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Anotace

Kveteni rostlin je regulovano stovkami gent, kodujici proteiny. Cilem mé odborné prace SOC
je zjistit, jak AGO vazebna doména, nachazejici se v proteinu SPT6L, ovliviiuje kveteni. Pokud
totiz zjistim, ktery kvétni gen SPT6L reguluje, mazu zjistit, jak ho reguluje — tedy jaka je funkce
SPT6L. AGO proteiny jsou spolu s malymi RNA vyznamnym regulatorem genove aktivity a $i-
r$i poznani zptsobu jejich funkce by mohlo vést napiiklad k lepSimu porozuméni nékterych
dédic¢nych chorob a k dalsimu rozvoji slechténi.

Abych zjistila, jaké regulaéni drahy se SPT6L ucastni, analyzovala jsem genetické interakce
mezi mutanty 3 klicovych a dobte popsanych gent regulujicich kveteni s mutantem v genu
SPT6L ovlivitujicim transkripci.

Provedla jsem kiizeni mutanta v spt6l, mutovaného v AGO vazebné doméné, s rostlinami mu-
tantnimi v genech flc (inhibitor kveteni) a socl (integrator signalnich drah). Gen FT (florigen)
je s genem SPT6L v silné genové vazbé, tudiz nelze ziskat dvojitého mutanta kiizenim., proto
jsem zvolila inovativni metodu genovych niizek CRISPR/Cas9 na vystiihnuti AGO domény
genu SPT6L. U taspésné ziskanych mutovanych potomka selektovanych genotypovanim, jsem
provedla fenotypovou studii a ucinila zavér, ze pasobeni genu SPT6L je nepfimé a zfejme se
ucastni vice regulaénich drah kveteni.

Klicova slova

Kveteni, SPT6L, AGO proteiny, CRISPR/Cas9, epigenetika

Annotation

Flowering is regulated by hundreds of genes encoding proteins. Goal of my academic work
SOC is to find out, how AGO binding domain of the SPT6L protein, affects flowering. If | find
out which flower gene SPT6L regulates, I can find what is the function of SPT6L. AGO proteins,
together with small RNAs, are an important regulator of gene activity and getting bigger
knowledge of their function could lead, for example, to a better understanding of some inherited
diseases and to further development in breeding technologies.

To find out which regulatory pathways SPT6L participates in, | analysed the genetic interactions
between single mutants of 3 key and well-described flowering regulatory genes with a mutant
in the transcriptional gene named SPT6L.

| crossed the mutant in spt6l, which is mutated in AGO binding domain with plants mutant in
the flc (flowering inhibitor) and socl (signaling pathway integrator) genes. The FT gene (flori-
gen) is in a strong genetic linkage to the SPT6L gene, so a double mutant cannot be obtained
by crossing. Because of that | chose the innovative CRISPR/Cas9 gene editing method to excise



the AGO domain of the SPT6L gene. In successfully obtained mutant descendants selected by
genotyping, | performed a phenotypic study and concluded that the action of the SPT6L gene is
indirect and apparently involved in more regulatory pathways.

Key words

Flowering, SPT6L, AGO proteins, CRISPR/Cas9, epigenetics
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1 UvoD

Od roku 2000, kdy byl osekvenovan genom Arabidopsis thaliana (dale jen A. thaliana), jsou
postupné popisovany funkce jeho genti. Jednim z nich, jehoz funkce nejsou jesté zcela vSechny
znamy, je gen SPT6L podilejici se na piepisu DNA. Tento protein se sklada z vice domén. Ja
se v praci zabyvam AGO (Argonaute) vazebnou doménou, jejiz vyzkum stéale neni u konce a
jednou z otazek zistava, pro¢ presné tuto doménu SPT6L (SUPPRESSOR OF TY-INSERTION
OF 6-LIKE GENE) ma. (1)

Proteiny AGO byly objeveny teprve neddvno a rozsdhly vyzkum v poslednich nékolika letech
odhalil, ze proteiny AGO jsou spolu s malymi RNA kli¢ovymi hraé¢i v regulaci aktivity (ex-
prese) genu. (2)

Podstatou prace je sledovani fenotypovych zmén mutanta A. thaliana, ktery ma pozménény gen
SPT6L a jiz se v ném nenachazi AGO vazebna doména a jeho kiizeni s mutovanymi rostlinami
(s pozménénym SPT6L) v genech SOC1(SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1)
a FLC (FLOWERING LOCUS C). Tyto geny, s kterymi nasi mutovanou rostlinu kiizim, regu-
luji kveteni. Kazdy se tGcastni jiné regulacni drahy. FLC reaguje na zimu (zajist'uje, aby kvetly
na jafe) a SOCLI je kli¢ovy gen, na kterém se sbiha nékolik regulacnich drah. (3)

Aktualnost prace se odrazi v jedné ze zvolenych metod. Gen FT (FLOWERING LOCUST) je
s genem SPT6L v silné genové vazbé, a proto by pfi crossing overu nedoslo k fyzickému pie-
nosu mutace na jeden chromozom vedle sebe a nelze tedy vytvotit dvojitého homozygotniho
mutanta k¥izenim, jako u ostatnich geni. Metoda CRISPR/Cas9, ktera umozni obejit rekombi-
naci crossing overem a degraduje doménu AGO (ktera se nachazi v proteinu SPT6L), piimo
v rostliné mutantni v ft. FT je také genem regulujicim kveteni a u¢astni se regula¢ni drahy fo-
toperiodicke.

Klicové je pro mé nasledné porovnani jednoduchych a dvojitych mutanti v téchto genech.

Motivaci celé mé prace je posunout znalosti 0 genomu rostlin obecné. Vyuziti téchto znalosti
by se dalo aplikovat ve $lechténi, vyvoji GMO ale i v mediciné. Zmény projevené ve fenoty-
pové studii nastini néco o tom, jak se do exprese zapojuji Argonaute proteiny, rozsifi védomosti
0 signalnich drahach regulujicich kveteni, a hlavné o tom, jaké z drah se SPT6L ucastni.

Muij externi §kolitel Mgr. Vojtéch Cermak, Ph.D. vypozoroval, Ze rostlina majici gen SPT6L
s mutovanou AGO vazebnou doménou kvete dfive nez divoky typ — to je muj piedpoklad pro
tento vyzkum (4). Mou hypotézou je, ze gen SPT6L se Gcastni jedné ze znamych regula¢nich
drah kveteni. Fenotypové zmény piedpokladam hlavné u ¢asu kveteni.

Cilem neni pouze kone¢ny vysledek, tedy jak gen SPT6L interaguje s geny regulujicimi kveteni,
ale 1 ziskani mutovanych jedinci moderni metodou CRISPR/Cas9, kterd miize mit v budoucnu
i terapeutické vyuziti. (5)



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Odborna terminologie

AGO — Argonaute

CO — gen CONSTANS

CO — protein CONSTANS

CRISPR — Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
FLC — gen FLOWERING LOCUS C

FLC — protein FLOWERING LOCUS C

flc — mutant v genu FLC

FT —gen FLOWERING TIME LOCUS

FT — protein FLOWERING TIME LOCUS

ft — mutant v genu FT

gRNA —navéadéci RNA

pHEE — plazmid Hygromycin resistance, EC1 promoter, rbcS E9 terminator
pHSE — plazmid Hygromycin resistance, 35S promoter, rbcS E9 terminator
SOC1 — gen SUPRESSOR OF TY INSERTION 6-LIKE

SOC1 — protein SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF GENE CO1
socl — mutant v genu SOC1

SPT6L — gen SUPRESSOR OF TY INSERTION 6-LIKE

SPT6L — protein SUPRESSOR OF TY INSERTION 6-LIKE

spt6l — mutant v genu SPT6L

T-DNA — Transferova DNA



2.2 Arabidopsis thaliana

A. thaliana (v ptekladu huseni¢ek rolni) je krytosemenna rostlina z ¢eledi brukvovitych. Jedna
se o dlouhodenni rostlinu. (6)

M4 pouze 5 chromozomd, ptiblizné 27 000 gend, 157 000 000 pari bazi a jen 14 % repetitivni
DNA. Diky malé velikosti byl genom osekvenovan jiz v roce 2000. Oproti tomu hrach sety
obsahuje az 70 % repetici a velikost jeho genomu je 5 000 000 000 bp. (7) (8)

A. thaliana ma nékolik vlastnosti, diky kterym se stala modelovym organismem pro moleku-
larni biologii a tim padem i pro milj experiment: Zivotni cyklus rostliny je pouze 6 az 8 tydni,
vzristem dosahuje maximalné 30 cm a jednd se o rostlinu plevelovitého druhu ¢ili je velmi
nenaro¢na na péstovani. A. thaliana je blizky ptibuzny fepce — tedy vyznamné zemédélské plo-
ding. Dalsi vyhodou je schopnost autogamie, protoze klesa podil heterozygotnich jedinct v na-
sledujicich generacich a vzrusta homozygotnost ¢ili je snazsi ziskat dvojité homozygotni mu-
tanty pii kiizeni. (9)

V kultiva¢nich podminkach roste pti teploté 22 az 24 °C. Divoky typ vykvéta zhruba po 5 tyd-
nech od vykli¢eni semen. (10)

Obrézek 1 vzorovy nakres Arabidopsis thaliana, upraveno (11)

2.3 (Genova exprese

Termin genova exprese je proces, kterym se geneticka informace ulozena v DNA (pfipadné
RNA) zapsana v nukleotidech ptepisuje do poradi aminokyselin v proteinech.

Genové exprese je souhrnny nazev pro nasledujici déje: transkripce je proces odehravajici se
Vv jadfe buiky, pii némz se podle genetické informace zapsané v fetézci DNA vyrabi fetézec
RNA. Ta obvykle predstavuje prostiednika mezi genetickym materidlem a bilkovinami, které
se podle ngj vyrab&ji. mRNA (messenger RNA) s informaci (genetické informace zapsana v po-
fadi nukleotidi) vycestuje do cytoplazmy, aby nasla ribozomy, na kterych dojde k translaci.



Ribozomy totiz geneticky kod ptelozi do potfadi aminokyselin, v nasyntetizovaném proteinu.
Jedna se o vytvoreni bilkoviny podle piedlohy ptivodné ulozené v DNA. (12)

2.4 Epigenetika

DNA sice obsahuje vSechny geny potiebné pro Zivot a jeho smérovani, ale epigenetika pojed-
nava o tom, které geny jsou aktivované a které inaktivované. Epigenom obsahuje epigenetické
informace — neboli instrukce, které fikaji genetické informaci v buiice, jaké geny aktivuje a jaké
inaktivuje, aby se vzajemn¢ nerusili. Z doslovného ptekladu je epigenetika jakasi informace
nad DNA. Nesmime opomenout, Ze je Svym zptusobem stala. Funguje jako pamét’, ktera mize
pretrvavat i po odeznéni signalu, ktery ji indukoval. Ne jenom v rdmci jednoho organismu, ale
muze se i dédit — epigenetickd pamét’ je strategii organismu, jak se pfizpusobit potencialnim
nebezpecim, kterym kdysi Celili jejich predci v predeslych generacich. (12)

Zmény v prostiedi jsou piekladany do signala jako jsou napiiklad stres, hlad, strach, a dalsi,
a ty se poté propisou do epigenetické informace a mohou ménit aktivitu jednotlivych gend.

Epigenetika pracuje s epigenetickymi znackami. Jedna se naptiklad o znacky methylovych sku-
pin, které se pripojuji na jednotlivé ¢asti DNA. (13)

Pti metylaci DNA dochazi k ptipojeni methylového zbytku (-CHz3) k cytosinu. Timto ptipoje-
nim povétSinou dojde k inaktivaci genu, coz mohou indukovat napiiklad malé RNA. (14) Me-
tylovany ¢i acetylovany mohou byt i histony (bazické proteiny, vétsina z nich tvoii komplex,
kolem niZ je omotana dvousroubovice DNA) to ale nebyl ptipad moji prace. (15)

2.5 AGO vazebna doména

Geny jsou kodovany v DNA uvnitt bunék. Nékteré geny jsou instrukci uvniti buniky jak tvotit
proteiny. (16) Proteiny se skladaji z aminokyselin a struktura nékterych proteinti je slozena
z domén. (15)

Domeéna je z obecného hlediska stavebni jednotkou proteinu a pfispiva svou funkeci ¢i interakci
k jeho celkové uloze. (17)

Genom A. thaliana obsahuje 10 genti kodujicich proteiny AGO, které jsou obecnymi regulatory
genove exprese. (1)

AGO proteiny, které tato doména vaze, jsou soucasti drah pomoci nichz malé RNA reguluji
genovou expresi ve vEtsing eukaryotickych organismu (i u ¢loveka).

Malé RNA jsou biologicky aktivni kratké fetézce ribonukleovych kyselin slozené pouze z 20
az 30 nukleotidi. Malé RNA plni nejcastéji obrannou a regula¢ni funkci a mohou fungovat
V cytoplazmé i v jadie. (18)
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AGO proteiny se vaZzou na malé RNA, které¢ reguluji genovou expresi takovym zplisobem, Ze
blokuji expresi genu bud’ posttranskripcné, kdy AGO §tépi mRNA, takze nedojde k tvorbé pro-
teinu, nebo transkripéné, kdy malé RNA cili rovnou na gen, blokuji nasednuti polymerazy, ktera
tvoii mRNA a také tim padem nedojde k tvorbé proteinu. Malé RNA blokuji nasednuti poly-
merazy prostfednictvim DNA metylace. V rostlinach je dobfe prokdzano, ze AGO proteiny
(naptiklad AGO4) fidi metylaci DNA vedenou malymi RNA. (19)

Existuji predpoklady, ze mutace proteint AGO mohou ptispivat ke vzniku autoimunitnich cho-
rob lidi. Uz ted’ je znamé, ze se podileji na fadé onemocnéni, véetné syndromu fragilniho chro-
mozomu X, autoimunitnich a onkologickych chorob. (2)

2.6 SPT6L — SUPPRESSOR OF TY INSERTION 6-LIKE gene

U rostlin mé tento gen nazev SPT6 like kvuli jeho AGO vazebné doméné, kterou gen SPT6
nema, piestoze v principu gen SPT6L je odvozeny od SPT6 a zastava jeho funkce. Dalo by se
tedy fict, ze SPT6L je vylepSeny SPT6. SPT6 se vyskytuje u vSech eukaryot a SPT6L jen u cév-
natych rostlin. (20 s. 6)

Z minulych studii bylo nastinéno, ze SPT6L by mohl fyzicky interagovat s proteiny AGO. (1)
Ja se snazim tuto predikci zkonkretizovat.

SPT6/SPT6L je siroce a specificky vyzadovan pro rust cévnatych rostlin a jejich rozvoj z toho
divodu, ze pomaha RNA polymeraze 11 ptepisovat geny kodujici bilkoviny. (21) (22)

SPT6L | N-terminal - Tex L PREL PR AGO-dom.)

