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Abstrakt

vvvvvv

svétové populace bude potieba zajistit a udrzet stabilni vynosy, které jsou nyni ohrozeny
postupujici klimatickou zménou, a to naptiklad negativnim zasahem do iniciace tvorby hliz.
Tuberizace je komplexni d¢j, zahrnujici celou fadu regulacnich faktori, kdy zména kazdého
z nich se miize odrazit v Gspésnosti celého procesu. Mezi dulezité tuberigenni faktory patii
mobilni protein SP6A. Cilem prace bylo na zdkladé charakterizace linii s knock-outovanym
SP6A genem objasnit llohu SP6A v procesu tuberizace u kulturniho bramboru. Pro mutagenezi
jsem pouzila metodu CRISPR/Cas9 se specificky navrzenou gRNA tak, aby doslo k editaci
vSech SP6A alel této tetraploidni rostliny. Komponenty CRISPR/Cas9 jsem do rostlinného
materialu stabiln¢ zaclenila prosttednictvim Agrobacterium tumefaciens. Nasledna regenerace
de novo nevedla k odvozeni ztratového mutanta. Opakovana regenerace de novo sice zvysila
efektivitu editace, nicméné jsem u dosud testovanych linii neziskala kompletniho knock-out
mutanta. U ¢asti odvozenych linii byla zjiSténa osminukleotidova delece v sekvenované oblasti
sledovaného genu, nicméné kromé editovanych sekvenci ziistala v amplikonu i podstatna ¢ast
needitovana. U nadéjnych linii byla orientacné stanovena snizenad hladina SP6A transkriptu
oproti WT, avSak tuberizace in vitro ptekvapivé neukdzala o¢ekavané sniZeni tuberiza¢niho

potencialu.

Klicova slova: Agrobacterium tumefaciens, CRISPR/Cas9, kulturni brambor, opakovana

regenerace de novo, StSP6A, tuberizace



Abstract

Potato (Solanum tuberosum) is the fourth most important crop. As the world's population grows,
there will be a need to ensure and maintain stable yields, which are now threatened by advancing
climate change, for example by negative impact on tuber initiation. Tuberisation is a complex
process governed by a number of regulatory factors, and changes in each of them can affect the
success of the whole process. Important tuberigenic factors include the mobile protein SP6A.
The aim of this study was to elucidate the role of SP6A in the tuberization process in cultivated
potato by characterizing lines with SP64 gene knock-out. For mutagenesis, I used the
CRISPR/Cas9 method with specifically designed gRNA so that all SP64 alleles of this
tetraploid species have been edited. I stably incorporated the CRISPR/Cas9 components into
the plant material via Agrobacterium tumefaciens. Subsequent de novo regeneration did not
result in the derivation of a loss-of-function mutant. Although repeated de novo regeneration
increased the editing efficiency, I did not obtain a complete knock-out mutant in the lines tested
so far. In some of the derived lines, an eight-nucleotide deletion was detected in the sequenced
region of the gene of interest, however, in addition to the edited sequences, a substantial portion
of the unedited sequences remained in the amplicon. In the preliminary experiment using
promising lines, a reduced level of SP6A4 transcript was determined compared to WT, but in

vitro tuberization surprisingly did not show the expected reduction in tuberization potential.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, CRISPR/Cas9, cultivated potato, de novo regeneration,

StSP6A, tuberization
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1 Uvod

Solanum tuberosum, rostlina z celedi Solanaceae, je vyznamna celosvétoveé péstovand
zemedelska plodina. Péstuje se pro jedlé hlizy, které vznikaji pfeménou stolonu, specifického
podzemniho stonku. V hlizach ma rostlina svoji zdsobarnu zivin, a také je v ni skryta moznost
vegetativniho rozmnozovani. Proces vytvoreni hlizy se nazyva tuberizace; jde o komplexni
morfogenni proces fizeny spletitou siti regulacnich drah. Vlivy vnéj$iho prostedi se odraze;ji
v hladinach signala, které tidi tuberizaci 1 energeticky a vyzivovy stav rostliny. Jednim
z hlavnich tuberigennich signalii je bramborovy homolog Flowering locus T, oznacovany jako
SP6A. Regulacni sit’ fidici tuberizaci je ale velmi komplexni a vyznam jednotlivych regulacnich
drah zistava stale ne Upln€ objasnény. Nejcastéji pouzivanym modelem studia je Solanum
tuberosum poddruh andigena, ktery se v mnohém od kulturnich druhli brambor lisi.
V souvislosti s predpokladem, ze probihajici klimaticka zména, pokud nedojde k jejimu
omezeni ¢i zastaveni, miize snizit celosvétovou produkci bramboru az o 30 %, potieba hlubsiho

pochopeni celého morfogenniho procesu tuberizace u kulturnich brambor nabyva na vyznamu.

1.1 Cile
Pomoci CRISPR/Cas9 mutageneze odvodit stabilni SP64 knock-out linie pro dva kultivary
(Desirée a Otava) kulturniho bramboru Solanum tuberosum. Prostfednictvim charakterizace

téchto linii pak pfispét k objasnéni role SPOA.
Dil¢i cile:

e Odvodit SP6A4 knock-out linie pomoci CRISPR/Cas9 mutageneze:
o transformovat rostlinny materidl prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens
s vnesenym konstruktem pro CRISPR/Cas9 mutagenezi;
o regenerovat transgenni rostlinny material;
o ovefit pfitomnost transgenu a prfitomnost a charakter mutace ¢1 mutaci
v sekvenci, na kterou cili gRNA, selektovat kompletni knock-out linie pro dalsi

charakterizaci, pfip. nad&jné linie s ¢aste¢n¢€ editovanym SP6A.
U nad¢jnych linii:

o overtit zachovani aktivity Cas9 pomoci detekce transkriptu;

o redukovat chimérismus opakovanou regeneraci de novo;



©)

ovefit pritomnost a charakter mutace/mutaci, selekce knock-out linii (v ptipadé
neuspéchu pfi identifikaci linie/linii s kompletné editovanou SP6A4 vybrat linie

s ¢astecn¢ editovanym SP6A4 genem pro dalsi experimenty).

Charakterizovat odvozené linie knock-out, resp. nadéjné linie:

©)

porovnat hladiny celkového SP64 mRNA a zastoupeni kontrolnich SP6A4
transkripti ve vychozim rostlinném materialu (WT) a transgennich liniich;
otestovat vliv SP64 knock-out mutanta na tuberigenni potencial v podminkach
in vitro;

porovnat tuberigenni potencial ve vychozim rostlinném materidlu (WT)

a transgennich linii.



2 Literarni prehled

2.1 Tuberizace

Lilek brambor (Solanum tuberosum) je vyznamna zemédélska plodina, ktera se péstuje pro
jedlé hlizy bohaté na sacharidy, vitaminy, vlakninu a antioxidanty. Hlizy bramboru vznikaji
modifikaci podzemnich stonki (tj. stolonit) béhem procesu zvaného tuberizace. Pti tvorb¢ hliz
dochazi k integraci enviromentalnich a endogennich faktort, jejich souhra ma rozhodujici roli

pii spusténi masinérie pisobici zmény ve stolonu.

Vysledkem téchto zmén je kromé jiného generovani mobilnich signali, které zprostredkovavaji
informace o vnitfnich a vnéjSich podminkach v rdmeci rostliny. Jsou transportovany floémem
do stolonu; patii mezi n€ napt. homolog FT protein SP6A (SELF-PRUNING 6A) nebo BELS
mRNA (BELI-LIKE 5). Souhra vSech signali ve stolonu pak spousti specifickou genovou

expresi koordinujici pfeménu stolonu v hlizu (pfehledné napt. v Dutta et al., 2023).

Pfesmérovani vyvoje stolonu v hlizu se projevuje zménami v genové expresi, coZ vede
k biochemickym a také morfologickym zméndm, které zahrnuji zastaveni dlouzivého ristu
stolonu. V subapikalni oblasti stolonu dochazi k buné¢né proliferaci a reorientaci déleni bunék
(z transverzalniho na longitudindlni), nasledné 1 k expanzi bunék (Xu et al., 1998a; Rodriguez-
Falcon et al., 2006). Zaroven dochazi k posileni alokace asimilatt z listi do stolonu. Hlavnim
transportovanym sacharidem je sachar6za, kterd slouzi jako zdroj energie pro bunécéné dé€leni,
rust a nasledné jako vychozi latka pro ukladani energie a uhliku ve formé Skrobu (Geigenberger,

2003).

2.1.1 Vng¢jsi faktory ovliviujici nastup tuberizace

Exogenni podminky se promitnou do statutu rostliny, a to na Grovni obsahu metabolitt, jejich
distribuci po rostliné a nasledné také v jejich signalizaci. Urcita souhra podminek vnégjsiho
prostiedi mize tuberizaci spustit, jind naopak oddalit. U nékterych poddruhi brambor je
zasadnim signalem fotoperioda, ktera o tvorbé hliz rozhoduje. Napftiklad ¢asto studovany model
Solanum tuberosum ssp. andigena, pivodem z horskych oblasti Jizni Ameriky, je poddruh
striktné zavisly na kratkodennich podminkach (SD, short day) a také nizkych noc¢nich teplotach
(Rodriguez-Falcon et al., 2006). Kulturni brambory, odvozené od chilského nizinného
poddruhu Solanum tuberosum ssp. tuberosum, jsou adaptované na vyssi teploty a jsou méné

citlivé k délce noci, tzn. tvoti hlizy 1 za podminek dlouhodennich (LD, long day).

Fotoperioda je vnimana listy prostfednictvim fytochromu B (PHYB), signal o délce dne je

pieveden do mobilniho signalu (proteinu SP6A, viz kap. 2.1.3) (Rodriguez-Falcon et al., 2006).
3



Dalsim fytochromem, ktery ma vliv na tuberizaci béhem LD podminek, je fytochrom F (Zhou
et al., 2019). Dalsim faktorem, ovliviiujicim indukci tuberizace, je dostupnost dusiku z pady.
Bylo pozorovéno, Ze ptidanim dusiku se v rostliné€ snizil pomér uhliku : dusiku, coz vedlo ke

zpomaleni tuberizace (Zheng et al., 2018).

2.1.2  Vnitini faktory ovliviiujici nastup tuberizace

2.1.2.1 Sacharidy

DalSim z dtlezitych aspektli, podilejicich se na tvorbé hliz, je energeticky metabolismus
rostliny, zejména pak produkce fotoasimilatii. Primarni asimildty, sacharidy, jsou zdrojem
uhliku a energie, substrat pro syntézu Skrobu, ale soucasné také pohanéji floémovy tok, ¢imz
se podileji 1 na transportu tuberigenniho signalu. Nadto sacharidy funguji i1 jako signalni

molekuly (pfehledné v Smeekens a Hellmann, 2014).

Transport sachar6zy do privodnich bun€k floému a jeho vykladani ve stolonu je zajiStén
proteinovymi transportéry SUT (SUCROSE TRANSPORTER) (Riesmeier et al., 1994).
U bramboru byli detekovani tii zastupci z této rodiny, StSUT1, StSUT2 a StSUT4 (Chincinska
et al., 2008). Zakladni roli ma SUT1, uml¢eni jeho exprese vede k redukcei rastu hliz (Riesmeier
et al., 1994). Transportéry se mohou spolu vzijemné ovliviiovat a jejich exprese se v riznych
pletivech lisi, ptehledné v Zierer et al., 2021. Piechod sacharidii ze symplastického prostiedi
do apoplastického prostoru zajistuji transportéry z rodiny StSWEET (SUGARS WILL
EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS) (Chen et al., 2012). V prvnich fazich
tvorby hlizy dochazi ke zméné zplisobu vykladani sachardzy z apoplastického na symplasticky

prostor (Viola et al., 2001).

2.1.2.2 Fytohormony

Kromé sacharidového metabolismu se na procesu tuberizace podili vyznamné i hormonalni
rovnovaha. Fytohormony ovliviluji tuberizaci riznymi efekty v rlznych fazich vyvoje, na
procesu se podileji gibereliny (GA), kyselina abscisovda (ABA), auxin, strigolaktony,
cytokininy (CK), brassinosteroidy a kyselina jasmonova (JA) (Saidi a Hajibarat, 2021).

Gibereliny jsou nejdéle studované fytohormony zapojené do procesu tuberizace. Stimuluji
iniciaci a rast stolonu, které predchdzeji tvorbé hliz, zaroven maji inhibi¢ni efekt na iniciaci
tuberizace; pted zalozenim hlizy je nutny nizky obsah GA (Xu et al., 1998b). Zduieni stolonové
Spicky je navozeno zménou zastoupeni aktivnich a inaktivnich forem GA, napt. za induktivnich
podminek dochazi k expresi genu StGA2ox! (GIBERELLIN 2-OXIDASE 1), jehoz produkt

snizuje hladiny aktivnich GA. Vedle toho se ve stolonu snizuje exprese gentl, které se ucastni
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biosyntézy bioaktivnich GA, napt. StGA3ox2 (GIBERELLIN 3-OXIDASE 2) a StGA20ox1
(GIBERELLIN 20-OXIDASE 1), viz obrazek 1 (Carrera et al., 2000; Kloosterman et al., 2007;
tvofeny stale nové aktivni formy GA nebo pokud nedochézi k degradaci aktivnich forem. Linie
s podpotenou degradaci aktivnich GA vykazovaly zrychleny nastup tvorby hliz (Carrera et al.,
2000; Kloosterman et al., 2007).

AACH

StGAZ200x1

AACH

42) SIGA30x2

Li] 5 10 15 20 25
Time (Days)

Obrazek 1: Metabolismus giberelinii vztazeny k vyvoji hliz, A) vyvojova stadia hliz (1-8) sklizena po 25 dnech;
B) hladiny exprese transkript metabolismu giberelinti béhem zakladani hliz (A) pro transkripty StGA20o0x1,
StGA3ox2 (prevzato a upraveno z Kloosterman ef al., 2007).

Kyselina abscisova (ABA) stimuluje iniciaci hliz tim, Ze psobi antagonisticky vici GA (Saidi
a Hajibarat, 2021). Studie in vitro ukdzaly, Ze pokud je do média pfidana ABA, zvySuje se pocet
hliz a tvofi se dfive nez u rostlin, které rostou na médiu bez ABA (Xu et al., 1998b). Dalsi prace
drdhy, napi. StABF (ABRE-BINDING FACTOR) a StABL1 (StABIS-LIKE 1), které
zprostifedkovavaji integraci signalizacnich drah ABA a GA (Muiiiz Garcia et al., 2014; Jing et

al., 2022).



V procesu iniciace tvorby hliz ma vyznamnou ulohu auxin. V ranych stadiich iniciace hliz je
nezbytnd zvySena hladina auxintli v apikalni ¢asti stolonu a jeji nasledny pokles (Roumeliotis et
al., 2012). Bylo pozorovano, ze oslabeni auxinového maxima béhem iniciace tuberizace vede
k zamezeni tvorby hliz (Roumeliotis et al., 2012). Misto biosyntézy auxinu bylo stanoveno
podle navyseni exprese genu StYUC-like (homolog YUCCA genu zapojenych v biosyntetické
draze auxinu) v oblasti apikélniho meristému stolonu, odkud je auxin transportovan pomoci

PIN (PIN-FORMED) transportért k bazalni ¢asti stolonu (Roumeliotis et al., 2012).

Ve studii Roumeliotis et al. (2012) bylo zjiSténo, ze strigolaktony inhibuji prorastani axialnich
pupent stolonu, ¢imz dochazi i k inhibici tvorby dalSich hliz. V tloustnoucim stolonu byla
detekovana vysokd exprese genu pro syntézu strigolaktonu StCCD8 (CAROTENOID
CLEAVAGE DIOXYGENASE §8). U StCCDS8 overexpresnich linii se navysil pocet hliz, avSak
jejich celkovy vynos byl niZ§i nez u kontrolnich rostlin. Studie pfedpokladd, Ze dochazi

k integraci signall strigolaktonil a auxinu béhem zakladani hlizy (Pasare ef al., 2013).

Proliferace bunék v jiz zalozenych hlizach je regulovdna auxin/cytokininovou rovnovéhou
(Kolachevskaya et al., 2021). Efekt cytokininti na déleni bun¢k meristematického pletiva hlizy
popsala studie, ve které byla sledovéana exprese genu LOGI (LONELY GUY 1, kodujici enzym
ucastnici se biosyntetické drahy CK), jehoz overexprese spousti tvorbu vzduSnych hliz
v neocekdvanych mistech axilarnich stonkovych meristéml blizkého piibuzného, rajcete

(Eviatar-Ribak et al., 2013).

Brasinosteroidy pozitivné ovliviiuji tuberizaci, a to pies expresi gentl zapojenych v tuberigenni
signalizaci: StBEL5 (BELI-like 5), StCDFI (CYCLING DOF FACTOR 1), StSP6A
a StSWEETI1 (Zhu et al., 2019; Huang et al., 2021).

Aplikace kyseliny jasmonové (JA) stimuluje tvorbu hliz u in vitro kultur (Pelacho a Mingo-
Castel, 1991). Vztah kyseliny jasmonové k procesu tuberizace neni pfili§ objasnén. Yuan et al.
(2022) ukézali, ze nizka hladina JA ma vliv na expresi gent, jejichZ proteiny jsou zapojeny
v tvorbeé bunécné stény a cytoskeletu, coz ma ziejmé vliv na expanzi bun¢k ve vznikajicich

hlizach, vyssi koncentrace JA vsak vyvoj hliz inhibuji.

2.1.3 Specificka tuberigenni signalizace

Propojeni signali prostiedi s vnitinim statusem rostliny a biochemickymi ¢i morfogennimi
zménami je zajisténo specifickou siti signaliza¢nich drah, ve vétSin€ piipadi studovanych na
poddruhu andigena. Molekularni podstata tuberigenni signalizace je v mnohém podobna

mechanismu regulace nastupu kveteni. Dutta et al. (2023) odkazuje na Chailakhyan et al.
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(1981), ktery poukazal na moznou existenci spolecnych regulacnich faktorti mezi témito dvéma
déji. Jak jiz bylo zminéno vyse, signél o délce dne je zachycen v listech pomoci PHYB, ten
pusobi spolu s cirkadiannimi hodinami a dochézi k produkci mobilniho signalu SP6A, ktery
putuje floémem do cilového pletiva (stolonu), kde interaguje s dalSimi faktory a spousti fadu

procest vedoucich k pfeméné stolonu v hlizu (Rodriguez-Falcon et al., 2006).

Mezi hlavni faktory, které se ucastni tuberigenni signalizace, patfi piedevSim StCDF1
(CYCLING DOF FACTORI1) a mobilni signaly StSP6A (SELF-PRUNING 6A) a StBELS
(BELI-LIKE 5). StSP6A je homolog FT a je mobilni ve form¢ proteinu, zatimco StBELS se
rostlinou pohybuje jako mRNA (Banerjee et al., 2006; Navarro et al., 2011; Kloosterman et al.,
2013).

