Q;k \i:{ \"\.. /
K, gt
;:‘7:/' :) , (;;/ \\ i:% a\a\/u\;l
% 1‘7: Vot f ) 2 \ -’
' 5 s I
! 3!
o 91
Self hybrid | 0 4 0 4
Guide
14 0 12 5
hybrid

Pichled 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 sgRNA kostry (guide hybrid).
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CGTGAAGGAGAGCGTGTACGGCACCGGTGGCCCCGCCGCCACCAGCGCCTG
$ } i ! 4 Il i } i L

GCACTTCCTCTCGCACATGCCGTGGCCACCGGGGCGGCGGTGGTCGCGGAC

TCGTCGACCTC TGGACATGGTAAAGATCGAT
T

¥ + + + t + t + u
AGCAGCTGGAGCTGCCGCTACACCGGCCTCAACCTGTACCATTTCTAGCTA

I Protospacer I
PAM motiv

CGACGGAGGGGGTTTGTGGTGTGGTGTGGTGCGGGAGCAAAACCCGGCTCG
5 } 4 } 3 i 3 i 5 }

GCTGCCTCCCCCAAACACCACACCACACCACGCCCTCGTTTTGGGCCGAGC

Protospacer
5 Y 3
—_— HvABCGII —

2762 bp

Obr. 4. A) Cast sekvence exonu cilového genu HvABCGI1. OranZov¢ je zndzornény vybrany

protospacer, zelen¢ je vyznacen 5'-NGG PAM. B) Pozice vybraného protospaceru v HvABCGI1.

K transformaci U6-sgRNA kazety a Cas9 byl vybran expresni vektor
pYLCRISPR/Cas9Pyi-H. Na schématické mapé vektoru jsou vyznaCeny elementy jako
promotory, zajmové geny a selekCni geny, viz obr. 5. Mezi selek¢ni geny patii gen hptll
kodujici rezistenci na antibiotikum Hygromycin, gen lacZ kédujici enzym
[-galaktosidasu, B-galaktosidasa je vyuzita k modrobilé selekci transformovanych
E. coli a gen nptll kédujici neomycin fosfotransferasu II zpasobujici rezistenci

na Kanamycin.
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Obr. 5. Schéma pYLCRISPR/Cas9Pupi-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 HvABCGI1I, HORVUS5HriG021120.1
a HORVUOHr1G007130.1 a byla urCena sekvence mozného vyskytu necilené mutace
v genu HORVUS5Hr1G021120.1, v této praci oznaceného jako HvABCG10, viz obr. 6.
V programu MEGA-X byl dale vytvofen fylogeneticky strom za pouziti metody

Neigbor-Joining Tree, viz obr. 7.

55



HORVU3Hr1Geg713e0.1 Crmemevencnccs GGAGCCGGCGCTCGCGCCGCCTGCGCCAGCGGGGAGGCGGAGGAAC
HORVU1Hr1Gee9920.2 CTCCCCCACGACTCGGAAACGCACCTCCTCCCTCCTCCCCCCTATATATTACAGTACGCT
HORWSHIr16021120.1 9 <~=ccorcssccsascsscsccsncncnnsanssansnsssssnesnsnssarnannsnans
HORVU3Hr1Geg713e.1 CCGTCCCTCTCCGAGATGCTCAGCCTCGTCAGCGCCGCCACCGTCGACCCGGCCGGCACG
HORVU1Hr1Gees92e.2 CCAACCATACACGGCACGACACACGGAGCGAGCCGGGTTTTGCTCCCGCACCACACCACA

HORVUSHP1G021120.1 ==============-=cecececececececececececccecece-ececceceeena-

HORVU3Hr1Ge87130.1 GACGACGACGGCTCCGTCTTCT === === mmmmmmmmmmmmm e CCCTCCCGATGCCGCAG
HORVU1Hr1G0@9920. 2 CCACAAACCCCCTCCGTCGTCGATCCATCGACTCCTCTATCGATCTTTACCATGTCCAAC
HORVUSHPr1G021120.1 ==============c=cececccecececccecececccececeeeees ATGGCCACC
Rk *

