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Abstrakt (Cesky)

Proteiny rodiny Alba byly identifikovany u Archaea a eukaryot a jsou fazeny mezi jedny
z nejstarsich a nejkonzervovanéjsich proteint vazajicich nukleové kyseliny (DNA i RNA). Jejich
vazebné preference a role se u jednotlivych vyvojovych skupin velmi rizni. Zatimco u skupiny
Crenarchaea se jedna o chromatinové proteiny, u Euryarchaea a eukaryot se predpoklada jejich
role v metabolismu RNA. Proteiny ALBA jsou dobfe charakterizovany u ¢lovéka, kde tvori
soucast komplexu RNAsy P/MRP a u jednobunécnych parazit, napt. Plasmodium ¢i
Trypanosoma, kde se podileji na regulaci zivotniho cyklu. Z rostlinného svéta je vSak poznatki
prozatim malo. Cilem této prace je ptispét k pochopeni role proteint ALBA u modelové rostliny

husenicku rolniho (4rabidopsis thaliana).

Vzhledem k minimalnimu vlivu na vyvoj a reprodukei rostlin pti vytazeni jednotlivych
genit metodou CRISPR/Cas9 a vysoké sekvencni podobnosti homologl u A. thaliana, 1ze
predpokladat jejich funkcni zastupitelnost. Z tohoto diivodu byl stejnou metodou vytvoren
trojnasobny mutant, u kterého bylo pozorovano zpozdéni nastupu kveteni o nékolik dni. Tvorba
dimert proteini ALBA jiz byla potvrzena u mnohych studovanych organismi. V této praci byla
pro stanoveni téchto interakci pouzita metoda BiFC. Analyza ziskanych dat ve vétSiné ptipada

naznacuje homodimerizaci studovanych proteind.

Kli¢ova slova: husenicek rolni, proteiny ALBA, CRISPR/Cas9, BiFC, GoldenBraid 3.0, samc¢i
gametofyt, pyl



Abstract (anglicky)

Alba-family proteins were identified in Archaea and Eucarya and are classified among
the oldest and the most conserved nucleic acid-binding proteins. The binding preferences and
roles differ among certain evolution clades. In Crenarchaea they represent chromatin-binding
proteins, while their role in RNA metabolism is suggested in Euryarchaea and Eukaryotes.
ALBA proteins are well characterized in human, where they play a role in the RNAse P/MRP
complex and in unicellular parasites, such as Plasmodium and Trypanosoma, where
an involvement in the life cycle regulation is confirmed. In plants, their role is not yet well
understood. The aim of this thesis is to increase a knowledge about the Alba-family proteins in

the model plant Arabidopsis thaliana.

Based on a minimal changes to development and reproduction in single mutants and high
sequence similarity, a functional redundancy of the proteins was assumed. For better
understanding of the ALBA proteins function, three smaller members of the family were edited
by the same metod. The obtained triple mutant showed delay in flowering. ALBA dimer
formation was confirmed in many organisms. BiFC method was used to determine Arabidopsis
ALBA homodimerization. The data analysis showed potential homodimerization in most of

them.

Key words: Arabidopsis thaliana, ALBA proteins, CRISPR/Cas9, BiFC, GoldenBraid 3.0, male
gametophyte, pollen
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Seznam zkratek

Alba — Acetylation lowers binding affinity

bp — ,,base pair* - par bazi

CTAB — cetyltrimethylamoniumbromid

cDNA — komplementarni DNA, vznika reverzni transkripci mRNA
CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
cYFP — polovina zlutého fluorescen¢niho proteinu pochazejici z karboxylového konce
Col-0 — Columbia-0

ddH,0 — 2x destilovana voda, sterilni voda

del — delece

DMSO - dimethylsulfoxid, uzivany jako rozpoustédlo

EC1 - Egg Cell 1

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EPP — EDTA/puromycin-rezistentni ¢astice

GAF1 - GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1, homolog Rpp30

gDNA — genomova DNA

ins — inzerce

IPTG — Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid

LB — médium pro kultivaci bakterii E. coli

MS — Murashige and Skoog médium

MES — 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid)
MRP — mitochondrial RNA processing

nYFP — polovina zlutého fluorescen¢niho proteinu pochazejici z aminového konce
OD - opticka denzita bakterialni kultury

PABP — poly A vazebny protein

PCR - polymeréazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

Rpp — od RNAse P protein

TARE — repetitivni elementy asociované s telomerami

WT - od ,,wild type* - ,,divoky typ*

YEB — médium pro kultivaci bakterii Agrobacterium tumefaciens

YFP — zluty fluorescenc¢ni protein

X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosid



1. Uvod

Vyvoj jednotlivych soucasti rostlinného téla je komplexni proces, jenz je regulovan
na fad¢ urovni, naptiklad na trovni transkripce i translace (Honys a Twell, 2004).
V posttranskripcni regulaci genové exprese poté hraji dalezitou roli rtizné proteiny vazajici RNA
(Hentze et al., 2018). Proteiny ALBA tvofi nadrodinu velmi konzervovanych proteinti se
schopnosti vazby nukleovych kyselin (Goyal et al., 2016). I kdyz byly objeveny u Archaea jako
proteiny vazajici DNA (Lurz et al., 1986), u fady organismi, véetné Archaea, se predpoklada
RNA jako jejich primarni substrat (Guo et al., 2003; Hands-Taylor et al., 2010; Dupé et al.,
2015).

V HelLa buiikéach vazaji proteiny ALBA napiiklad RNA slozku konzervovaného enzymu
RNAsa P (Hands-Taylor et al., 2010), jenz se podili na upraveé prekurzori tRNA (Welting et al.,
2007), ptipadné RNA slozku ptibuzného enzymu RNAsa MRP, jenzZ se podili na upravach pre-
rRNA (Goldfarb a Cech, 2017). Naopak u jednobunéénych parazitickych organism, jako jsou
plasmodia ¢i fad Trypanosomatida, byly pozorovany v komplexech s mRNA, kterou chrani

pred ptred¢asnou degradaci (Dupé et al., 2015; Vembar et al., 2015).