StCDF1 je transkripcni faktor, ktery patii do rodiny DOF (DNA BINDING WITH ONE
FINGER) a vedle tuberizace tidi i nastup kveteni. Za podminek kratkého dne u Arabidopsis
thaliana se CDF1 faktor hromadi a vdze se do promotori geni CONSTANS (CO)
a FLOWERING LOCUS T (FT), ¢imZ potlacuje jejich expresi a blokuje tim kveteni. U striktné
kratkodennich odrtid bramboru je vazbou StCDF1 do promotoru bramborového homologa CO
(StCOL) neptimo aktivovana exprese genu StSP6A a tuberizace je podpotena. V neinduktivnich
podminkach totiz StCOL (CONSTANS-LIKE) nastup tuberizace inhibuje (obrazek 2)
(Kloosterman et al., 2013). Inaktivace StCOL1 vedla k casnéjSimu kveteni u brambor
(Abelenda ef al., 2016). U kulturnich brambor byla dokdzana pfitomnost vice alel StCDF'1
(StCDF'1.1, StCDF'1.2, StCDF'1.3) (Kloosterman et al., 2013; Navarro et al., 2015; Abelenda et
al., 2016; Kondhare et al., 2019). Pro tuberizaci maji vyznam piedev§im alely StCDF1.2
a StCDF1.3, u kterych bylo pozorovano naruseni sekvence v oblasti C-konce, ktera je dilezita
pro interakci s komponentou cirkadidnnich hodin FKF1 (FLAVIN-BINDING KELCH
REPEAT F-BOX1); to umoziuje obejit post-translacni kontrolu fotoperiody a tvofit hlizy i za
LD podminek (Kloosterman et al.,2013; Morris et al., 2014). Salaria et al. (2020) studovali
vyznam alel StCDF1.2 a 3 pro zahéjeni tuberizace u Casné a pozdni odridy, kde se tyto alely

vyskytovaly ve vy$$i mife u ranych neZ u pozdnich odrtd.
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Obrazek 2. Role FT homologt v regulaci tuberizace a kveteni u bramboru, pievzato ze Susila a Purwestri (2023).
Za neindukénich podminek StFKF1 a StGI (GIGANTEA) interaguji s StCDF1, spousti jeho degradaci, a tak brani
inhibici exprese StCOLI. Pokud je StCOL1 stabilizovan fytochromem B/F, pfimo aktivuje expresi genu StSP5G.
StSP5G protein pak potlacuje expresi StSP3D i StSP6A. Za indukénich podminek StCDF1 potlacuje expresi
StCOL1/2 a StSP5G, a tim aktivuje expresi StSP3D a StSP6A. Protein StSPOA je potom transportovan do stolonu,
kde vytvari komplex s StFDL1 a St14-3-3 proteinem. Kromé tohoto komplexu mize StSP6A tvofit komplex
s StABL1 a St14-3-3 proteinem (tzv. alternativni TAC). Komplexy pak reguluji geny, které vedou k preméné
stolonu v hlizu. Dale s StSP6A interaguje i transkripéni faktor BRANCHED1b (BRCI1b), a tim brani tvorbé
nadzemnich hliz. Plnéni hliz je také podpoieno vazbou StSP6A na StSWEET transportér, ¢imz je zablokovan
odtok sacharidd do apoplastu. Transkripénim aktivatorem StCDFI a StSP6A v podminkach vhodnych
pro tuberizaci je i StBELS, ktery je regulovan ptes fytochrom B a microRNA 172 (miRNA172). Pti stresu vysokych
teplot interaguje s StSP6A StTOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1, slozka cirkadialnich hodin), a reguluje
tak jeho expresi. Béhem neinduktivnich podminek pro tuberizaci je StSP3D schopen tvofit aktivaéni komplex
s StABI5-like (StABL1) a 14-3-3 proteinem, a tak regulovat expresi genti, které vedou ke kveteni. StCEN mtize
tvorit komplex se StFDL1 a St14-3-3 proteinem a potlacit tvorbu kvétu, stejné tak miize kompetovat o vazebné
misto v tomtéz komplexu se SP6A, ktery se tvofi ve stolonu. Exprese StSP64 je v neinduktivnich podminkach
negativné regulovana i miRNAI156 a specifickou micro RNA SES (SUPPRESSING EXPRESSION OF SP6A)
(Martin et al., 2009; Klosterman et al., 2013; Bhogale ef al,, 2014; Abelenda et al., 2016; Teo et al., 2017;
Hannapel et al., 2017; Kondhare et al., 2019; Lehretz et al., 2019; Morris ef al., 2019; Zhou et al., 2019; Zhang et
al., 2020; Jing et al., 2022; Nicolas et al., 2022).

DalSim faktorem, regulujicim néstup tuberizace, je transkripéni faktor StBELS. Ve studii Chen
et al. (2003) studovali overexpresi StBELS u poddruhu andigena a vysledky ukazaly navyseni
vynosu hliz, z ¢ehoz 1ze usuzovat, Ze se jednd o pozitivni regulator procesu zakladani hliz.
Rodina BEL-like transkrip¢nich faktorii patii do tfidy TALE (THREE AMINO ACID LOOP
EXTENSION) (Hannapel et al., 2017). Kromé BELS5 byl vliv na tuberizaci prokézan i u dalSich
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dvou BELI1-like transkrip¢nich faktort StBEL11 a StBEL29, které u poddruhu andigena
naopak tvorbu hliz ovliviiuji negativné (Sharma et al., 2014; Hannapel et al., 2017; Ghate et
al.,2017). Clenové z rodiny BELL tvofi heterodimer s proteinem KNOX (HOMEOBOX
KNOTTED-TYPE), u bramboru POTHI (POTATO HOMEOBOX 1) (Chen et al., 2003;
Banerjee et al., 2006; Sharma et al., 2016). Heterodimer BEL5-POTHI1 reguluje expresi
cilovych genii tuberigenni signalizace a kromé toho také ovliviuje transkripci StCDFI
a StSP6A v listech (obrazek 2) (Chen et la., 2003; Cho et al., 2015; Sharma et al., 2016). Za
induk¢nich podminek je StBELS transkript transportovan z listu floémem do podzemni casti
rostliny. Pro stabilitu a ochranu StBEL5 mRNA transportovanou floémem dochazi k vazbé
s PTB (POLYPYRIMIDINE TRACT-BINDING PROTEINS) proteiny (Banerjee et al., 2006;
Cho et al, 2015). Ve stolonu je transkript translatovan a BELS5 sestavuje heterodimer
s vazebnym partnerem POTHI1 (Banerjee ef al., 2006). Komplex BEL5-POTH1 podporuje
autoregulacni smycku exprese BELS ve stolonu a zaroveii ve stolonu podporuje expresi dal§iho
tuberigenniho signalu SP64, a to ptimou vazbou do promotoru, ¢imz dochazi k amplifikaci
signalu BELS5 1 SP6A vedouciho k tuberizaci (Sharma et al.,, 2016). BEL5-POTH1 indukuje
také akumulaci transkriptu SP64 v kotenech. Funkce SP6A a BELS5 v kofenech dosud neni
vyjasnéna. Heterodimer BEL5-POTHI cili 1 do promotort dalSich genti, obsahujicich TTGAC
tandemovy motiv. Indukovana exprese skrze komplex StBEL5-POTHI1 byla sledovéana nejen
u genu téze skupiny (StBELS, StBELI1, StBEL29) a StSP6A, ale napft. i pro GA2ox1, PINI,
PIN4, LOG1-3 a YUCCAI (Lin et al., 2013; Sharma et al., 2016).

2.1.3.1 FT homology

Povaha mobilniho tuberigenniho signalu je komplexnéjsi, sou€asti jsou proteiny genove rodiny
FT (FLOWERING LOCUS T), které patii do skupiny PEBP proteini (PHOSPHATIDYL
ETHANOLAMINE-BINDING PROTEIN) (Karlgren et al., 2011). Clenové této genové rodiny
se vyznamn¢ podileji na vyvojovych procesech rostlin (pfehledné v Susila a Purwestri, 2023).
PEBP proteiny byly rozdé€leny do tii skupin, geny podobné genim MOTHER OF FT AND TFLI1
(MOTHER OF FLOWERING LOCUS T AND TERMINAL FLOWER 1), geny podobné genlim
FT ageny podobné TERMINAL FLOWER I/CENTRORADIALIS (TFLI/CEN) (Karlgren et al.,
2011). Genomova analyza bramboru odhalila celkem 15 PEBP gent (Zhang et al., 2022).

U bramboru byly popsany nasledujici FT homology FT: StSP3D (SELF-PRUNING 3D),
StSP5G (SELF PRUNING 5G-A), StSP5G-like, StSP5G-B, StCEN, StFTL1 (FLOWERING
LOCUS T-LIKE 1) a StSP6A4 (Navarro et al., 2011; Abelenda et al., 2016; Zhang et al., 2020;
Jing et al., 2023). U nékterych zastupcti této skupiny bylo zjisténo, ze, podobné jako FT, vytvari
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komplex s StFD-like a St14-3-3 proteiny, ktery pak reguluje expresi cilovych genti, viz dale
(Teo et al., 2017). Ptedpokladalo se, ze SP3D se vyznamn¢ Gcastni signalizace kveteni béhem
LD, avsak zjistilo se, ze SP3D je v niz$i mife exprimovan i za podminek SD (Navarro et al.,
2011; Jing et al., 2023). StSP3D je exprimovan v listech a floémem transportovan bud’ do
apikalniho meristému, nebo do stolonu (Jing et al., 2023). Umlceni SP3D pomoci RNAi (RNA
interference) vedlo k pozdnimu kveteni (Navarro ef al., 2011). Avsak nov¢jsi studie odhalila,
ze kveteni neni na expresi StSP3D v listech tolik zavislé. Plantenga et al. (2019a) studovali
SP3D RNAI linie u poddruhu andigena béhem LD 1 SD podminek s navySenim celkového
mnozstvim svétla. Transgenni linie kvetly o trochu pozdéji nez wild type (WT) za LD i SD
podminek. Ackoliv exprese SP3D byla oproti WT nizka, autofi uzaviraji, ze exprese SP3D
nekoreluje s dobou kveteni a pro indukci tvorby kvétu neni vysoka exprese SP3D v listech
nutnd (Plantenga et al., 2019a). Je tedy pravdépodobné, Ze se na kveteni podileji 1 dalsi
homology FT, viz niZe. Jing et al. (2022) naznacuji, Ze StSP3D je schopen tvofit aktivacni
komplex s 14-3-3 proteinem a transkripcnim faktorem StABIS5-like (StABL1), a tak podpofit
kveteni. Komplex aktivuje expresi StSOCI (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO
1) a StFUL (FRUITFUL), které se tcastni determinace kvétniho meristému. Kromé regulace
kveteni, odhaluje studie Jing et al. (2023), Ze overexprese gentu StSP3D a StFTLI (u kultivaru,
ktery netuberizuje za LD) podporuje i tuberizaci nezavisle na fotoperiod¢. Proteiny koédované
témito geny jsou mobilni a indukuji expresi StSP6A4 ve stolonu, a tak podporuji 1 jeho pozitivni

zpétnovazebnou smycku exprese (Navarro ef al., 2011; Jing et al., 2023).

StSP5G, StSP5G-like 1 StSP5G-B jsou negativni regulator tuberizace za LD podminek
(Navarro et al.,2011; Abelenda et al., 2016; Jing et al., 2023). U S. tuberosum poddruhu
andigena byla exprese SP5G a SP5G-like detekovéana v listech za neinduktivnich podminek
(Navarro et al., 2011). Exprese StSP5G je spusténa prostfednictvim CONSTANS-likel
(StCOL1) (Abelenda et al., 2016). Za LD podminek StCOL1 pfimo aktivuje promotor genu
StSP5G, ten pak potlacuje expresi StSP3D, a tim oddaluje kveteni. Zaroven SP5G potlacuje
tvorbu hliz skrze inhibici StSP6A v listech, viz obrazek 2 (Navarro et al., 2011; Abelenda et
al., 2016).

2.1.3.1.1 StSP6A

Jak jiz bylo zminé€no vySe, SP6A je vyznamny tuberigenni signal. Jako klicovy regulator
tuberizace u bramboru byl protein SP6A identifikovan ve studii Navarro et al. (2011).
Roubovacimi pokusy bylo zjisténo, Ze SP6A je mobilni protein podporujici pfeménu stolonu

v hlizu. Morris et al. (2014) porovnavali poddruhy andigena a neo-tuberosum, které vykazovaly
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rozdily v tuberizaci béhem dlouhého dne. Zatimco u andigeny byla zjisténa pritomnost jenom
jedné z nich (A1), ktera je exprimovana v listech za SD podminek, u neo-tuberosum odhalili
pritomnost dvou alel genu StSP6A4 (A1 a A2). Zda se, ze protein kodovany alelou A2 se
strukturné lisi od proteinu kédovaného alelou A1. A2 alela je narozdil od alely 47 exprimovana
a ucastni se procesu navozeni tuberizace i za podminek dlouhého dne. Analyza exprese StSP6A
v kulturnich odridach ¢asnych, pozdnich a stfedné pozdnich brambor odhalila, ze akumulace
transkriptu v listech koreluje s dobou zahdjeni tuberizace. StSP6A4 se tak podili na kontrole
tvorby hliz 1 kulturnich brambor, které nejsou striktné fotoperiodicky citlivé (Navarro et al.,
2011). Bylo zjisténo, ze hladina StSP6A transkriptu v listech také koreluje s mnozstvim
zalozenych hliz (Lehretz et al. 2021a).

Exprese StSP6A v listech je negativné ovlivnéna stresem ze sucha a tepla. U Solanum
tuberosum cv. Solara byla identifikovand mala specificka regulacni RNA SES (SUPPRESSING
EXPRESSION OF SP6A), ktera je indukovana vysokou teplotou. M4 negativni dopad na
tuberizaci, protoze post-transkripéné inaktivuje SP6A4 v listu, ¢imZz zpozd'uje tvorbu hliz
(obrazek 2) (Lehretz ef al., 2019). Naopak se predpoklada, ze pozitivni vliv na expresi StSP6A4
(kromé fotoperiody) ma ziejm¢ 1 sacharidova bilance. V transgennich rostlinach kulturniho
bramboru Solara bylo pozorovano, ze pii soubézné zvySené expresi hexokinazy z Arabidopsis
thaliana (AtHXK1) a StSP6A dochazi pii pisobeni sucha a vysokych teplot ke zvyseni tvorby
mensich hliz, a pfesto byl vynos hliz u transgennich rostlin az 5x vyS8i oproti stresované
kontrole (Lehretz ef al., 2021b). DalSim pozitivnim regulatorem StSP6A miiZe byt vyfazeni

n¢jakého inhibitoru v signalni draze StSP6A (napt. StSP5G) (Abelenda et al., 2016).

Jak jiz bylo zminéno vySe, procesy tuberizace a kveteni jsou si podobné a navzijem spolu
v bramboru interaguji. Kromé role v tuberizaci se StSP6A podili i na regulaci kveteni a vétveni
stonku. Jak bylo uvedeno vyse, k pfechodu do kveteni ziejme sta¢i nizké hladiny StSP3D, ale
uspéSnost vyvoje kvétnich pupent je pravdépodobné urcena hladinou StSP6A. Bylo
pozorovano, Ze sniZzeni exprese StSP6A neovlivnilo dobu piechodu do kveteni v SD, ale
podpoiilo vyvoj kvétnich pupenil v t€chto podminkéach a naopak zvysena exprese ho potlacila
(Plantenga et al., 2019b). CDFI overexprimujici linie kulturniho bramboru (CE3027), které
mély upregulovanou expresi StSP6A (v LD podminkéch), vykazovaly oproti kontrole potlac¢eni

ve vyvoji kvétnich pupent (Plantenga ef al., 2019b).

Ptredpoklada se, ze k expresi StSP6A poolu, ktery tidi tuberizaci (a ptip. 1 kveteni), dochazi
v privodnich buiikach floému. Protein StSP6A je pak transportovan floémem do stolonu (resp.
vzrostného vrcholu prytu), kde spousti morfogenni zménu (Navarro ef al., 2011). Ve stoncich
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a stolonech U poddruhu andigena byla sledovana pifima vazba StSP6A s transportérem
StSWEETI11 (obrazek 2) na cytoplazmatické membrané. Interakci dochazi k inaktivaci
transportéru, a tim je snizen odtok asimilatd do apoplastu podél transportni drahy
a pravdépodobné je také podpoien symplasticky transport sachardzy do cilového pletiva a také
stimulovano symplastické vykladani sachardzy do stolonu a vyvijejicich se hliz (Abelenda et
al., 2019). Tvorba podzemnich hliz je podpotena aktivitou BRC1b (BRANCHEDI1b) faktoru,
ktery je zapojen v inhibici tvorby nadzemnich hliz. BRCIb zabrafiuje vétveni stonku
a podporuje dormanci axildrnich pupent prostfednictvim indukce signalni drahy ABA. Zaroven
piimo interaguje s proteinem StSP6A, a tak blokuje aktivitu tuberigenniho signdlu v nadzemni

casti rostliny (Nicolas et al., 2022).

Exprese genu SP6A byla pozorovana i ve stolonech, ackoli tam byla jeho exprese vzhledem
k listu opozdéna. To naznacuje, Ze do stolonu musi byt dotransportovany SP6A protein
produkovany za indukénich podminek v listu, a ten spusti ve stolonu autoregula¢ni smycku,
ktera dale navysuje hladinu transkriptu StSP64 (Navarro et al., 2011). Ve stolonech StSP6A
interaguje s negativnim regulatorem TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1, slozka
cirkadialnich hodin), a tak potlacuje jeho pozitivni zpétnovazebnou regulaci SP6A béhem

vysokych teplot (Morris et al., 2019).

V recentni studii bylo pomoci Y2H (YEAST TWO-HYBRID) odhaleno, Zze StSP6A muze
interagovat s 77 proteiny, jejichz funkce miize byt touto interakci ovlivnéna (Wang et al., 2022).
Autofi dale sledovali expresi tifi vybranych StSP6A interakénich partnert, které se
u Arabidopsis thaliana GCastni regulace kveteni: StFPFI1 (FLOWERING-PROMOTINF
FACTOR 1), StNFL1 a StNFL2 (NO FLOWERING IN SHORT DAYS 1/2). U transgennich linii
s uml¢enym fytochromem F vykazoval StFPF1 velmi podobny profil exprese jako StSP6A;
exprese obou byla ve stolonech i listech navySena, zatimco exprese StNFL1/2 byla ve stolonech
snizena. Predpoklada se, ze se tyto faktory tedy také néjakym zplisobem ucastni regulace
tuberizace (Wang et al., 2022). Dal§im interakénim partnerem SP6A je IT1 (IDENTITY OF
TUBER 1), ktery se ucastni iniciace tuberizace. Stolony /77 knock-outované linie (Solanum
phureja) vykazovaly béhem induktivnich podminek misto tloustnuti stolonu jeho vétveni (Tang

et al., 2022).

Ve stolonu tvoii StSP6A, podobné jako FT ve vzrostném vrcholu stonku, tzv. komplex TAC

(TUBERIGEN ACTIVATION COMPLEX) s StFD-like (FLOWERING LOCUS D LIKE)

a St14-3-3 proteiny, ktery je zodpovédny za aktivaci cilovych gend, a tim za pieménu stolonu

v hlizu (Navarro et al., 2011; Sharma et al., 2016; Teo et al., 2017). Zhang et al. (2020) popsali
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negativni faktor StCEN (TERMINAL FLOWER-1/CENTRORADIALIS), ktery kompetuje
s StSP6A pifi vytvoreni komplexu s StFDL a St14-3-3 proteinem. StCEN RNAi linie
vykazovaly vyss$i expresi cilovych genit TAC a zvySeni vynosu hliz (Zhang et al., 2020).
Nedavna studie popsala alternativni TAC (aTAC) komplex regulujici nastup hliz, kde
vazebnym partnerem pro StSP6A je StABL1 (ABI5-likel; transkripéni faktor ucastnici se
signalizace ABA, viz kap. 2.1.2.2) a St14-3-3 protein (Jing et al., 2022). V letoSnim roce byla
vydana studie, kterd zaznamenala specifickou expresi transkripéniho faktoru S:tTCP23
(TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF 23), pozdg€ji prejmenovaného na StASTI
(StABL1 a StSP6A-asociovany TCP protein 1) ve vyvijejicich se stolonech a hlizach. StAST1
se vaze s StSP6A, StFDL1 a StABLI, a tim snizuje tvorbu aTAC. Piedpoklada se, ze ovliviiuje
i tvorbu TAC diky vazbé StABL1 s StFDL1. Umlceni exprese StAST! vedlo k ¢asné tvorbé hliz
(Sun et al., 2024).

Béhem pfemény stolonu v hlizu musi byt zajisténa robustni koordinace vyvojovych zmén, to je
do jisté miry dano prekryvem cilovych genti pro komplexy s StSP6A a dalSim vyznamnym
tuberigenem — StBELS (viz 2.1.3) (Navarro et al., 2011; Sharma et al., 2016). V transgennich
rostlinach S. tuberosum andigena s inducibilni expresi StSP6A byla pozorovéana indukce gent
zapojenych v ¢asnych stadiich vyvoje hliz. Mezi tyto geny patfi: gen pro interak¢niho partnera
FD-like, FPF1 (FLOWERING-PROMOTING FACTOR 1), geny kédujici proteiny zapojené
v hormonalni signalizaci PINI (PIN-FORMED 1), PIN4, ARF8 (AUXIN RESPONSE FACTOR
8), AGLS (AGAMOUS-LIKE 8), GA20x1, GA20ox1, gen pro sachar6zovy transportér SUT!
a gen, jehoz protein reguluje bunéény cyklus CDC2 (CEEL-DIVISION-CYCLE 2) (Navarro et
al., 2011). Dale bylo zjisténo, ze StSP6A ziejme reguluje downstream cilové geny StMADSI a
StMADS13. Tyto geny byly up-regulovany v transgennich rostlindch s nadmérnou expresi
StSP6A a naopak down-regulovany v StSP6A RNAI liniich. To naznacuje jejich potencialni
zapojeni do tuberizace (Gao et al., 2018).