Obréazek 2 AGO vazebna doména v genu SPT6L, Sedivé domény nejsou pfedmétem mého zajmu
(neni-li uvedeno jinak, obrazek autorka)

2.7 Geny regulujici kveteni

Tyto geny funguji v kaskadach ve Ctytech propagacnich drahach, které jsou odpovédi na svétlo,
teplotu, vnitini stav rostliny a na fytohormony. Tyto drahy se v§echny sbihaji v genech integra-
toru SOC1 a FT. Protein FT neni soucasti drahy fytohormon, tedy u A. thaliana pisobi v sa-
mostatné regulacéni linii. (23)

Gen FLC ptisobi jako inhibitor. Aktivuje se na konci léta a zajiSt'uje, Ze rostlina nevykli¢i na
podzim, protoZe by v zim¢ uhynula. Pfestava byt aktivni za¢atkem prosince, kdy se zapina FT
a kontroluje délku dne. Ve chvili, kdy za¢ne byt na jaie dlouhy den, FT aktivuje SOC1 a rostlina
muze vykvést.
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FLC

FT

SOC1

o

Flowering Genes

M — R

Long Day Autonomous Vernalization GA
Pathway Pathway Pathway Pathway
co FCA VRN1/VRN2

Obréazek 3 Model ¢tyt drah kontrolujicich dobu kveteni u A. thaliana, upraveno (24)

Legenda:

Long Day pathway — nékde uvadéno jako Photoperiodic pathway = svétlo

Autonomous pathway = vnitini stav rostliny

Vernalization pathway = teplota

Gibberelli (GA) pathway = fytohormony

—

znaceni podpory exprese

znaceni negativni regulace (inhibice)

Nezminéné ¢asti obrazku jsou pro mou praci nepodstatné.

Kdyz dam do souvislosti funkce gent: FT posila signal z listt, které vnimaji svétlo, pies gen
CO a teplotu pies FLC, do vzrostlého vrcholu, kde tento signal pfijme SOCL1 a rostlina muze

vykvést.

2.8 FLC -FLOWERING LOCUS C

Exprese genu FLC je ovlivnéna vnitinimi, ale 1 vné¢jS$imi faktory jako je naptiklad teplota. Kon-

krétn€ v procesu jarovizace.

Jarovizace (z anglického vernalisation) je evoluéni adaptace na sezonni klima s obdobim niz-
kych teplot (zima). Piedstavuje ¢asteéné odstranéni zabrany kveteni (utlumeni funkce genu

FLC) ptsobenim nizkych teplot. (3)
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Jedné se 0 gen, majici vyznamnou inhibi¢ni roli v nastupu kveteni. Pusobi jak v listech, tak ve
vrcholovém meristému jako potlaceni kvétnich sou¢innych gent, jako jsou FT a SOC1, ¢imz
pusobi jako kvétni represor ke zpozdéni kveteni — proto mutanti v flc vykvétaji dtive. (25)

2.9 FT-FLOWERING TIME LOCUS

Mechanismus, kterym CO piisobi na podporu kveteni ve floému (systém pletiv cévnatych rost-
lin), ¢aste¢né zahrnuje gen FT.

Protein FT je florigen — latka ovliviiujici nastup kveteni. Konkrétné u A. thaliana je tvofeny
v listech (ve floému) a transportovany do meristémul, kde tvoii kvéty. Pisobi tedy na dalku. (3)

2.10 SOC1 - SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1

SOCI je ptedevsim integrator (vysvétleno nize). Jeho dalsi vyznam spociva v tom, ze aktivuje
geny zodpovédné za tvorbu kvétu.

V jednom z vyzkumu doslo k pozorovani, ze CO pusobici ve stejné draze jako SOC, je hlavni
soucasti molekularniho mechanismu, kterym A. thaliana rozliSuje mezi dlouhym a kratkym
dnem. (3)

CO (z anglickeho CONSTANS) je tedy gen podilejici se na fotoperiodické regulaci kveteni.
Transkripce genu CO je stimulovana svétlem. Hlavni roli CO pti kontrole kveteni je aktivace
FT v listu. (3) (23)

CO posila signal zpisobeny reakci na fotoperiodu pies FT a SOC1, tudiz pokud mame mutanty
v socl, tak i funkce genu CO je omezena, protoze signal se nepienese dal. SOC1 slouzi tedy
jako jakysi ,,integracni* gen. (3)

2.11 CRISPR/Cas9

Jednd se o velice rychlou, pfesnou a relativné levnou editaéni metodou vyuZzivajici tzv. navadéci
molekulu gRNA (guide RNA) a Cas9 (endo)nukleasu k vytvofeni zlomu ve dvouvldknové
DNA na misté sekvence komplementarni ke gRNA, kterd ma byt mutovana. Doruc¢enim genu
pro protein Cas9 a piislusné navadéci gRNA do bunky lze genom cilového organismu rozstiih-
nout tém¢ef v jakémkoli pozadovaném misté€, protoZe bilkovina Cas9 si vezme navadéci gRNA,
a kdyz najde spravné misto, spravné se navaze, zareaguje jako enzym, otevie dvousroubovici
DNA a na jedno vlakno se navaze a hydrolyzou rozstépi dvousroubovici.

CRISPR je nadgji pro 1é¢bu cystické fibrozy a pro mnoho dalsich, genetickych ¢i dédiéné pod-
minénych chorob. Pokud si pfedstavime DNA jako text pismen, CRISPR miizeme brat jako
textovy editor. Mutace, které zpusobuji dédi¢né choroby, se daji brat jako chyby v textu gene-
tického kodu.
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Metoda vyuziva procesu v bakteriich. CRISPR je totiz imunitni systém bakterii proti virim
(bakteriofaglim). Obranny systém bakterie funguje tak, ze pokud ji napadne virus, bakterie je
schopna tento virus identifikovat, rozvinout a rozstiihat mu jeho DNA. Protoze ma virus po-
Skozenou DNA, nemuze se dale rozmnozovat. Bakterie si viry, které je v minulosti napadly,
,pamatuje‘, to znamena, ze si casti DNA vir(Q, které je napadly v minulosti, zapisuje do CRISPR
,,pamé&ti®. (26)

Cas9 navadéci RNA _

LTI I
TGGCGTCGCTCTTTCGCCGC

AnGCGE

v S T ey
_ACCGCAGCGAGA. 3GCG ',

Obrézek 4 Schéma guide RNA nasedajici na dsDNA (26).

Buiiky maji nékolik opravnych systémui. Buiika se snazi poskozenou DNA opravovat, ale Cas9
neustale vlakna $tépi a $tépi, az jednou bunka provede opravu Spatn¢ a vznikne (pozadovana)
mutace. (26)

P#i metodé CRISPR/Cas9 se pouzivaji plazmidy pro transformaci cilovych bunék. (27)

2.12 Agrobacterium tumefaciens

Jedna se o parazita. Ve volné ptirod¢ vytvaii nadory, (tedy ptirozené geneticky modifikuje or-
ganismy) ve kterych zije a mnozi se. Tyto nadory jsou indukovany fytohormony, jejichz pro-
dukci mé na starosti Ti plazmid (nador indukujici plazmid). Tato bakterie je schopna vnést ¢ast
DNA (T-DNA) svého Ti plazmidu do rostliny a vlozit geny v ném obsazené do rostlinného
genomu. Diky této vlastnosti se vyuziva A. tumefaciens hojné€ v genovém inzenyrstvi. Dochazi
tedy k transgenozi. Princip vzniku nadoru je zalozen praveé na priniku ¢asti DNA bakterie, tedy
T-DNA z Ti plazmidu do buiky rostliny. Ti plazmid obsahuje mimo jiné geny kddujici opiny,
ty slouzi jako vyrobna energie pro A. tumefaciens. Hrani¢ni oblasti T-DNA je sekvence, nedo-
konala piima repetice asi 25 bp. Je definovana jako LB a RB (right and left border). Proteiny
podilejici se na zprostiedkovani pfenosu T-DNA nejprve rozpoznaji hrani¢ni sekvence oblasti
T-DNA, a proto je mozné, aby védci pouZili hrani¢ni sekvence T-DNA k ohrani¢eni jakékoli
pozadované sekvence, ktera je pfedmétem zajmu — takovy produkt pak muze byt vlozen do
plazmidu a zaveden do bunék A. tumefaciens a nasledné do rostlin. Diky ponechani pouze hra-
ni¢nich sekvenci, T-DNA upravi rostlinny genom, aniz by u rostlin zptsobila nadory. T-DNA
je soucasti Ti plazmidu v A. tumefaciens. Pro aktivaci T-DNA a infekci rostlinné bunky je nutné
fizeni vir geny. (28) (29) (30) (31) (32)
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2.13 Fluorescen¢ni protein

Zelen¢ fluoreskujici protein, (z anglického green fluorescent protein), dale jen GFP, byl poprvé
popsan v roce 1962 a roku 2008 z n¢j byla udélena Nobelova cena. Tento fluorescencni protein
byl extrahovan z Aequorea victoria, svitici poharovky z kmene Zzahavct. GFP fluoreskuje ze-
leng, je-li vystaven modrému svétlu. Kdyz se GFP navaze, miizeme ho tedy pak snadno lokali-
zovat pomoci fluorescence. (33)

2.14 PCR - polymerazova retézova reakce

PCR je metoda polymerazové fetézové reakce. Uéelem PCR je exponencialni rist kopii ¢asti
nukleové kyseliny, v mém piipadé DNA, pfitomné v reakéni smési v cyklickém procesu stii-
dani teplot. Tento proces vede k mnohonasobnému zvySeni poétu kopii vybrané sekvence
DNA, az se dosahne mnozstvi umoziujici DNA detekovat. Useky DNA, které se maji namno-
Zit, musi byt ohrani¢eny na zacatku a na konci primery. Primery, které jsem pouzila, jsou de-
tailnéji popsany na str. 65. (34)

Pouzity program uvadim v metodice PCR. Kazda PCR ma ale stejné faze, odchylky v teplotach
¢1 opakovanich rznych cykld jsou minimalni.

Pti denaturaci dochazi k rozruseni vodikovych mustki v molekule DNA a dvousSroubovice se
rozdéli na dvé vlakna.

Pfinasedani primerti nasednou primery na ur¢itd mista jednovldknové DNA, ktera se rozvolnila
pti denaturaci. Jeden primer nasedne na levy konec jednoho vlakna (smérem doprava) a druhy
nasedne na pravy konec (smérem doleva) druhého vlakna.

Pfi polymeraci probiha zdvojeni sekvence DNA a syntéza DNA. Primery zapo¢nou tvorbu no-
vého fetézce, tvofené¢ho nukleotidy a tim tak dotvari druhé vlakno a opét vznika dvousroubo-
vice — kopie
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Obréazek 5 Zjednodusené schéma obecné PCR (35)

Vsechny tyto faze programu PCR se cyklicky opakuji, v kazdém kroku se pocet kopii zhruba
zdvojnésobi, a to vede k exponencialnimu rustu mnozstvi DNA.

Ve fazi, kterou mam nazvanou finalni dosyntetizovani, probiha pfidani adenosinu na konec.
(36)

2.15 Elektroforéza v agarozovém gelu

Elektroforéza je metoda separace velkych molekul, v mém piipadé segmenti DNA. Elektrofo-
réza vyuziva toho, Zze DNA molekuly, které nesou zaporny naboj, se pohybuji v elektrickém
poli od zaporného polu (katody) ke kladnému po6lu (anod€). DNA je kyselina, tudiz v uréitém
pH prostiedi je zaporné nabita. Delsi DNA molekuly se budou pohybovat pomaleji nez kratsi
— kvuli odporu, ktery je kladen agarézou. To znamena, ze ¢im déle je prouzek od jamky, tim
kratsi je konkrétni DNA molekula. Migrace v agarozovem gelu je pii elektroforéze kontrolo-
vana pomoci Bromfenol blue barviva pfitomného v nanasecim pufru. Bromfenol blue se totiz
pohybuje v agardze podobné jako fragment DNA o délce cca 500 bp, zalezi na hustoté (15)

16



smés fragmenta =k
o« DNA rizné velikosti g8 %
=c 5
rOl | v 2
mm ==
= — = __ |doune
— — — fragmenty
E * —
f e
fragmenty

|zdr0j | @

elektrofareticky gel
Obrézek 6 Gelova elektroforéza (37)

Agaro6za se vyrabi Gipravou agaru izolovaného z moiské fasy. Na vyrobu gelu jsem pouzila
rozvafenou agardzu a stejny pufr jako do elektroforézy. Hmota se nalije do vanicek a vytvori
se do n¢&j dirky pomoci hiebinku. Gel tuhne zhruba 30 minut.
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3 METODIKA

Vsechna média, ktera v metodice jmenuji, jsou dostupna v piilohach, v kapitole ,,SloZeni pou-
zitych médii* na str. 71.

Material

e Divoky typ Arabidopsis thaliana — ekotyp Col-0
e Kmen Agrobacterium tumefaciens C58C1 s GVV3101

zkratka genu kéd genu nazev mutanta kéd mutanta
FLC AT5G10140 flc-7 SALK 092716
FT AT1G65480 ft-10 GK-290E08
SOC1 AT2G45660 socl-6 SALK 138131
SPT6L AT1G65440 spt6lAAh X

3.1 Péstovani

Pokud neni v metodice uvedeno jinak, pak péstovani probihalo standardné, tedy na dlouhém
dni:

Standardni péstovani rostlin zahrnuje uloZeni rostlin do kultivaéni mistnosti s automatickym
zavlazovanim, nazyvanou dlouhodenni kultivaéni mistnost, kde je 16 hodin svétlo
(120 pmol/m?/s) za teploty 22 °C a 8h tma pii teploté 19 °C, mistnost se zaléva jednou za Sest
dni.

Pracovala jsem i s kratkodenni kultiva¢ni mistnosti, jejiz podminky jsou 8 hodin svétlo
(120 pumol/m?/s) pti 23 °C, ve tmé je zde teplota 18 °C. Svétlo je od 9:00 az do 17:00.

Vlhkost je v obou mistnostech 60 %.
Vysev rostlin A. thaliana

Seminka bud’ zakoupena (v ptipadé parentalni generace FO a TO) nebo sklizend, jsem aplikovala
na peletky raseliny zabalené v netkané textilii. Ty se po zaliti vodou nasakly a zvétSily. Seminka
jsem aplikovala pipetou, na kazdou nasaklou peletku (n€kde uvadéno jako jiff) optimalné tfi
seminka. To obnasi za dva tydny vytrhat dvé ze tii rostlin, aby na peletce zistala jen jedna. Po
aplikaci semen jsem musela peletky nechat tfi dny v lednici, aby se semena stratifikovala —
a tim se synchronizovalo jejich kli¢eni. Pak se ptfechézi ke standardnimu péstovani.

Sklizeni rostlin A. thaliana

Kdyz jsem z rostlin izolovala DNA a vyhodnotila pomoci gelové elektroforézy, které rostliny
pouziji do dal$i generace, vlozila jsem rostliny do Ara systémd, ktery zabranuje tniku
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transgennich semen a usnadiiuje sklizel. Semena z jednotlivych rostlin jsem ziskévala mecha-
nickym porusenim jejich SeSuli, ze kterych se uvolni semena, ktera jsem uchovavala v otevie-
nych mikrozkumavkach, aby vyschla.