Z rostlinného svéta byly nékteré proteiny ALBA charakterizovany v souvislosti se
stresem. U ryze Oryza sativa ssp. Indica byl naptiklad v souvislosti se suchem identifikovan
protein OsALBA1, zatimco u baviny Gossypium hirsutum byly charakterizovany dva z proteinti
v souvislosti se zasolenim (Verma et al., 2014; Magwanga et al., 2019). U husenicku byl
identifikovan protein DAN1 pfi studiu transkripéniho faktoru DUO1 z rodiny MYB. Dalsi
z proteintit ALBA byly u husenic¢ku nalezeny v souvislosti s rozsahlou analyzou zamétenou
na defekty apikalniho rustu u jatrovky Marchantia polymorpha (Honkanen et al., 2016).
Nedavno byly popsany i prvni interakce mezi rostlinnymi proteiny ALBA (Yuan et al., 2019). Je
mozné, ze u husenicku proteiny ALBA téz rozeznéavaji a vazaji mRNA, experimentalni data

potvrzujici tuto hypotézu vSak zatim publikovana nebyla.

ProtoZe se v genomech rostlin nachazi zpravidla vys$§i mnozstvi homologl (Verma et al.,
2018; Magwanga et al., 2019), nabizi se moznost jejich funkéni specializace, naptiklad odlisna
lokalizace v ramci rostlinného téla, ¢i regulace bunéénych procest tvorbou riiznorodych
komplexti. Zarovei jsou vSak proteiny i zna¢né¢ redundantni, jelikoz u mutanti husenicku

v individalnich genech nebyl pozorovan vyrazny fenotyp (Naprstkova, 2016; Wang et al., 2019).



2. Cile a hypotézy prace

Cile prace

Cilem této prace je ptipravit rostliny husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) s mutaci
v genech ALBA metodou CRISPR/Cas9. Soucésti prace je ptiprava jednoduchych mutanti a
zaroven trojnasobnych mutanti v rdmei jedné ¢i druhé podrodiny. U pfipravenych mutanti je
nasledn¢ dle moznosti planovano vyfedéni nukledzy Cas9 z genomu a popis fenotypu. Druhym
cilem je poté identifikovat interakce proteinit ALBA u huseni¢ku rolniho metodou BiFC,
konkrétné ovétit schopnost tvorby homodimerti. Tato prace je soucasti vétsiho projektu,
zabyvajiciho vyzkumem proteini ALBA u husenic¢ku rolniho, proto spolu jednotlivé ukoly

nemuseji na prvni pohled souviset.

Hypotézy prace
Vzhledem k pfitomnosti vétstho mnozstvi kopii genlt ALBA se neocekavaji vazné
fenotypové projevy u jednoduchych mutant, souc¢asna ztrata vice proteintt ALBA by se vSak na

fenotypu rostlin projevit mohla. A jelikoz proteiny ALBA u fady organismt bézn¢ dimerizuji, 1ze

ocekavat jejich vzdjemné interakce i u husenicku rolniho.
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3. Literarni prehled

3. 1 Obecna charakteristika proteinu ALBA.

Proteiny rodiny Alba jsou malé, zpravidla bazické proteiny, jez jsou definované
pritomnosti domény Alba (Aravind et al., 2003). Tato doména se skldda ze dvou a-helixti a Ctyt
B-listt v motivu B-a-B-a-B-p (Wardleworth et al., 2002; Chan et al., 2018). Mezi charakteristické
vlastnosti téchto proteint patii tvorba dimert a schopnost vazby nukleovych kyselin, at’ uz RNA
nebo DNA, vétsinou bez sekvencni specifity (Marsh et al., 2005; Jelinska et al., 2010; Goyal et
al., 2016). V zévislosti na organismu je poté ziejme jeden ze substratl preferovan (Goyal et al.,

2016).

Homology nadrodiny AIbA byly nalezeny u vétSiny Archaea i eukaryot, jejich vznik se
tedy da predpokladat pred oddélenim téchto dvou domén (Aravind et al., 2003). U bakterii byla
homologni struktura popsana téz u domény bakterialniho Inicia¢niho faktoru 3 pobliz
karboxylového konce fetézce aminokyselin, oznacovanou jako IF3-C, ¢i pro doménu nachéazejici
se u aminového konce enzymu DNAsal (Aravind et al., 2003). Bakterialni IF3 je mozné poté
zatadit do nadrodiny starych RNA vazebnych proteint, jez se nazyva YhbY. Lze tedy
predpokladat pivod proteini rodiny Alba prave v této staré proteinové nadrodin€ a i samotna

doména Alba je pravdépodobné velmi stara (Aravind et al., 2003).

Vzhledem k piivodu proteinti rodiny Alba v nadrodiné RNA vazebnych proteinti 1ze
ocekavat RNA jako primarni substrat (Aravind et al., 2003). U n¢kterych Archaea vSak doslo
ke specializaci téchto proteinil k funkei ve struktufe a organizaci chromatinu (Bell et al., 2002;

Jelinska et al., 2010).

3. 2 Proteiny ALBA u Archaea — nejen role v chromatinu

Archaea jsou specifickou doménou jednobunéénych organismi bez jadra, jez na prvni
pohled mohou pfipominat bakterie, nékterymi vlastnostmi, napiiklad mechanismy replikace,
transkripce a translace se vSak podobaji eukaryotlim, a napt. ve struktufe membran jsou naprosto
unikatni (Damste et al., 2002; Kelman a White, 2005; Albers a Meyer, 2011). Néktera Archaea
ziji v extrémnich podminkéch, jako jsou nizké, ¢i vysoké hodnoty pH nebo vysoka teplota, a

proto se nékdy nazyvaji extrémofilni organismy (napft. Stetter, 1999).

Znama a dobte popsana Archaea v zasad¢ spadaji do dvou hlavnich skupin — Crenarchaea
a Euryarchaea. Zatimco u Euryarchaea se s vyjimkou napt. rodu Thermoplasma (Sandman a

Reeve, 2005) o sbaleni chromatinu staraji histony a jim podobné proteiny, jeZ jsou homologni
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histontim eukaryot (Sandman et al., 1990; Luger et al., 1997), Crenarchaea naopak histony, az
na vyjimky, postradaji, o sbaleni chromatinu se zde tedy staraji odlisné proteiny (Driessen a

Dame, 2011).

Proteiny ALBA byly poprvé identifikovany pravé u Crenarchaea jako jedny z nékolika
malych, hojné zastoupenych bazickych proteind, jeZ se vazaji na chromatin (Lurz et al., 1986;
Xue et al., 2000). Své jméno dostaly podle jedné pozorované vlastnosti, acetylovana verze
proteinl ma totiz niZsi afinitu k vazbé nukleovych kyselin, tedy ,,Acetylation Lowers Binding
Afinity®, zkracené ALBA (Bell et al., 2002), i kdyZ n¢které vysledky naznacuji, Ze snizeni
afinity neni zase az tak dramatické (Marsh et al., 2005). Starsi, avSak stale uzivanou alternativou
je pak pojmenovani proteinti podle jejich velikosti v kilodaltonech a jména mateiského
organismu, tedy Sac10b u Sulfolobus acidocaldarius, ¢i Sso10b u Sulfolobus solfataricus (Lurz

et al., 1986; Bell et al., 2002).