Transgenni linie S. tuberosum poddruhu andigena s overexpresi StSP6A4 vykazovaly zvySenou
a Casnéjsi tvorbu hliz a schopnost tuberizovat 1 za neinduktivnich podminek (Navarro et al.,
2011). Podobn¢ byla 1 u transgenni linie kulturniho bramboru odridy Sayaka s overexpresi
StSP6A indukovana cCasngjsi tuberizace (Teo et al, 2017). Lehretz et al. (2019) vytvofili
transgenni rostliny cv. Solara s upravenou verzi SP6A®, u kterych byla silné podpoiena
tuberizace a také dalsi rlst hliz. U téchto rostlin byl pozorovany pfednostni transport asimilat
do podzemich sinkii (kofent, stolonii, potazmo hliz), a proto nebyla podporovana tvorba

nadzemni biomasy. Zajimavé jsou také zmény pozorované u skladovanych hliz, kdy

13



u kontrolnich vzorkd dochazelo k prorGstdni pupenti etiolovanymi vyhonky, zatimco
u transgennich linii vznikaly dcefiné hlizy, coz naznacuje, ze overexprese SPOAP zpiisobila
transkripéni zmény, které vyustily ve zménu identity meristému, vedouci k ¢asné indukci
tuberizace. Dalsi fenotypova zmeéna u linii s overexpresi SP64°? byl nizky ketickovity vzrist
s vétSim poctem mensSich listd (Lehretz ef al., 2019). Lehretz at al. (2019) z vysledkt usuzuji,
ze se StSP6A ucastni udrzovani sily podzemniho sinku. Toto pozorovani je ale v rozporu se
studii Navarro et al. (2011), ktera dospéla k zavéru, Ze se SP6A plnéni a vyvoje hliz neucastni.
Déle byla publikovana studie s transgennimi rostlinami brambor s overexpresi StSP6A4 pod
listové specifickym promotorem u kulturniho bramboru Solara. Rovnéz u nich bylo
zpozorovano navyseni poctu hliz a celkové zvyseni vynosu. Tyto linie mély velice podobny
fenotyp s SP6A°? liniemi. Transgenni rostliny akumulovaly mén¢ antokyanti v nadzemni ¢asti
a byl pozorovan i men$i primér stonku. Naproti tomu bylo stimulovano vétveni stonku
z bazalnich nodii a dale byl podpoten ristu kotfent, a to pfed zahajenim tvorby hliz. Funkce
SP6A ve vyvoji kofenil neni zcela jasna. V téze studii (Lehretz et al., 2021a) nebylo u linii
s nadexpresi StSP6A4 zpozorovéano prorustani apikalnich uzlabnich pupenti jako u kontroly, coz
je v souladu s ptedpokladem, Ze SP6A inhibuje aktivitu SSSWEET11. V nové studii Koch et al.
(2024) jsou prezentovany vysledky overexprese SP6A4, ktera zmirfiuje negativni dopady
vysokych teplot a pfehnojovani dusikem na vynos hliz; hliz je sice vice, ale jsou malé a pryty

rostlin zakrslé.

Linie poddruhu andigena, u kterych byla sniZena exprese StSP64 pomoci RNA interference
(RNAIi), mély nastup tuberizace opozdén. AvSak celkové vynosy nebyly mezi rostlinami
rozdilné, coz naznacuje, Ze je StSP6A zapojen pouze v regulaci iniciace tuberizace (Navarro et
al., 2011). Snizend exprese StSP6A taktéz pomoci RNAi u poddruhu andigena vedla
v podminkach SD k lepSimu vyvoji kvétnich pupent (velikost kvétu, otevienost), nez bylo
zpozorovano u kontroly. To naznacuje, ze StSP6A negativné plsobi na vyvoj kvéti (Plantenga
et al., 2019b). Jeden ze vzdalenéjSich ptibuznych kulturniho bramboru netvofti pfirozené hlizy
— Solanum etuberosum. V nedavné studii se u tohoto druhu nepodatilo detekovat expresi
StSP6A v listech za SD ani za LD podminek. Zaroven celogenomovou analyzou autoti odhalili,
7ze u tohoto druhu doSlo k deleci ¢tvrtého exonu SP6A, coZ pravdépodobné zplisobuje
pozorovany fenotyp (Tang et al., 2022). V minulém roce byly odvozeny SP6A4 knock-out linie
u diploidniho druhu brambor Solanum phureja (Lei et al., 2023), nicméné u kulturniho

bramboru SP64 RNAI ani knock-out mutanti dosud studovéni nebyli.
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Jako rostlinny materidl jsem pouzila kulturni brambor Solanum tuberosum cv. Desirée, ziskany
ze sbirek kultur in vitro Katedry experimentalni biologie rostlin (KEBR) Ptirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy (PiF UK), a cv. Otava, ktery mi byl poskytnut z in vitro sbirek

Vyzkumného tstavu bramboraiského z Havlickova Brodu.

3.2 Kultivace rostlin in vitro

3.2.1 Kultiva¢ni média

Pro udrzovani a mnozeni rostlin v podminkach in vitro jsem pouzivala MS médium (Murashige
a Skoog, 1962). Médium bylo pfipraveno nasledovné: do destilované vody jsem za stalého
michani na michadce pfidala soli zakladniho MS média (4,33 g.I'!; Sigma-Aldrich, M5524),
dale roztok vitamint a dalsich organickych latek (5 ml.1") se slozenim uvedenym v tabulce 1.
Nasledné jsem v roztoku rozpustila sacharézu (30 g.I'!'; p.a., Lach-ner). Roztok jsem poté
doplnila do pozadovaného objemu a pomoci nékolika kapek 1M hydroxidu draselného upravila
pH roztoku na hodnotu 5,7-5,8. Poté jsem do roztoku piidala agar (8 g.1'!; plant cell culture
tested; Sigma-Aldrich) a roztok jsem v mikrovinné troubé ptivedla k varu. Nésledné jsem
roztok rozlila po 25 ml do 100ml Erlenmeyerovych ban¢k, baiiky jsem zakryla 2 vrstvami

alobalu a dala sterilizovat do autoklavu pii teploté 121 °C a tlaku 220 kPa po dobu 20 minut.

Tabulka 1: Roztok vitamint a dalSich organickych latek pridanych do MS média

Slozka Koncentrace latky v zasobnim | Vysledna  koncentrace  latky
roztoku [g.1"!] v médiu [mg.1"!]

Inositol 20 100

Pyridoxin-HCI (Sigma) 0,1 0,5

Thiamin-HCI (Sigma) 0,1 0,5

Kyselina nikotinova (Serva) 0,1 0,5

Glycin (Sigma) 0,4 2

3.2.2  Kultivace rostlin

S rostlinami péstovanymi v podminkach in vitro jsem manipulovala za sterilnich podminek
v laminarni boxu (Lamin Air TL 2448/Heraeus Instruments) pomoci priibézné sterilizovanych
nastrojit (opakované ponofovani do 96% ethanolu a opdleni nad kahanem) pfedem
vysterilizovanych v horkovzduSném sterilizatoru Binder, pfi 150 °C po dobu 3 hodin. Pro
kultivaci rostlin a jejich mnozeni jsem pouzila nodalni a vrcholové segmenty rostlin.

Vysazovany byly po tfech segmentech na baiiku. Rostlinné kultury in vitro jsem udrzovala

15



v kultivaéni mistnosti s fotoperiodou 16/8 hod (svétlo/tma) a ozafenosti 150 pmol.m?.s! pii

teploté 22(£2) °C.

3.3 Odvozeni transgennich linii bramboru kultivaru Desirée a Otava

Pro transformaci rostlinného materialu Solanum tuberosum cv. Desirée a cv. Otava jsem pouzila
Agrobacterium tumefaciens (kmen C58C1), nesouci konstrukt pro knock-out genu StSP6A4
(PGSC0003DMG400023365; navrzeny a sestaveny konzultantkou prace Mgr. Andreou
Zounkovou). Konstrukt byl vytvofen pomoci Golden Gate klonovani (postup v Cermék ef al.,
2017) s vyuzitim plasmidu pDirect22C (obrazek 3) (sekvence dostupnd na http://crispr-

multiplex.cbs.umn.edu/allmaps.php; Cermék et al, 2017), nesouciho kanamycinovou

rezistenci, potiebné sekvence pro CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9) mutagenezi a zaklonovani genové
specifické guide RNA (gRNA). Vybrana StSP64 specifickd gRNA (20 nukleotidu, viz obrazek
4, tabulka 2) byla navrzena do prvniho exonu, a to tak, aby vykazovala co nejvétsi ucinnost

zasahu cilové sekvence (on-score), ale méla mensi riziko zasazeni jinych cilt (off score).
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Obrazek 3: Mapa plasmidu s gRNA pro SP64 (vizualizace pomoci programu SnapGene viewer)
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Obrazek 4: Zacileni gRNA StSP6A4 do prvniho exonu genu StSP6A (vizualizace pomoci programu SnapGene
viewer)
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Tabulka 2: Charakteristika plasmidu a specifické gRNA pro SP64 gen

Cislo genu StSP6A PGSC0003DMG400023365

gRNA SP64 GGTTGCATAACAACTTGTGA

On-score 0.5219

Off-score 0.182

pDirect22C 35S:Csy4-P2A-AtCas9 + CmYLCV:gRNAs with Csy4 spacers
Agrobacterium tumefaciens C58Cl1

3.3.1 Ptiprava transformac¢niho systému pouzivajiciho Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium transformované konstruktem pro navozeni knock-outovani genu SP6A4
(provedeno konzultantkou) bylo skladovano v podobé ,konzervy* (bakteridlni suspenze
smichana s 50% sterilnim glycerolem v poméru 4:1) zamrazené v tekutém dusiku a nésledné
skladovéano pii —80 °C. Z této konzervy jsem zaockovala malé mnozstvi materialu do 1 ml

tekutého YEB média se selekénimi antibiotiky (slozeni YEB média viz tabulka 3, antibiotika

viz tabulka 4) a nechala kultivovat na tfepacce (130 ota¢ek.min™'; ELMI) 3 hodiny pti 28 °C.

Tabulka 3: Slozeni YEB média: Roztok 1 a Roztok 2 byly pfipraveny zvlast, spojeny byly za sterilnich podminek
v laminarnim boxu po sterilizaci v autoklavu.

Latka Mnozstvi latky [g]
Roztok 1 Pepton 10

Kvasni¢ny extrakt 1

Sacharéza (Lach-ner) 5

NaCl (Lach-ner) 10

Destilovanou vodou doplnéno na objem 900 ml
Roztok 2 MgSO; - 7 HyO (Lach-ner) | 0,5

Doplnéno destilovanou vodou na objem 100 ml

Tabulka 4: Koncentrace zasobnich roztoku selekcénich antibiotik. Zasobni roztoky byly sterilizovany filtraci
(sterilni filtr (Rotilabo; porozita 0,45 um)) v laminarnim boxu do sterilnich zkumavek.

Antibiotikum Skladovani

roztoku

Koncentrace zasobniho koncentrace zasobniho

roztoku [mg.ml!']

Vysledna
v médiu [mg.1"!]

Kanamycin
sulfat  (Gibco)
(v destilované
vod¢)
Rifampicin
(Serva)

(v methanolu)

50 50 4°C

10 100 —20°C

Pro kultivaci a selekci transgennich kolonii Agrobacterium jsem pouzila LB médium (sloZeni
viz tabulka 5) obohacené o selek¢ni antibiotika (viz tabulka 4), které jsem rozlila do Petriho
misek o pruméru 9 cm a po zatuhnuti na néj rozetiela ¢ast bakterialni suspenze (50 pul). Bakterie
jsem ponechala na miskach kultivovat 2 dny, ve tmé&, pii teplot¢ 28 °C. Nasledné byla

u vybranych kolonii ovétena pfitomnost transgenu.
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Tabulka 5: Slozeni LB média, sterilizované v autoklavu

Latka Mnozstvi latky v médiu [g.1"']
Pepton 10
Kvasni¢ny extrakt 10
NacCl (Lach-ner) 10
Agar 15

Za sterilnich podminek v laminarnim boxu jsem odebrala vzorky z vybranych kolonii
a resuspendovala je v mikrozkumavkach s 250 pl vody pro PCR (DNase/RNase-free voda, tj.
voda bez nukledz; pfipravuje se z dvakrat destilované demineralizované vody (ddH20), ke
které se pridava DEPC (diethylpyrokarbonat, Sigma) o vysledné koncentraci 0,1 %, poté je
voda inkubovana za stalého michdni 15-20 hodin pii laboratorni teploté. Nasledné se pro
odstranéni toxickych produktii vafi cca 4 hod v digestofi.). Pro detekci pfitomnosti transgenu
(Gseku T-DNA) jsem pouzila polymerdzovou fetézovou reakci: reakéni smés o objemu 20 pl
jsem vytvotila z premixu (viz tabulka 6), obsahujiciho 2x Dream Tag PCR Master mix (Thermo
Scientific), forward reverse primer (sekvence primert viz tabulka 7) a vodu pro PCR. Premix
jsem rozpipetovala po 19 pl do PCR mikrozkumavek a ptidala 1 pl pfedem piipravené¢ho
templatu (odebrany vzorek bakterii), do negativni kontroly PCR jsem templat nahradila 1 pl
vody pro PCR. Mikrozkumavky jsem vlozila do PCR cycleru (Mastercycler X50s, Eppendorf)

a spustila nastaveny polymera¢ni program (program viz tabulka 8).

Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro PCR

Pfidana latka Mnozstvi pfidané latky v 1 reakéni smési pl
2x Dream Tag PCR Master 10

Voda pro PCR 7

Primer forward (fwd) (10 uM) 1

Primer reverse (rev) (10 uM) 1

Templat 1

Tabulka 7: Sekvence primert pro detekei pfitomnosti transgenu, cili do T-DNA oblasti plasmidu, délka produktu
325 base pair (bp)

Primery Sekvence Délka produktu
Forward primer CTAGAAGTAGTCAAGGCGGC 325 b
Reverse primer GCTCAACACATGAGCGAAAC P

Tabulka 8: Program PCR cycleru pro detekci transgenu

Hold 4 °C (105 °C vi¢ko)

Uvodni denaturace 8 min 95 °C

Denaturace 15s 95 °C

Nasedani primerti 15s 57,5°C Cyklus opakujici se 32x
Extenze 27s 72 °C

ZavéreCna extense 4 min 72 °C

Hold 10 °C (105 °C vi¢ko)
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Produkty PCR byly rozdéleny pomoci elektroforetické separace v agar6zovém gelu. Vytvorila
jsem 1,5% agarozovy gel smichanim 1,5 g agar6zy (Sigma-Aldrich) se 100 ml 1x TAE (Tris-
acetatovy) pufru (0,04M Tris-acetat, ImM EDTA (ethylendiamintetraacetic acid). Aby se
agaroza rozpustila, zahtivala jsem roztok v mikrovinné troubé. Poté jsem obsah lahve zchladila
asi na teplotu 60 °C a nasledn¢ nalila do pfedem piipravené elektroforetické vany s hiebinky.
Do tekutého gelu jsem ptidala 2 pl interkalaéniho barviva ethidium bromidu (EtBr) (1 pl
EtBr/50 ml gelu) a gel jsem ponechala ztuhnout. Poté jsem ho zalila 1x TAE pufrem. Ke
kazdému PCR produktu jsem ptidala po 4 ul barvicky 6x LD (Loading Dye, Thermo Fischer),
diky které¢ dojde ke zviditelnéni vzorku béhem elektroforetické separace. 18 pl této vzorku jsem
prenesla do jamek v gelu. Dale jsem ptidala do sousedni jamky vzorek 4 pl molekularniho
markeru (Gene ruler 100 bp, Thermo Fischer). Separace probihala pfi napéti 5 V.cm™! cca 25
minut. Pfitomnost PCR produktu jsem zdokumentovala pomoci Kodak Gel Logic Imagine

systému a softwaru Carestream MI.

3.3.2 Transformace rostlinného materialu

Z pozitivnich kolonii Agrobacterium jsem vzala vSechny tfi, které jsem za sterilnich podminek
klickou ptenesla do Erlenmeyerovych ban¢k do 10 ml tekut¢tho YEB média se selekénimi
antibiotiky (slozeni a pfiprava viz tabulka 3). Suspenze jsem nechala kultivovat na tfepacce
ptes noc pii 28 °C. Nasledné jsem zméfila na spektrofotometru (Thermo Electron Corporation,
Helios) optickou denzitu jednotlivych suspenzi, pfi 600 nm, jako blank jsem pouZila tekuté
YEB médium se selek¢nimi antibiotiky. Déle jsem podle hodnot absorbance vybrala suspenzi,
kterou jsem nasledné pouzila k transformaci rostlinného materidlu. Za sterilnich podminek
v laminarnim boxu jsem do Petriho misek (priimér 9 cm) s 10 ml tekutého MS média (ptiprava
viz kap. 3.2.1.) s 2 % sachar6zy (w/v) ptenesla 50 pl bakteridlni suspenze a pomoci pipety
v médiu promichala. Pro transformaci jsem pouzila vzdy 1012 listli/Petriho misku ze stfedni
¢asti rostlin kultivovanych jeden mésic v podminkach in vitro (viz kap. 3.2.2). Pro transformaci
jsem pouzila listy bez tapiku, které jsem naftizla Ziletkou pies stfedni Zilku a opatrné polozila
adaxialni stranou na hladinu média. Listy s Agrobacterum jsem ko-kultivovala ve tmé& po dobu

dvou dnii pfi teploté 25 °C.

3.3.3 Regenerace rostlinného materialu

3.3.3.1 Kultivace na kalus indukujicim médiu
Pro navozeni tvorby kalusu na ko-kultivovanych listech jsem pouzila kalus indukujici médium
(Callus Inducing Medium — CIM; sloZeni viz tabulka 9). Postup pfipravy byl obdobny jako

u MS média. CIM médium jsem po sterilizaci v autoklavu obohatila selekénimi antibiotiky
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(claforan, kanamycin) a riistovymi regulatory (viz tabulka 9). Médium jsem rozlila po 15 ml do

plastovych Petriho misek o priiméru 6 cm. Po ko-kultivaci jsem listy v laminarnim boxu pecliveé

osusila na sterilnim filtranim papiru a pfenesla adaxialni stranou dolti na CIM. Kultivace na

CIM probihala v kultiva¢ni mistnosti (s podminkami uvedenymi v kap. 3.2.2) po dobu 1 tydne.

Tabulka 9: Slozeni CIM média. Riistové regulatory i selekcni antibiotika byly sterilizovany filtraci provedenou

v laminarnim boxu (filtr Rotilabo

; porozita 0,45 pm).

Latka Mnozstvi latky na 1 litr | Koncentrace Skladovani zasobniho
média roztoku roztoku

Soli zakladntho MS média | 4,33 g - -

(Sigma-Aldrich, M5524)

D-gluk6za bezvoda (p.a., | 16g - -

Lach-ner)

Myo-inositol (Sigma) 0,1g - -

ZnS04 x TH,0 (Lach-ner) 2 mg 10 mg.ml! 4°C)

Vitaminy pro CIM a SIM 1 ml zasobniho roztoku | viz tabulka 10 (=20 °C)

Pred ptidanim agaru, uprava pH roztoku na hodnotu v rozmezi 5,7-5,8

Agar (plant cell culture tested; | 6 g - -

Sigma-Aldrich)

Po sterilizaci v autoklavu bylo do média v laminarnim boxu pfidano:

1-naftyloctova kyselina | 5 mg 2,5 mg.ml! 4 °0C)

(NAA) (Sigma)

6-benzylaminopurin ~ (BAP) | 0,1 mg 1 mg.ml"! 4 °0C)

(Sigma)

Claforan (Taximed) 300 mg 100 mg.ml™! (=20 °C)

Kanamycin sulfat (Gibco) 50 mg 50 mg.ml! 4 °0)

Tabulka 10: Slozeni zasobniho roztoku vitaminti a aminokyselin pro CIM a SIM (shoot inducing medium)

Latka Mnozstvi latky na 50 ml zasobniho roztoku
Pyridoxin-HCI (Sigma) 25 mg

Glycin (Sigma) 100 mg

Thiamin-HCI (Sigma) 5mg

Kyselina nikotinova (Serva) 25 mg

3.3.3.2 Kultivace na pryt indukujicim médiu

Pro navozeni tvorby pryti jsem listy pfenesla z CIM na SIM (Shoot Inducing Medium).

Ptiprava SIM a kultivace probihala obdobné jako u CIM, médium se liSilo v zastoupeni

rustovych regulatorii a neobsahovalo ZnSO4 x 7H>0O (slozeni viz tabulka 11). V tydennim

intervalu jsem listy pfenaSela na Cerstvé SIM. Po mésici kultivace na SIM jsem prodlouzila

interval pfesazovani na dva tydny. Trans-zeatin-riboside v médiu jsem po 2 mésicich nahradila

Trans-zeatinem. V pribéhu kultivace jsem odebirala vznikajici regeneranty a ty dale

kultivovala (viz kap. 3.3.3.3). Kultivaci na SIM jsem ukon¢ila po tfech mésicich.
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Tabulka 11: Slozeni SIM s pfidanymi regulatory rustu a selekénimi antibiotiky

Latka Mnozstvi latky na 1 1 | Koncentrace zéasobniho | Skladovani zasobniho
média roztoku roztoku

Soli zékladntho MS média | 4,33 g - -

(Sigma-Aldrich, M5524)
D-gluk6za bezvoda (p.a., | 16g - -

Lach-ner)
Myo-inositol (Sigma) 0,lg — _
Vitaminy pro CIM a SIM 1 ml  zasobniho | viz tabulka 10 (=20 °C)

roztoku

Pied pfidanim agaru, uprava pH roztoku na hodnotu v rozmezi 5,7-5,8

Agar (plant cell culture | 6¢g - -
tested; Sigma-Aldrich)

Po sterilizaci v autoklavu bylo do média v laminarnim boxu ptidano:

1-naftyloctova kyselina | 0,02 mg 2,5 mg.ml! 4°0)
(NAA) (Sigma)

Kyselina giberelova (GA3) | 0,02 mg 0,1 mg.ml! 4°0)
(Sigma)

Trans-zeatin-riboside 2mg/1,25mg 1 mg.ml!/ lmg.ml’! (=20 °C)

(Gletham life sciences)
/Trans-zeatin

Claforan (Taximed) 300 mg 100 mg.ml! (=20 °C)
Kanamycin (Gibco) 50 mg 50 mg.ml! (4 °0O)

3.3.3.3 Kultivace regeneranti

Odbér regenerantil zacal u cv. Desirée ve 3. tydnu kultivace na SIM, u cv. Otava az v tydnu
patém. Regeneranty jsem za sterilnich podminek v laminarnim boxu odfizla Ziletkou z listu
a prenesla je do Erlenmeyerovy banky na MS médium (pfiprava viz kap. 3.2.1) obohacené
o selekéni antibiotika claforan (300 mg.I") a kanamycin (50 mg.l™"). Z kazdého regeneranta
jsem zalozila a namnoZila nezavislou transgenni linii a tu dale udrZovala in vitro na MS médiu
se selek¢énimi antibiotiky (kap. 3.2.1). Kultivace probihala za stejnych podminek jako kultivace

na SIM a CIM.