3.2 Ki¥izeni A. thaliana

A. thaliana je samosprasna rostlina. Proto je potfeba nejprve odstranit generativni organy
(kromé pestiku) z matefskych rostlin, aby se rostlina neopylila sama. Pak muizu pouzit ty¢inky
otcovskych rostlin a témi opylit blizny matetskych rostlin. (10) K#izila jsem rostliny mutované
v socl a v ft s rostlinou mutovanou v spt6l. V mém ptipadé neni podstatné, které rostliny byly
matefské a které otcovske.

1. Zrostlin, které maji slouzit jako matetské, jsem ostihala SeSule a oteviené kvéty, pone-
chala jsem pouze poupata.

2. Z kazdého kvétenstvi, které bude slouzit ke kiiZeni, jsem odstranila apikalni meristém
spolu s mensimi poupaty — u kazdého kvétenstvi jsem nechala zhruba 4 nejvétsi pou-
pata. (3)

3. Ze zbylych poupat jsem pinzetou odstranila kali$ni a korunni listky a ty¢inky a nechala
jsem pouze pestik.

4. Z otcovskych rostlin jsem odebrala jeden rozkvetly kvét — chytila jsem kvét pinzetou na
bazi tak, aby se vice rozeviel a byly snaz dostupné tyCinky. Pro lepsi dostupnost tyCinky
je dobré otrhat okvétni listky.

5. PraSnikem na tyc¢ince v kvétu otcovskeé rostliny jsem se dotkla blizny na kvétu mateiské
rostliny. Tim se pyl uchytil na blizn€. Zdali se pyl uchytil, si mohu zkontrolovat pod
binolupou.

S jednim otcovskym kvétem se da opylit nékolik matefskych kvétd a pro zvyseni ucin-
nosti je dobré postup zopakovat jesté s druhym otcovskym kvétem.

6. Rostliny jsem ulozila do kultiva¢ni mistnosti a péstovala standardné.

7. Seminka dozrala zhruba po 14 dnech, jakmile SeSule zhnédnou, je tfeba je vcas sklidit,
aby seminka nevypadala. Pokud se po par dnech od kiiZeni SeSule neza¢nou prodluzo-
vat, opyleni neprob&hlo nebo probéhlo s malou ucinnosti. V takovém ptipadé je nutné
proces opakovat. K tomu ale nedoslo.

3.3 Elektroporace A. tumefaciens

Do rostlin je nutné vpravit gen pro nukledzu Cas9, ktery je soucasti T-DNA, kterou mam uvnitf
plazmidu pHEE. Plazmid natransformuji do A. tumefaciens, které poslouzi jako vektor a vlozi

T-DNA do rostlinného genomu. Tim padem bude mozné pozménit genom rostliny systémem
CRISPR/Cas9.

Bylo zvoleno A. tumefaciens, kvuli své schopnosti pienaset transformaéni plazmid
(Ti plazmid), schopnosti elektrokompetence a rychlého zotaveni. (38)
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Elektroporace je metoda, Vv jejimz ramci se intenzivnim elektrickym pulsem dosahne vzniku
pért v membrané bunck. Tedy transforamce A. tumefaciens dosahneme elektroporaci, ktera
narusi jeho buné¢né membrany a tim se do né&j dostane plazmid s T-DNA. (39)

Pouzila jsem A. tumefaciens skladované v mrazaku pfi teploté -80 °C. Rozmrazila jsem ho na
ledu. K A. tumefaciens jsem pridala 1 pl plazmidu PHEE PUBQ-EGFP 4+22 z data 16. 6. 2020.
Jednu minutu jsem nechala inkubovat na ledu.

Poté jsem A. tumefaciens s plazmidem ptenesla do vychlazené kyvety. Tu jsem vlozila do elek-
troporatoru firmy Eppendorf, s napétim 2,0 kV, odporem 200 Q a elektrickym pulsem 4,3 ms.

Smés jsem ihned ptepipetovala na 1 ml YEB RECOVERY média v kultivaéni zkumavce. Kul-
tivace trvala tfi hodiny, probihala pti 28 °C a pti 250 otackach za minutu na laboratorni tfepacce.

A. tumefaciens jsem po kultivaci vysela v riiznych mnozstvich na Petriho misky (50 pl suspenze
a 950 pl suspenze) s LB médiem a antibiotiky Rifampicin 100 mg/l a Kanamycin 50 mg/I.

Rifampicin = ptsobi proti jinym cizim bakteriim.

Kanamycin = vyselektuje pouze A. tumefaciens, které obsahuje rezisten¢ni gen, tedy obsahuje
vloZeny plazid s T-DNA majici gen pro Caso.

A. tumefaciens jsem inkubovala 3 dny pii 28 °C.

Na misce s koncentraci 50 ul vyrostly dvé kolonie. Ty jsem pienesla na nové médium a podro-
bila PCR (program nize) a nasledné gelové elektroforéze.

Program thermal cycleru pouzité PCR:

1.  pocate¢ni denaturace 95 °C 3:00 min

2. denaturace 95°C 0:30 min

3. nasedani primert 58 °C 0:30 min

4.  polymerace 2°C 1:50 min - skok na krok 2
5.  finalni dosyntetizovani 72°C 10:00 min

6.  skladovani 12 °C 0

3.4 Transformace A. thaliana pomoci A. tumefaciens

Mezi dal$i mutanty, které jsem chtéla ziskat a pozorovat, jsou mutanti v genu ft, které jsem
nekiizila, ale mutovala CRISPRem — vyuziti metody CRISPR/Cas9 bylo nutné u rostlin muto-
vanych v ft pravé proto, Ze gen FT lezi velmi blizko genu SPT6L, a tudiz by pfi kiizeni (kon-
krétné pfi bunééném procesu crossing-over) nedoslo k pfenosu dvou jiz existujicich mutaci
(mutace v ft a v spt6l) vedle sebe na jeden chromozom. K existujici mutaci v ft jsem tedy me-
todou CRISPR/Cas9 vytvotila je$té mutaci v spt6l. To obnaselo transformaci rostlin metodou
floral-dip pomoci A. tumefaciens, které jsem uspésné elektroporovala.
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Pracovala jsem s A. thaliana na zacatku kveteni, tedy s rostlinami starymi ptiblizné 5 az 6 tydnu.

Transformace obnasi v mém piipadé vlozeni T-DNA (z A. tumefaciens) do rostlinné bunky (A.
thaliana).

Nejprve jsem si pieockovala A. tumefaciens na 50 ml tekutého média YEB ve 100ml barice.
Pouzita antibiotika byla opét Rifampicin (250 pl) a Kanamycin (50 pl). Banky jsem vlozila do
laboratorni tfepacky, kde se pfti teploté 28 °C za stdlého michani kultivovaly do dal$iho dne.

Druhy den jsem pielila A. tumefaciens do 50ml centrifuga¢ni zkumavky neboli falkony, které
jsem stacela na centrifuze firmy Heraeus SEPATECH na 5 000 otacek za minutu, 20 minut pii
teploté 4 °C.

Mezitim jsem si ptipravila rostliny: ostfihala jsem z nich vSechny SeSule a oteviené kvéty.

Slila jsem supernatant a sediment samotny jsem znovu rozpustila v men$im objemu 10% roz-
toku sachardzy. Dolila jsem do smési 0,1% smacedla Silwett L77, aby se A. tumefaciens Iépe
uchytilo na listech, 40 uM acetosyringonu, ktery zvysSuje aktivaci A. tumefaciens a sachar6zu
do objemu 50 ml. (40)

Kvétenstvi rostlin s poupaty jsem jednotlivé namacela po dobu 5 sekund do vzniklé suspenze
A. tumefaciens, které nese plazmid s genem mého zajmu.

Namocené rostliny jsem zabalila do PVC sackt, abych rostlinam zajistila vysokou vzdusnou
vlhkost, protoze ¢im je vlhkost vzduchu vétsi, tim je intenzita transpirace mensi a rostliny tim
padem méné odpaiuji. Praduchy jsou tak oteviené a tim se konstrukt dostane do rostliny. Ulo-
Zila jsem je ptes noc do tmavé mistnosti, jelikoz sluneéni svit ma také vliv na transpiraci. (30)

Po noci jsem kultivovala rostliny za standardnich podminek v kultivaéni mistnosti.

3.5 Sterilizace transformovanych semen A. thaliana

Semena rostlin, ktera byla transformovana, je nutné podrobit sterilizaci proto, Ze na agaru, kde
jsou rostliny selektovany, rostou bakterie a plisné mnohem rychleji nez rostliny. Pokud by tedy
nedoslo ke sterilizaci, rostliny by shnily.

Sterilizaci jsem provadéla v digestofi.

Do mensiho exsikatoru jsem umistila porcelanové plato s otevienymi mikrozkumavkami se
semeny. Dovnitf jsem vlozila kddinku s 50 ml SAVA, do které jsem piidala 1,5 ml koncentro-
vane HCI. V tu chvili se prudce uvolnil plynny chlor a exsikator bylo nutné ihned uzav¥it. Doba
sterilizace je 4 hodiny.

Po uplynuti doby sterilizace jsem mikrozkumavky uzaviela a vyjmula je z exsikatoru. Hned
poté bylo mozné semena pouzit pro vysev.
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3.6 Vysev transformovanych semen A. thaliana in vitro

Rostliny vysévam in vitro, abych mohla pridat antibiotika a tim vyselektovat tispé$né transfor-
movan¢ rostliny. Rostliny, u kterych transformace neprob&hla uspé$né, nevyrostou. Az kdyz
rostliny za 2-3 tydny maji prave listy, mizu je ptesadit do hliny a standardné péstovat.

Slozeni agarovych ploten:

e 1% agar 2,00 g/ 200 ml H20
e 1% sachar6za 2,00 g/ 200 ml H20O
e 05MS 0,44 g/ 200 ml H20

MS jsou Murashige & Skoog soli — smés zakladnich Zivin, co rostliny potiebuji k rastu. Doda-
vatelem je Sigma-Aldrich kat.¢. M5524.

Medium jsem sterilizovala klavovanim a ptidala jsem antibiotika.

Hygromycin = 150 ul zasobniho roztoku / 150 ml média vyselektuje pouze ty rostliny, které
obsahuji rezisten¢ni gen.

Claforan = 150 pl zasobniho roztoku / 150 ml média zabrafuje infekcim rostlinnych tkani
a hlavné zabije A. tumefaciens, pokud by jesté v seminkach néjaké bylo.

Na kazdou plotnu o rozméru 12x12 cm jsem nalila zhruba 50 ml média. Kdyz plotny ztuhly,
vysela jsem na kazdou plotnu jednu mikrozkumavku semen, coz je zhruba 50 az 100 pl semen
rovnomeérné po celém povrchu. Nasledné jsem plotny zalepila Microporem a nechala tfi dny
V lednici, aby se seminka stratifikovala a tim se docililo lepsi synchronizace kli¢eni. Za 3 dny
jsem piemistila plotny do dlouhodenni kultiva¢ni mistnosti — ¢ili péstovala standardné.

3.7 lzolace DNA z A. thaliana

Abych mohla ur¢it genotyp rostliny, musim ziskat jeji DNA, kterou pak podrobim PCR.
Protokol izolace:

Do 2ml zkumavky se zamkem jsem vloZila mensi list z rostliny a pfidala jsem 2 ocelové ku-
licky, 400 pl extrakéniho pufru a 400 pl chloroformu.

e Slozeni extrakéniho pufru:
o 250mM NacCl
o 200mM TRIS-HCI (pH 7,5)
o 25mM EDTA (chelata¢ni ¢inidlo) (41)
o 0,5% SDS (detergent) (42)
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Smés jsem zhomogenizovala na homogenizatoru znacky Retch MM 301 po dobu 1,5 minuty
pii 30 otfepech za sekundu.

Zhomogenizované vzorky jsem centrifugovala 3 min pii 13 000 otackach. Kdyz byly vzorky
v centrifuze, piipravila a popsala jsem si nové zkumavky s 330 ul isopropanolu, ktery piecisti
DNA od detergenti. (43)

Odebrala jsem vzorky opatrné z centrifugy tak, aby se nesmichala horni ¢ast s dolni a pienesla
jsem zhruba 330 pul horni faze do novych zkumavek s isopropanolem a nasledné dobie promi-
chala.

Po centrifugaci jsem ziskala dvoufazovou smés, horni faze je vodny roztok obsahujici DNA,
spodni roztok je organicka faze chloroformu. Pfi nasledném odebirani horni faze tak odeberu
pouze DNA bez proteind.

Zkumavky s horni fazi a isopropanolem jsem dala do centrifugy na 5 minut pti 13 000 otackach.

Ze zcentrifugovanych vzorkt jsem odsala veskerou tekutinu, zkumavky jsem dala oteviené vy-
susit pod vétrak a pockala jsem, az budou suché a nebudou citit isopropanolem. Dulezité je
vzorky nepfesusit.

Do zkumavek se sedimentem DNA jsem napipetovala 100 pl 2mM TRIS pH 8,5. v TRISu se
DNA rozpusti a je diky nému udrZeno pfijatelné pH pro existenci DNA. Rozpusténou DNA
uchovavam v mrazéku. (44)

3.8 PCR

Abych z izolovanych DNA byla schopna piecist genotyp, musim nejprve Usek DNA ve vzorku
amplifikovat.

PCR jsem provadéla v Thermal Cycleru T100™ firmy BIO-RAD.

Ptiprava PCR reakce musi probihat na vymrazovacim blocku ¢i na ledu. Pracovala jsem s 20
pl reakce v jedné Eppendorf zkumavce. Pocet zkumavek se odviji od poétu izolovanych DNA.

Vsechny rozmrazené komponenty reak¢ni smési jsem zamichala na laboratorni tfepacce Vor-
tex-Genie 2 (znacka Scientific Industries) a napipetovala do Eppendorf zkumavky — dale jen
mikrozkumavka — s vétsim objemem. Pokud jsem méla napiiklad 15 vyizolovanych DNA,
mnozstvi komponentt na 20 pl reakce jsem vynasobila 15. Tim ziskdm objem do reakéni smési,
z které jsem pak rozpipetovavala 19 pl do jednotlivych mikrozkumavek. Nakonec jsem piidala
1 ul genomové DNA (do kazdé zkumavky z jiné rostliny). Mimo vzorky, ve kterych je DNA,
jsem méla jesté pozitivni a negativni kontrolu. Ob& kontroly obsahovaly také 19 pl reakéni
smési. Kdyz jsem chtéla pomoci PCR detekovat naptiklad heterozygota, dala jsem do pozitivni
kontroly 1 pul DNA ze spolehlivého heterozygota. Do negativni kontroly jsem davala vzdy 1 pl
demineralizované vody. V takovém ptipadé by se na elektroforéze mély u pozitivni kontroly
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objevit dva prouzky (signal heterozygota) a u negativni kontroly by nemél byt Zadny prouzek.
Kontroly fikaji, zdali PCR dobie fungovala.