HORVU3Hr1Ge87130.1 TCCGCGGCTGCCGGCGT -~ - -~ CGGCGACAATAATGC - == === == ===~ GGGCGGCGAG
HORVU1Hr1G089920. 2 TCCGGCCACATCGCCGTCRAGGTCGACGACGCGGCGGAGCGGGAGCTGCAGGCGCTGGTG
HORVUSHr1G021120.1 TCCGGCCACATCGTCGTCRAGGTCGGCACCGATGAAGA - - = === TGCTTCGGCGGGTCAG

koK T ¥k Kk * ok *

HORVU3Hr1Geg713e.1
HORVU1Hr1Gee992e.
HORVUSHr1Ge21120.1

GCGCCGGGAAGGACCATCCAGTTCCGGCTGGCGTTCACCGACCTCACCTACAGCGTCCGG
GCGGCGGGGCCACCGGTGCCGTACACGCTCTCCTTCACGGACCTCTCGTACCGCGTGAAG
CCGCCCGTGGCGCCAGTGCCGTACCGTCTGTCCTTCGCTGACCTGTCGTACACCGTCAGG

kK K * Ok K k¥ K ok K KRk R oRkRE ok kokk Rk *

N

Obr. 6. Vysek alignmentu gemi HORVUIHr1G009920.2 (HvABCGI11), HORVU5Hr1G021120.1
(HvABCG10) a HORVU3Hr1G087130.1. Cerven je vyznaden protospacer a sekvence mozného vyskytu

necilené mutace v genu HYABCGI0.

—— HORVU4Hr1G058160.1

—— HORVU3Hr1G066220.1

HORVU4Hr1G058070.1

HORVU3HriG087130.1

—{ HORVU1Hr1G009920.2 (HvABCG11) |

——— HORVU3Hri1G021120.1

Obr. 7. Fylogeneticky strom 6 vybranych geni HvABC.

5.1.2 Analyza promotorové oblasti genu HvABCGI11

Z databaze Ensembl Plants byla stazena sekvence promotorové oblasti genu
HvABCGI11 nachazejici se 2000 bp pfed 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

Obr. 8. Schéma promotorové oblasti genu HvABCGI1 znazoriujici rozmisténi vybranych motivi.
Modie zndzornény motivy podilejici se na odpovédi na abioticky stres, zelen¢ jsou znaCeny motivy
ucastnici se odpovédi na rostlinné hormony, motivy podilejici se na kontrole cirkadialnich rytm,

biosyntéze flavonoidu i expresi v meristému jsou znazornény ¢erveng.

Tab. 20. Seznam motivu identifikovanych v promotorové sekvenci genu HvABCGI1.

Promotorovy motiv Funkce

ABRE Element zapojeny do odpovédi na ABA

CAT box Element podilejici se na expresi meristému

CCAAT box pravdépodobné soucasti regulace biosyntézy flavonoida
TGACG motiv Element zapojeny do odpovédi na metyl-jasmonat
Circadian Regulacni 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 odpoveédi na abioticky stres

Myc Element podilejici se na odpovéedi na sucho

P box Element zapojeny do odpovédi na giberliny

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

5.2 Priprava expresniho vektoru

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

Byla klonovana U6-sgRNA kazeta a protospacer. Byla provedena restrik¢ni-ligacni
reakce, kdy byly za pouziti enzymu Bsal HF ziskany lepivé konce pYLsgRNA vektoru,
které byly vyuzity kligaci protospaceru. Takto pfipravena U6-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 ovéfena elektroforetickou separaci
v agar6ézovém gelu, viz obr. 9A. Spravnost klonovani U6-sgRNA kazety byla ovéfena
restrikci za pouziti restrikéniho enzymu Pstl HF. Restrikci byly ziskany dva specifické
fragmenty o velikosti 467 bp a 346 bp. Produkty Stépeni byly ovéreny elektroforetickou

separaci v agarozovém 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 Stépeni U6-sgRNA kazety enzymem PstI HF. Draha 1 — produkt Stépeni
U6-sgRNA, velikost fragmentii - 467 bp a 346 bp, L — DNA marker molekulové hmotnosti (HyperLadder
50 bp, Bioline).