Kodujici sekvence téchto proteinti byly nalezeny u vétSiny Archaea, jejichZ genom byl
osekvenovan (Forterre et al., 1999; Cao et al., 2018). U né&kterych zastupcti jsou pak ptritomny i 2
rizné varianty (Jelinska et al., 2005; Laurens et al., 2012; Goyal et al., 2016), jindy, napt. u rodu
Halobacterium, vsak zcela chybi (Sandman a Reeve, 2005). Zaroven se mezi jednotlivymi druhy
dramaticky 1i8i 1 jejich mnoZstvi v buiice. Zatimco u Crenarchea Sulfolobus Shibatae, u kterého
se predpoklada role proteinlit ALBA v chromatinu, pfedstavuje ALBA1 cca 4% veskerého
proteomu v buiice (Xue et al., 2000), u Euryarchea Methanococcus maripaludis je zastoupen

pouze v setinach procent (Liu et al., 2009).

A¢ byly tyto proteiny plivodné identifikovany jako DNA vazebné (Lurz et al., 1986),
potvrzena byla téz schopnost vazby RNA (Guo et al., 2003; Marsh et al., 2005) a v n¢kterych
ptipadech se dokonce piedpokladd RNA jako primarni substrat (Guo et al., 2003). U tady
Euryarchaea tedy proteiny ALBA zfejmé& maji odliSnou funkci a nejsou esencialni (Heinicke et

al., 2004; Liu et al., 2009).

Proteiny ALBA se vyskytuji vzdy ve formé dimerti (Forterre et al., 1999; Jelinska et al.,
2010), ptevazne homodimert. Druh¢ varianty totiz zpravidla byva v buiice vyrazné méné
(Jelinska et al., 2005). U S. solfataricus zaroven tvoii ALBA2 exkluzivné heterodimery
s ALBA1, ALBA2 zde tedy zfejm¢ zaujima regulacni roli (Jelinska et al., 2005; Laurens et al.,
2012). Popsana byla téz interakce s deacetylyzou Sir2, jez odstanénim acetylovych zbytka

reguluje vazbu proteinti k nukleovym kyselinam (Bell et al., 2002).

12



3. 3 Proteiny ALBA u eukaryot

Oproti archaedlnim proteinim ALBA, které se skladaji prakticky jen z Alba domény a
strukturné jsou si vicemén¢ podobné, doslo u eukaryot v ¢asné fazi evoluce k diverzifikaci
za vzniku dvou podrodin (Aravind et al., 2003; Goyal et al., 2016). Proteiny z podrodiny
oznacované podle jejich lidskych/kvasinkovych zastupct jako Rpp20/Pop7 €asto obsahuji pouze
Alba doménu, zatimco pro podrodinu Rpp25/Mdp2/Pop6, kdy Mdp?2 je protein, popsany
u nalevnika — viz dale, je charakteristickd ptitomnost RGG boxu u karboxylového konce
proteinu (Aravind et al., 2003; Goyal et al., 2016). Mimo to mohou mit proteiny ALBA 1 dalsi
domeény, jejich pfitomnost vSak ¢asto byva specificka pro danou vyvojovou vétev (Chene et al.,

2012; Goyal et al., 2016).

Proteiny ALBA byly dikladné studovany u ¢lovéka a kvasinky, kde tvoii soucast
RNAsy P (Jarrous, 2017), u jednobunéénych organismii, jez byvaji nékdy souhrnné oznacovany
jako prvoci, Zijicich pfevdzné parazitarnim zptisobem Zzivota, u kterych se mozna podileji
na regulaci Zivotniho cyklu a virulence (Chene et al., 2012; Dupé et al., 2014), prvni poznatky
tykajici se funkce proteini rodiny Alba vSak zacinaji pronikat na povrch i u rostlin (napt. Verma

etal., 2014).

3.4 Proteiny ALBA u ¢lovéka a kvasinky — soucast RNAsy P

U cloveka, respektive u HeLa bungk, byly identifikovany dva proteiny rodiny Alba —
Rpp20 a Rpp25, které byly vyizolovany jako soucast RNAsy P (Jarrous et al., 1998; Guerrier-
Takada et al., 2002). Velmi podobna situace je pak u kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Proteiny ALBA se zde nazyvaji Pop6 a Pop7, kdy Pop6 je homolog Rpp25, zatimco Pop7
odpovida proteinu Rpp20 (Aravind et al., 2003; Rosenblad et al., 2006). Oba proteiny byly téz
identifikovany v souvislosti s RNAsou P (Chamberlain et al., 1998).

RNAsa P predstavuje komplex RNA a asi 10 proteinovych podjednotek, ktery je
zodpovédny za upravu nékterych RNA, naptiklad tRNA, a pro tento tcel je lokalizovan v jadre,
hlavné v jadérku (Walker a Engelke, 2006; Welting et al., 2007). Zaroven sdili vétSinu
podjednotek s velmi podobnym komplexem RNAsy MRP (mitochondrial RNA processing), jenz
plni obdobné funkce v mitochondriich, téz se vSak v jadre podili na Stépeni prekurzori rRNA

(Chamberlain et al., 1998; Gill et al., 2006; Goldfarb a Cech, 2017).

Kromé tradi¢ni funkce RNAsy P pfi Stépeni RNA vSak byla u HeLa bun¢k pozorovéna i
role v transkripci RNA polymerazou I1I, piepisujici rizné nekodujici RNA (Reiner et al., 2006;

Serruya et al., 2015), nebo RNA polymerazou I, ktera piepisuje ribosomalni geny (Reiner et al.,
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2008). Kvasinkovy komplex RNAsy MRP ma naopak roli v regulaci bunééného cyklu, kde se
podili na degradaci mRNA konkrétniho cyklinu (Gill et al., 2006).

Samotné proteiny ALBA tvofi stabilni heterodimer, ktery vaze P3 doménu RNA slozky
Rnasy P nebo MRP (Perederina et al., 2007; Welting et al., 2007; Hands-Taylor et al., 2010;
Perederina et al., 2018). Neddvno byla u kvasinky identifikovana P3 doména také ve struktuie
RNA slozky enzymu telomeraza, a zaroven byla potvrzena i vazba obou proteini ALBA
(Lemieux et al., 2016). Oproti lidskym homologlim maji poté proteiny ALBA u kvasinky
na aminovém konci navic jeden B-list a a-helix, jez jsou stabilizovany vazbou pravé k P3
doméné (Perederina et al., 2010; Chan et al., 2018). Zaroven proteiny ALBA pifimo interaguji
s n¢kterymi dal§imi podjednotkami RNAsy P/MRP (Welting et al., 2004; Aspinall et al., 2007).