Mikrozkumavky se vzorky jsem vlozila do Thermal Cycleru a nastavila pozadovany program.
Komplementy v reakéni smési na 20 pl reakce:

e 1 plgenomové DNA

e 10 pl DreamTaq MasterMix — vyrobek zakoupen od komercni spole¢nosti.
o Slozeni DreamTaq MasterMixu;

o Pufr zajist'uje vhodné prostiedi pro optimalni aktivitu DNA polymerazy.

o Hofecnaty iont ve formé chloridu hote¢natého MgCl» zajist'uje vhodné pod-
minky pro aktivitu polymerazy. (45)

o DNA polymeraza = Taq polymeraza (ma sveé jméno podle bakterie Thermus
aquaticus, ze které byla polymeraza izolovana) pfidava na 3" konec ptesahu-
jici adenosin, katalyzuje syntézu nového fetézce DNA, a hlavné umoziuje
opakované zahtati na 95 °C. (46)

o Nukleotidy jsou nezbytné pro syntézu DNA. (47)

e 0,4 pul primery — primery volime podle toho, jakou alelu mame v planu detekovat. Do
kazd¢ reakce pfijdou minimalné€ dva primery. Po zakoupeni vysusenych primert, je po-
titeba primery rozpustit ve vod¢ podle udaji vyrobce na 100uM zésobni roztok. Primery
¢erpam z pracovniho roztoku, dam 10 pl primerd do 90 ul vody a s tim nasledné pracuji.

e 82 ul demineralizované vody, ¢iSténa systémem Milli-Q.

Program Thermal Cycleru: 28 cyklu — ¢ili 27 opakovani kroku 2-4

1.  pocatecni denaturace 95 °C 3:00 min

2. denaturace 95°C 30s

3. nasedéni primert 58 °C 30s

4.  polymerace 72 °C 1000 bp/1:00 min = skok na krok 2
5.  finalni dosyntetizovani 72°C 10:00 min

6.  skladovani 12 °C 0

3.9 Elektroforéza v agarozovém gelu

Produkt, ktery je vytvoren polymeraci v Thermal Cycleru, obsahuje jiz dostatek kopii Useku
DNA na detekovani a tim ho Ize pouzit na gelovou elektroforézu a zjistit tak délku produktt,
podle nizZ Ize urcit genotyp rostliny.

Postup pripravy elektroforézy:

Do elektroforetické vany firmy Pharmacia, ve které je nality pufr 0,5 TAE, jsem vloZila agaro-
zovy gel. Do kazdé mikrozkumavky se vzorkem, ktery proSel PCR reakci, jsem napipetovala
4 ul barvy nanaseciho pufru. Mnozstvi pufru ve vzorku souvisi s objemem vzorku. Barviva
V nanaSecim pufru obarvi testovany roztok s DNA, coz umozni sledovani vzorku pfi separaci.
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NanaSeci pufr také obsahuje glycerol, ktery zptsobi usazeni vzorku na dno jamky gelu. Do
jamek v elektroforéze jsem poté aplikovala 10 ul kazdého vzorku smichaného s barvou. Na
kazdy gel jsem dala do posledni jamky 1 pul GeneRuler 100bp od spole¢nosti Thermo Scienti-
fics. Odchylka v Zebficku se tyka pouze elektroforézy A. tumefaciens. Tento velikostni marker
pfi vyhodnocovani vysledk pomahé ur€it, jak je ktery fragment dlouhy. Zavtela jsem viko,
zapojila jsem elektrody, zapnula zdroj a pustila piiblizn¢ 80-100 V. Plati, ze s rostoucim elek-
trickym napétim se nukleové kyseliny pohybuji rychleji, zaroven ale s piili§ vysokym napétim
dochazi k nerovnomérné separaci jednotlivych fragmenti a deformaci prouzka. (48)

Agarozovy gel (1,2% na 100 ml)

e 1,2gagarozy
e 100 ml 0,5x TAE pufr
e 10 ul GelRed

Elektroforeticky pufr TAE

Pufr TAE udrzuje stabilni pH a je zdrojem iontti, diky kterym tece proud.
e 50x TAE pufr
o 2429 Tris
e 57,1 ml Acetic acid
e 100ml: 0,5M EDTA (pH 8)
e DoplnitHOdo 11

NanasSeci pufr

e 6x Loading Dye (Bromophenol blue, na 50 ml):
e 10 mM Tris-HCI pH 7,6 (5 ml 100 mM)

e 0,03% Bromphenol blue (15 mg) — barvivo

e 60% glycerol (30 ml)

e 60mMEDTA (6 ml 0,5M EDTA pH 8)

e Doplnit H20 do 50 ml

Vyhodnoceni vysledki z gelu:

Za zhruba 30 az 40 minut Bromphenol blue viditeln¢ sjede do spodni poloviny gelu. To zna-
mena, ze mohu vypnout zdroj a gel vlozit do G-BOXu znacky Syngene. V G-BOXu jsem za-
pnula zdroj UV zafeni a oteviela si na pocitaci program GeneSnap — diky UV zafeni mizu
zviditelnit DNA diky piitomnosti DNA vazebné fluorescenéni barvicky, GelRed. (49)

Vzdy jsem nastavila délku expozice na 200 milisekund a pofidila fotku. Na fotce jsou viditelné
prouzky a také genovy zebticek ¢ili jsem mohla podle jejich délky vyhodnotit, o jakou alelu se
jedna, zdali je mutantni, divoka nebo heterozygotni pro uréité¢ geny. Usuzuji tak na zakladé
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vzdalenosti mist nasednuti primert, které jsem do reakce pouzila. Zde je zebficek, kterym jsem
se fidila.

GeneRuler™ 100 hp Plus DNA Ladder GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, - S
ready-to-use 0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
L b ready-to-use
0.5 %
€000 280 56 SREIRNIEE
/2000 280 56 — 3000
TE Rl -5
! 5. — Ny
51000 800 169 = iﬁﬁ% 4000’ 9 50
| /90 270 54 = /, 6000 700 14.
z 280 270 54 — 500 7 2000 588 38
3 - 210 54 > Zgg 7, 4000 300 B0
Z - 0 5. E 3500 300 6.0
3 —~500 800 160 Z Y i
g _ 400 300 6.0 — 500 = — %ggg 528 1%.8
pu — 300 300 6.0 — 400 B — 2000 250 50
= P & — 1500 250 50
5 — 300 8 — 1000 60.0 120
z = B 6 g — 750 250 50
. - 2 — 500 250 50
- w = P
0.5 palane, 8 cm length gel, ; — 250 250 50
1XTEE, 5 Viem, 1 h = =
z 2
g 5
£ — 100 e
ZQ A e
o 0.5 pafane, & cm length gel,
g 1XTAE, 7Vicm, 45 min
Obrézek 7 Pouzity zebiicek na 100 bp Obrézek 8 Pouzity zebticek na 1 000 bp

Vzdalenosti mezi primery a jejich obrazky se nachazi v kapitole ,,Pouzité primery* v piilohach
na str. 65. VSechny pofiizené fotky, ze kterych vyplyvaly nésledujici kroky moji prace, jsou
popsany v kapitole ,,Obrazky a komentaie elektroforéz* v piilohach na str. 52.

3.10 Sekvenace

Sekvenaci provadim za ucelem zjisténi poradi nukleovych bazi v alele, kterd podlehla mutaci
CRISPRem. Jeji vysledek se nachazi v kapitole ,,Sekvenace mutanta v spt6l* na str. 35.

1. PCR
PCR probihala podle klasického protokolu pouze s jednou odchylkou — ¢as polymerace
jsem nastavila na 1 minutu 40 sekund. Objem jako vzdy 20 pl.
Pouzité primery: SPT6L S5 a SPT6L T6

2. Kdyz probéhla klasicka PCR, mohla jsem vzorky precistit PCR reakci v Thermal
Cycleru, do ktereé se pridavaji enzymy.
5 ul vzorku z ptedchozi PCR
0,66 pl Shrimp Alkaline Phosphatase — Odstranénim fosfat jsou nukleotidy nepouzi-
telné v sekvenacni reakci. (50)
0,12 pl Exonucleasi | — Zbavi vzorek zbylych primert. (51)
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4,22 ul Milli Q destilované H.O
Program v Thermal Cycleru je 30 minut pii 37 °C (pusobeni fosfatazy i exonukleazy)
a 10 minut pti 80 °C (inaktivace fosfatazy).

3. Odbér potiebné koncentrace
Zjistila jsem potiebnou koncentraci DNA ve vzorku. Vzorky z klasické PCR jsem po-

drobila gelové elektroforéze. Vzhledem k odlisnému objemu vzorku (5 pl) nez je bézné,
vznika odchylka od protokolu: 2 ul nandseciho pufru. Ten jsem michala pouze s tou
¢asti vzorku, kterou jsem dala do jamky v gelu.

Byly pouzity 2 pl GeneRuler 100 bp.

Gel jsem nasnimala v G: BOX a vyhodnotila pomoci programu GeneTools od SynGene.
Ten na zakladé mnozstvi DNA v zebficku odhadnul mnozstvi DNA ve vzorcich. Vzhle-
dem k fedéni béhem ptipravy vzorkd jsem ¢islo upravovala.

4. Sekvenace
Samotny proces sekvenace probihal v servisni laboratofi P¥F UK. Ptiprava vzorkd na

sekvenaci probihala nasledovné.

Do 0,2 pl mikrozkumavky jsem aplikovala:

5 ng/100 bp PCR piecisteného produktu

0,5 pl primeru SPT6L S5

A do objemu 8 ul doplnénou miliQ destilovanou H2O — 2,5 pl.

3.11 Fenotypova studie a vyhodnoceni vysledkii

Rostliny jsem vysela 24.9.2021. Vysela jsem celkem 8 rtiizné mutovanych variant, od kazdé 20
rostlin, tedy celkem 160 rostlin Pozice rostlin jsem v platech randomizovala a zaslepila, aby
mély vSechny rostliny stejné podminky a vysledky byly objektivni. Péstovani probihalo za stan-
dardnich podminek. Protoze je nutné kveteni synchronizovat (napiiklad odstranit vliv rizného
nacasovani vykli¢eni), nechala jsem rostliny prvnich 14 dni od vyseti nakli¢it v kratkodenni
kultiva¢ni mistnosti. Za 12 dni jsem je piihnojila a pokapala roztokem hlistic, které pozabiji
ruzné parazity. Za 4 tydny od vyseti jsem zpozorovala prvni poupg.

Od tohoto dne jsem chodila rostliny pozorovat 3x tydn¢, zapisovala jsem si do tabulky datum
spatfeni prvniho poupéte a datum, kdy lodyha rostliny doséhla pfiblizné 1 cm. Kdyz rostliny
vykvetly, spocitala jsem vSechny listy v rizici. Do kultiva¢ni mistnosti jsem dochézela po dobu,
nez jsem 1 u posledni rostliny méla vSechna data.

Z nashromazdénych Udajt jsem spocitala praméry a vytvotila grafy k jednotlivym variantam.
Vyznamnost rozdilt mezi praméry jsem otestovala pomoci dvouvyb&rového t-testu s rovnosti
rozptyli v Excelu s toleranci chyby 5 %, ktery potvrdil ¢i vyvratil dtlezitost rozdil. Princip
t-testu vyplyva z knihy Matematicka statistika na strané 92 — Jiti Andél. Na zaklad¢ téchto na-
stroju jsem formulovala vysledky. (52)
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4 \/YSLEDKY

V této kapitole se vénuji vS§em dosavadnim vysledkim mé rok a ptl trvajici prace. Nejprve
vysledkum kiizeni — jak teoretickym, tak skute¢n¢ ziskanym. Nasleduji vysledky transformace,
nejprve A. tumefaciens a potom samotnych rostlin, tedy vysledky metody CRISPR/Cas9, v¢etné
vysledkt z uspésné sekvenace. Kapitola ,,Vysledky* je zakoncena vysledky z fenotypové stu-
die, kde jsem mutanty vyhledané elektroforézou z kiizeni i z transformace, podrobila pozoro-
vani.

4.1 Krizeni

Na pocatku experimentu bylo n€kolik skupin rostlin. Mutanti v AGO vazebné doméné genu
spt6l, coz byly metodou CRISPR/Cas9 vytvotreni mutanti z divokého typu. Tuto rostlinu jsem
ktizila s rostlinami mutovanymi v riznych kvétnich genech (flc, socl), které jsem zakoupila,

abych zjistila, jak s nimi pravé gen SPT6L bude interagovat a jestli se ti¢astni stejnych regulac-
nich drah, jako jiz zminéné geny.

V nésledujicich dvou schématech je kiiZeni, které jsem provadéla, detailné vyobrazeno. (Ob-
razky 9 a 10)

Mutant v socl kvete pozdéji nez divoky typ.
U obou ktizeni je $tépny pomér v F2 generaci 9:3:3:1.

Prvni schéema: 9 divokych typu, 3 mutanti v spt6l, 3 mutanti v socl a 1 dvojity mutant. (neboli
mutant v socl i v spt6l).

Druhé schéma: 9 divokych typu, 3 mutanti v spt6l, 3 mutanti v flc a 1 dvojity mutant. (neboli
mutant v flc i v spt6l).

Pro homozygotni mutanty v jednom z gent z toho vyplyva zastoupeni 4:12 (25 %).

Pro dvojitého mutanta 1:16 (6,25 %).
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Obrézek 9 Schéma kfizeni socl a spt6l

Legenda:

A = divoky typ v SPT6L

a = mutant v spt6l
B = divoky typ v kvétnim genu SOC1

e b = mutant v kvétnim genu socl

obrazek |obrazek [obrazek |znacici
znacici znacici znacici fenotyp
fenotyp fenotyp |fenotyp |mutantav
divokého |mutantav [mutantav |socl iv
typu socl spt6l spt6l
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Obrazek 10 Schéma kiizeni flc a sptél
Legenda
A = divoky typ v SPT6L
a = mutant v spt6l
B = Divoky typ v kvétnim genu FLC
e b = mutant v kvétnim genu flc
obrazek |obrazek |obrazek |znacici Mutant v fIc i mutant v spt6l kvetou drive nez divoky
znacici znacici znacici fenotyp typ, nemaji sice tiplné identické fenotypy, ale pro jed-
fenotyp  |fenotyp |fenotyp |mutantav | poduchost tabulky jsem zvolila stejny obrazek.
divokého |mutantav |mutantav |flc iv
typu flc spt6l spt6l
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Homozygotni dvojiti mutanti jsou ve schématu znaceni otaznikem proto, ze kdyZ jsem je zis-
kavala do fenotypové studie kiizenim, jesté jsem jejich fenotyp neznala.

To znamenalo rostliny kiizit, jak je uvedeno vySe ¢i v piipadé dvojitého mutanta v ft a spt6l
rostlinu transformovat pomoci A. tumefaciens, abych do rostlin dopravila gen pro Cas9 nukle-
dzu a tim mutanta vytvofila. Vybrané mutanty jsem identifikovala diky PCR a pak vizualizovala
na gelové elektroforéze, s jejiz pomoci jsem mohla vyhodnotit genotyp rostliny.