3.3.4 Opv¢éfeni pfitomnosti transgenu v rostlinném materialu

Obdobn¢ jako u Agrobacterium jsem 1 u regenerantli ovéfila pritomnost transgenu. Vychozim
materialem pro izolaci DNA byly listy regenerantd, které jsem odebrala za sterilnich podminek
v lamindrnim boxu do sterilnich mikrozkumavek typu Eppendorf a nasledné¢ zamrazila

v tekutém dusiku.

Odebrané listy jsem piimo v mikrozkumavkach rozmélnila homogeniza¢ni ty¢inkou. Nasledné
jsem piidala 400 pl extrakéniho pufru (200mM Tris-HCI (Tris hydrochlorid; Sigma) pH 7,5;
250mM NaCl (Lach-ner), 25mM EDTA (Sigma); 0,5% SDS (dodecylsulfat sodny, Sigma)).
Pro oddéleni hrubych necistot jsem vzorky centrifugovala (Centrifuge 5415 D, Eppendorf,

16 100 x g, 10 min). Do nové mikrozkumavky jsem odebrala 300 ul supernatantu, ke kterému
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jsem piidala 350 pul chloroformu. Obsah mikrozkumavek jsem nechala protfepat na vortexu po
dobu 5 min. Nasledné jsem vzorky centrifugovala (16 000 x g, 10 min). Poté jsem odebrala
zhruba 300 pl supernatantu do Cistych mikrozkumavek. Pro vysrazeni DNA jsem ptidala 300
ul izopropanolu a ulozila mikrozkumavky na led po dobu 20 min. Nésledné jsem vzorky znovu
centrifugovala (16 100 % g, 10 min). Z mikrozkumavek jsem odstranila tekutinu a DNA
v peletu jsem promyla 300 pl 75% ethanolem. Pro procisténi peletu jsem vzorky umistila znovu
do centrifugy (16 100 x g, 5 min). Poté jsem ethanol odstranila a nechala pelet vysusit. Pelet
jsem rozpustila v 50 pul 2mM Tris, pH 8,5. Koncentraci izolované DNA jsem zméfila na
NanoDropu 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) v programu ND 1000 a DNA
pouzila jako templat pro PCR reakeci, jako blank jsem pouzila 2mM Tris (pH 8,5).

Ovéfeni pfitomnosti transgenu v rostlinném materidlu jsem provedla identicky s ovéfenim
pozitivity agrobakteridlnich kolonii pomoci PCR (s primery navrzenymi do T-DNA oblasti)

a elektroforetickou separaci produkta (viz kapitola 3.3.1).

3.3.5 Odvozeni linii opakovanou regeneraci a jejich charakterizace

U vybranych linii jsem provedla opakovanou regeneraci, kterd probihala obdobné jako
regenerace prvni (popsand v kapitole 3.3). Natiznuté listy ptes stfedni zilku jsem kultivovala
tyden na CIM a potom 9 tydnli na SIM. Béhem kultivace na SIM jsem postupné odebirala
regeneranty a prendSela je na MS médium obohacené o selekéni antibiotika (slozZeni viz kap.

3.2.1).

3.3.6 Ov¢feni pfitomnosti a charakteru mutaci u odvozenych linii
3.3.6.1 Sekvenovdni
Pro zmapovani sekvence v knock-outovaném tuseku genu StSP6A4 jsem odpovidajici DNA

namnoZila pomoci PCR, produkt jsem izolovala z gelu a precistény izolat pouZila pro sekvenaci

(viz kap. 3.3.6.1.2).

3.3.6.1.1 Izolace DNA

Pro ziskani ¢istého vzorku DNA z odvozenych linii jsem pouzila izolaci DNA pomoci CTAB
(cetyltrimetylammonium bromid) pufru (slozeni: 100mM Tris-HCI (Tris hydrochlorid; pH 8),
1,4M NaCl, 20mM Na;EDTA (disodnd siill kyseliny etylendiamintetraoctové), 2% (w/v)
CTAB), ktery jsem pfipravila nasledovné: ve 20 ml destilované vody jsem oddélené za stalého
michani na magnetickych michackéach rozpustila 2 g CTAB (Sigma) a 0,744 g Na2EDTA
(Lach-ner), oba za souc¢asného zahtivani. Dale jsem rozpustila, jiz bez zahtivani, 1,211 g TRIS-

HCI (Sigma), pomoci HCI jsem upravila pH tohoto roztoku na hodnotu 8. Po smiseni roztoki
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jsem piidala 8,182 g chloridu sodného a nechala ho rozpustit. Doplnila jsem destilovanou vodou
do pozadovaného objemu 100 ml a upravila pH na 8. Vytvoteny pufr jsem sterilizovala

v autoklavu.

Listy (cca 100 mg) odebrané z rostlin jednotlivych linii jsem rozmélnila v mikrozkumavce
homogenizacni tyCinkou. Béhem homogenizovani jsem ptidala 0,005 g 1% (w/v) PVPP
(Polyvinylpoly-pyrrolidon, Sigma) a 500 ul CTAB pufru, do kterého jsem predem piidala 2 pl
0,4% merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich). Vzorky jsem promichala na vortexu (5 min), poté jsem
je nechala inkubovat v termoblocku (65 °C) po dobu 60 minut. Nasledn¢ jsem vzorky zchladila
na ledu a pridala k nim 900 pl smési chloroform : fenol (1:1, pH 8). Vzorky jsem znovu
vortexovala a pro oddéleni necistot centrifugovala (13 000 x g, 15 min). Supernatant jsem
pfenesla do nové mikrozkumavky a DNA vysrazela pfidanim 0,5 objemu 5M NaCl (Lach-
ner) a nasledné 1x objemu izopropanolu. Roztok jsem promichala a nechala pifes noc srazet pti
—20 °C. Nasledné¢ jsem vzorky centrifugovala (15 000 x g, 30 min). Odpipetovala jsem tekutinu
a pelet jsem dvakrat promyla 70% ethanolem a vzorky znovu centrifugovala (15 000 x g, 7
min). Pelet jsem nechala vyschnout pfi laboratorni teploté a poté ho rozpustila v 300 ul 2mM
TRIS pufru (pH 8,5). Koncentraci a Cistotu DNA jsem zméfila na NanoDropu (Thermo Fisher
Scientific), kdy jsem 2mM TRIS pufr (8,5) pouzila jako blank.

3.3.6.1.2 Pfiprava vzorkl na sekvenovani

Odpovidajici mnozstvi DNA jsem namnozila pomoci PCR (25ul reakce; slozky reakéni smési
a program PCR cycleru shodné, viz kap. 3.3.1) s primery (viz tabulka 12), které cili do prvniho
exonu, kde jsem ocekédvala mutaci/mutace (viz obrazek 5). Zaroven byly primery navrzeny tak,

aby nasedaly do vSech Ctyf alel.

Tabulka 12: Sekvence primerti pro sekvenovani

Nazev genu Primer Sekvence Délka produktu
SP6A Forward (fwd) primer TCCATTGATAGTTGGTCGTGTGA

(PGSC0003D

MG40002336 | Reverse (rev) primer AGTTGCGAAGATCGTCCCCT 170 bp
5)
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Start (0) Primer fwd sekvenovani
‘ [TCCATTGATAGTTGGTCGTGTGA)

5" ATGCCTAGAGTTGATCCATTGATAGTTGGTCOGTGTGATAGGTGATGTTTTAGATCCATTCACTAGGTCTGTTGATCTTAGAGTTGTTTATAATAATAAAGATGTGAACAA
1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 i 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1

I T T T T T T T T T T T
3" TACGGATCTCAACTAGGTAACTATCAACCAGCACACTATCCACTACAAAATCTAGGTAAGTGATCCAGACAACTAGAATCTCAACAAATATTATTATTTCTACACTTGTT

StyT

AvrIl
TGCATGTGTGTTGAAACCTTCACAAGTTGTTATGCAACCTAGGGTTCATATTGGAGGGGACGATCTTCGCAACTTTTACACTCTGGTAAATTATAAACTTACTTTTTCTC
s ! s ' f ' s ' s f . f N ! s f ; f f ' s !

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 220
ACBTACACACAACTTTGGAAGTGTTCAACAATACBTTGGATGCCAAGTATAACCTCCCCTGCTAGAAGCGTTGAAAATGTGAGACCATTTAATATTTGAATGAAAAAGAG

SP6A gRNA7

Primer rev sekvenovani

Obrazek 5: Cast sekvence genu SP64 s pouzitymi primery pro sekvenovani (cv. Otava, sekvence rodi¢ovského
genomu Hera, alela 1), oranZové oznacena ¢ast prvniho exonu, zluté specifickd gRNA pro SP64, vizualizovaného
v programu SnapGene viewer

Pro izolaci PCR produktu (170 bp) z gelu jsem pouzila KIT FavorPrep GEL/PCR Purification
Mini Kit (Favorgen Biotech Corp) a postupovala podle doporuceni vyrobce. Do
mikrozkumavek s vykrojenymi tiseky z gelu jsem ptidala 1000 ul FADF pufru a inkubovala je
v termoblocku pii 55 °C po dobu 10 min, v intervalu 2 min jsem je promichavala na vortexu.
Nésledné jsem nechala obsah zkumavek zchladit na pokojovou teplotu a poté ptenesla na FADF
kolonky vloZené do sbérnych zkumavek. Vzorky jsem centrifugovala (11 000 % g, I min), DNA
se zachyti na kolonce a filtrat se odstrani. Vzorky jsem nésledné promyla 750 pl promyvaciho
pufru a znovu centrifugovala (11 000 % g, 1 min; poté 18 000 % g, 3 min). Potom jsem FADF
kolonky umistila do €istych mikrozkumavek. Ke vzorku na kolonce jsem napipetovala 30 pl
DNase/RNase-free vody. Nasledné jsem vzorky centrifugovala (18 000 x g, 1 min), aby se

DNA pievedla z kolonky do mikrozkumavek. Koncentraci izolatu jsem zméfila na NanoDropu.

Vzorky pro sekvenovani jsem déle pfipravovala podle pokynt servisniho pracovisté Laboratote
sekvenace DNA (PiFUK, Biocev). Do 0,2ml tenkosténnych mikrozkumavek jsem podle
namétenych koncentraci DNA odebrala potfebné mnozstvi DNA do sekvenacnich reakei (u
PCR produktti 5 ng/100 bp), nasledné jsem ptidala 1 pl forward primeru (5 pM) (reverse primer
jsem nepouzila z toho diivodu, Ze naseda blizko mista, kam cili gRNA a chromatogram by pak
nebyl Citelny) (viz tabulka 12) a doplnila RNA vodou do vysledného objemu 8 pl. Takto

pfipravené vzorky jsem odeslala k dal$Simu zpracovani.

Chromatogram ziskany ze sekvenacni laboratofe jsem dale vyhodnocovala v programu

SnapGene viewer (dostupného na https://www.snapgene.com/). Porovnala jsem sekvence

odvozenych linii oproti WT vzorku. Frekvence a typ zmén byly dale vyhodnocovany v softwaru

TIDE (software dostupny na https:/tide.nki.nl/; Brinkman et al. 2014), ktery na zakladé

vhodného nastaveni mista zarovnani, dekompozice a rozsahu pozménéné sekvence

vyhodnocuje editace ve sledované sekvenci nukleotidii. Software porovnava testovanou
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sekvenci s kontrolnim vzorkem v oblasti, do které byla navrzena specifickd gRNA, a poskytuje
odhad zastoupeni mutovanych a nemutovanych sekvenci a odhad typu zamén (pocet vlozenych

¢i chybéjicich nukleotidit).

3.3.6.2 Screening delece u odvozenych linii pomoci restrikc¢niho Stépeni

Pro rychlou detekci 8 nukleotidové delece jsem pouzila restrikéni enzym HpyAV (New
England BioLabs), ktery $t€pi v misté vyznaceném na obrazku 6. Pro reakci byl pouzit PCR
produkt, pfipraveny identickym zptisobem jako pro sekvenovani (viz kap. 3.3.6.1.2). Slozeni
reak¢ni smési je shrnuto v tabulce 19. Pro samotné sté€peni jsem pouzila inkubaci v PCR cycleru
nastaveny na program, viz tabulka 20. Produkty $tépeni (50, 120) a neStépeny produkt (170 bp)
jsem detekovala pomoci elektroforetické separace v 3% agar6zovém gelu (postup v kapitole
3.3.1). Vysledek jsem zdokumentovala pomoci Carestream MI softwaru a Kodak Gel Logic

Imagine systému.

Tabulka 19: Slozeni reakéni smési pro restrikéni enzym

PCR produkt 7 ul
Enzym HpyAV 0,75 pl
rCutSmart Buffer 1 ul
DNase/RNase-free voda 1,25 ul

Tabulka 20: program PCR cycleru pro restrikéni §tépeni

37°C 4h
65°C 20 min
Start (0)

v
fwd for sequencing of gRNA7 sit{HpyAV (123) CCTTC(N) N
GG

TCCATTGATAGTTGOTCE] - ot ARG N

|
57 TCCATTGATAGTTGGTCG GTTGATCTTAGAGTTGTTTATAATAATAAAGATGTGAACAATGCATGTGTGTTGA
The 1-base overhangs produced by HpyAV may be hard to 1 N 1 N I N Il N Il s Il

ligate. T T T T T T T T T t T
3" AGGTAACTATCAACCAGC AACTAGAATCTCAACAAATATTATTATTTCTACACTTGTTACGTACACACAACT

Sticky ends from different HpyAV sites may not be compatible.
HpyAV End (170)

AACCTTCACAAGT TGTTATGCAACCTAGGGTTCATATTGGAGGGGACGATCTTCGCAACT 3
} t } t } t } t { 170
TTGBAAGTGTTCAACAATACGTTGGATCCCAAGTATAACCTCCCCTGCTAGAAGCGTTBA 5

A
[ Wl delece Snt ]
PAM

Cas9 cut

AGTGTTCAACAATACGTTGG TCCCCTGCTAGAAGCGTTGA]
gRNA 7 rev for sequencing of gRNA7 new

Obrazek 6: Sekvence PCR produktu (vizualizace pomoci SnapGene viewer) o délce 170 part bazi s vyznacenym
mistem Stépeni restrikéniho enzymu HpyAV. Rozeznavand sekvence (Sedd oblast) a misto Stépeni (Cerveng)
v useku sledované 8 nukleotidové delece. Enzym byl vybran tak, aby rozpoznaval/stépil misto, kde o¢ekavame 8
nukleotidovou deleci (v sekvenci gRNA v 1. exonu SP64 genu)
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3.3.7 Expresni analyzy
U cv. Desirée jsem ovétila expresi Cas9 pomoci detekce transkripti ve vzrostnych vrcholech
vybranych linii po prvni regeneraci. V listech linii vybranych po druhé regeneraci jsem

stanovila hladinu transkriptu SP64.

3.3.7.1 Izolace RNA

Jako material pro izolaci RNA jsem pouzila apikalni segmenty rostlin vybranych linii , které
vykazovaly mutaci v cilovém tseku. Segmenty o hmotnosti 100 mg jsem odebirala za sterilnich
podminek z mésic starych rostlin a okamzité zamrazila v tekutém dusiku, aby nedoslo
k degradaci RNA a skladovala pii =70 °C. Izolaci RNA jsem provadéla v rukavicich, aby
nedoslo ke kontaminaci vzorku. Do pfedem vymrazené tfeci misky jsem v digestofi nalila
tekuty dusik a ptidala vzorek, ktery jsem v misce rozmélnila pomoci tlouc¢ku. Poté jsem ptidala
TRI REAGANT (1 ml/100 mg vzorku; Sigma Aldrich) a pokracovala v homogenizaci, dokud
se homogenat nerozmrazil. Nasledn¢ jsem ho pienesla do Cist¢é mikrozkumavky. Obsah
mikrozkumavky jsem ihned protfepala na vortexu po dobu 5 min. Pro oddé€leni hrubych necistot
jsem vzorky centrifugovala (13 523 % g, 10 min, 4 °C; Centrifuge 5424 R, Eppendorf).
Supernatant jsem pienesla do ¢isté mikrozkumavky a ptidala jsem 350 pl chloroformu. Vzorek
jsem kratce protfepala na vortexu a nechala stat v pokojové teploté po dobu 3 min. Pro rozd¢leni
fazi jsem vzorky centrifugovala (17 115 x g, 20 min, 4 °C). Horni vodnou fazi obsahujici RNA
jsem pienesla do ¢isté mikrozkumavky a uloZila ji na led. Pro srdzeni RNA jsem pfidala
vymraZeny isopropanol v poméru 1:1, vzorek lehce vortexovala a nechala sraZet na ledu. Po 20
min jsem vzorek centrifugovala (12 000 x g, 20 min, 4 °C), néasledné odstranila isopropanol
a promyla pelet 2x 700 ul 75% ethanolu a stocila (17115 x g, 10 min, 4 °C). Opatrné jsem
odstranila ethanol a nechala pelet v oteviené mikrozkumavce vyschnout. RNA pelet jsem
rozpustila a promichala v 40 ul DNase/RNase-free vody. Cistotu a koncentraci RNA jsem
zmg¢fila na NanoDropu (Thermo Fisher Scientific). Vzorky jsem do dalSiho pouziti uskladnila

pfi teploté —70 °C.

3.3.7.2 Ovéreni integrity RNA

Integritu izolované RNA jsem ovéfila pomoci denaturacni elektroforézy. Ptipravila jsem si
1,5% agardzovy gel; agarozu (Serva) jsem rozpustila v 1x TAE pufru zahfivanim v mikrovinné
troub¢ a nechala ji vychladnout na cca 70 °C. Gel jsem nalila do vanicky a do gelu jsem pro
vytvofeny jamek umistila hiebinek. Utuhnuty gel jsem zalila 1x TAE pufrem. Do ¢istych
mikrozkumavek jsem pfipravila vzorky o objemu 18 pl (sloZeni viz tabulka 13). Vzorky jsem

denaturovala v termoblocku pfi teploté 65 °C po dobu 10 min. Nésledné& je nechala zchladit na
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ledu (10 min). Poté jsem napipetovala vzorky do jamek v gelu. Elektroforéza probihala pfi
napéti 5 V.cm™ po dobu 35 min. Gel jsem zdokumentovala (obrazek 7) pomoci softwaru

Carestream M1.

Tabulka 13: Slozeni vzorku pro elektroforézu

Latka Mnozstvi latky

RNA Objem odpovidajici 5 ug

Formamid Minimalné 50 % vysledného objemu
Ethidium bromid (5 mg.ml™") | 1 ul

6% Loading Dye 3ul

Obrazek 7: Elektroforetogram dokumentujici integritu RNA v izolovanych vzorcich; 18, 19 — izolat RNA
z testovanych linii 18 a 19, 28S — velka ribozomalni podjednotka, 18S — mala ribozomalni podjednotka.

3.3.7.3 DNazovani a syntéza cDNA reverzni transkripci

Pred syntézou cDNA (complementary DNA) bylo nutné vzorky DNéazovat pomoci TURBO
DNA-free KIT (Thermo Fischer Scientific). Ptipravila jsem 50 pl reakéni smési (sloZeni viz
tabulka 14), praci jsem provadéla na ledu. Smés jsem kratce promichala na vortexu a inkubovala
v PCR cycleru (Eppendorf 5331, MasterCycler Gradient Thermal Cycler) pii 37 °C po dobu 30

min.

Tabulka 14: SloZeni vzorku k DN4azovani

Latka Objem

RNA vzorek 0 objemu 20 pg

TURBO DNase 1 pl

10x TURBO DNase Buffer Sul

DNase/RNase-free voda Doplnéna do kone¢ného objemu 50 ul

Nasledné jsem pro procisténi vzorku RNA pfidala ke kazdému vzorku 0,1% objemu DNA
Inactivation Reagent (Thermo Fischer Scientific). Obsah zkumavek jsem nechala pii pokojové

teploté¢ 5 min a chvilemi promichévala. Poté jsem smés centrifugaci (10 000 % g, 5 min, 4 °C)
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rozdélila a supernatant pienesla do Cist¢ mikrozkumavky. Krok centrifugace jsem zopakovala

a supernatant znovu pienesla do nové mikrozkumavky.