Ac jsou oba proteiny Rpp25 a Rpp20 povazovany za stabilni soucast komplexi RNAsy
P/MRP, nékteré vysledky naznacuji, Ze se po vazbé RNAsy MRP k substratu z komplexu
uvolnuji (Welting et al., 2006), a té¢Z nejsou nezbytné k provedeni samotného Stépeni (Serruya et
al., 2015). Zaroven byla schopnost katalyzy v neptitomnosti dimeru Pop6/Pop7 pozorovana i
u kvasinkové RNAsy P, avSak jeho pfitomnost aktivitu enzymu zvysila (Perederina et al., 2018).
Proteiny ALBA tedy ziejmé maji v RNAsach P a MRP spiSe strukturni roli, a slouzi hlavné
k vazb¢ a stabilizaci jejich dal§ich komponent (Fagerlund et al., 2015; Perederina et al., 2018).

Za normalnich okolnosti je heterodimer Rpp20/25 spole¢né s RNAsou P lokalizovan
do jadra, konkrétné do jadérka (Welting et al., 2007). Pokud je vSak v buiice pfitomno vyrazné
vetsi mnozstvi proteinu Rpp20, nezli proteinu Rpp25, byla pro protein Rpp20 pozorovana i
cytoplasmaticka lokalizace (Hua a Zhou, 2004; Welting et al., 2007). Zaroven je syntéza proteinu
Rpp25 regulovéana v ramci bunécného cyklu a jeho mnozstvi se zacind zvySovat az s blizici se
S fazi, zatimco mnozstvi Rpp20 ziistava behem celého cyklu stejné (Reiner et al., 2008),
pripadna dalsi funkce proteinu Rpp20 v cytoplasmé vSak neni znama. Byla vSak pozorovana
interakce Rpp20 s malym ,,heat shock* proteinem Hsp27 (Jiang a Altman, 2001), ptipadné

s dal§im stresovym proteinem pojmenovanym SMN (survival motor neuron, Hua a Zhou, 2004).

Ptima lokalizace proteini ALBA u kvasinky zifejmé nebyla nikdy testovana, avSak dalsi
z proteinti komplexu RNAsy MRP, Popl, se kterym proteiny ALBA interaguji, je lokalizovan
ptevazné t&€z do jadra (Gill et al., 2006; Aspinall et al., 2007).

RNAsa P je konzervovanym enzymem, jenz je ptitomen u vSech domén zivota (Jarrous a
Gopalan, 2010). A¢ byly nékteré homology podjednotek u ¢lovéka nalezeny i1 u Archaea

(Hartmann a Hartmann, 2003), role proteinti rodiny Alba ve funkci tohoto
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ribonukleoproteinovaho (RNP) enzymu byla potvrzena mimo ¢lovéka a kvasinky jen u nékterych
dalsich ptibuznych modelovych organismt, napt. u octomilky (Hua a Zhou, 2004). Zatim
evolu¢né pravdépodobné nejvzdalenéjSim organismem, u kterého byl identifikovan protein

z rodiny Alba jako soucast RNAsy P, je poté hlenka Dictyostelium discoideum z tiSe amoebozoa

(Kalavrizioti et al., 2007; Jarrous a Gopalan, 2010).

I kdyz role proteintt ALBA v RNAse P u fady organismi zaroven nebyla ani vyvracena,
nckteré dostupné vysledky naznacuji, Ze u Archaea, ale 1 dalSich skupin zfejmé nemaji proteiny
ALBA s RNAsou P nic spole¢ného (Ellis et al., 2007, Naprstkova, nepublikovéano - viz Obrazek
1), ptipadné se s touto hypotézou ani nepracuje. Je tedy mozné, ze se jedna o funkci specifickou

pro spolec¢nou vyvojovou vétev skupin Opisthokonta a Amoebozoa.

Obrazek 1: Kolokalizace ALBA20 (homolog Rpp25) a GAF1 (homolog Rpp30) v pylu
huseni¢ku rolniho

Kolokalizace proteinu ALBA20 s GAMETOPHYTE DEFECTIVE (GAF1 - Wang et al., 2012),
proteiny byly exprimovany pod nativnimi promotory. Z obrazkii je patrna prakticky nulova
kolokalizace, zdanliva kolokalizace je dana upravou obrazkii (Z-stack), naznacuji tedy, ze
proteiny ALBA nemaji u husenicku s RNAsou P nic spolecného. Foceno na konfokalnim
mikroskopu Zeiss LSM 880 s detektorem Airyscan. Velikost méritka — 10 um; zdroj: Naprstkova,
nepublikovana data.

ALBA20:GFP GAF1:mCherry Kombinace + DAPI

3. 5 Proteiny ALBA u ruznych jednobunécénych organismu

3. 5.1 Proteiny ALBA u Plasmodia a dalsich vytrusovcu

U Plasmodium falciparum, coz je ptivodce malarie, nemoci celosvétového vyznamu
(Snow et al., 2005), byly popsany 4 geny ALBA (Mair et al., 2010; Chene et al., 2012),
bioinformaticka analyza genomu vSak odhalila moZnou existenci dalSich dvou homologii (Reddy
et al., 2015). PFALBA1 a PfALBA2 obsahuji krom¢ domény Alba i RGG box a spadaji tedy
do podrodiny Rpp25. Podrodinu Rpp20 poté tvoii nejmensi z proteind, PAALBA3, obsahujici
pouze doménu Alba, a PFALBAA4, ktery ma navic doménu ENTH/VHS souvisejici s vazbou

membran (Chene et al., 2012). Tato kombinace domén je zfejmé charakteristickd pouze pro
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Apicomplexa (Munoz et al., 2017). U ostatnich plasmodii je pak situace zjevné velmi podobna

(Chene et al., 2012).

Lokalizace proteinit ALBA byla nejprve popsana jako jaderna (Goyal et al., 2012; Chene
et al., 2012). Proteiny ALBA zde vazaji napiiklad n€které repetitivni elementy asociované
s telomerami (TARE), jez se podileji na regulaci genti virulence (Chene et al., 2012). TéZ zde
byla potvrzena interakce PALBA3 s deacetylazou Sir2, schopnou odstranit acetylové zbytky
z lysinil a zvysit tak afinitu proteinii k DNA, ¢imz dochazi k umlceni exprese (Goyal et al.,

2012).