4.2 Krizeni spt6l x socl

Zde uvadim vysledky kiizeni rostliny homozygotni v mutantni alele pro socl a spt6l. (FO =
parentalni generace) — tyto rostliny jsou prarodi¢i generace F2. Prvni generace (F1) neni v ge-
notypovanich zahrnuta, protoze F1 generace jsou vSichni jedinci heterozygoti, a tudiz v prin-
cipu neni nutné je genotypovat. VSechny elektroforézy, ke kterym zde uvadim vysledky, jsou
jako obrazky doloZeny v ptilohach v kapitole ,,Obrazky a komentare elektroforéz* na str. 52.

4.2.1 F2 generace

Nejprve jsem rostliny genotypovala na SPT6L alely. Ziskala jsem 1 homozygota s divokou ale-
lou, 2 homozygoty s mutantni alelou pro spt6l a 17 heterozygotu.

2 mutanty a 1 divoky typ jsem posunula do druhé faze genotypovani, kde jsem detekovala
SOC1 alelu. Ziskala jsem 1 homozygota s divokou alelou, 1 homozygotniho mutanta a 1 dvo-
jitého mutanta.

Snimky elektroforéz jsou na str. 52 az 53, obrazky 25 a 26.

4.2.2 F3 generace

V dalsi generaci jsem opét zacala s detekovanim SPT6L alely z divodu kontroly kvuli fenoty-
pove studii. Genotypovala jsem dva potomky od kazdé ze tii rostlin z F2 generace. Ziskala jsem
2 homozygoty s divokou alelou a 4 homozygoty s mutantni alelou.

Vsechny tyto rostliny jsem pak genotypovala jesté na SOC1 alelu. Ziskala jsem 4 homozygotni
mutanty a 2 heterozygoty.

Snimky elektroforéz jsou na str. 54 , obrazky 27 a 28.
4.3 KF¥izeni spt6l x flc

Zde uvadim vysledky kiiZeni rostliny homozygotni v mutantni alele pro flc a spt6l. (FO = paren-
talni generace) — tyto rostliny jsou prarodi¢i generace F2. Diivod, pro¢ zde neni zahrnuta gene-
race F1 je stejny, jako u piedeslého kiizeni.
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4.3.1 F2 generace

Nejprve jsem opét genotypovala 20 rostlin na SPT6L alelu. V tomto genotypovani jsem ziskala
8 homozygott s divokou alelou, 6 homozygoti s mutantni alelou pro spt6l a 6 heterozygotd.

Rostliny, které vysly bud’ jako divoké typy nebo mutanti v spt6l jsem v druhém kole genotypo-
vani podrobila reakci detekujici FLC alelu.

Vysel mi 1 homozygot s divokou alelou, 6 heterozygotti a 6 homozygoti s mutantni alelou pro
flc, z toho 4 byli dvojiti.

Snimky elektroforéz jsou na str. 55 az 56, obrazky 29, 30 a 31.

4.3.2 F3 generace

V F3 generaci jsou genotypovany rostliny, které jsem nasledné pouzila do fenotypové studie,
a tak jsem si znovu zkontrolovala jejich genom, abych méla takové varianty, které pozaduji.

Genotypovala jsem dva potomky od kazdé ze tii rostlin — dvé rodi¢ovské rostliny byly obé
dvojiti mutanti a jedna méla mutantni pouze flc alelu (SPT6L alelu méla divokou).

Vsechny vzorky rostlin byly genotypovany nejprve na SPT6L alelu. Ziskala jsem 2 homozygoty
s divokou alelou a 4 homozygoty s mutantni alelou pro spt6l.

V druhém kole probéhlo detekovani FLC alely. Ziskala jsem 6 homozygott s mutantni alelou
pro flc.

Snimky elektroforéz jsou na str. 57 az 58, obrazky 32 a 33.
4.4 SPT6L CRISPR mutageneze v ft

4.4.1 A.tumefaciens a TO generace

Abych ziskala dvojitého mutanta v ft a spt6l, bylo nutné nejprve rostliny heterozygotni v FT
transformovat roztokem s transformovanym A. tumefaciens. To, zdali transformace samotného
A. tumefaciens byla ispé$na, bylo nutné ovétit PCR a vizualizovat elektroforézou kolonii A.
tumefaciens, ktera se nachazi v ptilohach na str. 59, obrazek 34. Toto tvrzeni se mi potvrdit
povedlo, viechny kolonie 1 az 5 obsahovali Cas-9, ktera byla soudasti T-DNA. Usp&sné trans-
formovanym A. tumefaciens jsem mohla transformovat rostliny, ve kterych jiz byla existujici
mutace Vv ft a timto jsem vytvotila mutaci v spt6l. M¢la jsem i A. tumefaciens transformované

plazmidem pHSE, ale nakonec jsem s nim nepracovala, slouzilo jen jako zaloha.

Plazmid pHSE slouzil k pfipravé mutanta v spt6l, kterého jsem kiizila s mutantem v socl a flc
(s rostlinami zakoupenymi). Ja jsem ale pii vlastni tvorbé mutanta v spt6l (v pripadé rostliny
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mutantni v ft, kde bylo potieba vytvofit jesté druhou mutaci) pracovala s plazmidem pHEE,
ktery je po teoretické strance lepsi, ale nebyl jesté odzkousen.

Pracovala jsem s heterozygoty, protoze mutant v ft kvete del$i dobu a experiment by se protahl.

4.4.2 T1 generace

Jednéd se o prvni generaci potomku transformovanych rostlin. Pfed genotypovanim byly rostliny
selektovany na antibiotiku. V této generaci jsou potomci rostlin, které byly transformovany jak
pHEE tak pHSE plazmidem. V dalsich generacich (T2 a T3) pracuji uz jen s potomky od pHEE.
Jaka rostlina byla od jakého plazmidu, je uvedeno u kapitoly ,,Obrazky a komentaie elektrofo-
réz" v ptilohéach na str. 59.

Pii detekovani SPT6L alely jsem ziskala 19 homozygoti s divokou alelou a 1 homozygota
s mutantni alelou pro spt6l a 2 heterozygoty.

Pii detekovani FT alely jsem ziskala 8 homozygota s divokou alelou, 8 homozygoti s mutantni
alelou pro ft a 6 heterozygoti. Neziskala jsem Zadné dvojité mutanty.

Snimky elektroforéz se nachazi na str. 60 az 61, obrazky 35 a 36.

4.4.3 Fluorescence

V mem piipadé¢ byl gen pro GFP soucasti T-DNA, kterou jsem vlozila do mnou transformova-
nych rostlin. Nasledné jsem pod binolupou pozorovala, zdali rostlina fluoreskuje v modrém
svétle, a kdyz tomu tak bylo, znamenalo to, ze transformace byla usp€sna a rostliny obsahuji
T-DNA. Genotypovala jsem pak méné¢ rostlin, protoze rostliny, které nesvitily, mé nezajimaly
a mohla jsem je rovnou vytadit. Pak jsem rostlinu genotypovala na SPT6L a zjist'ovala, jestli
probé&hla mutace, tedy jestli CRISPR fungoval.

Pfed genotypovanim generace T2 jsem provedla kontrolu fluorescenéniho proteinu v transfor-
movanych rostlinach A5, A10 a A12. Peletek s rostlinami jsem m¢éla celkem 60, ale na nékte-
rych peletkach rostlo vice rostlin. Vytrhala jsem ty rostliny, které pod binolupou nesvitily. Téch
bylo 34. Genotypovala jsem rostliny obsahujici GFP, kterych bylo 31.
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Obréazek 11 Fluoreskujici rostlina z generace T1

4.4.4 T2 generace

V této generaci jsem nejprve genotypovala fluoreskujici svitivé rostliny (30 z nich) na SPT6L
alelu a potom nekontrolovanych 16 také na SPT6L alelu, protoze jsem chtéla mit pro jistotu
vétsi vzorek.

Rodi¢ téchto rostlin byl transformovan plazmidem pHEE a vysel jako homozygot s divokou
alelou v SPT6L a heterozygot pro FT. Vysledkem bylo 32 homozygott bez mutace, 2 homo-
zygotni mutantni jedinci pro spt6l a 11 heterozygoti. Jeden vzorek nevysel nijak ¢ili ho neuva-
Zuji.

Do dalsiho kola genotypovani T2 generace — tedy do genotypovani na FT alelu — jsem zatadila
jen ty rostliny, které pti reakci detekujici SPT6L alelu vysly jako homozygotni mutanti nebo
jako heterozygoti.

Ziskala jsem 7 heterozygoti a 5 homozygotnich mutantt.

Z toho 1 vzorek byl heterozygot v FT a mutant v spt6l a jeden vzorek byl dvojity mutant v ft
a v sptél. Tyto dva vzorky mé budou zajimat pro budouci sekvenaci.

Snimky elektroforéz se nachazi na str. 62 az 63, obrazky 37 a 38.

4.45 T3 generace

V generaci T3 se nachazely vzorky rostlin, jejichz prarodi¢ byl transformovan plazmidem
pHEE. V této generaci jsem vse genotypovala jen na FT alelu.

Rostliny, jejichz rodi¢ (¢len generace T2 — znaceny ¢islem 6) byl homozygotni mutant pro spt6l
a heterozygot pro FT, vysly vSechny jako homozygotni mutanti pro ft. Toto genotypovani bylo
ovlivnéno vybérem podle fenotypu — genotypovala jsem jen pozd¢ kvetouci rostliny.
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Déle jsem genotypovala jesté 4 potomky rostliny, ktera byla sesterska ke generaci T0, avSak
nebyla transformovana. Zustala tedy pouhym heterozygotem v FT, j& jsem ji vysela, protoze
jsem potiebovala na fenotypovou studii ziskat jednoduchého homozygotniho mutanta v ft. To
se mi povedlo a ziskala jsem 2 homozygotni mutanty v ft a 2 heterozygoty.

Snimky elektroforéz se nachazi na str. 64, obrazek 39.

4.5 Sekvenace mutanta v spt6l

V T2 generaci jsem provedla genotypovani a piedpokladala dvojitého mutanta v ft a v spt6l,
kterého budu moci poslat na sekvenaci a zjistit, zdali mutace CRISPR/Cas9 probéhla tspésné.
Obrézek 12 je snimkem elektroforézy vybranych rostlin generace T2.

1 20 X X P N o2y

{
Al A

Obrézek 12 Spt6l x ft

1 = vzorek rostliny, ktery se pfi genotypovani T2 generace ukazal jako mutant v spt6l a hetero-
zygot v FT. (V genotypovani T2 znacen jako 6)

2 = vzorek rostliny, ktery se pii genotypovani T2 generace ukazal jako mutant v spt6l a mutant
v ft — pouzila jsem primery, které pokryvaji vétsi oblast, a diky tomu jsem detekovala alelu,
kterou jsem s predchozi sadou primerti detekovat nedokazala. Cili se ukazalo, Ze jde o hetero-
zygota v SPT6L, ktery mé obé¢ alely mutantni. ProtoZe je ale jedna z mutaci jind (vétsi) nez méla
byt, neni vzorek predmétem mého zajmu a na sekvenaci ho neposlu. (V genotypovéani T2 zna-
¢en jako 33)

X = nesouvisejici vzorky

Pomoci programu GeneTools bylo mnozstvi DNA ve vzorku 1 vyhodnoceno na 27,95 ng/ul.
Po ptepocteni na koncentraci mam 2,8 ng/pl.

Do sekvenaéni laboratofe PFFUK jsem poslala mnozstvi 14 ng/ul ptecisténého PCR vzorku.
Coz je objem Spl.
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Obrazek 13 Vysledky sekvenace mutanta v spt6l, celkovy néhled

Nahled na mutaci, ktera prob&hla Gspésné. V. mém vzorku uz se AGO vazebna doména nevy-
skytuje, doslo k jejimu odstranéni v mistech ,,cut”. K vystfizeni dané sekvence dochézi vzdy
zhruba 3 az 4 nukleotidy od PAM sekvence gRNA. Na obrazku jsou vyznaéeny i primery, Které
jsem pouzila pti PCR pro sekvenaci — S6 a TR.

V hornim tadku (popis SPT6L genomic sequence) je sekvence bez mutace, se kterou je porov-
navana moje sekvence. Ve druhém fadku (popis VOC-ft...) je sekvence ve formé chromato-
gramu mého vzorku.
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Obréazek 14 Vysledky sekvenace mutanta v spt6l, ptiblizeni na levou guide RNA a na misto fezu
¢ = cut). Vidime zac¢inajici delaci

Riizovy prouzek znamend, Ze programu Geneious prime se nepodatilo detekovat zadné baze,
protoze tam zadné nejsou. Doména se tedy v genomu nevyskytuje.

9,120 9,130 9,140 9,150 9,160 9,170 9,180 9,190 9,200 9,210 9220
Evd] 351 351 341 331 Ex) m 301 b2 281 n
AGO vazebna doména guide RNA

SPT6L gene

SPT6L genomic... GEAGEEGGAKGAGEGATGGEGGEGGTGGRGCATGGE GAAGAAATATAA GWG.G_GGGWGHGWGMGWG"

Y\/\/\ Ay MMMJLW

VOC-ft_B6_F09... S=mmessmmmmea e s s amserennnran s m s e s s s e s e e e e e e eSS e m e s e m e % ( GAAG GGCAAAAGGCAAGACATAATAGTA

Obrézek 15 Vysledek sekvenace mutanta v spt6l, pfiblizeni na pravou guide RNA a na misto fezu
,,¢“ = cut). Vidime kon¢ici delaci

4.6 Fenotypova studie

Ve fenotypové studii jsem u rostlin pozorovala datum prvniho poupéte, dale datum, kdy lodyha

dosahla vysky 1 cm a pocet listt v ruzici. Konkrétni ¢isla a data, kterd jsem vypozorovala a tvo-
fila z nich priméry, jsou dostupna v ptilohach ,,Data fenotypové studie na str. 72 az 73. Byly
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pouzity rostliny ziskané kiizenim z F3 generace a rostliny transformované, z T2 generace. Ob-

razky 16, 17 a 18 jsou grafy naméfenych dat béhem studie.

Od kazdé¢ varianty jsem méla dvé rostliny, od kazdé jsem vysela 10, takze celkem jsem méla
20 rostlin na variantu. M¢la jsem 8 variant ¢ili celkem jsem ve fenotypové studii pracovala se

160 rostlinami, z ¢ehoz asi 3 neptezily.