Takto procistény vzorek RNA jsem pouzila jako templat pro reverzni transkripci o objemu 40
ul. Nejprve jsem ke vzorku RNA (8 pg) pridala oligo dT (dle tabulky 15). Vzorek jsem kratce
stocila ve vychlazené centrifuze a denaturovala v termoblocku pti 70 °C po dobu 10 min. Poté
jsem je zchladila na ledu (10 min) a pfidala k nim 15,5 pl premixu (slozeni viz tabulka 15)
a nakonec 1 inhibitor RNaz a reverzni transkriptazu (viz tabulka 15). K testovacim vzorkim
(RT, reverzni transkriptdza) jsem vytvofila i negativni kontrolu (RT—). Mikrozkumavky jsem
umistila do PCR cycleru, kde prob¢hla syntéza cDNA metodou reverzni transkripce (program,

viz tabulka 16). Nasledn¢ jsem vzorky uchovavala pti —20 °C.

Tabulka 15 slozeni vzorku a premixu pro cDNA syntézu

Slozeni vzorku

Latka Objem
RNA (8 ng) 20 ul
Oligo dT (Generi Biotech) (1pl.ml™) 1,5 ul

SloZeni premixu

Latka Vzorek (RT) kontrola reverzni transkripce (RT—)
RNA-free voda 3,5u 6,5 ul
S5x reak¢ni pufr | 8ul 8 ul

(Thermo Scientific)

dNTP (10nM; Sigma) 4 ul 4 ul

RiboLock RNase | 1 pl -
inhibitor (40 U.pl';
Thermo Scientific)

RevertAid-H — Reverse | 2 ] -
Transcriptase (200
Ul Thermo
Scientific)

Tabulka 16: program PCR cycleru pro reverzni transkripci

25°C HOLD
25°C 10 min
37°C 5 min

42 °C 75 min
70 °C 10 min
4°C HOLD
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3.3.7.4 Oveéreni exprese Cas9

Pro detekci Cas9 transkriptu jsem provedla PCR, kde jsem cDNA vzorky pouzila jako templat.
Slozeni reakéni smési jsem piipravila podobné jako v kap. 3.3.1. Ovétovani jsem provedla
u linii, které vykazovaly alespon dil¢i zménu cilového iseku DNA. Primery pro detekci Cas9
mRNA, jsem ziskala z Laboratofe bunécné biologie a biotechnologie rostlin KEBR (viz tabulka

17). Program PCR cycleru jsem nastavila podle tabulky 18.

Tabulka 17: Sekvence primert pro detekci transkriptu Cas9

Nazev Primer Sekvence Délka
genu produktu

AtCas9 Forward (fwd) primer | GAGTCTATCCTCCCTAAGAG

Reverse(rev) primer AAGTAGTGCTTGTGCTGCTC 476 bp

Tabulka 18: Program PCR cycleru pro detekci transkriptu Cas9

Hold 4 °C (105 °C vi¢ko)

Uvodni denaturace 8 min 95 °C

Denaturace 15s 95 °C

Nasedani primert 30s 54 °C Cyklus opakujici se 28x

Extenze 45s 72 °C

Zavérecna extense 5 min 72 °C

Hold 10 °C (105 °C vicko)

Pro elektroforetickou separaci jsem, vzhledem k délce produktu (476 bp), pouzila 1,2%

agardzovy gel. Piipravu, postup prace a zdokumentovani gelu jsem jiZ popsala v kapitole 3.3.1.

3.3.7.5 Stanoveni hladin transkriptu SP6A4
Stanoveni hladin transkriptu SP64 jsem provedla metodou kvantitativni PCR (qPCR), kde jsem
cDNA vzorky pouzila jako templat.

3.3.7.5.1 Kvantitativni PCR v redlném case (QPCR)

Metoda vychazi z klasické PCR, ale umoziiuje navic kontinudln¢ sledovat mnozstvi DNA
v kazdém cyklu. Mnozstvi DNA je detekovano pomoci substratu (SYBR Green 1), ktery
emituje fluorescenci po navazani na DNA. Pro tyto ucely je vyuzivan specialni cycler, ktery

v kazdém cyklu méii hladinu fluorescence, na zakladé ¢ehoz je pak mozné kvantifikovat DNA.

Pro vyhodnoceni qPCR je zdsadnim parametrem tzv. Ct hodnota (Threshold Cycle), kteréd

reflektuje cyklus, pii kterém doSlo k navySeni fluorescence nad prah pozadi. Pomoci Cr
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hodnoty a koncentrace vstupni cDNA je mozné vytvofit standartni kiivku. Dle sklonu kiivky
lze urcit ucinnost amplifikace (PCR efficiency) dan¢ho amplikonu. K vytvoteni standardni
kiivky jsem pfipravila fedici fady cDNA kontrolniho vzorku (viz tabulka 19). Relativni
kvantifikace cilového transkriptu je zalozena na poctu kopii cilového transkriptu vztazenych na
pocet kopii vybrané¢ho referen¢niho transkriptu. Pro tento pokus jsem jako referencni transkript
vyuzila jeden z tzv. house-keeping gentl, jehoz exprese by méla byt u vSech testovanych vzorka
stejna. Pouzila jsem transkript UBI (polyubiquitin), ktery se v jinych pracich v nasi laboratofi

osveédcil (Stupecka DP, 2018; Zounkova DP, 2019; Dybova DP, 2022).

Tabulka 19: Redici fady cDNA pro gPCR

5 Znaceni relativni koncentrace ve
Redéni cDNA
vyhodnocovacim programu
S5x 10 ul cDNA do 40 pl DNase/RNase-free vody SE3
50x 10 ul 5% ¢cDNA do 90 pl DNase/RNase-free vody SE2
500x% 10 ul 50x ¢cDNA do 90 ul DNase/RNase-free vody SEl
5000x 10 pl 500x cDNA do 90 pl DNase/RNase-free vody | SEO

Kazdy ze vzorkl pro qPCR jsem pfipravila jako triplikat (technické opakovani). K ptiprave
jsem pouzila kit Light Cycler 480 SYBR Green I Master mix (Roche). Do reakéni smési pro
qPCR jsem ptidala smes primerd, cDNA a DNase/RNase-free vody (sloZzeni smési viz tabulka
20). Kromé primerti pro referencni gen jsem pouzila jesté dalsi typy primerd, a to pro detekci
celkového hladiny transkriptu SP64; druha sada primert byla navrzena tak, aby cilila do

plvodni sekvence mista, kde se u mutantnich linii vyskytuje 8 nukleotidova delece.

Tabulka 20: Slozeni reakéni smési pro qPCR

Latka Mnozstvi latky v 1 reakéni smési [pl]
Light Cycler 480 SYBR Green I Master (2x

koncentrovany) (Roche) i
DNase/RNase-free voda 1

Smés primert forward (2,5uM) + reverse (2,5uM)

(tabulka 21) g

cDNA 2
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Tabulka 21: Piehled primeri (v orientaci 5'—3") pouzitych pro qPCR stanoveni hladin celkového transkriptu SP64
a transkriptu bez 8nt delece.

Cislo genu Primer Sekvence primerti 5'- 3° Délka
produktu

Primery Forward (fwd) primer | CAACTTTTACACATCTGATTATGGTG 115 bp

celkova SP6A4

mRNA Reverse(rev) primer | GCTTGTATTTGTAGTTGCTGGGA

(PGSC0003DMG

400023365)

Primery Fwd primer CATGTGTGTTGAAACCTTCACAA 182 bp

SP6A mRNA bez

delece 8  nt | Rev primer GCTTGTATTTGTAGTTGCTGGGA

(PGSC0003DMG

400023365)

Primery Fwd primer CTTCAAATTTCTCTTTCAAGATGCAG 148 bp

UBI

(PGSCO003DMG | Rev primer AGCCTTTGCTGATCCGGGG

400038720)

Abych snizila riziko kontaminace vzorki, probihala ptiprava reakci v laminarnim PCR boxu
a pro pipetovani jsem pouzila Spicky s filtry. Pti préci s kitem Light Cycler 480 SYBR Green I
Master mix jsem davala pozor, aby nebyl vystaven svétlu déle nez po dobu nezbytné nutnou,
protoze je na svétle labilni. Pro eliminovani chyb pfi pipetovani jsem vytvofila premix, nejdiive
z Light Cycler 480 Green I Master mixu a DNase/RNase-free vody. Ten jsem pouZila pro
vytvoreni tii dil¢ich premixil, do kterych jsem ptidala odpovidajici smés primera (pro UBI,
cilovy transkript SP6A a pro SP6A transkript bez 8 nukleotidové delece). Tyto premixy jsem
po 28 ul napipetovala do 0,5ml zkumavek, jejichz pocet odpovidal poctu triplikatt. Dale jsem
do kazdé zkumavky ptidala 7 ul odpovidajici cDNA. Po 10 ul jsem napipetovala jednotlivé
vzorky do desti¢ky Light Cycler 480 Multiwell Plate 384 (Roche), nasledné jsem desti¢ku
zalepila folii (Light Cycler 480 Sealing Foil Roche), aby nedoslo k odpaieni vzorki béhem
qPCR. Desticku jsem pienaSela v polystyrenové krabici, abych zabranila vystaveni svétlu. Pred
vlozenim do cycleru byla desticka centrifugovéana (2 min, 538 x g, Eppendorf Centrifuge 5430).
Nasledné jsem ji umistila do termocycleru LightCycler 480 Systém (Roche) na program, viz

tabulka 22.

Tabulka 22: Program cycleru pro qPCR

Pocatecni extenze 5 min 95 °C
Denaturace 10s 95 °C
Nasedani primerti 15s 58 °C Cyklus opakujici se 45x
Extense 10s 72 °C
Kitivka tani 10s 97 °C
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1 min 65 °C
kontinualni 97 °C

Chlazeni 1 min 40 °C

K vyhodnoceni jsem pouzila program LightCycler 480 Software, Version 1.5. U jednotlivych
amplikonl jsem stanovila kiivky tani (Melt Curve Genotyping), které vypovidaji o specifité
produktu. Vzorky s nespecifickymi produkty (napt. diméry primerti) jsem vytadila z analyzy.
Vypoctené mnozstvi kopii celkového SP64 transkriptu i SP6A4 transkriptu bez 8nt delece jsem
vztahla na mnozstvi kopii referencniho genu, zde UBI. Pro stanoveni miry exprese SP64 byla
hodnota relativni kvantifikace porovnavana u mutantnich linii s WT rostlinou. Pro snazsi

interpretaci jsem primérnou hodnotu pro kontrolu (WT) stanovila rovnu 1.

Délku produkti qPCR jsem ovéfila pomoci elektroforetické separace. Vzhledem
k ptedpokladané délce produktu jsem vytvofila 3% agardzovy gel v 1x TAE pufru (postup
podobny viz kap. 3.3.1) Po utuhnuti gelu jsem nandsela vysledné produkty qPCR (triplikaty pro
dany vzorek jsem piedem spojila) s pfidanymi 2 pl barvicky 6x LD. Elektroforetickd separace

probihala pfi napéti 5 V/em. Gel jsem zdokumentovala obdobné jako v kap. 3.3.1.

3.4 Tuberizaéni experimenty in vitro

Pro porovnani tuberigenniho potencialu jsem provedla tuberiza¢ni experiment in vitro. Do 50ml
Erlenmayerovych ban¢k jsem nalila po 20 ml MS média s 0,2 mg.I"! benzylaminopurinu (BAP)
a s rozdilnym podilem sacharézy (6 %, 8 % a 9 % - w/v; postup ptipravy MS média viz kap.
3.2.1). Do kazdé banky jsem vloZila tfi nodalni segmenty, které jsem vyfizla ze stfedni Casti
rostlin starych 4 tydny. Segmenty jsem kultivovala in vitro ve tmé, pii teploté 21 °C. Pro
orienta¢ni porovnani tuberigenniho potencialu u pouzitych kultivart cv. Otava a Desirée (WT)
jsem otestovala rychlost zakladani hlizek na médiu s 6 % a 8 % sachardzy. Pocet nové
vzniklych hlizek jsem zaznamenavala v tydennim intervalu po dobu 5 tydnti. Pro porovnani
tuberigenniniho potencialu mezi WT a odvozenymi mutantnimi liniemi jsem nejdiive provedla
experiment s 9 % sachardzy, v dalSim experimentu jsem snizila koncentraci sachardzy na 8 %.
Pocet noveé vzniklych hlizek jsem zaznamenala po prvnim tydnu kultivace a experiment
kompletné vyhodnotila po dvou tydnech. Parametry, které jsem hodnotila, byly frekvence

a ptisedlost hlizek, délka stolonu a ¢erstva hmotnost hlizek.
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3.5 Zpracovani dat
K odhadu procentualniho zastoupeni needitované sekvence a zameén ve vzorku mutantnich linii

jsem pouzila software TIDE (https://tide.nki.nl/, Brinkman et al., 2014). Pro zpracovani dat

jsem pouzila programy Microsoft Office 365. Pro grafické znazornéni vysledkli expresnich
analyz a tuberizacnich experimentl in vitro jsem pouzila software MS Excel. Pro statistické
vyhodnoceni jsem pouzila program NCSS 9 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA). Pro
porovnani vysledki z tuberiza¢niho pokusu, kde jsem mutantni linie porovnavala s WT Desirée
(kontrolou), jsem pouzila analyzu rozptylu ANOVA, One-Way Analysis of Varience, Kruskal-
Wallis Multiple-Comparision Z-value Test. Statisticky vyznamné rozdily jsem v grafech

oznacila takto: ns (nesignifikantni, o > 0,1), (*) (0 <0,1), * (o < 0,05), ** (0. <0,01).
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4 Experimentalni ¢ast

Vysledky diplomové prace se odviji od cilii, které jsem si vytycila. Charakterizace mutantnich
linii vychéazi z podminky odvozeni mutantnich linii. S ohledem na ¢asovou naro¢nost tohoto
kroku tvofi nakonec odvozeni linii stézejni ¢ast mé experimentalni prace. V pribéhu studia
jsem se pokusila vytvofit SP64 knock-out mutantni linie u Solanum tuberosum cv. Desirée
a Otava pomoci CRISPR-Cas9 mutageneze. Jelikoz jsem pro odvozeni jiz méla pfipravenou
transgenni linii Agrobacterium tumefaciens s konstruktem pro knock-out StSP64 (viz kapitola
3.3), zahgjila jsem préci rovnou transformaci rostlinného materialu cestou de novo regenerace

z pletiv listd u rostlin péstovanych in vitro.

4.1 Priprava Agrobacterium tumefaciens

Pted pouzitim jsem u Agrobacterium ovéfila ptitomnost useku T-DNA obsahujici gRNA,
kterou ohranicuji primery (viz kap. 3.3.1, tabulka 7) u tfech vybranych nezavislych kolonii,
z nichz vSechny byly pozitivni (obrazek 8). Ze suspenzi odvozenych z téchto kolonii jsem
vybrala pro transformaci rostlin tu, kterda méla optickou denzitu nejblize hodnoté 1,5 (viz

tabulka 23).

Tabulka 23: Opticka denzita pro jednotlivé suspenze Agrobakterium v YEB médiu se selekénimi antibiotiky,
zelené podbarvené hodnoty vybranych kolonii pro transformaci.

Kolonie Opticka denzita pro transformaci cv. Desirée Opticka denzita pro transformaci cv. Otava
1 1,694 1,167

1,771 0,536
3 0,998 0,297

Obrazek 8. Elektroforetogram genotypovanych kolonii agrobakteria urCenych pro transformaci cv. Desirée , M —
marker 100 bp; —, N — negativni kontrola bez templatu, 1,2,3 — PCR produkt kolonii 1,2,3; ofekavana velikost
produktu 423 bp.
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4.2  Odvozeni transgennich linii bramboru kultivarii Desirée a Otava

Pro odvozeni transgennich linii jsem zvolila cestu regenerace de novo z listi rostlin
péstovanych in vitro, ktera se b&zn€ pouziva pro stabilni transformaci rostlin bramboru.
Rychlost regenerace de novo se mezi vybranymi kultivary liSila. Prvni kalus v oblasti feznych
ran se u kultivaru Desirée objevil uz po prvnim tydnu kultivace na SIM, zatimco u kultivaru
Otava jsem kalus pozorovala az ve tfetim tydnu péstovani na SIM (obrazek 9). I prvni
regeneranty jsem u cv. Desirée odebirala dfive (3. tyden na SIM) neZ u Otavy (5. tyden na SIM).
Kritériem pro odbér regenerantii byla minimalni délka prytu, ktera presahovala 4 mm. Celkové
jsem u cv. Desirée ziskala 32 regenerantti. U cv. Otava jsem z celkovych 28 regenerantti vSak
5 regenerantll ztratila kviili kontaminacim. Z mych pozorovani lze uzavfit, ze Otava regeneruje

pomaleji neZ nejpouzivanéjsi kultivar Desirée.

cv. Desirée cv. Otava

Obrazek 9: Fotodokumentace jednotlivych fazi odvozovani transgennich linii béhem prvni regenerace u kultivaru
Desirée (A—C) a Otava (D-F); kalus oznaceny Cervenou Sipkou, A) ko-kultivace listd cv. Desirée s bakterialni
suspenzi; B) list cv. Desirée po 1. tydnu na SIM; C) regeneranti na listu cv. Desirée po 3. tydnu na SIM; D) ko-
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kultivace listl cv. Otava s bakterialni suspenzi; E) listy cv. Otava po 1. tydnu kultivace na SIM, bez kalusu; F) list
se vznikajicim kalusem cv. Otava po 3. tydnu na SIM

4.3 Ptitomnost a charakter mutaci u linii odvozenych po prvni regeneraci

U vSech ziskanych odvozenych linii jsem pfed namnozenim ovéfila pfitomnost transgenu.
U cv. Desirée jsem detekovala 14 pozitivnich linii (tj. u 43,8 %), u cv. Otavy 13 linii
(4. 56,5 %) (viz tabulka 24). U vSech pozitivnich linii jsem za pouziti sekvenace porovnavala
usek DNA v oblasti mista stépeni Cas9 (v prvnim exonu StSP6A4) s WT sekvenci. Vysledky
sekvenovani u vétSiny testovanych linii nevykazovaly zadné zmény (jako napi. u linie 22,
obrazek 10 a tabulka 24), avSak u tfi odvozenych linii cv. Desirée (linie 16, 18, 19) a jedné linie
cv. Otavy (linie 6) jsem pozorovala dil¢i zménu v sekvenci, a to vzdy deleci 8 nukleotid
(v okoli mista §té€peni) (obrazek 10 a 11). V programu TIDE jsem si pak ovéfila pritomnost této
delece u vSech cCtyt linii. Nicméné odhad procenta zastoupeni nemutovanych sekvenci ve
vzorku byl relativné vysoky (viz tabulka 24, obrazek 12 a 13). Pokud by velké zastoupeni
nemutovanych sekvenci bylo zapfi¢inéno tim, ze linie jsou genetické mozaiky, redukci
chimérismu Ize docilit opakovanou regeneraci de novo. Frekvence mutaci u linie odvozené z cv.
Otava se zdala byt nejvyssi, a tedy i pravdépodobnost ziskani kompletné knock-outované linie
z opakované regenerace. Delece 8 nukleotidli byla detekovana jen u jedné linie, u ostatnich se
jednalo o jiné druhy zdmén, nej€astéji Snt a 10nt delece, resp. inzerce, nicméné z ¢asovych

davodi jsem jiz v dalsi praci mohla pokracovat jen s cv. Desirée.
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Tabulka 24: Prehled odvozenych linii u cv. Desirée a Otava, detekce pfitomnosti transgenu, editace v misté Stépeni,
procento nemutovanych sekvenci ve vzorku, + znaci pozitivni vysledek, — znaci negativni vysledek pro dany
parametr, tuéné vyznacené nadéjné linie vhodné pro opakovanou regeneraci. U cv. Otava je ¢ervené oznaena
a preskrtnuta linie, ktera zkontaminovala. Regeneranti cv. Otava, které jsem ztratila vlivem kontaminace dfive,
nez jsem mohla ovéfit pfitomnost transgenu, nebyli v tabulce zahrnuti.

cv. Desirée cv. Otava
Cislo | Pritomnost Il:(ra(;rfl‘i?()t\?an}'ICh Pfitomnpst 8 Cislo | Pfitomnost Eé?rfﬁ?ot\(:an}'mh Pfitomnpst 8
linie | transgenu sekvenci  ve nukleotidové linie | transgenu sekvenci  ve nukleotidové
vzorku [%] delece vzorku [%] delece