V pozdéjsich vyvojovych stadiich plasmodia se vSak proteiny ALBA nachazeji i
v cytoplasmé (Goyal et al., 2012; Vembar et al., 2015; Munoz et al., 2017). Bylo zjisténo, Ze
u urcitého procenta transkripti zde dochazi oproti transkripci ke zpozdéni translace (Foth et al.,
2011). Pravdépodobné zde tedy dochazi k interakci s RNA vazebnymi proteiny, které translaci
inhibuji, dokud nenastane spravny moment, a zaroven chrani transkript pfed degradaci. Tato role
byla potvrzena u PFAALBA1 (Vembar et al., 2015), a obdobnou funkci ma i PyALBA4
u ptibuzného Plasmodium yoelii (Munoz et al., 2017). Byla také popsana interakce s DEAD-box
RNA helikazou DOZI, ktera se téz podili na vazb¢ a stabilizaci mRNA (Mair et al., 2010).

U Toxoplasma gondii, spadajici téZ mezi Apicomplexa, byly popsany pouze 2 proteiny
rodiny Alba, krat§i 7gALBA2 pouze s doménou Alba, a delsi TgALBAI, ktery obsahuje i RGG
box (Gissot et al., 2013). Oba proteiny ziejmé maji roli v translaci s tim, ze 7gALBA1 rozeznava
motiv na 3' neptekladané oblasti mRNA TgALBA?2, a tak je nezbytna k jeho ptepisu (Gissot et
al., 2013). Box RGG poté mize slouzit k interakci s dal§imi RNA vazebnymi proteiny (Boulila
etal., 2014).

3. 5. 2 Proteiny ALBA u trypanosomatid

Proteiny ALBA byly identifikovany i u trypanosom, coZ jsou paraziticti prvoci z fise
Excavata, kteti obvykle cykluji mezi dvéma typy hostiteld — savcem a hmyzim vektorem (Subota
etal., 2011; Dupé et al., 2014; Perez-Diaz et al., 2017). Vyznacuji se mimo jiné neobvyklou
organizaci genomu. Kodujici sekvence se nachédzeji ve velkych polycistronnich shlucich, které
jsou piepisovany jako jeden transkript a mohou obsahovat i stovky nesouvisejicich genti (Ivens
et al., 2005). Transkripty pro jednotlivé proteiny jsou nasledné generovany pomoci trans sestfihu
a polyadenylace (Matthews et al., 1994; Schurch et al., 1994). Regulace genové exprese se tedy
odehrava hlavné na post-transkripcni urovni (Fernandez-Moya a Estevez, 2010). A zde se nabizi

role riznych proteind se schopnosti vazby RNA.
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V genomech Trypanosoma brucei a Trypanosoma cruzi byly nalezeny 4 geny ALBA,
které po dvou spadaji do podrodin Rpp25 a Rpp20 (Mani et al., 2011; Subota et al., 2011).
U ptibuzného druhu Leishmania infantum byly naopak identifikovany pouze 2 geny a do kazdé

z podrodin patii praveé jeden (Dupé et al., 2014).

Proteiny ALBA jsou za béznych podminek lokalizovany v cytoplasmé a hojné mezi
sebou interaguji (Mani et al., 2011; Subota et al., 2011; Dupé et al., 2015), ale po vystaveni
stresu meéni svou lokalizaci. U T. brucei a T. cruzi proteiny ALBA relokalizuji do stresovych
granuli po aplikaci nutri¢niho stresu (Mani et al., 2011; Chame et al., 2020), coz odpovida situaci
v hmyzim vektoru. U leishmanii je situace odlisna. Po vystaveni tepelného Soku, jenz odpovida
télesné teplote teplokrevného hostitele, proteiny ALBA relokalizuji do jadra, konkrétné do
jadérka a do biciku (Dupé et al., 2015) a parazit nasledné diferencuje z promastigota (hmyzi

forma) v ,,bezbicikatého* amastigota.

Jako soucasti komplext obsahujici proteiny ALBA byly identifikovany i dal§i RNA
vazebné proteiny, naptiklad poly A vazebny protein (PABP), nékteré soucasti elF4 (eukaryotni
Dupé et al., 2015). V nékterych ptipadech byla potvrzena specifickd vazba proteinu rodiny Alba
s konkrétni mRNA. LIALBA20 (LiALBA3) rozeznéva motiv v 3' neptekladané oblasti mRNA
delta-amastinu (povrchovy glykoprotein), a stabilizuje jej (Dupé et al., 2014). Obdobné
rozeznava TcALBA30 mRNA beta-amastinu u T. Cruzi (Perez-Diaz et al., 2017). V obou
ptipadech se jedna o proteiny ALBA s RGG doménou, ktera je zfejmée zodpovédna za specificitu
vazby, druhy protein rodiny Alba - LIALBA13 (LiALBA1) nema na expresi amastinu vliv (Dupé
et al., 2014).

3. 5. 3 Proteiny ALBA u dalSich jednobunéc¢nych organismu

U ndlevnika Stylonychia lemnae byl charakterizovan protein MDP2, jenZ se podili
na vyvoji vegetativniho jadra (makronucleu, Fetzer et al., 2002). Zahy byl identifikovan jako
homolog proteinit ALBA z podrodiny Rpp25 (Aravind et al., 2003).

3. 6 Proteiny ALBA u rostlin

Pfi srovnani s vySe uvedenymi skupinami jsou proteiny ALBA u rostlin charakterizovany
vyrazné¢ méng. V fad¢ ptipadi byli n€kteti zastupci identifikovani v rdmci riznych
transkriptomickych ¢i proteomickych analyz, poté vSak obvykle nebyli dale charakterizovani,

piipadné se jejich pravdépodobna funkce odhadovala vétsinou z dostupnych vysledki u jinych
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organismil. Pfikladem je protein DAN1 u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), ktery byl
identifikovan jako jeden z proteintl, jenz je v sam¢i zdrodecné linii aktivovan transkripénim
faktorem DUOI (Borg et al., 2011). Jeden z proteinit ALBA byl téZ identifikovéan u jatrovky
porostnice mnohotvarné (Marchantia polymorpha) v ramci rozsahlé analyzy T-DNA inzer¢nich
linii s defekty v tvorbé rhizoidii. Zaroven byly pozorovany mirné kratsi kofenové vlasky i u dvou
jednoduchych mutantli husenic¢ku rolniho - albal a alba2 (albal( a alba2(), Honkanen et al.,
2016).