Genotypy rostlin, s kterymi jsem pracovala, byly nasledujici:

divoky typ (z anglického wild type) = WT

mutant v spt6l = M v SPT6L

mutant v flc =M v FLC

dvojity mutant v flc a v sptél = M v flc; M v spt6l

mutant v socl = M v SOC

dvojity mutant v socl a v sptél = M v SOC; M v SPT6L

mutant v ft (méla jsem jen jednu rostlinu, vysela jsem od ni tedy 20) = M v FT

dvojity mutantv fta v sptél =M v FT; M v SPT6L

1. poupé od vyseti

50 52.3
50.3|
10 — —
139.5| 139.7
el 1 f— —
% 30 32.1 31.5 32.4
20
10
0
WT M v SPT6L M v SOC Mv SOC;, M v Mv FT Mv FT; Mv M v FLC
SPTEL SPT6GL

genotyp rostliny

Obréazek 16 Pocet dni od vyseti, neZ rostlina ziskala 1. poupé — pramér
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1 cm lodyha od vyseti
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Obrazek 17 Den, kdy lodyha doséhla 1 cm — pramér
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Obrézek 18 Pocet listd v riZici — pramér

Z grafu tvofenych praméry dat, kterd se nachazeji v ptilohach, jsem vycetla a potvrdila t-testem
nasledujici:

Rozdil mezi divokym typem (pouzit ekotyp Col) a mutantem v spt6l byl maly a nevyznamny.
Mu;j piedpoklad je tedy nepotvrzen. To mi dost komplikuje interpretaci vysledku, protoze se
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nemuzu o tento fakt opfit a nelze pfesné vyjadiit, které geny jsou ve stejné regulacni draze
SPT6L.

Jednoduchy mutant v socl a dvojity mutant v socl a spt6l nejsou zasadné odlisni.

To, Ze ma mutant v ft nejvice listd, neni zvlastni, protoze ¢im déle rostlina kvete, tim vice listd
stihne vytvorit.

U dvojitého mutanta v ft a v spt6él je oproti jednoduchému mutantovi v ft rozdil v dob¢ ziskani
1. poupéte signifikantni. Konkrétn¢ dvojity mutant vyrostl o dva dny pozdéji. Z toho plyne, ze
mutace v genu spt6l dobu ristu spise prodlouzila. To se shoduje i s lodyhou, kde t-test potvrdil,
7e mé osetieni mélo vliv na dobu ristu lodyhy.

U dvojitého mutanta v flc a v spt6l je oproti jednoduchému mutantovi v flc rozdil v dob¢ ziskani
1. poupéte signifikantni. Konkrétn¢€ dvojity mutant vyrostl o 1,5 dne diiv. Z toho plyne, Ze mu-
tace v genu spt6l dobu rustu spiSe zkratila. Doba rastu lodyhy sedi s dobou poupéte. AvSak
t-test nevyhodnotil dobu rtstu lodyhy jako statisticky vyznamnou.
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5 DISKUSE

Dil¢im cilem mé prace bylo vytvofit dvojité mutanty mezi mutantem v genu spt6l a mutanty
v genech regulujicich kveteni — SOC1, FLC a FT.

Kfizeni spt6lxsocl bylo v F2 generaci pii ziskani jednoduchého homozygotniho mutanta
Vv spt6l uspésné na 10 %. Pii homozygotnim mutantovi v Socl se jednalo o 66% uspésnost. Pii
hledani dvojitého mutanta byla uspéSnost na celou generaci 5 %. VSechna data se v rdmci sta-
tistické chyby shoduji s teoretickym $tépnym pomérem.

Uspé&snost kiizeni spt6lxflc v F2 generaci byla pti hledani jednoduchého homozygotniho mu-
tanta v spt6l 30 %. Pti homozygotnim mutantovi v flc se jednalo o 15% uspé$nost. Pti hledani
dvojitého mutanta byla Gispé$nost na celou generaci 20 %, to je jediné ¢islo, které se s teoretic-
kym $tépnym pomérem neshoduje.

Uspésnost metody CRISPR/Cas9 byla v generaci T1 pii ziskani jednoduchého homozygotniho
mutanta v spt6l 5 % a v generaci T2 9 %. V generaci T2 jsem u dvojitého mutanta (pfesnéji
mutanta v spt6l a heterozygota v FT) méla tisp&snost 2,17 %. Uginnost CRISPRu je velice z4-
visla na vybranych gRNA, ¢ili se da tézko porovnavat s jinymi studiemi. Studie Chenga et. al.
(53) byla méné uspésna, v T1 generaci ziskali z 50 rostlin pouze 2 heterozygoty a zadné homo-
zygotni mutanty.

Vytvofené homozygotni mutanty jsem vybrala do fenotypové studie, abych se dopracovala
k hlavnimu cili. Z dat ziskanych ve fenotypové studii Ize provést zavéry, jaké regulaéni drahy
se gen SPT6L ucastni, zaroven mé objevy vytvareji prostor pro dal$i vyzkumy, protoze vy-
sledky odhaluji komplexnéjsi zalezitost.

Je nutné podotknout, Zze v schématech se soustfedim jen na geny mého zajmu, ostatni geny
nekreslim pro jednoduchost schémat.

V kazdém schématu jsou mutované geny vyznaceny zeleng.
l znaceni negativni regulace (inhibice)

znaceni podpory exprese

V piipadé¢ dvojitého mutanta v ft a v spt6l 1ze vyvodit nasledovné varianty, jak mtize gen SPT6L
interagovat s geny regulujicimi kveteni:
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FLC

FT spTeL

SOC1

Obrézek 19 Regula¢ni draha SPT6L a FT

Modra Sipka znaci variantu, kdy SPT6L pisobi aktivaéné piimo na SOC1. Coz vysvétluje mij
vysledek, ze dvojity mutant v genu ft a v spt6l vykvetl pozdéji nez jednoduchy mutant v ft.

Moznosti je vice, je zde mozna 1 varianta, ze SPT6L neplsobi ptimo. Plsobi naptiklad pies
n¢jaky dalsi gen.

Dvojity mutant vykvetl dfive nez jednoduchy. Schéma by tedy vypadalo takto:

FLC

L

SPT6L

SPT6L

SOC1

Obrazek 20 Regula¢ni draha SPT6L a FLC.

Modré barva inhibi¢ni Sipky zna¢ni variantu, kde SPT6L piisobi inhibi¢né piimo na SOC1.
Druhou variantu znaci fialova inhibi¢ni Sipka, ktera cili na FT. Jestli se jedna o modrou nebo
o fialovou variantu, nemohu fici, protoze vysledek se jevi stejné.

I zde je moznost, ze SPT6L neptisobi ptimo.
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Z vysledku je tedy patrné, ze pisobeni genu SPT6L je u kazdé z variant opacné. Nedava smysl,
aby jeden gen v divokém typu pusobil dvéma opa¢nymi funkcemi zaroven. Tedy SPT6L, ne-
mize plsobit na gen SOC1 zarovein aktivacn€ i inhibi¢né, prestoze tomu vysledky nahravaji.

Pro vysvétleni problematiky musim zavést faktor X — tedy néjaky gen (mize byt jiz objeven
nebo se jedna o doposud neznamy gen), ktery na zakladé vnéjsich podminek, ¢i podminek zpi-
sobenych mutaci v genomu zasahuje do regula¢ni drahy. Nasledujici dva obrazky ukazuji, ze
funkce genu SPT6L je podminéna:

FLC

FT SPT6L

/

SOC1 X

Obrézek 21 Funkce genu SPT6L ve dvojitém mutantovi s flc

Toto schéma nastifluje situaci, ze SPT6L plsobi na SOC1 inhibi¢né pies faktor X. Tedy gen
SPT6L pusobi inhibiéné na SOC1 jen tehdy, plati-li néjaka podminka ptsobici na faktor X,
ktery se mozna aktivuje jen v ptipadé, ze genom obsahuje mutaci v flc. Jinak gen SPT6L ptisobi
na gen aktivacné.

Obdobné je tomu v ptipadé dvojitého mutanta v ft a spt6l. SPT6L ptisobi na gen SOC1 akti-
vacné, jen v ptipadé aktivace né&jakého genu, ktery se mozna aktivuje pii mutaci v ft, nebo je
néjakym zpisobem vazéan na veék rostliny. Jinak gen SPT6L plisobi na gen inhibi¢né:

FLC

FT SPT6L

{

SOC1 «— X

Obréazek 22 Funkce genu SPT6L ve dvojitém mutantovi s ft
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Faktor X se da nahradit riznou silou interakci — i to je stale moznost.

Podle databaze FLOR-ID (54) mutant v flc vykvéta diive, mutant v ft pozdéji a mutant v socl
také pozdéji. To se béhem vyzkumu a cesty k dvojitym mutantim potvrdilo i mné&, kromé flc,
u kterého kveteni na dlouhém dni neni vzdy smérodatné rychlejsi. (55)

Nemuizu S urcitosti fict, 0 kterou variantu z predeslych se jedna. Pokud bych chtéla zavést jed-
nodussi feSeni, bez nutnosti zavadéni neznamych, je potieba uvazovat komplexné&jsi interakce,
nez jsem si planovala pfipustit a zacit pracovat s jiz znamym faktem, Zze FLC neinhibuje jen
FT, ale i SOC1. Budu-li se drzet principu Occamovy bfitvy (56), Ze nejjednodussi vysvétleni je

v

nejspravnéjsi, interpretuji z vysledka toto schéma:

/FTl\

SOC1 SPT6L

FLC/

Obrazek 23 Regula¢ni draha genu SPT6L v divokém typu

Jedna se o variantu, ve které nehraji roli zadné neznamé. Neznamé (X), které jsou ziejmé pod-
minéné funkci FT a FLC, jsem nahradila pfimo geny FT a FLC, protoZze v mém schématu s ne-
zndmou X je neznama podminéna pravé funkci FT a FLC. Vyvodila jsem tedy variantu, kde
jsou timto nezndmym faktorem piimo tyto geny.

Teoreticky by inhibiéni Sipka vedouci od SPT6L k FT méla byt silngjsi nez vSechny ostatni ve
schématu, to ale nemtzu potvrdit ani vyvratit.

43



6 ZAVER

Po provedeném kiizeni rostlin mutantnich v genech regulujicich kveteni (FLC, SOC1 s genem
SPT6L) jsem provadéla genotypovani, diky kterému jsem mapovala cestu napfi¢ generacemi,

vvvvv

vvvvvv

plazmidem nesoucim T-DNA, ktera obsahovala gen pro nukledzu Cas9, umoziujici metodou
CRISPR cilené¢ mutovat gen SPT6L. Timto A. tumefaciens jsem nasledné transformovala rost-
liny mutantni v ft, v T1 generaci ziskala mutanty v spt6él a jiz v generaci T2 jsem ziskala dvoji-
tého mutanta. CRISPR se mi osvéd¢il a mohu potvrdit, Ze se jedna o velmi praktickou metodu.

Rostliny vybrané do fenotypové studie (generace F4 a T3) jsem podrobila pozorovani ¢asu
kveteni a dal$ich faktori, viz strana 36. Na zakladé naméfenych hodnot jsem formovala diskusi.
Muj predpoklad, ze mutant v spt6l pokvete diive, se nepotvrdil. Ma hypotéza, ze SPT6L se
ucastni regulacni drahy ovliviujici kveteni, se potvrdila. Je dilezité zvyraznit fakt, Ze piisobeni
genu SPT6L nemusi byt pfimé a neplsobi pouze v jedné regulaéni draze. Jako nejsnazSim
(av$ak ne jedinym) vysvétlenim se nabizi jiz zobrazené schéma:

Obréazek 24 Regulaéni draha genu SPT6L v divokém typu

SPT6L puisobi inhibi¢né na geny FT i FLC. Fakt, Ze FLC pusobi inhibi¢né na FT, které je akti-
vatorem SOC1, je nam znamy jiz del$i dobu a vychazim z n¢j. Gen FLC neinhibuje pouze FT,
ale i SOCL1. (54)
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9 PRILOHY 1: OBRAZKY A KOMENTARE ELEKTROFOREZ

V této kapitole se nachazi obrazky vSech elektroforéz, které slouzily jako vystupni material
k vysledkiim. Délka produktt byla vyhodnocovana dle zebticku, ktery se nachazi v metodice,
Vv kapitole ,,Elektroforéza v agarézovém gelu* na str. 24. Pozice T-DNA neni pfesné uréena,
takze odchylky od Zebticku se daji ocekavat.

Legenda k elektroforézam:

P = pozitivni kontrola

N = negativni kontrola

7 = DNA Zebficek

PM= pozitivni kontrola mutantni alely
NM = negativni kontrola mutantni alely
PW = pozitivni kontrola divoké alely
NW = negativni kontrola divoké alely
7 = DNA Zzebficek

M = znaci detekovani mutantni alely

W = znaci detekovani divoké alely

9.1.1 KiiZeni spt6l x socl

9.1.1.1 F2generace

12 3 45 6 7 &9 10 1112713 141516 Z 17 18 1920 P N 4 Z

e e W e e e e e P

Obrazek 25 Sptél xsocl — genotypovani SPT6L alel

Rostliny, jejichz prarodi¢e (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro socl a spt6l) byli
ktizeni a jejichz rodice (F1) vysli jako heterozygoti v SPT6L.

Vsechny vzorky na obou gelech se tcastnily reakce detekujici SPT6L alelu. Dle délky produktii
1ze provést takovyto zaver:

Vzorek 10 je homozygot s divokou alelou. Délka produkti je podle Zebticku piiblizné 1 100 bp,
coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouzila.
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Vzorky 3 a 14 jsou homozygoti s mutantni alelou pro spt6l. Délka produktii je podle zebiicku
piiblizné 200 bp, coz odpovida délce mezi primery (170 bp), které jsem pouzila.

Ostatni vzorky jsou heterozygoti.
9.1.1.2 F2generace

3w 14w 10w PW NW 3M 14M 10M PM NM 72

Obrazek 26 Spt6l xsocl — genotypovani SOC1 alel

Rostliny, jejichz prarodice (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro socl a spt6l) byli
ktiZeni a v minulém genotypovani vysly jako homozygoti s mutaci v spt6l (vzorky 3 a 14) nebo
jako homozygoti s divokou alelou (vzorek 10).

Vsechny vzorky se ucastnily reakce detekujici SOC1 alelu. Dle délky produkta 1ze provést ta-
kovyto zavér:

Vzorek 3 je homozygot s divokou alelou. Délka produkti je podle Zebiicku ptiblizné 1 000 bp,
coz odpovida délce mezi primery (860 bp), které jsem pouzila.

Vzorek 14 a 10 je homozygot s mutantni alelou pro socl. Délka produktd je podle zebii¢ku
ptiblizné 700 bp, coz ptiblizné odpovida délce mezi primery (590 bp), které jsem pouzila.

9.1.1.3 F3generace

Nit¢

12 3. & 5 6 %X X ‘% ¥ x x P N

Obrazek 27 Spt6l xsocl — genotypovani SPT6L alel
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Vzorky rostlin 1 az 6, jejichz praprarodice (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro socl
a sptél) byli kiizeni. Vzorky 1 a 2 jsou potomci od rostliny 10. Vzorky 3 a 4 jsou potomci od
rostliny 14. Vzorky 5 a 6 jsou potomci od rostliny 3.

Tato elektroforéza se vyskytuje i v kapitole elektroforézy flc x sptél, kde jsou ocislovany
vzorky zde znacené jako X, protoZe maji jiné rodice.

Vsechny vzorky se castnily reakce detekujici SPT6L alelu. Dle délky produktl Ize provést
takovyto zavér:

Vzorky 1 a 2 jsou homozygoti s divokou alelou. Délka produkti je podle zebficku piiblizné
1 100 bp, coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouZila.