Nasledovalo klonovani pfipravené U6-sgRNA kazety a pYLCRISPR/Cas9Pui-H
expresniho vektoru. Restrikénim enzymem Bsal HF byly ziskany specifické
nepalindromické lepivé konce, které zabranuji vlastni ligaci v ramci U6-sgRNA kazety
a pYLCRISPR/Cas9Pui-H. Produkty restrik¢ni reakce byly elektroforeticky separovany
v agarozovém gelu, viz obr. 10. Velikost pYLCRISPR vektoru cinila 15726 bp
a velikost U6-sgRNA kazety Cinila 813 bp. pYLCRISPR vektor a sgRNA kazeta byly
izolovany z agarozového gelu. Poté byla pfipravena ligani 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/Cas9P,,i-H vektor o velikosti 15726 bp; vpravo v draze 1, 2 - U6-sgRNA kazeta
o 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. Pritomnost
pYLCRISPR/Cas9Pypi-H::U6-sgRNA expresniho vektoru ve vybranych Sesti modrych
kolonii DH5a byla ovéfena restrikénim st€penim. K ovéfeni restrikénim Stépenim byly
pouzity enzymy Mlul HF a Pstl HF. Produkty restrikce byly elektroforeticky
separovany a vizualizovany v UV transiluminatoru, viz obr. 11. VSech Sest klont E. coli

bylo potvrzeno restrikénim §tépenim.
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Obr. 11. Elektroforetogram restrikéniho §tépeni pYLCRISPR/Cas9Puni-H::U6-sgRNA enzymy
Mlul HF a PstI HF. V drahich 1 az 6 - produkty restrikce pDNA; produkty restrikce enzymem Mlul HF
- 15765 bp a 774 bp (vlevo), produkty restrikce enzymem Pst/ 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 bun¢k A. tumefaciens, AGL1. Kultivaci transformovanych
AGL1 na selekénim LB médiu byly ziskany tfi kolonie. Pfitomnost a spravnost
plasmidového vektoru pYLCRISPR/Cas9Pui-H::U6-sgRNA byla ovéfena restrikci
enzymy Mlul HF a Pstl HF, viz obr. 12. U vSech tii kolonii A. tumefaciens byla

potvrzena pritomnost expresniho vektoru.

11 kb
15 kb
4,8 kb
635 bp 774 bp

PstI Miul

Obr. 12. Elektroforetogram restrikéniho S§tépeni pYLCRISPR/Cas9Puni-H::U6-sgRNA enzymy
Milul HF a Pstl HF. V drahich 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).
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5.3 Transformace nezralych embryi jecmene jarniho A. fumefaciens

Neptimou metodou prostrednictvim A. tumefaciens byla transformovana nezrala embrya
jarniho jeCmene odriady Golden Promise. Béhem dvou transformacnich udalosti bylo
celkem transformovano 375 embryi. Nejprve byly explantaty kultivovany Sest tydna
na kalus indukénim (CI) médiu obsahujici antibiotika Hygromycin a Timentin, viz
obr. 13. V dalsi fazi byly explantaty pfeneseny na transientni (T) médium s Timentinem
a vpoloSeru kultivovany tyden, poté na plném svétle. Regenerujici kalusy byly
pfeneseny na regeneratni (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 T0 generace jecmene jarniho

5.4.1 Detekce transgenu Cas9 a hyg v T0 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 pochézejicim 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.

11 12 13 HO C- C+ L

300 bp

Obr. 14. Elektroforetogram detekce iyg metodou PCR v TO regenerovanych rostlinach. V drahach
1-13 vzorky gDNA, velikost amplikonu - 335 bp, C- (negativni kontrola, netransformovan rostlina), C+
(pozitivni kontrola, gDNA je¢mene jarniho obsahujici hyg transgen), L — DNA marker molekulové

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

S bl 02 13 et ek

Obr. 15. Elektroforetogram detekce transgenu Cas9 metodou PCR v T0 regenerovanych rostlinich.