U rostlin je béZna piitomnost veétsiho
Obrazek 2: Fylogeneticky strom podrodin Alba

mnoZstvi homologil riznych gent, Ve schématu jsou znazornény proteiny ALBA u
pravdépodobné v disledku celogenomovych %ﬁéﬁﬁj ZZg]pg oteini ryze. Upraveno podle
duplikaci, a proteiny ALBA v tomto nepiedstavuji

vyjimku. Modelova rostlina huseni¢ek rolni ma ALBASO
napiiklad 6 homolog, po tfech v kazdé z e BT

podrodin (ALBA10, ALBA20 a ALBA30 spadaji
do rodiny Rpp25, zatimco ALBA50, ALBA60 a Podrodina Rpp20/Pop7 OsALBA1

DANI1 do podrodiny Rpp20, viz Obrazek 2) a
—DAN1

mech ¢epenka odstata (Physcomitrella patens) ma
»pouze* 4 ¢leny. U ryZe (Oryza sativa) je to viak ALBA20
9 proteintl a u kukutice (Zea mays) bylo nalezeno -|:
dokonce 20 riznych homologt (Verma et al., , ALBA10

Podrodina
2018). Vé&tsi mnozstvi homologli maji i riizné Rpp25/Mdp2/

Pop6 OsRpp25
druhy bavlniku, napiiklad tetraploidni bavinik
Gossypium hirsutum ma dokonce 33 riiznych ALBA30

homologi (Magwanga et al., 2019).

Rozsahlejsi studie vénujici se rostlinnym proteinim ALBA se vSak zacaly objevovat
v nedavné dobé. U ryze (Oryza sativa L. ssp. indica) byl charakterizovan protein OSALBA1
(homolog kratSich proteinii z podrodiny Rpp20 - Naprstkova, 2016) jako jeden z proteinti
reagujici na stres suchem (Verma et al., 2014), obdobna role byla pozorovana i u dvou proteini
ALBA u bavlny (pravdépodobné delsi homology s RGG boxem), jejichz umléeni zptsobilo vyssi
citlivost vici abiotickym stresovym faktorim (Magwanga et al., 2019). Recentni nepublikované
vysledky mé konzultantky pak naznacuji, Ze proteiny ALBA ziejmé reaguji na stres 1

u husenicku rolniho (Naprstkova, nepublikovano).
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Lokalizace proteini ALBA v ramci buniky se li§i u jednotlivych rostlinnych druht a
dokonce i u jednotlivych studii. OsALBA1 u ryze byl identifikovan pfevazné v jadie (Verma et
al., 2014), jadernou lokalizaci pozorovala jedna ¢inska skupina pro dva z proteini ALBA
u husenicku rolniho, konkrétné ALBA1 a ALBA2 (ALBAS0 a ALBAG60, Yuan et al., 2019), a
obdobn4 lokalizace se na zakladé bioinformatickych analyz ptfedpoklada i u fady dalSich
proteini ALBA u rostlin (Verma et al., 2018; Magwanga et al., 2019). Odlisnou lokalizaci vSak
v dosud nepublikované studii pozorovala jedna australsko-irdnska skupina a téz nase laboratof,
kdy byla pozorovana ptevazné cytoplasmaticka lokalizace (Naprstkova, 2016; Wang et al., 2019,
Néprstkova, nepublikovano — viz Obrazek 3). Je mozné, Ze rozdily v lokalizaci proteini ALBA
u husenic¢ku rolniho mohou byt v disledku odlisné fuze s markerem (na N ¢i C konci proteinu),

¢i odlisSnym zpiisobem exprese (transientni vs. stabilni).

Obrazek 3: Kolokalizace ALBA10 s PABP3 v pylu

Lokalizace proteinu ALBA 10 ve zralém pylu a jeho kolokalizace s poly A vazebnym proteinem 3
(PABP3) ve stabilni linii. Proteiny byly exprimovany pod nativnimi promotory. Foceno na
konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 880 s Airyscan detektorem. Velikost méritka — 10 um;
zdroj: Naprstkova, nepublikovana data.

ALBA10:GFP PABP3:RFP Kombinace + DAPI

V ¢em se naopak provedené studie shoduji je exprese proteini ALBA v mladych,
vyvijejicich se pletivech. U ryze se jedna hlavné listeny (Verma et al., 2014), zatimco
u husenicku rolniho se n¢které proteiny nachazeji v elongaéni a tranzi¢ni zoné€ kotene,
v délohéch, ¢i v riznych castech reprodukénich organi (Naprstkova, 2016; Wang et al., 2019,
Néprstkova, nepublikovano — viz Obrazek 4). VSechny homology pak byly detekovany v pylu
(Naprstkova, 2016, Naprstkova, nepublikovano).

Proteiny ALBA u rostlin jsou zfejmé& zna¢né redundantni, tudiZ u n¢kterych
jednoduchych mutanti husenic¢ku rolniho nebyl pozorovan vyrazny fenotyp (Naprstkova, 2016;
Wang et al., 2019). Vyjimku predstavuje vySe popsany fenotyp u kofenovych vlaski mutantt
v genech albal a alba2 (albal0 a alba20) z podrodiny Rpp25 (Honkanen et al., 2016).

Vyrazngjsi fenotypovy projev byl v§ak pozorovén u trojndsobného mutanta gent z rodiny Rpp25
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—alba456 (albal0/alba20/alba30), ktery vykazoval zpozdéni v rlstu a kveteni (Wang et al.,
2019). Vazny fenotypovy projev byl téz pozorovan u linii se zvySenou expresi (overexprese),
pripravenych v nasi laboratofi (Naprstkova, nepublikovano). Vzhledem k témto vysledkiim, a
zaroven pii porovnani s dal§imi skupinami organismil, se zda pravdépodobné, Ze proteiny

z podrodiny Rpp25 obsahujici RGG box maji pteci jen o néco vyznamné;jsi roli, nezli kratsi

varianty z podrodiny Rpp20, které mohou mit spiSe roli regulacni.