1 — — — 1 — — —
2 + 94,6 — 2 — — —
3 — — — 3 — — —
4 — — — 4 — — —
5 + 94,7 — 5 — — —
6 — — — 6 + 53 +
7 + 93,8 — 7 + 70,9 —
8 — — — 8 + 68,7 —
9 + 100 — 9 + 68,8 —
10 — — — 10 + 67,5 —
11 — — — H =+ 671 —
12 — — — 12 — — —
13 + 94,8 — 13 — — —
14 + 94,4 — 14 — — —
15 — — — 15 — — —
16 + 85,6 + 16 — — —
17 — — — 17 + 69,8 —
18 + 81,8 + 18 + 70,4 —
19 + 82,1 + 19 + 68,7 —
20 + 93,6 — 20 + 68,3 —
21 — — — 21 + 69,6 —
22 + 94,4 — 22 — — -
23 — — — 23 + 70,5 —
24 — — — 24 + 69,1 —
25 + 94,7 —

26 — — —

27 — — —

28 + 94,4 —

29 — — —

30 — — —

31 + 90,5 —

32 — — —
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TAG G

Linie16

"l

Obrazek 10: Sekvenacni chromatogramy, cv. Desirée po prvni regeneraci, vyse¢ ze sekvenovaného tiseku 170 bp
prvniho exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modie vyznacena oblast gRNA SP64,
fialovymi teckami oznacené misto PAM, cCervené Carkované misto stiihu, wild type Desirée (Des), linie 22
nevykazujici zménu v sekvenci, linie 16, 18 a 19, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci, oznacena

zlutym rameckem.
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ACCTTCACAAGTTGTTATGCAACC|ITAG G
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ACCTITCAICAAGTTGTTAT GCAACC|[TAG 6
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| Linie 7
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Obrazek 11: Sekvenaéni chromatogramy, cv. Desirée po prvni regeneraci, vyse¢ ze sekvenovaného tseku 170 bp
prvniho exonu genu StSP64, vizualizované v programu SnapGene viewer; modie vyznacend oblast gRNA SP64,
fialovymi teckami oznacené misto PAM, cervené carkované misto stiihu, wild type Otava (Ot), linie 7
nevykazujici zménu v sekvenci, linie 6, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci, oznacena zlutym
rdmeckem.
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Obrazek 12: Odhad zastoupeni sekvenci bez zamény (rizova), s inzerci 1-10 nukleotidd (1-10) a deleci 1-10
nukleotidd (—1—10) v jednotlivych liniich (éernd), kultivar Desirée po prvni regeneraci, do programu vlozena
vyse¢ sekvenovaného useku 170 bp prvniho exonu genu StSP64, vizualizovano pomoci softwaru TIDE. WT
Desirée (Des), linie 22 nevykazujici deleci v sekvenci, linie 16, 18, 19, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla 8
nukleotidovou deleci.
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Obrazek 13: Odhad zastoupeni sekvenci bez zamény (rtizova), s inzerci 1-10 nukleotidd (1-10) a deleci 1-10
nukleotidi (—1-—10) v jednotlivych liniich (¢erna), kultivar Otava po prvni regeneraci, do programu vlozena vysec¢
sekvenovaného tiseku 170 bp prvniho exonu genu StSP64, vizualizovano pomoci softwaru TIDE. WT Otava (Ot),
linie 7 nevykazujici deleci v sekvenci, linie 6, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci.
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4.4 Detekce ptitomnosti transkriptu Cas9 v nadéjnych liniich

Pro vybér vhodného materidlu pro opakovanou regeneraci jsem stanovila expresi Cas9 ve
vzrostnych vrcholech (2 rostliny/linie) nadéjnych linii. Pokud v pletivech stidle dochazi
k expresi Cas9, po regeneraci de novo je Sance na editaci dalSich alel. VSechny testované linie
vykazovaly expresi Cas9 (obrazek 14), z toho Ize usuzovat, ze by druha regenerace (ptip. dalsi

subkultivace) odvozenych linii mohla zvysit frekvenci mutaci.

M 16/R4 16/R3 18/R1 19/R3 -

M 18/R2 19/R2 RT-

Obrazek 14: Elektroforetogram PCR produktti Cas9 cDNA v nadéjnych liniich, které mély ¢ast DNA ve vzorku
editovanou. M — marker, 16/R3,4 (linie 16, R3, 4 biologické replikaty z rostlin 3 a 4), 18/R1,2(linie 18, R1,2
biologické replikaty rostlin 1 a 2), 19/R2,3 (linie 19, R2,3 biologické replikaty z rostlin 2 a 3), — prazdna jamka,
RT- — kontrolni vzorek cDNA bez reverzni transkriptdzy, N — negativni kontrolni vzorek, ocekavana délka
produktu 476 bp.

4.5 Odvozeni linii opakovanou regeneraci a jejich charakterizace

Vychozim materialem pro opakovanou regeneraci byly tfi vybrané linie z prvni regenerace (16,
18, 19). Druhad regenerace probihala obdobné jako prvni, bylo vSak zifejmé, Ze kalus
i regeneranti se tvoii ochotnéji a listy etiolovaly pozdéji (obrazek 15), nez jsem sledovala béhem
prvni regenerace, coZ ukazuje na vysoké zastoupeni transgennich bun€k nesoucich
kanamycinovou rezistenci v pletivech listu. Kultivace na SIM trvala 7 tydnd, pfi¢emz prvni
regeneranti byli odebrani jiz ve 3. tydnu na SIM. Pocet odebranych regenerantti byl vétsi nez

v prvni regeneraci (uvedeno v ptehledové tabulce 25).
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Obrazek 15: Porovnani prvni a druhé regenerace de novo na listech cv. Desirée po 3. tydnu kultivace na SIM; A)
prvni regenerace, B) druha regenerace z linie 19/R3 (linie 19, R3 biologicky replikat z rostliny 3).

U 57 nahodné vybranych linii z druhé regenerace jsem provedla rychly screening pifitomnosti
8 nukleotidové delece (viz tabulka 25, obrazek 16), nejpravdépodobnéjsi zmény v cilovém
useku DNA, pomoci restrikéniho St€peni enzymem HpyAV, ktery rozpoznava sekvenci, ktera
pii 8 nukleotidové deleci v sekvenci chybi (viz kap. 3.3.6.2). Zatimco u WT doslo k Gplnému
Stépeni cilového tiseku DNA, tj. byly viditelné pouze dva Stépné produkty o délce 50 a 120 bp,
u regenerantil, obsahujicich predpokladanou deleci, byl detekovatelny nerozstépeny amplikon
o 170 bp, ale zarovenn jsem u vSech objevila i §t€pné produkty o shodné velikosti jako
u Stépené¢ho vzorku WT (viz tabulka 25, obrazek 16). Nékteré vzorky (23 linii) vykazovaly
silngjs$i signal u prouzku 170 bp, tyto linie jsem nechala osekvenovat, s cilem vyhodnotit, zda
v sekvenci sledovaného DNA useku doslo ke zméndm v zastoupeni mutované sekvence
(obrazek 17-22, tabulka 25). Vysledky potvrdily zavér z restrikéniho $tépeni, a sice, ze se
z druhé regenerace nepodafilo ziskat kompletni knock-out linii. V sekvenacénich
chromatogramech je delece 8 nukleotidii dobfe detekovatelnd, stejné tak i navySeni poméru
jednotlivych vrcholl, které odpovidaji sekvenci s deleci, oproti WT sekvenci ve srovnani
s vysledky po prvni regeneraci (obrazek 10—13 a obrazek 17-22), nicméné soucasné je jasne
vidét i WT sekvence. Problematické je porovnani vysledkii sekvenace s vyhodnocenim pomoci
softwaru TIDE, protoze odhady typii mutaci se sekvenacnimi chromatogramy ani s vysledky

Sté€peni restrikénim enzymem pfili§ nekoreluji.
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Tabulka 25: Prehled linii cv. Desirée odvozenych po druhé regeneraci a zékladni charakterizace genotypu
(screening osminukleotiodvé delece pomoci restrikéniho §tépeni a zastoupeni nemutovanych sekvenci ve vzorku),
+ znaci pozitivni vysledek, — znaci negativni vysledek, X znaci, Ze se vzorek dale netestoval. Nazev sublinie (napf.
19/R2/8) vyjadiuje prvnim ¢islem ptivodni linii, ze které je linie odvozena (16/18/19), dale oznaceni rostliny, ze
které byly odebrany listy na opakovanou regeneraci de novo (R1-5), a poté ¢islo odvozené linie (1-26).

Ly Zastoupeni
Celkovy pocet ,
Linie sublinii po druhé Sublinie Restrikéni §tépeni nemutovanjch
. sekvenci ve vzorku
regeneraci (%]
16/R1/7 + 63,4
16/R2/7 + 57,6
16/R3/8 — X
16/R3/9 - X
16/R3/11 — X
16/R3/12 + 75,9
16/R3/15 + 73,6
16 80 16/R3/16 - X
16/R3/18 — X
16/R3/19 + 69,2
16/R4/11 + 82,7
16/R4/12 + 68,6
16/R4/13 - X
16/R4/14 + X
16/R4/26 + X
18/R1/7 + X
18/R2/1 + X
18/R2/8 — X
18/R2/9 + 71
18/R2/10 — X
18/R2/22 + 69,4
18/R2/23 + 78
18/R3/1 — X
18/R3/4 + 41
18 70 18/R3/6 + 79.9
18/R3/7 — X
18/R3/11 + X
18/R4/1 - X
18/R4/4 — X
18/R5/5 + necitelna sekvence
18/R5/6 — X
18/R5/7 + 75,9
18/R5/8 — X
19/R1/1 + 78,5
19/R1/2 + 76
19/R1/3 + X
19/R1/4 + 76,2
19/R1/5 + X
19/R1/9 + 73
19 >4 19/R1/10 — X
19/R2/1 + X
19/R2/5 + X
19/R2/8 + 80,1
19/R2/9 + X
19/R2/12 + 76,2
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19/R2/13 + X
19/R2/15 + 78,8
19/R2/17 + X
19/R2/18 + X
19/R2/19 + X
19/R2/20 + X
19/R2/21 + 783
19/R3/1 + X
19/R3/2 + 56,4
19/R3/3 _ X
19/R3/4 _ X
19/R3/6 + X

-
-
-
-
-
-
-
=

S ENSTRES. “INS. FRENS, FANS SRS SINS SRS TN SIS STRNSURNS SENSENS TENS
M WT 19/R2/18 19/R2/5 19/R2/8 16/R4/11 19/R1/2 19/R2/12 18/R2/23

Obrazek 16: Elektroforetogram porovnavajici produkty bez a s restrikénim $tépeni enzymem HpyAV u cv. Desirée
po druhé regeneraci. Zleva M — marker, WT, a odvozené linie 19/R2/18, 19/R2/5, 19/R2/8, 16/R4/11, 19/R1/2,
19/R2/12, 18/R2/23; vzdy v potadi tépeny (S) a nestépeny (NS) replikat. Stépny produkt o velikosti 50 bp je na
gelu obtizné identifikovatelny. Nestépené vzorky obsahovaly pouze PCR produkt a objem do 10 pl jsem doplnila
DNase/RNA-free vodou.
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ACCTTCACAAG TTGT TATGCAACCITAG G

WT Des

o A A AR

ACC T TCACAAGTTGT  TAT GCAACCITAG G

Linie16

f
A |

ACCTTCAICAAGTTGTTAT GCAACC|TAGG

1 Linie16/R3/19

ACC. T, TCMCAA GTTGT TAT GCAACC|TAG G
I Linie16/R3/12

Obrazek 17: Sekvenaéni chromatogramy, cv. Desirée po prvni regeneraci, vyse¢ ze sekvenovaného tseku 170 bp
prvniho exonu genu StSP64, vizualizované v programu SnapGene viewer; modie vyznacend oblast gRNA SP64,
fialovymi teCkami oznacené misto PAM, Cervené Carkované misto stiihu, wild type Desirée (Des), linie 16 z prvni
regenerace a od ni odvozené linie druhou regeneraci: linie 16/R3/19, linie 16/R3/12, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla
8 nukleotidovou deleci, oznacena zlutym rameckem.
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ACCTTCACAAG TTGTTATGCAACCTAG G

. A

CAAGTTGTTATGCAACC|ITAG G

Linie 18

Linie 18/R2/22

CAICAAGTTGTTATGCAACC|ITAGG

1
| Linie 18/R3/4
|
|

! iak

Obrazek 18: Sekvenaéni chromatogramy, cv. Desirée po prvni regeneraci, vyse¢ ze sekvenovaného tseku 170 bp
prvniho exonu genu StSP64, vizualizované v programu SnapGene viewer; modie vyznacend oblast gRNA SP64,
fialovymi teCkami oznacené misto PAM, Cervené Carkované misto stiihu, wild type Desirée (Des), linie 18 z prvni
regenerace a od ni odvozené linie druhou regeneraci: linie 18/R2/22, linie 18/R3/4, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla
8 nukleotidovou deleci, oznacena zlutym rameckem.
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TA AG

Linie 19/R1/2

TAG G

Linie 19/R2/8

Obrazek 19: Sekvenacéni chromatogramy, cv. Desirée po prvni regeneraci, vyse¢ ze sekvenovaného useku 170 bp
prvniho exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modie vyznacena oblast gRNA SP64,
fialovymi teckami oznacené misto PAM, cervené ¢arkované misto stfihu, wild type Desirée (Des), linie 19 z prvni
regenerace a od ni odvozené linie druhou regeneraci: linie 19/R1/1, 19/R2/8, kde ¢ast DNA ve vzorku nesla 8
nukleotidovou deleci, oznacena zlutym rameckem.
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Obrazek 20: Odhad zastoupeni sekvenci bez zamény (rtizova), s inzerci 1-10 nukleotidi (1-10) a deleci 1-10
nukleotidd (—1——10) v jednotlivych liniich (¢ernd), kultivar Desirée po prvni a druhé regeneraci, do programu
vlozena vyse¢ sekvenovaného tiseku 170 bp prvniho exonu genu StSP64, vizualizovano pomoci softwaru TIDE.
WT Desirée (Des) linie 16, z prvni regenerace a od ni odvozené linie druhou regeneraci: linie 16/R3/12, 16/R3/19,
kde c¢ast DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci
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Obrazek 21: Odhad zastoupeni sekvenci bez zamény (ruzova), s inzerci 1-10 nukleotidd (1-10) a deleci 1-10
nukleotidd (—1——10) v jednotlivych liniich (¢ernd), kultivar Desirée po prvni a druhé regeneraci, do programu
vlozena vyse¢ sekvenovaného tiseku 170 bp prvniho exonu genu StSP64, vizualizovano pomoci softwaru TIDE.
WT Desirée (Des) linie 18, z prvni regenerace a od ni odvozené linie druhou regeneraci: linie 18/R2/22, 18/R3/4,
kde c¢ast DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci
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Obrazek 22: Odhad zastoupeni sekvenci bez zamény (rtizova), s inzerci 1-10 nukleotidd (1-10) a deleci 1-10
nukleotidd (—1——10) v jednotlivych liniich (Cernd), kultivar Desirée po prvni a druhé regeneraci, do programu
vlozena vyse¢ sekvenovaného tiseku 170 bp prvniho exonu genu StSP64, vizualizovano pomoci softwaru TIDE.
WT Desirée (Des) linie 19, z prvni regenerace a od ni odvozené linie druhou regeneraci: linie 19/R1/1, 19/R2/8,

kde ¢ast DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci
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4.6 Porovnani hladin transkriptu kontrolni a mutantni alely SP64 ve vybranych liniich
U mutantnich linii, ziskanych po druhé regeneraci a nesoucich ¢aste¢né editovany gen pro SP6A4
(resp. editované nékteré alely genu/editace pfitomna jen v nékterych bunkéch), jsem se
rozhodla ovétit, zda hladiny nemutovaného SP6A transkriptu (resp. transkriptu bez 8
nukleotidové delece) budou nizsi oproti kontrole. U WT Desirée a nekterych linii jsem provedla
screening pomoci qPCR, abych porovnala celkovou hladinu SP64 mRNA ve vzorku
a zastoupeni transkriptu pro kontrolni alelu (bez 8nt delece) v celkové hladiné SP64 mRNA.
Hladina transkriptu SP6A4 byla stanovena jako relativni, vztazena na mnozstvi kopii
referenéniho transkriptu UBI. Délku vyslednych produkti qPCR jsem ovétila pomoci
elektroforetické separace (viz kap. 3.3.7.5.1, obrazek 23). Transkript se sadou primeri o délce
115 bp, detekujici pfitomnost vSech alel, byl dobfe zjistitelny (obrazek 23/A). Taktéz v ptipadé
detekce transkriptu pro kontrolni alelu (bez 8nt delece) byl produkt (182 bp) dobie
vizualizovan. Kromé néj je slab¢ vidét i produkt, ktery odpovida velikosti produktu prvni reakce
(obrazek 23/B), mohlo by se jednat o kontaminaci, avsak z ¢asovych divodi jsem jiz nestihla

reakci zopakovat s novou sadou chemikalii.
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Obrazek 23: Ovéfeni délky produkti qPCR pomoci elektroforetické separace, marker GeneRuler 50 bp DNA
Ladder (Thermo Scientific), vzorky na gelu zleva v poradi: WT Desirée, 18/R2/22, 18/R3/4, 18/R2/23, 19/R1/4,
19/R1/2; vysledny produkt qPCR s primery pro detekci A) celkové SP64 mRNA, délka produktu 115 bp , B) SP64
mRNA s 8nt deleci, délka produktu 182 bp

Vysledky screeningu ukazuji na mozné snizeni celkovych hladin SP6A4 u v§ech mutantnich linii
oproti kontrole (graf 1). Napadné sniZeni hladin transkriptu jsem pozorovala zejména u linie
19/R1/2, ktera vykazovala 10 % hladiny WT, mén¢ vyrazné snizeni jsem zaznamenala u linie
19/R1/4, kter4 odpovidala poloviéni hladin€ WT. Zbytek sledovanych linii vykazoval pokles
zhruba na dv¢ tietiny hladiny u WT. Pokles zastoupeni kontrolni mRNA SP6A4 (bez 8nt delece)
v celkové SP64 mRNA nebyl tak vyrazny u jednotlivych mutantnich linii jako u hladiny
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celkové mRNA SP6A. Naptiklad hodnota hladiny kontrolni mRNA se u linie 18/R2/22 od WT
témet neliSila, zatimco hladiny kontrolniho transkriptu u ostatnich mutantnich linii poklesly
maximalné na dv¢ tretiny hladiny u WT. Expresni analyzy byly ale provedeny jen u jednoho
biologického replikatu a pro potvrzeni sledovanych zmén by bylo potieba experiment provést

s veétsSim poctem opakovani.
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Graf 1: Relativnich hladina SP64 transkriptu (A) a pomér SP64 mRNA (bez 8nt delece) ku celkové SP64 mRNA
(B) v listech rostlin péstovanych v podminkach in vitro, WT a mutantnich linii 18/R2/22, 18/R3/4, 19/R1/4,
19/R1/2 po druhé regeneraci, normalizovano na mnozstvi kopii referen¢niho transkriptu UBI, relativni hladina
SP64AWT =1

4.7 Tuberizacni experimenty in vitro

Provedla jsem né€kolik tuberiza¢nich experimentii in vitro. Nejprve jsem porovnala tuberigenni
potencial S. tuberosum cv. Otava a Desirée. Jiz po tydnu kultivace jsem pozorovala vznik hlizek
u kultivaru Otava na tuberizaénim meédiu s 8 % sachardzy, cv. Desirée vytvofil hlizky na
shodném médiu aZ ve druhém tydnu (graf 2/B). Na tuberiza¢nim médiu se 6 % sachardzy jsem
prvni hlizky zaznamenala ve druhém tydnu u cv. Otava, zatimco u cv. Desirée jsem hlizky
pozorovala az po 3 tydnech kultivace (graf 2/A). Na médiu se 6 % sachardzy jsem u cv. Otava
pozorovala vytvoieni hliz na vSech segmentech uz ve tfetim tydnu kultivace, zatimco na médiu
s 8 % jsem tuberizaci vSech segmentli tohoto kultivaru sledovala az v tydnu patém (fotografie
viz obrazek 24). U cv. Desirée nebylo dosazeno tuberizace u vSech segmentl ani po 5 tydnech
na zadném z kultiva¢nich médii. Na médiu s 6 % sachar6zy tuberizovalo zhruba 25 % segment,
na médiu s 8 % sachardzy zhruba 60 % segmenti. Vysledky potvrzuji, Ze cv. Otava — na rozdil

od Desirée — patii mezi ranéjsi odridy.
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Graf 2: Zastoupeni tuberizujicich segmentt po 1.-5.tydnu kultivace v podminkéch in vitro, S. tuberosum cv. Otava
a Desirée; A) tuberiza¢ni médium s 6 % sachardzy n = 27-30; B) tuberizacni médium s 8 % sachardzy; n = 27-30

cv. Otava cv. Desirée
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Obrazek 24: Fotografickd dokumentace mikrohlizek u kultivari Otava a Desirée po 5 tydnech kultivace in vitro
na tuberiza¢nim médiu s 6 % a 8 % sacharozy.