V drahich 1-13 vzorky gDNA, velikost amplikonu - 811 bp, C- (negativni kontrola, netransformovana

62



rostlina), C+ (pozitivni kontrola, gDNA je¢mene jarniho obsahujici Cas9 transgen), L — DNA marker

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

5.4.2 Optimalizace primeru pro sekvenovani cilové sekvence

V internetovém nastroji Primer3plus byly navrzeny PCR primery pro sekvenovani
cilové sekvence genu HvABCGII a genu HvABCGI0. Byla provedena teplotni
gradientova PCR a byla identifikovana vhodna teplota nasedani primerd PCR reakce
pro navrzené primery. Pro sekvenaci HvABCGI0 byla urcena teplota nasedani primert
59 °C, viz obr. 16. Primery pro amplifikaci cilového useku zajmového genu HvABCGI1
poskytovaly pfi testovanych teplotach amplikony o nizké koncentraci a nespecifické
produkty, viz obr. 17, velikost amplikonu m¢la ¢init 599 bp. Proto byla pouzita druha
sada primert amplifikujici tsek uvniti amplifikované sekvence obsahujici protospacer
o velikosti 324 bp. Ke snizeni nespecifickych produkti byl do reakéni smési pridan

DMSO (5%), viz obr. 18.

600 bp

Obr. 16. Optimalizace teploty nasedani primeru pro detekci genu HvABCGI0. Teplota annealingu
stoupd 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.

63



u[

(!
.

600 bp

I

Obr. 17. Optimalizace teploty naseddni primeru pro amplifikaci genu HvABCGI11 za pouziti
primera HvABCGII_1. Teplota annealingu stoupd smérem doprava od 56 °C do 62 °C. Velikost
amplikonu m¢la Cinit 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 HvABCGI11 za pouziti primeru
HvABCGI11_2. V drahdch 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 drahidch 1-4
piitomny nespecifické produkty PCR reakce. B) Po pfidani DMSO do PCR reakéni smési, doslo
ke snizeni vyskytu nespecifickych produkti.
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5.4.3 Detekce mutace genu HvABCGI11 T( 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 gent HvABCGI1I a HvABCGIO0. Ptitomnost
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. Vyfez sekvenovani cilové sekvence HvABGI1I, viz obr. 19. Zadna
z analyzovanych transgennich rostlin TO generace neobsahovala mutaci cilové

sekvence, viz tab. 20.

GCGrecegreceaccrTccG ACGGECGE ATGEGTIGEGEGCECLEGEGG AGT TG GACAT GG T G

Obr. 19. Vyrez Cteni sekvenovini cilové sekvence HvABCGII1 transgenni rostliny TO generace

v SnapGene Viewer. Zlut¢ je vyznac¢ena sekvence protospaceru.

Tab. 21. Transformace rostlin jarniho jecmene T0 generace.

Pocet Pocet

Transformacni Transgen Transgen Mutace
nezralych regenerovanych

udalost Cas9 hyg HvABCGl11
embryi rostlin

1 250 18 4 8 0

2 125 13 3 10 0

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

Sangerova sekvenovani detekovdna mutace v genu HvABCGI 1.
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5.5 Genotypizace T1 generace jecmene jarniho

Byly vybrany Ctyfi rostliny TO generace, u kterych byla potvrzena pfitomnost transgenu
Cas9 a vyseto Sest az sedm obilek z kazdé rostliny. Nasledné 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 pifitomnost
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 HvABCGII a amplifikace sekvence genu HvABCGIO0. Ptipravené
vzorky byly predany do Ustavu experimentalni botaniky, kde byla provedena sekvenace
cilovych sekvenci metodou Sangerova sekvenovani. Zadna z analyzovanych

transgennich rostlin T1 generace neobsahovala mutaci v genu HYABCG1 1, 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 drahich 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 jeCmene 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 rostlinach fady
bunéénych procestu, jako je reakce na bioticky a abioticky stres, ukladani lipida
na povrchu pletiv, transport fytohormond, rast a diferenciace ¢i pfijem zivin. JeCmenny
genom koduje 131 ABC transportérti (Zhang et al., 2020). Cilem prace bylo pfipravit
mutaci genu HvABCGI1 v jeCmeni jarnim odridy Golden Promise. HVABCGI1I je
blizky homolog genu AtWBCI8. AtWBCI18 spoleéné s AtWBCI1 a AtWBCI19 koduji
kandidaty podilejici se na tvorbé kutikuly (Suh et al., 2005). Gen HvABCG11 je ortolog
genu OsABCG11. Matsuda et al. (2012) provedli RT-PCR analyzu exprese vybranych
OsABCG genu a zjistili, ze exprese OsABCGI1 byla signifikantné zvySena jak
v kofenu, tak v nadzemni casti pfi vystaveni rostliny teploté¢ 6 °C. Pii expozici rostliny
teploté¢ 42 °C doslo k zvySeni exprese OsABCGI1 v nadzemni Casti (Matsuda et al.,
2012). Lze tedy predpokladat, ze transportér HvABCGI1 hraje roli v reakci
na abioticky stres.