Obrazek 4: Promotorova aktivita genit ALBA vyznacena pomoci aktivity
p-glukuronidazy (GUS)

a-c: Promotor ALBA30 v mikrospore (a), dvoubunécném pylu (b) a zralém pylu (c), méritko

10 um; d-f: Promotor ALBA10 v neoplozeném zarodecném vaku (d), po oplozeni (e) a ve
vyvijejicim se semeni (f), meritko 50 um; g, h: Promotor ALBA20 v pestiku po oplozeni (g) a v
Sesuli (h), méritko 100 um, i: Promotor ALBA20 v semenacku, stari 4 d, méritko 500 um; j, k:
Promotor DANI v mladém (j) a zralém (k) prasniku, méritko 100 um;, l: detail korenové Spicky
semenacku (i), méritko 100 um; m: Promotor ALBA20 v kvétni bazi, méritko 100 um; n:
Promotor ALBAS50 v kvétenstvi, méFitko 3 mm. Zdroj: Naprstkova, nepublikovana data.

a

Interakcemi proteinit ALBA u rostlin se zatim zabyvali pouze Yuan et al., (2019), ktefi
popsali heterodimerizaci dvou proteint ALBA u huseni¢ku rolniho — ALBA1 a ALBA2
(ALBAS50 a ALBAG60) v jadie s vazbou chromatinu.
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4. Material a metody

4. 0. 1 Definice genii ALBA u huseni¢ku rolniho

Pojmenovani proteinit ALBA u husenicku rolniho bylo pievzato z diplomové prace mé

konzultantky (Naprstkova, 2016, viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Geny ALBA

Kod AT1G76010

AT1G20220

AT3G07030 |AT1G29250 | AT2G34160 | AT3G04620

Nazev ALBAI0

ALBA20

ALBA30 ALBA50 ALBA60 DANI

4. 1 Priprava rostlin huseni¢ku rolniho s mutaci v genech ALBA
metodou CRISPR/Cas9

4. 1.1 Strucny dvod o metodé

Metoda CRISPR/Cas9
(Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) je
bézné uzivanou metodou
k editaci genomu. Systém
pochazi z bakterialniho
imunitniho systému, kdy
nukledza Cas9 specificky
rozezna misto editace pomoci
cca 20-23 nukleotidti dlouhé
gRNA, a zplsobi dvojvlaknovy
zlom. Pfi naslednych opravach
poté mohou byt generovany
rizné mutace, Casto kratké

inzerce ¢i delece. Alternativni

Obrazek S: Schéma genové editace nukleazou Cas9

CRISPR/Cas9

sgRNA

Dvouvlaknovy zlom

mrrrrrrrrrrnmi

sl ]

HDR

D><C

NHEJ

T
.LLJ._.LLLL_L
ZD( Indel 4 l l S)( Nova DNA )(5 /

Upraveno podle Cribbs a Perera, 2017.

moznosti je oprava pomoci donorové DNA (viz Cribbs a Perera, 2017, Obrazek 5).
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4. 1. 2 Priprava vektoru

Vsechny vektory s gRNA pro editaci gent ALBA byly pfipraveny a vneseny do rostlin
jesté pted zapocetim mé prace. Vektory byly pfipraveny podle Wang et al., (2015). Jednotlivé
gRNA pro jednoduché mutanty byly klonovany metodou Golden Gate do vektoru pHEE401E,
zatimco kombinace dvou gRNA pro trojndsobné mutanty v rdmci podrodin byla klonovana do
vektoru pHEE401. Vzhledem k velké podobnosti proteintt ALBA bylo totiZ mozné navrhnout
spole¢nou gRNA vzdy pro dva geny z dané podrodiny (viz Obrazek 6). Exprese nukleazy Cas9
je pod kontrolou fuznich promotortt EC1 (Egg Cell 1), ¢imZ je zajiSténa editace pouze ve vajecné
buiice, pripadné zygot¢. Cile vSech gRNA se poté nachazeji v prvnim exonu daného genu (viz

Obrazek 7, sekvence gRNA viz Ptiloha 3).

Obrazek 6: Mapy vybranych vektori pouzitych pro editaci genu ALBA

Priklady vektort pouzitych k editaci gentt ALBA. Vlevo vektor s gRNA pro editaci ALBA10, vpravo
vektor pro trojnasobnou editaci gentt ALBA50, ALBA60 a DANI.

U6-26p, U6-29p - promotory U6 podj. spliceozomu; U6-26t - terminator; gRNA scaffold — vlasenka rozeznavana
nukleazou Cas9; EC1.1p, EC1.2 - promotory specifické pro vaje¢nou buniku; EC 1.2en — enhancer; rbcS-E9t —
terminator; CAMYV 35S promoter — promotor viru mozaiky kvétaku; Hyg(R) — gen rezistence k hygromycinu

(rostlinna selekce); KmR, KanR — gen rezistence ke kanamycinu (bakterialni selekce); ori, pVS1 — dalsi regula¢ni
elementy rozeznavané bakteridlnim aparatem.
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Obrazek 7: Schématické znazornéni jednotlivych genu ALBA a cilu editace.
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Schématické zndzornéni genomovych
sekvenci ALBA u husenicku rolniho se
znazornénim pozic cilti jednotlivych
gRNA. Délky jednotlivych objekti
pomérné odpovidaji redlnym délkam
exond a intront. V piipadé mozné
existence vice sestfihovych variant
odpovida toto schéma variantam
exprimovanym v reprodukénich organech.

Vytvoteno v programu Inkscape.

4. 1. 3 Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens

Rostliny husenicku rolniho, ekotypu Columbia-0 (Col-0), byly transformovany

ptisluSnymi vektory pomoci Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101, metodou zvanou

,Floral dip* (Clough a Bent, 1998). Rostliny byly pifedpéstovany ve fytotronu ¢i v kultivacni

mistnosti, zpravidla v plastovych kvétinacich po péti za standartnich podminek az do kvétu. Poté

byly pfipraveny tekuté kultury bakterii. Prvni den byly pfipraveny 5ml tekuté kultury YEB

média (6 g/l kvasinkového extraktu, 5 g/l peptonu (kasein nastépeny trypsinem od firmy Sigma-

Aldrich®), 5 g/l sachardzy, 0,5 g/l heptahydratu siranu hofe¢natého), do kterych byla pfidana

odpovidajici bakterialni selekce (100 pg/ml rifampicilinu, 50 pg/ml gentamycinu, a v piipadé

vektord pro editaci metodou CRISPR/Cas9 50 ug/ml kanamycinu). Kolonie A. tumefaciens
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s pozadovanymi konstrukty byly pfeneseny do tekutych kultur pomoci sterilni $picky ¢i paratka.
Kultury byly kultivovany na tfepacce pii 28 °C a cca 180 RPM do druhého dne. Nésledné byla
¢ast narostlych kultur (400 pl) pfenesena do velkych litrovych Erlenmayerovych ban¢k s 400 ml
tekutého YEB média véetné odpovidajici selekce, a kultury byly kultivovany za stejnych

podminek do tietiho dne, kdy byla provedena samotna transformace.