Vzorky 3, 4, 5 a 6 jsou homozygoti s mutantni alelou. Délka produktt je podle zebticku pfi-
blizn¢ 200 bp, coz odpovida délce mezi primery (170 bp), které jsem pouzila.

9.1.1.4 F3generace

IM 2M 1W 2W 3M 4M 3W 4W 5M 6M 5W 6W PM NM PW NW Z

Obrazek 28 Spt6l xsocl — genotypovani SOC1 alel

Rostliny, jejichz praprarodic¢e (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro socl a spt6l)
byly ktiZzeny a jejich rodice (F2) vysly jako homozygoti s mutaci v spt6l (rodi¢ 10 nebo 14)
anebo jako homozygoti s divokou alelou (rodic 3).

Vzdy dv¢ rostliny za sebou jsou rostliny sesterské. To znamena: rostlina 1 a 2 jsou sesterske;
3 a 4 jsou sesterské a tak dale. Vzdy jsou sestry genotypovany na mutantni a poté na divokou
alelu a pak za¢ina dalsi dvojice rostlin. Cislovani je tedy stejné jako u SPT6L gelu.

Vsechny vzorky se tcastnily reakce detekujici SOCL1 alelu. Na vzorky s pfiponou M jsem pou-
zila takové primery, aby detekovaly mutantni alelu. Na vzorky s ptiponou W jsem pouzila ta-
kové primery, aby detekovaly divokou alelu. Dle délky produktt Ize provést takovyto zaveér:

Vzorek 1M, 2M, 3M a 4M, jsou homozygoti s mutantni alelou pro socl. Délka produkti je
podle zebfic¢ku ptiblizné 585 bp, coz odpovida délce mezi primery (590 bp), které jsem pouzila.

54



Vzorek 1W, 2W, 3W a 4W nemél svételny signal, coz potvrzuje, zZe tyto rostliny (1, 2, 3, 4)
jsou homozygotnim mutantem, protoze byla detekovana jen mutantni alela.

Vzorek SM a 6M sice vysly jako mutanti, ale ne jako homozygotni, protoze vzorky SW a 6W
vysly jako divoké typy. Délka produktu je asi 800 bp, coz odpovida délce primerd (860 bp),
které jsem pouzila. Z toho vyvozuji zavér, Ze rostliny 5 a 6 jsou heterozygoti.

9.1.2 Kkizeni spt6l x flc

9.1.2.1 F2 generace

1234567 891011121314151617 181920 P N Z

Obrézek 29 Spt6l x flc — genotypovani SPT6L alel

Rostliny, jejichz prarodi¢e (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro flc a spt6l) byli
kiiZzeni a jejich rodice (F1) byli heterozygoti.

Vsechny vzorky se ucastnily reakce detekujici SPT6L alelu. Dle délky produktl 1ze provést
takovyto zaver:

Vzorky 3, 6,7, 8,9, 11, 15 a 19 jsou homozygoti s divokou alelou. Délka produkti je podle
zebticku ptiblizné 1 100 bp, coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 2, 10, 12, 14, 18 a 20 jsou homozygoti s mutantni alelou pro spt6l. Délka produktu je
podle zebficku ptiblizné 200 bp, coz odpovida délce mezi primery (170 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 1, 4,5, 13, 16 a 17, jsou heterozygoti.
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9.1.2.2 F2 generace
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Obréazek 30 Spt6l x flc — genotypovani FLC alel
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Obréazek 31 Sptél x flc — genotypovani FLC alel

Jedna se o vzorky rostlin, jejichz prarodi¢e (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro flc
a sptél) byli kiizeni a jejich rodic¢e (F1) byli heterozygoti. Tyto rostliny vysly v pfedchozim
genotypovani bud’ jako divoké typy nebo mutanti v spt6l.

VSechny vzorky se Gcastnily reakce detekujici FLC alelu.
Gel A — vzorky, na které byly pouZity takové primery, aby detekovaly mutantni alelu.
Gel B — vzorky, na které byly pouzit takové primery, aby detekovaly divokou alelu.

Vzorky s ptiponou ,,B“ = jednd se o vzorky, které maji podruhé izolovanou DNA, z divodi
nepfesnosti v minulych genotypovanich, které zde nejsou zahrnuty, jelikoZz nemaji vliv na mé-
nasledujici kroky.

Vzorek 7 je homozygot s divokou alelou. Délka produkti je podle Zebiicku ptiblizné 1 000 bp,
coz odpovida délce mezi primery (880 bp), které jsem pouzila.
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Vzorky 2, 2B, 3, 12, 15, 15B, 18 a 20 jsou homozygotni mutanti v flc. Délka produktti je podle
zebiicku ptiblizné 1 000 bp, coz odpovida délce mezi primery (890 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 6, 6B, 8, 9, 11, 14 a 19 jsou heterozygoti.

Vzorky 10 a 10B nebudu uvazovat, jelikoz doslo k chybam pii izolaci DNA a vzorek tak neni
relevantni.

9.1.2.3 F3generace

X X X X X X 7 8 9 1011 2P N 1

Obrazek 32 Spt6l x flc — detekovani SPT6L alel

7-12 = vzorky rostlin, jejichz praprarodice (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro flc
a spt6l) byli kiizeni. Vzorky 7 a 8 jsou potomci rostliny 2, vzorky 9 a 10 jsou potomci rostliny
18, vzorky 11 a 12 jsou potomci rostliny 15 (rodice jsou z generace F2).

Tato elektroforéza se vyskytuje i v kapitole elektroforézy socl x spt6l, kde jsou oc¢islovany
vzorky zde znaené jako X, protoze maji jiné rodice.

Vsechny vzorky se ucastnily reakce detekujici SPT6L alelu. Dle délky produktt Ize provést
takovyto zaver:

Vzorky 11 a 12 jsou homozygoti s divokou alelou. Délka produkti je podle Zebticku piiblizné
1 100 bp, coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 7, 8, 9 a 10 jsou homozygoti s mutantni alelou. Délka produktii je podle zebticku pti-
blizn€ 200 bp, coz odpovida délce mezi primery (170 bp), které jsem pouzila.
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9.1.2.4 F3generace

7M8M 7WSWOM IOMOW 10W X X X X X X PWNW Z

11M 12M 11WI12W PM NM Z

Obrézek 33 Spt6l x flc — genotypovani FLC alel

Rostliny, jejichz praprarodice (FO — rostliny homozygotni v mutantni alele pro flc a spt6l) byli
kiizeni. Vzorky 7 a 8 jsou potomci rostliny 2, vzorky 9 a 10 jsou potomci rostliny 18, vzorky
11 a 12 jsou potomci rostliny 15 (rodice jsou z generace F2).

»X = vzorky jsou zopakovany na mens$im, spodnim, gelu, protoZe na velkém gelu z diivodu
poruSenych jamek protekly.

Vzdy dvé rostliny za sebou jsou rostliny sesterské. To znamend: rostlina 7 a 8 jsou sesterské;
9 a 10 jsou sesterské a tak dale. Vzdy jsou sestry genotypovany na mutantni a poté na divokou
alelu a pak zacina dal$i dvojice rostlin.

Vsechny vzorky se ucastnily reakce detekujici FLC alelu. Diky délce produktii na obou gelech
lze provést takovyto zaver:

Vzorky 7M, 8M, 9M, 10M, 11M a 12M jsou homozygoti s mutantni alelou pro flc. Délka pro-
duktu je podle zebricku piiblizné 900 bp , coZz odpovida délce mezi primery (890 bp), které
jsem pouzila.

Vzorky 7W, 8W, OW, 10W, 11W a 12W nevysly, coz potvrzuje Ze tyto rostliny (7, 8, 9, 10, 11
a 12) jsou homozygotnim mutantem, protoze byla detekovana jen mutantni alela.
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9.1.3 A. tumefaciens

Obrazek 34 A. tumefaciens — genotypovani na Cas9

Vzorek 0 znaci vektor pHSE, jedna se také o kolonii bakterii — kontrolni plazmid, ktery jsem
dostala jako uz hotové bakterie.

Vzorky 1 az 5 jsou kolonie bakterii z transformace.
Byl vyjimecné pouzit zebticek 1kbp.

Délka produkta je pfiblizné 520 bp, coz odpovida délce mezi primery (580 bp), které jsem
pouzila. To znamena, ze vSechny kolonie obsahuji Cas-9. V koloniich 1-5 se vyskytuje plazmid
pHEE.

9.1.4 SPT6L CRISPR mutageneze v ft

9.1.4.1 T1 generace

Obrézek 35 SPT6L CRISPR mutageneze v ft — genotypovéni SPT6L i FT alel; prvni varka vzorkii
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Gel A — vzorky ucastnici se reakce detekujici SPTGL alelu.

1-8 = rostliny transformované plazmidem pHEE

9-10 = rostliny transformovane plazmidem pHSE

X = vzorky mého kolegy z laboratoie, k mé praci se nevztahuiji.
Gel B — Vzorky ucastnici se reakce detekujici FT alelu.

1-8 = rostliny transformované plazmidem pHEE

9-10 = rostliny transformované plazmidem pHSE

Na gelu A lze provést dle délky produkti takovyto zavér:

Vzorky 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 jsou homozygoti s divokou alelou. Délka produkti je podle
zebticku piiblizné 1 000 bp, coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouzila.

Vzorek 4 je homozygot s mutantni alelou pro spt6l. Délka produktt je podle zebficku piiblizné
100 bp, coz odpovida délce mezi primery (170 bp), které jsem pouzila.

Na gelu B 1ze provést dle délky produkti takovyto zaveér:

Vzorky 1,2,4 a9 jsou homozygoti s divokou alelou. Délka produkti je podle Zebticku ptiblizné
900 bp, coz odpovida délce mezi primery (890 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 5 a 10 jsou homozygoti s mutantni alelou pro ft. Vzorek 8 nejspis také. Délka produktd
je podle zebticku piiblizné 1 000 bp, coz odpovida délce mezi primery (980 bp), které jsem
pouzila.

Vzorky 3, 6 a 7 jsou heterozygoti.

60



9.1.4.2 T1generace

Obrazek 36 SPT6L CRISPR mutageneze v ft — genotypovani SPT6L i FT alel; druha vdrka vzorki
Gel A — Vzorky tGcastnici se reakce detekujici SPT6L alelu.

1-8 = rostliny transformované plazmidem pHEE

9-12 = rostliny transformované plazmidem pHSE

Gel B — Vzorky tcastnici se reakce detekujici FT alelu.

1-8 =rostliny transformované plazmidem pHEE

9-12 = rostliny transformované plazmidem pHSE

Na gelu A lze provést dle délky produkti takovyto zaveér:

Vzorky 1,2, 3,4,5,6,7,8,9 all jsouhomozygoti s divokou alelou. Délka produktt je podle
Zebticku ptiblizné 1 100 bp, coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 10 a 12 jsou heterozygoti.
Na gelu B Ize provést dle délky produkti takovyto zavér:

Vzorky 6, 7, 10 a 11 jsou homozygoti s divokou alelou. Délka produktt je podle Zebticku pii-
blizn& 800 bp, coz odpovida délce mezi primery (890 bp), které jsem pouzila.
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Vzorky 1, 5, 8, 9 a 12 jsou homozygoti s mutantni alelou pro ft. Délka produkti je podle Zeb-
ficku ptiblizné€ 990 bp, coz odpovida délce mezi primery (980 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 2, 3 a 4 jsou heterozygoti.

9.1.4.3 T2 generace
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Obrazek 37 SPT6L CRISPR mutageneze v ft — genotypovani SPT6L alel

Rostliny, jejichz rodi¢ byl transformovan plazmidem pHEE a vysel jako homozygot s divokou
alelou v spt6l a heterozygot pro FT. Pracovala jsem s heterozygoty, protoZze mutant v ft kvete
delsi dobu a experiment by se protahl.

Pozitivni kontrola z neznamého diivodu neméla na gelu B viditelny svételny signal, ale j& z vy-
sledki vim, ze chyba v PCR nenastala.

Na vS8ech gelech jsou vzorky, které se ucastnily reakce detekujici SPT6L alelu. Dle délky pro-
dukti Ize provest takovyto zaveér:

Vzorky 1, 2, 3,9, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 31, 32, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 a 46 jsou homozygoti bez mutace. Délka produkti je podle Zebticku
piiblizné 1 000 bp, coz odpovida délce mezi primery (1 080 bp), které jsem pouzila.

Vzorek 6 a 33 je homozygot s mutantni alelou pro spt6l. Délka produkti je podle Zebiicku
ptiblizné 185 bp, coz odpovida délce mezi primery (170 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 4,5, 7, 8, 10,11 12, 13, 22, 28 a 34 jsou heterozygoti.
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Vzorek 30 nema viditelny svételny signal.
Vzorky 7-8 jsou heterozygoti.

Rostliny 1-10 a 31-39 jsou potomci od rostliny 3 z prvni T1 elektroforézy
Rostliny 11-24 a 40-46 jsou potomci od rostliny 6 z prvni T1 elektroforézy
Rostliny 25-30 jsou potomci od rostliny 7 z prvni T1 elektroforézy

9.1.4.4 T2 generace
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Obrazek 38 SPT6L CRISPR mutageneze v ft — genotypovani FT alel

Rostliny, jejichZ rodi¢ byl transformovan plazmidem pHEE a vySel jako homozygot s mutova-
nou alelou v spt6l a heterozygot pro FT. Zaroven tyto rostliny vySly pii reakci detekujici SPT6L
alelu jako homozygotni mutanti nebo jako heterozygoti (viz pfedchozi elektroforéza T2 gene-
race).

Na gelu jsou vzorky, které se ucastnily reakce detekujici FT alelu. Dle délky produkti 1ze pro-
vést takovyto zaveér:

Vzorky 4, 22, 28, 33 a 34 jsou homozygoti s mutantni alelou. Délka produktti je podle Zebticku
ptiblizné 1 000 bp, coz odpovida délce mezi primery (980 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 6, 7, 8, 10, 11, 12 a 13 jsou heterozygoti.

Vzorek 6 je podle genotypovani generace T2 heterozygot v FT a mutant v spt6l.

Vzorek 33 je podle genotypovani generace T2 mutant v ft a mutant v spt6l.
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9.1.45 T3 generace

Obrézek 39 SPT6L CRISPR mutageneze v ft — genotypovani FT alel

Rodi¢ 1-4 byl homozygotni mutant pro spt6l a heterozygot pro FT (rostlina ¢islo 6 z genotypo-
vani FT alel T2 generace)

Rodi¢ 5-8 byl heterozygot v FT (sesterska rostlina z TO, nebyla transformovana - slouzila
k zisku jednoduchych mutanti)

Na gelu jsou vzorky, které se ucastnily reakce detekujici FT alelu. Dle délky produkta 1ze pro-
vést takovyto zaver:

Vzorky 1-6 jsou homozygotni mutanti pro ft. Délka produkti je podle zebficku piiblizné
985 bp, coz odpovida délce mezi primery (980 bp), které jsem pouzila.