Také jsem provedla dva orienta¢ni pokusy, kdy jsem porovnala tuberiza¢ni potencial WT
Desirée s ndhodné vybranymi osekvenovanymi mutantnimi liniemi po druhé regeneraci. Timto
experimentem jsem chtéla ovéfit predpoklad, Zze snizeni hladiny SP6A vede k potlaceni
tuberizace. Prekvapivé jsem vSak pozorovala vysledky opacné. V prvnim tydnu kultivace jsem
u tuberiza¢niho pokusu I pozorovala, zZe dv€ ze Ctyf testovanych linii vykazuji vys$si zastoupeni
tuberizujicich segmentt oproti WT, podobné¢ tomu bylo v prvnim tydnu u pokusu II, ve kterém
jsem pouZila jiné linie, z nichZ u tfi linii segmenty tuberizovaly ochotnéji (graf 3). Ve druhém
tydnu se pocet tuberizujicich segmentii zvysil u vSech pozorovanych linii i u WT. V prvnim

pokusu vykazovaly linie stdle vys$i zastoupeni tuberizujicich segmentti, ackoliv ve druhém
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pokusu jiz rozdily oproti WT nebyly tak vyrazné (graf 3). DalSim parametrem, ktery jsem

sledovala, byla ptitomnost ptisedlych a nepfisedlych hliz na segmentech.

Byly provedeny dva experimenty s riiznymi liniemi: v pokusu I krom¢ jedné linie (18/R2/23)
vykazovaly segmenty tvorbu pouze pfisedlych hliz, zatimco ve druhém pokusu se pouze
prisedlé hlizy vyskytovaly na segmentech dvou linii (19/R1/2; 18/R3/6), WT a dalsi linie tvotily
na svych segmentech 1 hlizy nepfisedlé. Podil ptisedlych hliz nekoreluje s ovlivnénim hladiny
transkriptu SP6A4 (graf 4). DalSim hodnocenym parametrem byla cerstvd hmotnost hlizek,
pficemz nékteré linie vykazovaly statisticky vyznamné navyseni (19/R1/2; 19/R2/8; 18/R2/22;
18/R3/6) a nékteré trend pro navyseni hmotnosti hliz. (graf 5).
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Graf 3: Zastoupeni tuberizujicich segmentt po 1. a 2. tydnu kultivace v podminkach in vitro u S. tubesorum cv.
Desirée WT a mutantnich linii odvozenych pfi opakované regeneraci; A) Tuberiza¢ni pokus I s liniemi 19/R1/1,
19/R1/4, 18/R2/23, 18/R3/4 na tuberizacnim médiu s 9 % sachardzy, B) Tuberizacni pokus II s liniemi 19/R1/2,
19/R2/8, 18/R2/22, 18/R3/6 na tuberizaénim médiu s 8 % sachardzy, n = 6-9
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Graf 4: Zastoupeni pfisedlych a nepfisedlych hliz po 2. tydnu kultivace in vitro u segmentl S. tubesorum cv.
Desirée WT a linii odvozenych z opakované regenerace; A) Tuberizacni pokus I s liniemi 19/R1/1, 19/R1/4,

18/R2/22, 18/R3/4 kultivované na MS médiu s 9 % sachardzy; B) Tuberiza¢ni pokus II s liniemi 19/R1/2, 19/R2/8,
18/R2/22, 18/R3/6 kultivované na MS médiu s 8 % sachardzy, n = 6-9
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Graf 5: Cerstva hmotnost hlizek po 2. tydnu kultivace pti 21 °C, ve tmé, u segmentt S. tubesorum cv. Desirée WT
a linii odvozenych z opakované regenerace; A) linie 19/R1/1, 19/R1/4, 18/R2/22, 18/R3/4 kultivované na
tuberizaénim médiu s 9 % sachar6zy, n = 3-8; B) linie 19/R1/2, 19/R2/8, 18/R2/22, 18/R3/6 kultivované na
tuberizaénim médiu s 8 % sachardzy, n = 3-5; Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami dle
hladiny vyznamnosti: ** o < 0,01; * a < 0,05; (*) o < 0,1; ns — statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.

Ve druhém tydnu jsem u segmenti obou experiment zméfila délku stolond, primérné délky
jsem zaznamenala v tabulce 26. Ve druhém pokusu po dvoutydenni kultivaci primérna délka
stolonu u WT segmentii byla spi§ krat$i nez u mutantnich linii. Kvili nedostatecnému poctu

segmentu tvorici stolony ale nebylo mozné tento parametr statisticky vyhodnotit.

Tabulka 26: Primérna délka stolontl u netuberizujicich segmentt po 2. tydnu kultivace, u segmentt S. tubesorum
cv. Desirée WT a odvozené linie z opakované regenerace; A) linie 19/R1/1, 19/R1/4, 18/R2/22, 18/R3/4
kultivované na MS médiu s 9 % sacharézy, n = 1-4; B) linie 19/R1/2, 19/R2/8, 18/R2/22, 18/R3/6 kultivované na
MS médiu s 8 % sachar6zy, n =2—6.

A primérna délka stolonu | smérodatna B primérna délka | smérodatna
[mm] odchylka stolonu [mm] odchylka
WT Des |3,75 +2,87 WT Des |12 +2,82
19/R1/1 |8.,25 +12,72 19/R1/2 | 34,75 +16,19
19/R1/4 8,25 +6,39 19/R2/8 24,5 +17,74
18/R2/23 |2,5 +0,70 18/R2/22 | 47,67 + 10,69
18/R3/4 |4 - 18/R3/6 25 +19

Porovnani vysledkl sekvenacnich dat, hladin transkriptu SP6A4 a tuberiza¢nich pokusu in vitro
pro jednotlivé linie je obtizné interpretovat, protoze reaguji v kazdém parametru ponékud
odli$n¢ a nevykazuji jasné trendy. U vSech testovanych linii se potvrdil pokles celkového SP64
transkriptu oproti WT, nékde vyznamné¢, ¢asto bylo zastoupeni SP64 mRNA (bez 8nt delece)

v celkové SP64 mRNA srovnatelné nebo mirné nizsi. Linie, kterd vynikala nad ostatnimi, je

linie 18/R3/4; dle softwaru TIDE ma rtizné zdmeény, které snizuji zastoupeni nemutované
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sekvence v cilovém tuseku SP6A. Byl u ni pozorovan i nejvyssi pokles hladiny transkriptu
kontrolni alely SP6A4. To se vSak neodrazilo v tuberizaci. Hlizy, které byly ptisedlé, se zakladaly
rychleji. Velky rozpor vykazovala i linie 19/R1/2. Ze sekvenacnich dat 1ze vyc¢ist dominantni
zastoupeni 8nt delece, méla také vyznamny pokles hladiny celkové SP64 mRNA, avSak
k poklesu tuberiza¢niho potencialu nedosSlo. Za nadé&jnou linii bych oznacila 18/2/22, ta
v tuberiza¢nich experimentech vykazovala méné pfisedlych hliz, které¢ se zakladaji zhruba
stejné rychle jako u WT. Naopak oproti WT u ni byla sledovana statisticky vyznamné¢ navySena
cerstva hmotnost hlizek. V porovnani hladin celkového transkriptu SP64 byl u ni sledovan
pokles na tietinu hodnoty WT. Avsak pii detekci hladin SP6A4 transkriptu bez 8nt delece byl
pomér srovnatelny s kontrolou. U této linie by bylo vhodné pokusy zopakovat s dostatecnym
poctem opakovani. Kromé této linie se nadéjnou zda byt jesté linie 19/2/8, ktera v tuberiza¢nim
experimentu in vitro vykazovala méné ptisedlych hliz, které se zakladaly pomaleji nez WT.

Bohuzel u této linie jsem neprovedla expresni analyzy, které by bylo vhodné doplnit.
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5 Diskuze

V této praci predkladdm myslenku, ze kompletni knock-out SP64 by mohl vést k analyze
diisledk kompletniho knock-outu SP64 genu. Chtéla jsem pfispét vytvorenim transgenni linie
s pokud mozno kompletné vyfazenym genem pro tento protein, a to pomoci CRISPR/Cas9
mutageneze. Prace navazuje na témata studovana v nasi laboratofi, ktera se dlouhodob¢ zabyva
tuberigenni signalizaci a vyuziva jak spontdnné tuberizujicich linii kulturnich brambor, tak
i linii se snizenou hladinou vybranych tuberigennich signalti pomoci RNAi. Diplomova prace
tésné navazuje na doktorsky projekt mé konzultantky, ktera se vénuje mj. odvozeni
a charakterizaci BELS5 knock-out linii. Vysledky mé prace by tak mohly byt vhodné pro
porovnani efektu SP64 a BEL5 knock-outu na tuberizaci bramboru a umoznily by lepsi

interpretaci dil¢ich dat.

Pro studie zabyvajici se molekularni podstatou tuberizace je klicovy vybér genotypu bramboru.
Vétsina publikaci je zaloZena na studiu poddruhu bramboru andigena. Vysledky téchto studii
vSak nemuseji odpovidat projeviim u kulturnich brambor, a to kvili odlisnému genetickému
pozadi ¢i odliSnostem v tuberigenni signalizaci, napi. zménam v signalizaci prostfednictvim
CDF1, SP6A nebo BELI11 (Kloosterman et al., 2013; Morris et al., 2014; Zounkova, osobni
sdéleni); z hlediska vyuziti pro zemédélskou produkci tak maji jen omezenou platnost. Proto

jsem se rozhodla pouzit jako modelovy organismus kulturni brambor.

Pro svoji praci jsem zvolila kultivar Desirée, protoZe je nejdéle a nejCastéji vyuZivanym
kultivarem pfi mutagenezi, dobfe se transformuje a méa vysoky regeneracni potencial (napf.
Park et al., 2023). Kultivar Desirée ma tu nevyhodu, Ze ackoliv jeho genom je jiz osekvenovany,
dostupna jsou pouze hruba data (Sequence Read Archive) (Sevestre et al., 2020), ktera
neumoznuji jednoznacnou interpretaci a nejsou dobie vyuzitelnd pro nalezeni vhodnych
sekvenci pro cilenou mutagenezi vSech ctyi alel. Béhem transformace cv. Desirée jsem
v literatufe objevila informace o nové osekvenovaném kultivaru Otava s publikovanou
kompletni sekvenci vSech &tyt alel (Sun et al., 2022). Tento kultivar vyslechtény v Ceské
republice mé dostupna i transkriptomické data, coz usnadiiuje vyhledavani cilovych sekvenci
v z4jmovém genu, a proto jsem se rozhodla pfibrat do experimentu i tento material. Efektivita
transformace a regenerace se vSak mize podstatné liSit 1 u riznych kultivart, proto jsem nadale

pracovala s obéma genotypy.

SP6A je protein, ktery je povaZzovan za zéasadni slozku tuberigenni signalizace u brambor

(Navarro et al. 2011). Dosud vSak nebyla publikovédna data, ktera by urcila, jak moc je SP6A
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v procesu tuberizace nepostradatelny. Jak jiz bylo zminéno v literd&rnim ptehledu, existuje
n¢kolik studii, ve kterych byla sledovana zména exprese genu SP64, a to bud pomoci
overexprese ¢i down-regulace. Pro umlCovani genti v bramboru byly diky své ptesnosti,
ucinnosti a pouzitelnosti v polyploidnich organismech vyuzivané Casto technologie RNA

interference (Navarro et al., 2011; Plantenga et al., 2019b).

RNA interference reguluje genovou expresi na post-transkripéni trovni, a to pomoci specificky
navrzenych malych RNA odpovidajicich jejich cilovym sekvencim. Tento pfistup nenavozuje
kompletni knock-out genu a povaha knock-downu je pifechodné a reverzibilni, coz je mozné
vyuzit pro porovnani fenotypu u jedinci s utiSenou a znovu obnovenou expresi urcitého genu.
Avsak malé snizeni hladiny transkripéniho regulatoru nemusi znamenat vyraznéj$i zménu
fenotypu, a tedy jasnou odpovéd’ na otazky ohledné funkce daného proteinu. RNAi zahrnuje
vy$si riziko zasaZzeni necilovych sekvenci, coZz miize vést i k nezddoucimu modifikovanému

fenotypu, ktery souvisi s uml¢enim jiného genu (ptehledné napt. v Sharma et al., 2022).

Metoda CRISPR/Cas9 je ve srovnani s RNA interferenci novou technikou, diky které dochéazi
oproti RNAi1 ke zménam na urovni DNA (Sharma et al., 2022). Vyhodou CRISPR/Cas9
mutageneze je presné zacileni genli s mens$im rizikem zasazeni necilovych sekvenci. Pti
vytvoreni konstruktu pro knock-out je snaha navrhovat vice nez jednu specifickou gRNA, aby
se zvysila Sance na dosaZeni kompletniho knock-outu, zaroven je tfeba zajistit, aby nedochazelo
k zasaZeni necilovych sekvenci (Pfibylova a Fischer, 2024). Ac¢koli jsme plivodné uvazovaly
nad dvéma gRNA, stejn¢ jako bylo navrzeno pro knock-out StBELS genu v soubézné praci mé
konzultantky, pro StSP6A byla navrzena a pouZita jen jedna specificka gRNA. Existuje n¢kolik
softwart, které dokézi odhadnout a navrhnout rtizné gRNA s odhadem efektivniho zacileni do

pozadovaného sekvence (on/off-score). V pfipadé SP6A jsme pouzily software

http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/, ktery je béZné pouZivany pro navrhovani gRNA. Zvolily
jsme gRNA, ktera cili do prvniho exonu a vykazuje nejvhodnéj$i parametry pro zasazeni
cilového mista s nejmensim rizikem zasaZeni jinych oblasti. JelikoZ kodujici sekvence StSP64
je velmi kratkd (522 bp) a obsahuje fadu konzervovanych domén vykazujicich vysokou
sekven¢ni podobnost s jinymi geny z F'T rodiny, bylo obtizné najit specifickou gRNA. Vybrana
gRNA nadto musi cilit do vSech Ctyt alel genu SP64, jak u cv. Desirée, tak cv. Otava, coz jsem

ovéftila pomoci sekvenovani.

Cas9 ptisobi jako sekvencné specificka nukleaza, kterd vytvaii dvoutetézcovy zlom v sekvenci
DNA nedaleko mista PAM (protospacer adiacent motif). Zlom miZze byt opraven né€kolika
zpusoby, homologicky fizenou opravou (HR), nehomolognim spojenim konct (NHEJ), pii
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kter¢ muze dojit k deleci nékolika malo nukleotidii ¢i inzerci. DalSi moznosti opravy je
polymerazou zprostfedkované spojeni koncti (TMEJ) a oprava skrze SSA (Single-strand
annealing). Mechanismy opravy zlomu jsou zfejmé zavislé na fazi bunééného cyklu (prehledné
napt. v Piibylova a Fischer, 2024). V mém piipad¢ lze jen hadat, ke které z oprav v misté
Stépeni doslo, vzhledem ke sledované kratké deleci by se mohlo jednat o NHEJ. Stejné tak
mohlo ale dojit k HR, kdy se dvouvlaknovy zlom opravil na sekvenci piivodni, zménu bych

v tomto piipadé€ nedetekovala.

Ackoli kompletni knock-out umoziiuje 1épe studovat funkci daného genu (ma silnéjsi projev),
existuje i moznost, ze vyfazeni n¢kterych esencialnich genli mize mit letalni ucinek, tedy pak
vyuziti CRISPR/Cas9 metody pro studium role daného proteinu neni vhodné (napt. Zhang et
al., 2019).

Tato metoda mutageneze je oblibenou technikou u vybranych rostlinnych modeld (zejména
Arabidopsis thaliana), kde se Casto jedna o diploidni druhy s kratkym zivotnim cyklem
a pohlavnim rozmnozovanim, u kterych je mozné mutagenezi zaméfit i pfimo na gamety a lehce
selektovat homozygoty v nasledujicich generacich (Arya et al., 2020). Kulturni brambor skryva
oproti bézn¢ dobie transformovatelnym druhtim ftadu prekdzek. Standardné se mnozi
vegetativné a nékteré kultivary se obtizné¢ mnozi generativné (Watanabe et al., 2015) nebo
dokonce ani nevytvareji fertilni semena (Bethke a Jansky, 2021). Proto se standardné
k transformacim vyuZzivaji diferencovana vegetativni pletiva rostlin kultivovanych in vitro,
napt. listy, internodia, stonky ¢i mikrohlizky (Vinterhalter et al., 2008). Dalsi ztézujici
piekazkou pro ziskdni kompletniho knock-out mutanta u kulturniho bramboru je tetraploidni
genom, jelikoZ diverzita alel v lokusu zvySuje heterozygotnost a miiZze vést k epistatickym a
multialelickym interakcim (Manrique-Carpintero et al., 2018). Pro kompletni knock-out je
nutné zacilit komponenty CRISPR/Cas mutageneze do vSech Ctyt alel (coz je jednodussi u
kultivarG s osekvenovanym a anotovanym genomem). Moznou alternativou je pouziti
bramboru s niz$i ploidii ¢i uméle generované dihaploidy; mohly by tak byt ptekonany nékteré
obtize pfi editaci genli, avSak je zde stdle riziko nizké vypovidajici hodnoty pro kulturni
brambor. Vlastni odvozeni knock-outu u bramboru je tedy vyzvou samo o sobé, a proto je velka

cast této diplomové prace vénovana pravé odvozeni takovych linii.

Navzdory problémim souvisejicim s tetraploidnim genomem bramboru méa i u tohoto

rostlinného materialu vyuziti CRISPR/Cas9 velky potencidl, jak doklada fada recentnich praci

z posledni dekady (Andersson ef al., 2017; Helle et al., 2018; Gonzalez ef al., 2020; Zheng et

al., 2021; Kieu et al., 2021; Hegde et al., 2021; Gonzélez et al., 2021; Tang et al., 2022;
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piehledné napt. Chincinska et al., 2023). V dobé&, kdy jsem jiz pracovala na experimentalni ¢asti
této prace, byla dokonce publikovand studie, kde autofi vytvofili SP64 knock-out linie
u ptibuzného diploidniho bramboru Solanum phureja pomoci CRISPR/Cas9 mutagezene (Lei

et al., 2023).

Jelikoz produkce brambor v soucasné dobé¢ celi biotickym a abiotickym stresim, stejné tak
problémim se skladovanim a naslednym zpracovénim, je tendence zlepSovat vlastnosti
bramboru, a tak prekonavat tato uskali. Napt. Kieu et al. (2021) vytvofili pomoci CRISPR/Cas9
mutageneze ne¢kolik mutantnich linii cv. Desirée a King Edward s knock-outem nékolika S-
genu (Suspectibility genes). Ztrata funkce S-genu zplsobuje zvySenou odolnost viici plisni.
Andersson et al. (2017) u cv. Kuras vyradili knock-outem enzym odpovédny za tvorbu
amylozy, ¢cimz doslo ke zmén¢ vlastnosti Skrobu (zavisi na poméru amylozy a amylopektinu),

ktery miize byt ddle primyslové zpracovan bez nadro¢ného chemického ¢i fyzikalniho oSetfeni.

Komponenty metody CRISPR/Cas9 mohou byt do rostlinné buiiky vneseny nékolika cestami,
coz miize ovliviiovat u¢innost editace (Gonzalez et al., 2021). Castou metodou je mutageneze
vyuzivajici protoplasty (Andersson et al., 2017; Andersson et al., 2018; Gonzélez et al., 2020).
Brambor je jednim z mala druhti, u kterého byly vyvinuty postupy regenerace in vitro z jednoho
protoplastu do plné organizované rostliny (Andersson et al., 2017; Gonzalez et al., 2020). Pti
pouziti protoplastl lze mutageneze docilit docasnou expresi konstruktli obsahujicich
komponenty CRISPR/Cas9 nebo piimou aplikaci nukleoproteinovych komplexti Cas9/gRNA
(RNP) do protoplastu (Andersson et al., 2017; Andersson et al., 2018; Gonzalez et al., 2020).
Vyhodou vyuziti protoplastl je moznost ziskat rostliny bez transgenu. Kromé toho je zde nizsi
nebezpeci vytvoreni editace v necilové sekvenci (Liang ef al., 2017). AvSak i tato cesta skryva
n¢kolik problémi. Kromé toho, ze celkové prace s touto technikou transformace a odvozeni
transgennich rostliny z protoplastové kultury je ¢asov€ narocné, byla také pozorovana vysoka
somaklondlni variabilita u regenerantli, ktera miize zahrnovat zmény zastoupeni nukleotidd,
chromozomalni delece, aneuploidie nebo epigenetické zmény (ptehledné v Tuncel a Qi, 2022).
Celkove je editace genll v protoplastech a ndsledna regenerace rostliny stale velkou technickou
vyzvou, kterd neni plné¢ dofeSena. Nadto je tfeba mit optimalizované protokoly pro kazdy

konkrétni druh 1 kultivar, coz dal komplikuje vyuziti této techniky (Rather et al., 2022).