Kindukci mutace byla pouzita technologie mistné specifickych
programovatelnych nukleas CRISPR/Cas9. V experimentalni casti byl navrzen expresni
vektor s U6-sgRNA a Ubi-Cas9 cilici na sekvenci genu HVABCGI1. Uginnost vektoru
pYLCRISPR/Cas9Pw,i-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 transformovéano
375 nezralych embryi. V experimentalni casti byly provedeny dvé transformacni
udalosti. Jelikoz analyza rostlin TO generace regenerovanych z prvni transformacni
udalosti nepotvrdila pfitomnost mutace, transformace nezralych embryi je€mene jarniho
prostfednictvim A. tumefaciens byla opakovana za pouziti nové AGLI1 linie. Analyza
regenerovanych rostlin z druhé transformacni udalosti nepotvrdila mutaci v genu
HvABCGI11. Celkem regenerovalo 31 rostlin TO generace, coz odpovidalo regeneracni
efektivité 8,26 %. Efektivita transformace Cinila pro prvni transformacni udalost 1,2 %
a pro druhou transformacni udélost 2,4 %. Prestoze efektivita druhé transformacni
udalosti vzrostla, dosahovala niz§ich hodnot oproti primé€mnym 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 zayjmového genu v H. vulgare,
z 23 regenerantd ziskali 21 transgennich rostlin. Uginna 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 indukcénim
(CI) médiu s Hygromycinem. Kultivace explantatd na CI médiu s Hygromycinem méla
zajistit selekci transgennich kalusti. 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 CI médiu, pfipadné lze pouzit
Hygromycin pfi 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. Popfipadé lze wvyuzit jinou metodu selekce,
napiiklad gen bar kodujici enzym fosfinotricinacetyltransferasu pro rezistenci
k herbicidu fosfinotricinu. Selekéni gen bar byl pouzit kselekci jeCmene
transformovaného prostrednictvim A. tumefaciens a mikroprojektilového prenosu
(Travella et al., 2005).

Technologie CRISPR/Cas9 je hojné vyuzivana k inaktivaci funkce gent. 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 druhti
li§i. Zatimco uspeSnost indukce mutace v A. thaliana systémem sgRNA-Cas9
transformovaného A. rumefaciens dosahuje az 90 %, efektivita editace genomu touto
metodou je u nekterych jednodéloznych rostlin vyrazné nizsi, naptiklad u O. sativa Cini
8,2 % c¢iu T. aestivum 5,6 % (Kang, et al. 2018; Shan et al., 2013, Wang et al., 2014).
Efektivita tvorby mutaci je mimo jiné zavisla na vybéru vhodného promotor
pro expresi jak sgRNA, tak Cas9. Napiiklad pfi editaci genu A. thaliana za pouziti
AtU6-sgRNA a AtRPS5a-Cas9 uspéSnost indukce mutace po transformaci
A. tumefaciens Cinila 85 %, avSak pfi editaci zymového 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). Podobné 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 ZmU6, 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 zgymovém genu (Hajiahmadi et al., 2019). Volba vhodného
promotoru je nezbytnd pro kontrolu exprese Cas9. U A. thaliana frekvence vyskytu
mutace byla nizs§i pfi pouziti konstitutivniho CaMV35S promotoru ve srovnani
s vyuzitim Egg-cell specific promotoru (Wang et al., 2015). Dle Hajiahmadi et al.
(2019) vyssi vyskyt mutaci 1ze prisuzovat vyssi expresi Cas9 fizeného Egg-cell specific
promotorem. Navic u jednodéloznych rostlin endogenni promotory vyuzité k expresi
Cas9 vykazuji vétsi potencial k indukci mutace nez naptfiklad CaMV35S ¢i Ubi
promotor (Shan et al., 2013; Xu et al., 2014). Ubi promotor vyuzity k expresi Cas9
v této praci mohl zptsobit nizsi expresi Cas9 a ovlivnit vznik mutace v zajmovém genu
HvABCGI 1.