Vzorky 7-8 jsou heterozygoti.
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10 PRILOHA 2: POUZITE PRIMERY

Zkratka genu  divoka alela mutantni alela

FT LP—RP = 890 bp LB1—RP =980 bp
SOC1 LP—RP = 860 bp RP—ROK = 590 bp
FLC LP—RP = 880 bp RP—ROK = 890 bp
SPT6L S6+—R2 = 1080 bp S6+—R2 = 170 bp

10.1 Pozice primert

Na obrézcich jsou uvedeny vzdélenosti mezi jednotlivymi primery, které jsem pouzivala pfi

genotypovani, Obrazky byly vytvofeny v programu Geneious Prime.

Il S(IJO W,QO(] W‘SIOO Z,QUO 2,5‘00 B,QOO 3,5‘00 4,900 A,SIOO S.QOO 5,5‘00 6,0'00 &60?
FT-10.LP
|
AT1G65480_FT
ﬂ
FT-10_RP
Obrazek 40 FT-10_LP a FT-10_RP detekujici FT divokou alelu
‘! 1 ul‘{f.{ Z.(:Z’Q 3,000 4,000 .'A'JIOO 6, w’J'I)O T,Q(\\'l ‘%,Olﬁlﬂ ‘}‘QC'Q IO‘IL" 00 11,000 12385
FT-10_LP LB1-SAIL_C/418
! |
; T-DNA 4
AT1G65480_FT
1
‘T 10.R
Obrazek 41 FT-10_RP a LB-SAIL_C/418 detekujici ft mutantni alelu
j SPO 1,QOO 115‘00 2,(200 2,."300 B,QOO 3‘5‘00 A,QOO 4,&?00 5‘0‘00 S,SIOO E,QOD G,SIOD 7‘900 7‘5.00 7,919
S0C1-6.LP
:
SOC1 gene
AT2GA5660.5...
ﬂ
50C1-6_RP
Obrazek 42 SOC1-6_LP a SOC1_6RP detekujici SOC1 divokou alelu
WZ,ZBIB

1 1,000 2,000 3000 4000 5,000 6000 7000 800 9,000 10000
S|OC1 -6_RP
i

11,000

FEYSOCT mutant

SOC1 gene

T-DNA J

I \
PROK2_R_022062 S0C1-6_LP

Obrazek 43 SOC1-6_RP a pROK2_R_022062 detekujici socl mutantni alelu



1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000 10,096
FILC-7_LP
i

AT5G01675_FLC —_—

FLC gene

|
FLC-7_RP

Obrazek 44 FLC-7_LP a FLC-7_RP detekujici FLC divokou alelu

2,q00 4,QOO G,QOO B,QOO 1 O,POO 1 Z,IOOO 14,39]
FILC-7_LP
i
FLC gene

T-DNA )
9 1

[
pROK2_R_022062 FLC-7_RP

AT5G01675_FL...

Obréazek 45 FLC-7_RP a pROK2_R_022062 detekujici flc mutantni alelu.

] ‘I,QOO Z,QOO 3,900 4,q00 S,QOO G,OIOO 7,q00 S,QOO 9,0.00 10,009
SPT6L S6 guide22
M |
guided | (D
SPT6L genomic... z
SPT6L R2c
Obréazek 46 SPT6L S6 a STP6L R2c detekujici SPT6L divokou alelu
] 1,(300 Z,QOO 3,(‘)00 4,q00 S,QOO 6,[?00 7,0|OO S,QOO 9,1 3?
SPT6L S6
i
SPT6L gene
SPT6L genomic...
1
|
SPT6L R2c

Obrézek 47 SPT6L S6 a STP6L R2c detekujici spt6l mutantni alelu.
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Obrézek 48 Primer 35S_Inter 3F pouzity na detekci plazmidu pHSE, ktery byl pouzit na transformaci A. tume-
faciens, délka mezi timto a mezi primerem HPTgen_F(R) je 580 bp

pHSE
16,025 bp

2CAs9

O

»"

35S_Inter3F

Obrazek 49 Primer HPTgen_F(R) pouzity na detekci plazmidu pHSE, ktery byl pouzit na transformaci A. tume-
faciens, délka mezi timto primerem a mezi 35S_Inter 3F je 580 bp.
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Zkratka genu sekvenacni primery

SPT6L S5—TR =2 083 bp
uide RNA
SPT6L 56
7,§m 7,5‘00 X‘O.CD 8. & E,QOD E,EIOO B‘E‘OD Q,OlOD 9, ZIDO 9, !’DO 9‘6.00 9,8[00 10, OD’
f
A -SPTEL S5 h guice RNA
SPT6L gene
SPT6L genomic...
LI 1
SPT6L R2 SPTEL TR

Obrézek 50 Pozice primertt SPT6L S6 a STP6L R2 detekujici SPT6L divokou alelu a primery SPT6L S5 a
SPT6L TR detekujici téze alelu, ale pokryvaji vetsi rozptyl
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11 PRILOHA 3: SEKVENCE PRIMERU

>FLC-7_LP
TAACTCTAACCAGCCGTTATCA
>FLC-7_RP
GCAGGATCATCAGTCAAAAGC
>FT-10_LP
TGGAGAAGACCTCAGGAACT
>FT-10_RP
GGTTGCTAGGACTTGGAACA
>LB1-SAIL_C/418
GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
>pROK2_R_022062
ACAACACTCAACCCTATCTCG
>SOC1-6_LP
CGAGGAAAGCTACTTCTTTTGC
>SOC1-6_RP
TTGCCTTTAGGAGAGAAGATGA
>SPT6L_R2
AAAGGCATTTAGGGAGAAAG
>SPT6L_S5
GGACATTACAAGCCTACAGTG
>SPT6L_S6
GAGGACATTGATCGGCTTGT
>SPT6L_TR

CAATTTTATCCCAAGGCACGA
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12 PRILOHA 4: ZASOBNIi ROZTOKY ANTIBIOTIK

Kanamycin: 50 mg/ml H.O
skladuje se v lednici pii 4 °C. Sterilni.

Rifampicin: 10 mgl/ml H2O

skladuje se v mrazaku pii —20 °C. Sterilni.
Hygromycin: 50 mg/ml H2O

skladuje se v lednici pii 4 °C. Sterilni.
Claforan (Cefotaxime): 100 mg/ml H.O

skladuje se v mrazaku pii —20 °C. Sterilni.
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13 PRILOHA 5: SLOZENIi POUZITYCH MEDII

Tabulka 1 YEB-recovery médium

YEB-recovery pepton (trypton) 1%
yeast extract 0,1%
sacharosa 200 mM
NaCl 100 mM
KCI 25 mM
MgCl, 100 mM
MgSO4 100 mM
sterilizovano filtraci
Tabulka 2 LB médium
LB Pepton (trypton) 1% 10g
1000 ml Yeast extract 0,5% 5g
NaCl 1% 10g
(agar) 1,75% 175¢g
Tabulka 3 YEB médium
YEB pepton (trypton) 1% 5g
450 ml yeast extract 0,1% 05g
sacharosa 0,5% 25¢g
+ 50 ml MgS04 MgSO04 0,05% 1g
200 ml
Sterilizovano oddélené
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14 PRILOHA 6: DATA FENOTYPOVE STUDIE

Cislo ve sloupci ,,linie rostlin“ jsou pracovni &isla, ktera byla ptidélena rostlinAm pii genotypo-
vani. Ve sloupcich ,,poupe* a ,lodyha“ je datum, kdy bylo zaznamenano prvni poupé a datum,
kdy lodyha dosahla vysky 1 cm. Ve sloupci ,,listy®, se nachazi pocet listt v ruzici pii vykveteni
rostliny. Pismeno ,,x* znamena, ze rostlina zemfela.

linie rostlin poupé lodyha listy linie rostlin poupé lodyha listy

COL8 M v SPT6L
11 27.10.2021]01.11.2021 21 6 25.10.2021]30.10.2021 22
11 27.10.2021|01.11.2021 20 6 27.10.2021]01.11.2021 17
11 27.10.2021|01.11.2021 19 6 25.10.2021]30.10.2021 16
11 X X X 6 25.10.2021|30.10.2021 19
11 25.10.2021|30.10.2021 15 6 27.10.2021|01.11.2021 23
11 25.10.2021|30.10.2021 19 6 27.10.2021|01.11.2021 18
11 27.10.2021)01.11.2021 18 6 27.10.2021(01.11.2021 15
11 25.10.2021)30.10.2021 21 6 27.10.2021(01.11.2021 22
11 25.10.2021)01.11.2021 18 6 25.10.2021(01.11.2021 15
11 25.10.2021)30.10.2021 20 6 27.10.2021(03.11.2021 29
12 25.10.2021)01.11.2021 18 5 27.10.2021(01.11.2021 22
12 25.10.2021)30.10.2021 18 5 22.10.2021(29.10.2021 18
12 29.10.2021|05.11.2021 28 5 25.10.2021(01.11.2021 24
12 25.10.2021|01.11.2021 20 5 27.10.2021]01.11.2021 23
12 27.10.2021]30.10.2021 14 5 25.10.2021]30.10.2021 13
12 27.10.2021]01.11.2021 18 5 25.10.2021]30.10.2021 18
12 22.10.2021|30.10.2021 20 5 25.10.2021|30.10.2021 17
12 25.10.2021|30.10.2021 19 5 22.10.2021|29.10.2021 18
12 25.10.2021|30.10.2021 20 5 25.10.2021|30.10.2021 21
12 01.11.2021(05.11.2021 18 5 25.10.2021(30.10.2021 20

M v SOC; W v SPT6L M v FT; M v SPT6L
4 01.11.2021(05.11.2021 29 A2 18.11.2021)22.11.2021 38
4 05.11.2021(08.11.2021 27 A2 19.11.2021)24.11.2021 38
4 05.11.2021(08.11.2021 28 A2 18.11.2021)22.11.2021 40
4 01.11.2021(05.11.2021 24 A2 18.11.2021)29.11.2021 39
4 01.11.2021(05.11.2021 29 A2 18.11.2021121.11.2021 39
4 01.11.2021(04.11.2021 30 A2 15.11.2021118.11.2021 32
4 03.11.2021]|06.11.2021 25 A2 15.11.2021|20.11.2021 33
4 03.11.2021(07.11.2021 34 A2 12.11.2021]18.11.2021 33
4 03.11.2021(07.11.2021 28 A2 12.11.2021]16.11.2021 40
4 01.11.2021(04.11.2021 23 A2 15.11.2021]20.11.2021 38
3 01.11.2021]05.11.2021 26 A6 15.11.2021|18.11.2021 33
3 03.11.2021(05.11.2021 26 A6 15.11.2021)20.11.2021 38
3 01.11.2021(03.11.2021 29 A6 15.11.2021)18.11.2021 40
3 01.11.2021(04.11.2021 25 A6 15.11.2021)18.11.2021 45
3 X X X A6 16.11.2021)19.11.2021 43
3 03.11.2021(06.11.2021 26 A6 12.11.2021)18.11.2021 47
3 03.11.2021(06.11.2021 24 A6 12.11.2021)18.11.2021 49
3 03.11.2021(06.11.2021 29 A6 15.11.2021)18.11.2021 39
3 03.11.2021|07.11.2021 40 A6 15.11.2021119.11.2021 40
3 05.11.2021|07.11.2021 27 A6 15.11.2021|19.11.2021 40
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linie rostlin poupé lodyha listy

M v FLC; W v SPT6L
20 25.10.2021(01.11.2021 23
20 25.10.2021]30.10.2021 15
20 27.10.2021(01.11.2021 20
20 27.10.2021]03.11.2021 20
20 25.10.2021]01.11.2021 20
20 29.10.2021(03.11.2021 25
20 25.10.2021|01.11.2021 22
20 27.10.2021|01.11.2021 13
20 27.10.2021|01.11.2021 16
20 27.10.2021(01.11.2021 16
19 27.10.2021(01.11.2021 21
19 25.10.2021(03.11.2021 22
19 01.11.2021|05.11.2021 12
19 25.10.2021(30.10.2021 13
19 25.10.2021(29.10.2021 18
19 25.10.2021]30.10.2021 18
19 25.10.2021]30.10.2021 15
19 25.10.2021]30.10.2021 16
19 25.10.2021|30.10.2021 18
19 29.10.2021|01.11.2021 22

MVFT
B3 15.11.2021)20.11.2021 38
B3 01.11.2021|07.11.2021 22
B3 19.11.2021)22.11.2021 40
B3 18.11.2021)20.11.2021 35
B3 12.11.2021)15.11.2021 44
B3 15.11.2021)18.11.2021 43
B3 12.11.2021|18.11.2021 36
B3 22.11.2021(28.11.2021 32
B3 12.11.2021)15.11.2021 34
B3 15.11.2021|18.11.2021 37
B3 10.11.2021|14.11.2021 38
B3 15.11.2021]19.11.2021 38
B3 15.11.2021]19.11.2021 39
B3 12.11.2021|18.11.2021 35
B3 15.11.2021)19.11.2021 43
B3 10.11.2021)15.11.2021 35
B3 12.11.2021)15.11.2021 35
B3 12.11.2021)19.11.2021 31
B3 12.11.2021)16.11.2021 38
B3 12.11.2021)15.11.2021 28
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linie rostlin poupé lodyha listy

M v FLC; M v SPT6L
16 25.10.2021(30.10.2021 20
16 25.10.2021|30.10.2021 15
16 X X X
16 25.10.2021]30.10.2021 23
16 25.10.2021(30.10.2021 28
16 25.10.2021]30.10.2021 12
16 25.10.2021(01.11.2021 21
16 27.10.2021{30.10.2021 17
16 25.10.2021{30.10.2021 15
16 25.10.2021(01.11.2021 19
15 25.10.2021(30.10.2021 19
15 27.10.2021(03.11.2021 23
15 25.10.2021(30.10.2021 20
15 25.10.2021(01.11.2021 23
15 25.10.2021(30.10.2021 18
15 27.10.2021(01.11.2021 17
15 25.10.2021]30.10.2021 12
15 15.10.2021|30.10.2021 16
15 27.10.2021]01.11.2021 24
15 25.10.2021(01.11.2021 27

M v SOC; M v SPT6L
7 01.11.2021|05.11.2021 29
7 08.11.2021|10.11.2021 30
7 05.11.2021|08.11.2021 24
7 01.11.2021|06.11.2021 27
7 03.11.2021|06.11.2021 21
7 01.11.2021|05.11.2021 23
7 01.11.2021(05.11.2021 23
7 01.11.2021(05.11.2021 18
7 01.11.2021(05.11.2021 15
7 01.11.2021(05.11.2021 28
8 08.11.2021|10.11.2021 30
8 01.11.2021|03.11.2021 30
8 01.11.2021|05.11.2021 26
8 01.11.2021(05.11.2021 26
8 29.10.2021(03.11.2021 21
8 08.11.2021|10.11.2021 23
8 08.11.2021|10.11.2021 23
8 01.11.2021|04.11.2021 29
8 03.11.2021|05.11.2021 24
8 01.11.2021|05.11.2021 24
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