Mezi nejvyuzivangj$i zplsoby transformace zatim stdle patii cesta pies Agrobacterium
tumefaciens (Kieu et al., 2021; Hegde et al., 2021; Gonzalez et al., 2021), a proto jsem si ji
zvolila pro odvozeni SP6A4 knock-out mutantl u kulturniho bramboru. Oproti transformaci
protoplastl je transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens dobie zavedenou technikou,
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ktera mize poskytnout vysokou ucinnost transformace. Ve srovnani s pouzitim transientnich
transformaci skrze Agrobacterium se pfi stabilni integraci transgenu do rostlinného genomu
zvySuje Sance na editaci vSech alel (Banfalvi ef al., 2020). Na rozdil od protoplasti je zde nizsi
nachylnost k somaklonalni variabilité a také rostliny odvozené po transformaci prostiednictvim
agrobakteria vykazovaly daleko méné neoCekdvanych zmén v genomu nez rostliny
regenerované¢ z protoplastd (Fossi et al, 2019). Vyuziti stabilni transformace pomoci
Agrobacterium pro CRISPR/Cas9 techniku mé fadu vyhod, ale mize mit i nezddouci ucinky.
Napiiklad integraci komponentli CRISPR/Cas9 vznikaji transgenni rostliny a je zde vétsi riziko
k ndhodnému zaclenéni transgenniho konstruktu do necilovych sekvenci nebo muze dojit
k umlceni transgenu. Pro odliSeni specifickych a nespecifickych mutagennich zasahd jsem
porovnavala vzdy desitky nezavisle odvozenych linii, coz snizuje riziko chybné interpretace

pozorovanych fenotypovych odchylek.

Utinnost transformace a Uspé$nad regenerace rostlin zaviseji na riznych faktorech
a podminkdch. Pro dany genotyp zavisi uspéch transformace napt. na podminkéch kultivace
vychoziho materidlu, vybéru kmene Agrobacterium, vybéru explantatu, zpisobu poskozeni
explantatu a ko-kultivaci s Agrobacterium nebo slozeni subkultivaéniho média (Heeres et al.,
2002). Regeneracni potencial cv. Desirée byl oproti cv. Otava vyssi, je pravdépodobné, ze
transformacéni protokol, ktery byl zaveden pro cv. Desirée, by pro zvySeni efektivity
transformace u kultivaru Otava bylo nutné protokol dale optimalizovat (Park et al., 2023). Pocet
regenerantll odebranych béhem regenerace de novo z listi jednotlivych kultivara se lisil. Je
zajimave, Ze mirn€ niz§i regeneracni potencial u cv. Otava vyustil ve vyssi frekvenci transgen

pozitivnich regeneranti.

Pro rychly screening ptitomnosti mutaci v cilové sekvenci odvozenych linii jsem planovala
vyuzit selekci pomoci PCR s vyuzitim diskriminac¢nich primerd. Tento postup se ukazal jako
neefektivni, a tedy jsem od né&j upustila. VSechny ziskané linie bylo tedy nutné osekvenovat,
coz je postup bézny pro charakterizaci mutaci. Zmény v kdédujici sekvenci byly patrné pouze
u tii linii Desirée (21 % linii) a jedné linie Otavy (8 %), vzdy se jednalo o ¢aste¢né editovanou
sekvenci s 8 nukleotidovou deleci. Tato delece zplisobi nejen posun ¢teciho ramce, ale také
vytvoreni pfedasného stop kodonu (UAG) ve vzdalenosti 19 nukleotidii od pocatku mista

delece, tedy z hlediska uml€eni by takova editace byla velmi efektivni.

K odhadu zastoupeni ne/mutované sekvence v testovaném amplikonu jsem pouZila program
TIDE. Vysledky se vSak nezdaly byt pfili§ pfesné a v nékterych piipadech byly dokonce
v rozporu s vysledky ziskanymi na chromatogramech (napt. odhad editace sledovaného tseku
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u linie 16 cv. Desirée byla delece 8 a 10 nukleotidi, ackoli z chromatogramu se da vy¢ist delece
pouze 8 nukleotidl, u linie 6 cv. Otava odhad ukazuje na vétsi pocet riznych zmén, avSak
v chromatogramu je patrnd pouze jedna. Také u linii odvozenych po druhé regeneraci jsou
odhady deleci a inzerci do jisté miry zkreslené, viz kap. 4.3 a 4.5.). Divod neptesnosti odhadu
muze spoc¢ivat v tom, Ze pro vyhodnoceni editace v sekvenci je potieba pouzit relativné dlouhou
sekvenci amplikonu. J4 jsem byla omezena délkou prvniho exonu (195 bp), kde je sekvence
dobie konzervovand mezi alelami, a tak byl amplikon relativné kratky (150 bp), coz mlze
vysledky vyhodnoceni programu TIDE zkreslit. Pfesnéjsi charakterizaci jednotlivych variant
sekvenci (vzorek z tetraploidni, piip. chimerické rostliny) by bylo mozné provést pomoci
zaklonovani PCR produktu, ziskaného amplifikaci useku, kde jsou ocekavany mutace, do
bakteridlniho plasmidu a nasledném sekvenovani urcit¢ého mnozstvi kolonii odhadnout
potencidlni zastoupeni riznych variant sekvenci. AvSak tato prace nebyla realizovatelnd v dobé

odevzdani diplomové prace.

Procento uspéSnosti zasazeni vSech Ctyt alel daného genu u bramboru nebyva obecné prili§
vysoké. V praci Zhout et al. (2017) pro knock-out cv. Desirée pouzili jednu gRNA, ktera cilila
do genu MYB44, jehoZ produkt je zapojen v metabolismu fosfatu. Z 11 transgennich linii bylo
9, které vykazovaly editaci cilového genu, ve ¢tyfech z nich vSak autofi odhalili i sekvenci WT
alely. Kieu et al. (2021) pouzili tetraploidni kultivary a navrhli vzdy dvé gRNA, které cili do
sekvence 7 genl zapojenych v odpovédi na bioticky stres, pocet plné knock-outovanych linii
se pohyboval v rozmezi 0,7-18 %, efektivita se tedy vyrazné liSila mezi jednotlivymi geny. Pro
zefektivnéni mutageneze u kulturnich brambor navrhli Abeuova et al. (2023) tfi gRNA do
konstruktu pro CRISPR/Cas9 mutagenezi. Pfitomnost kompletniho GBSS (GRANULE-
BOUND STARCH SYNTHASE) knock-outu byla testovana pomoci CAPS (Cleaved-amplified-
polymorphic-sequence) analyzy, sekvenovanim, sledovanim exprese vybraného genu pomoci
gqPCR a barveni jodem na obsah Skrobu. Z vysledkl 1ze vy¢ist, Ze zfejmé nebylo dosazeno
kompletniho knock-outu u vSech alel genti. Jedina tématem blizka byla studie Lei et al. (2023),
kde odvodili SP64 knock-out mutantni linie u diploidniho genotypu ptibuzného Solanum
phureja. Pro transformaci navrhli konstrukt s dvéma gRNA, kdy obé¢ cilily do prvniho exonu
genu SP6A4. Usp&snost zasaZeni obou alel byla jen 2,4 %. Autofi v praci bohuzel neptedkladaji
piesveédciva data, kterd by potvrzovala kompletni knock-out. Vyuziti identickych gRNA pro
kulturni brambor neni mozné kvili tomu, Ze sekvence, na kterou gRNA cili, v genu chybi. Na
kultivaru, ktery jsem v praci vyuZzivala, shodnym postupem odvozovala BEL5 knock-out linie

ma konzultantka Andrea Zounkova. S vyuzitim dvou gRNA a dvou regeneracnich krokti bylo
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dosazeno editace vSech Ctyt alel u 2 % linii. To déle potvrzuje, ze efektivita CRISPR/Cas9

mutageneze je zavisla také na editovaném genu.

ProtoZe jsem neodhalila kompletni knock-out pro SP64 u zadné odvozené linie, rozhodla jsem
se opakovat regeneraci de novo, z ¢asovych divodil jen u cv. Desirée. Sekvenované vzorky
maji jako templat cDNA odvozenou z RNA mnoha bun¢k a tato smés mize zahrnovat bunky
jak transgenni, tak netransgenni, zaroven mohou mit bunky rizné zastoupeni editovanych alel
a typu editaci. Pfedpokladem pro druhou regeneraci de novo, byla moznost, ze za vyssi
zastoupeni nemutovanych sekvenci ve sledovaném vzorku miize, alespon castecné,
chimérismus (podobné napi. Abeuova et al., 2023). Zaroven za predpokladu, Ze bude stale
dochazet k expresi Cas9 v proliferujicim pletivu, existuje Sance, ze editace WT alel bude dale
probihat. Pied zahdjenim de novo regenerace jsem u nadéjnych linii (s 8nt deleci) ovéfila
expresi Cas9 detekci pritomnosti transkriptu, kterd u vSech testovanych linii vysla pozitivné.
Proto na zaklad¢ studie Maher et al. (2019), popisujici uspésnost pouziti de novo regenerace
pro redukci chimérismu a zefektivnéni editace genomu v rostlinach tabaku, jsem pouzila tuto
strategii pro vybrané¢ linie bramboru. Butler et al. (2016) pouzili opakovanou regeneraci
u bramboru, kterd zlepSila editaci cilového genu ACETOLACTATE SYNTHASEI (ALSI)

a snizila citlivost k herbicidam.

Po opakované regeneraci jsem odvodila 80/70/54 nezavislych linii, z ptivodnich tfi nadéjnych
linii po prvni regeneraci (linie 16/18/19). U zhruba ctvrtiny odvozenych linii jsem provedla
alesponn CasteCnou charakterizaci. K rychlému genotypovani jsem provedla screening
restrikénim Stépenim, ktery odlisi jen 8nt deleci (nejpravdépodobnéjsi zména u vybranych
linii). Podle sily signalu nerozstépeného produktu na gelu jsem vytipovala linie s nejsilnéjSim
signalem, které jsem nasledné osekvenovala. V programu TIDE bylo odhadnuto snizené
zastoupeni nemutované ¢asti sekvenci vzorku, zarovenn byly v chromatogramech sledované
1 zmény ve velikosti vrcholi pro jednotlivé nukleotidy. To by mohlo ukazovat na pokles

mozaikovitosti pletiv a podporovat vySe zminéné piedpoklady.

Smysluplnost opakovani regenerace potvrzuji vysledky soub&zné prace kolegyné, kde rychly
screening editaci v genomu po druhé regeneraci u linii studovanych pro knock-out BELS5 odhalil
kompletné editované 3 linie (z 24 dosud testovanych) ve vSech alelach v obou mistech, do
kterych cili navrzené gRNA, coz ukazuje, ze zvoleny postup byla vhodna strategie. Bohuzel
popsany protokol neni ideédlni pro knock-out mého vybraného cile, tj. SP6A4, nebot’ se mi ani

druhou regeneraci nepodatilo ziskat podobny vysledek.
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Uspéch v postupu odvozeni BELS knock-out linii cv. Desirée pomoci opakované regenerace
anaopak netspéch v odvozeni SP64 knock-out linii stejnym postupem muiize mit riizné pficiny.
Jednou z nich mtize byt odlisna struktura chromatinu v oblasti SP64, ktera brani efektivnimu
nasednuti a Stépeni Cas9, a to bud’ u vSech nebo jen u nekteré z alel. Oblast chromatinu mtize
vykazovat také epigenetické zmény, napt. metylaci, opét 1 specifické pro jednotlivé alely, které
brani rozpoznani mista a/nebo méni opravné mechanismy dvouvlaknovych zlomi (napt. Weiss
kdy opravy zlomu byvaji bezchybné. Dalsim diivodem, pro¢ nedoslo k oc¢ekavané editaci ve
vSech alelach genu, muze byt nacasovani Stépeni Cas9 nukleazy do nevhodného stadia
bunécného cyklu, protoze vybér opravné cesty je ovlivnén mj. fazi bunééného cyklu (piehledné

napft. v Piibylova a Fischer, 2024).

V ptipadé neuspéchu u jiz odvozenych linii by moznym vychodiskem pro ziskani kompletniho
SP6A knock-out mutanta mohlo byt vytvotreni novych konstruktii, kde by byla gRNA zacilena
do jiného mista, coz se na zaklad¢ predikei jevi jako nepravdépodobné. Nebo by bylo mozné
pokusit se zefektivnit editaci vyuzitim dvou gRNA, jak bylo popséno v jinych pracich.
Potencialnim feSenim je také vyuzit moderngjSich technik CRISPR/Cas mutageneze a zvolit
jiny typ nukleazy Cas (pfehledné v napt. v Chincinska et al., 2023). Ptipadné charakterizovat

castecné SP6A knock-outované linie a ovéfit, zda se needitované alely viibec prepisuji.

Orientacni screening hladin SP6A transkripti u WT a nékolika odvozenych nad&nych linii
z druhé regenerace pomoci qPCR mél za cil zjistit, zda se ¢astecnou editaci SP64 alel zménila
celkova hladina SP64 transkriptu a/nebo zda doSlo ke zméné zastoupeni kontrolniho SP64
transkriptu (bez 8 nt delece) v celkové SP64 mRNA. Primery pro stanoveni celkové SP6A4
mRNA byly navrZzeny tak, Ze amplifikuji usek mimo naseddni gRNA, naproti tomu forward
primer pro detekovani jen kontrolniho SP64 transkriptu byl navrZen tak, Ze naseda pifimo do
mista osminukleotidové delece. Velmi zajimavé bylo, Ze vSechny testované linie vykazovaly
néjakou miru snizeni celkové hladiny SP64 mRNA. Zastoupeni kontrolni SP64 mRNA
v celkové SP64 mRNA hladin€ se u mutantnich linii také az na jednu vyjimku sniZilo, pokles
ale nebyl tak vyrazny jako u celkové SP64 mRNA. To by mohlo znamenat, ze v transkriptomu
jsou zastoupeny zejména kontrolni SP6A4 transkripty a ty, u kterych doslo k 8nt deleci, jsou
prednostné degradovany. Osminukleotidova delece zpiisobuje posun ¢teciho ramce, ktery vede
k vytvoteni pfed¢asného termina¢niho kodénu. Pravé predCasny termina¢ni kodon muize posilit
piednostni degradaci takovychto ,,nesmyslnych® transkriptii (tzv. nonsense-mediated RNA

decay) (napf. Raxwal a Riha, 2023). Pro ovéfeni by ale bylo potieba provést expresni analyzu
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u vice biologickych replikath, piip. ovétit, které ze SP6A transkriptl jsou translatovany

(polysome profiling).

Dalo by se o¢ekavat, ze mnou testované linie, u nichz doslo ke snizeni hladin SP64 mRNA,
budou mit podobny fenotyp se SP64 RNAI liniemi poddruhu andigena, tj. snizeny tuberiza¢ni
potencial (Navarro et al., 2011). SP64 knock-out mutanti u Solanum phureja vykazovali také
snizeny (nikoli vSak nulovy) tuberiza¢ni potencial (Lei et al., 2023), proto jsem se rozhodla
provést rychly test v podobé tuberizacniho experimentu in vitro. Moje vysledky vSak
s dosavadnimi znalostmi o RNAI liniich nekoreluji. V pokusu jsem pouzila jen maly vzorek
odvozenych linii, nicméné nékteré linie vykazovaly trend navySeni Cetnosti tuberizace
a velikosti zakladanych hliz, u nékterych byly vysledky i statisticky vyznamné. U nadé€jnych
linii (18/R2/22; 19/R2/8) bylo sledovano méné ptisedlych hliz, které se zakladaly pomaleji. Za
rozdily mezi publikovanymi a nasimi vysledky by mohl stat fakt, ze RNAI1 linie byly odvozeny
z poddruhu andigena a knock-out mutanti pochazeji ze vzdalené ptibuzného diploidniho druhu
S. phureja. Tyto (pod)druhy mohou na zdsah reagovat jinak nez brambor kulturni. Reakce na
zmeénu hladiny SP64 je nadto pravdépodobné komplexni. Spontdnné tuberizujici mutantni linie
bramboru odvozend z cv. Lada vykazovala v experimentech nasi laboratofe vysoké hladiny
transkriptu SP64, méla vSak oproti WT cv. Lada nizsi celkové vynosy hliz (Fischer et al., 2008;
Sevéikova et al., 2017). V nedavné studii Koch et al. (2024) vykazovala SP64 overexprimujici
linie cv. Solara zvySeny pocet hliz, které v§ak byly mensi oproti WT, nicméné celkovy vynos
byl mirn€¢ zvySeny. Rozpory mezi ocekdvanymi a ziskanymi vysledky mohou byt dany také
kultivacnimi podminkami. Narozdil od tuberizace in vitro, kde indukce probiha na oddélenych
nodalnich segmentech dodanim vysokého mnoZstvi exogenniho sacharidu, v podminkach in
vivo by se mohl tuberiza¢ni potencial odvozenych linii manifestovat odliSné. SP6A tvori
vyznamny mobilni signal, ktery se pii indukci transportuje z listu do stolonu floémem. Sila
floémového toku je mimo jiné dana mnozstvim sacharidi v transportnim poolu, a tak zména ve
zdroji sacharidit maze ovlivnit i transport, potazmo ucinek SP6A v procesu zakladani hliz. Tuto
domnénku podporuji i dosud nepublikované vysledky z nasi laboratote, které sleduji efekt
dal$iho mobilniho tuberigenniho signalu BEL11 u BELII RNAI linii cv. Kamyk. Data ziskana
z tuberizacnich pokusti in vitro u téchto linii ukazuji na ptesné opacny efekt oproti podminkam
in vivo. Ani zde nelze ucinit z pozorovanych vysledkl jednoznacné zavéry, vyznam mobilnich
signdli v indukci tuberizace in vitro totiz dosud nebyl dostatecné prozkoumany. Tento pokus

byl navic pouze orienta¢ni a bylo by potfeba vysledky zopakovat s vét§Sim poctem linii
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a biologickych replikatd. Pro lepSi interpretaci by bylo potieba porovnat vysledky

s tuberiza¢nim experimentem za podminek in vivo.

Z vysledkt sekvenacnich dat, hladin transkriptu SP64 a tuberizacnich pokust in vitro vyplyva
podstatny nesoulad (viz kap. 4), ktery mize byt ddn malym poctem opakovani u jednotlivych
pokusti a nespolehlivosti predikci u softwaru TIDE. Nicméné s ohledem na neuspéch
v odvozeni linie s kompletnim knock-out SP6A by bylo smysluplnéjsi vénovat se
nalezeni/odvozeni kompletnich knock-out linii. Dosud jsem z 204 linii odvozenych po druhé
regeneraci otestovala jen zhruba Ctvrtinu, a tak existuje moznost, ze se mezi dosud
neogenotypovanymi liniemi jes$t¢ podafi kompletniho knock-outa odhalit. Kromé linii z cv.
Desirée se zda byt nadéjnou linii 1 jedina odvozena linie cv. Otava, vykazujici 8 nukleotidovou

deleci, u které by mélo smysl provést dalsi testovani a druhou regeneraci.

67



6 Zavér
U kulturniho tetraploidniho bramboru (Solanum tuberosum ssp. tuberosum) jsem transformaci

konstruktem pro knock-out SP64 a naslednou regeneraci de novo odvodila:

- u kultivaru Desirée:
o 32 linii, ztoho 14 linii pozitivnich na transgen, z toho 3 nezavislé linie
vykazujici ¢asteCnou editaci SP6A4;
- u kultivaru Otava:
o 23 linii, ztoho 13 linii pozitivnich na transgen, ztoho 1 linii vykazujici

¢astecnou editaci SP6A.

V editovanych sekvencich ptevladd osminukleotidova delece, kterd zplsobi posun cteciho

ramce a vytvofeni pfedcasného termina¢niho kodonu jiz v prvnim exonu.
Opakovanou regeneraci de novo jsem z nadéjnych linii kultivaru Desirée odvodila:

- 204 linii, z dosud testovanych 60 linii u 43 potvrzena ¢astecna editace SP6A, zastoupeni

editované sekvence se oproti prvni regeneraci zvysilo.
Screening exprese SP6A v listech vybranych linii naznacuje snizeni celkové hladiny transkriptu.

Orientacni tuberizacni experiment in vitro u vybranych linii neprokézal oc¢ekavané sniZeni

tuberigenniho potencialu:
- srovnatelna rychlost zakladani hliz;
- trend navySeni hmotnosti hlizek.

Na zéklad¢ vysledki 1ze uzavtit, ze u tetraploidniho bramboru je uspéSnost metody kombinujici
CRISPR/Cas9 mutagenezi s opakovanou regeneraci de novo odvozeni knock-outa pro SP6A4
nizka, avSak toto nemusi platit pro vSechny cilové geny. Pro potvrzeni tohoto zavéru by bylo

tieba otestovat vSechny odvozené linie.

Orientacni vysledky tuberizace in vitro nekoreluji s hladinami SP6A4 transkriptu, coz je
v rozporu s publikovanymi daty. Nabizi se otazka, zda jsou pokusy in vitro vhodné pro

screening tuberiza¢niho potenciélu.
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