Pficinou nevytvoreni 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
kritickd pro efektivitu sgRNA. Liang et al. (2016) dale zistili, ze pocet bazi
hybridizujicich v ramci sgRNA sekvence by nemél piesahovat 12, hybridizovat by
nemélo vice jak Sest po sobé jdoucich bazi a obsah G/C by se m¢l pohybovat mezi 30 az
80 %. Za pouziti internetového nastroje UNAfold byla analyzovana sekundarni
struktura sgRNA vybrané k tvorbé mutace HvABCGI1. Z potencionalnich sekvenci
protospaceru byl na zakladé vyhodnoceni sekundarni struktury sgRNA vybran
protospacer II. 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 muze byt pouziti vétiho podtu sgRNA
cilicich na z4movy gen, a tak zvySit pravdépodobnost indukce mutace. Lawrenson

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

Navrh specifické sgRNA je kriticky ke snizeni necilenych mutaci. Prestoze
obsah G/C v cilové sekvenci v rozmezi 30 a 80 % zvySuje 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 HvABCGI0, u kterého by se
mohla vyskytovat necilena mutace. Sangerovo sekvenovani cilové sekvence
HvABCG10 neodhalilo pfitomnost necilené mutace. Mutace miize vznikat i v misté
vzdalenéjSim od protospaceru, proto byla ovéfena oblast 50 bp pred a za cilovou
sekvenci genu HYABCG1 1. Geneticka editace nebyla v této oblasti detekovana.

Genotypizaci 30 rostlin T1 generace pochazejicich ze Ctyt transgennich linii TO
byla potvrzena ptritomnost transgenu Cas9 u 20 % analyzovanych rostlin. Podaftilo se
pfipravit stabilni transgenni rostliny, u kterych doSlo k ptfenosu genu Cas9 do Tl
generace. Zadna z analyzovanych rostlin T1 generace neobsahovala mutaci v z4jmovém
genu. Lawrenson et al. (2015) indukovali mutaci ve tfech genech H. vulgare, k detekci
mutace v zajmovém genu rostlin T1 generace analyzovali primémé 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 napfiklad k transformaci expresnim vektorem
obsahujici sgRNA kazetu a gen rastového regulatoru (Debernardi et al., 2020; Maher
et al., 2019).
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7 Zavér

Cilem prace bylo pfipravit mutaci v genu HvABCGI1. HvABCGI1 je ortolog genu
O. sativa OsABCG11. Transportér OSABCGI11 se pravdépodobné podili na transportu
komponent kutikuly. V ramci experimentalni Casti byl navrzen expresni vektor
s U6-sgRNA a Ubi-Cas9 cilici na gen HvABCGII. Neptfimou transformaci
A. tumefaciens byl expresni vektor vnesen do nezralych embryi jeCmene 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 HvABCGII. Z divodu nizké frekvence regenerovanych
transgennich rostlin je potfeba optimalizovat podminky transformace A. tumefaciens
a zvysit tak pravdépodobnost zachyceni mutace v zdjmovém genu. Analyza 30 rostlin
T1 generace potvrdila pfitomnost transgenu Cas9, avSak mutace v zajmovém genu
nebyla identifikovana. K detekci zdjmové mutace je potieba analyzovat vétSi pocet
potomstva TO generace. Transgenni rostliny obsahujici Cas9 mohou byt dale ziskany
napiiklad transformaci expresnim vektorem obsahujici sSgRNA kazetu a gen pro expresi
rastového regulatoru Wuschel ¢i podobné rustové regulatory prostiednictvim
A. tumefaciens a zvySit tak pravdépodobnost indukce mutace. K zvySeni

pravdépodobnosti vzniku mutace lze z4jmovy gen zacilit expresnim vektorem s vice

sgRNA.
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