Infiltraéni médium bylo pfipraveno v mnozstvi 0,5 litru na jeden konstrukt (50 g/l
sacharozy, 1,17 g/l zakladniho MS média (Murashige and Skoog Basal Salt Mixture, Sigma-
Aldrich®), 0,5 g/l MES (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid, Sigma-Aldrich®), 1 ml/l
Gamborg B5 vitamin mixture (Duchefa Biochemie), 10 pl/l BAP (6-Benzylaminopurine, Sigma-
Aldrich®), destilovana voda). Bakterie byly z kultury ziskany centrifugaci v nadobach o objemu
200 ml od firmy Beckman®, ¢i 400 ml od firmy Eppendorf, pfi 3214 xg po dobu 30 minut.
Nasledn¢ bylo médium odebrano a usazené bakterie byly resuspendovany v ptfipraveném
infiltraénim médiu. Z rostlin byly odstranény vSechny Sesule i kvéty, u nichz jiz byly viditelné
bilé korunni listky. K bakteridlnim suspenzim bylo tésné pred samotnou transformaci ptidano
300 pl smacedla Silwet L.-77, a nasledné v nich byla macena kvétenstvi rostlin po dobu 45 s.
Transformované rostliny byly zakryty tmavou folii a umistény zpét do fytotronu do nésledujiciho
dne, kdy bylo mozné folii sundat. Poté byly kultivovany obvyklym zpiisobem az do dozrani
semen. V nékterych pfipadech byla transformace, pro zvyseni ucinnosti, zhruba po tydnu

zopakovana na tychz rostlinach, jiZ bez odstranovani seSuli a kvéti.

4. 1. 4 Rostlinny material

Vychozim rostlinnym materidlem byly ve vSech ptipadech rostliny huseniceku rolniho
(Arabidopsis thaliana) s vnesenymi prislusSnymi konstrukty na pozadi Col-0. Semena byla pred
vysevem obvykle vymrazena pii -20 °C po dobu minimalné n¢kolika dni. Poté byla omyta 70%
alkoholem po dobu 2 min., sterilizovana pomoci 10% sava s 0,1% detergentu Nonidet po dobu
7 min., a nasledné byla ve flowboxu 3-5x omyta sterilni vodou (ddH,O). Vysev probihal na
pfedem pfipravené plastové petriho misky na 2 MS médium (1,1 g/l zakladniho média
Murashige a Skoog (Sigma-Aldrich®), 5 g/l sachardzy, 4 g/l agaru, 250 mg/l MES, 50mg/l Myo-
inozitolu (Sigma-Aldrich®) s pfidanymi vitaminy:1 mg/l vitaminu B6 (Pyrodoxine
Hydrochloride, Sigma-Aldrich®), 0,25 mg/l Niacinu (Nicotinic Acid, SigmaAldrich®) a 0,05 mg/I
vitaminu B1 (Thiamine Hydrochloride, Sigma-Aldrich®), upraveno podle Murashige a Skoog,
1962). Pro selekei rostlin obsahujicich konstrukt pro editaci genomu byl pouzit Hygromycin
(Hygromycin B Gold™, InvivoGen) o vysledné koncentraci 20 pg/ml média. Petriho misky

s vysetymi semeny byly pies noc obvykle uskladnény pti 4 °C a nasledné kultivovany v in vitro
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kultiva¢ni mistnosti pfi cca 22 °C, fotoperioda 16 h svétla a 8 h tmy. Po asi 10-14 dnech byly
rostliny pfesazeny na sadbové tablety Jifty7 (Jiffy International, Norsko) a kultivovany ve
fytotronu Conviron® model PGC20 pii 70% vzdus$né vlhkosti, pfipadné& ve spole¢né kultivaéni
mistnosti, kde je vzduSna vlhkost o néco nizsi. Rostliny byly pravidelné zalévany, a ptilezitostné
1 pohnojeny. Po odkvétu byly rostliny z fytotronu pfesunuty do dozravaci mistnosti s nizsi
vzdus$nou vlhkosti, kde jiz nebyly zalévany. Po dozrani byla semena vybranych rostlin sklizena
do 1,5ml mikrozkumavek, semena byla vymrazena pii -20 °C po dobu alesponi dvou dni a

nasledné opétovné vyseta, piipadné uskladnéna.

4.1.5 lIzolace DNA

Jadernd DNA byla izolovana z list mladych, nekvetoucich rostlin (stafi cca. 3 tydny)
pomoci metody vyuzivajici pufr CTAB (Lukowitz et al., 1996). List byl odebran do 1,5ml
mikrozkumavky znacky Eppendorf opatfené zamkem (tzv. Safe lock), obsahujici malé mnozstvi
sterilniho pisku, a okamzité byl zmrazen v tekutém dusiku. Takto zmrazené listy bylo mozné
pied dalsim zpracovanim skladovat pti -80 °C. Nasledn¢ byly vzorky homogenizovany v Magna
Lyser instrument (Roche Diagnostics GmbH, Némecko) po dobu cca 40 s, poté bylo pfidano
250 pl CTAB extrakéniho pufru (3% CTAB (cetyltrimetylamonium bromid) 1,4 M chlorid
sodny, 100 mM Tris, 20 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova), destilovana voda),
obsah zkumavek byl protiepan/zvortexovan a ponechan pii pokojové teploté po dobu 20 minut.
V digestofi bylo ke vzorkiim ptiddno 250 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru
24:1 (v p.a. kvalité), vzorky byly protfepany a centrifugovany pii cca 17000-18000 xg po dobu
10 minut. Vrchni vodni faze byla pfepietovana do nové 1,5ml zkumavky s 140 pl vychlazeného
izopropanolu a vzorky byly centrifugovany po dobu 7 minut. Kapalna faze byla odsata vodni
vyveévou, vznikly pelet DNA na dn€ zkumavky byl analogicky piecistén jesté¢ 1 ml 70%
ethanolu. Vzorek byl vysuSen pfi teploté cca 55 °C a nasledné byla DNA rozpusténa v 50 ul
ddH,0. Vzorky byly skladovany pfi teploté -20 °C.

4. 1. 6 Urceni genotypu

Genotyp rostlin byl stanoven pomoci sekvenace. Jednotlivé lokusy byly amplifikovany
metodou PCR polymerazou Taq Merciaza (od firmy Merci, s.r.0., Brno) s primery, jez odpovidaji
danému genu (viz Ptiloha 1). Tato polymeraza byla pouzivana pro vSechny amplifikace, pokud
neni uvedeno jinak. Malé mnozstvi produktu amplifikace bylo obvykle otestovano pomoci
gelové elektroforézy (obvykle na 1% agarézovém gelu s trisacetatovym pufrem a ethidium

bromidem) a v pifipad¢, ze nebyl na gelu viditelny produkt amplifikace, byl dany vzorek vytazen
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z dal§iho zpracovani. Nasledné byly PCR produkty pteciStény, bud’ s vyuzitim komeréniho kitu
(QIAquick PCR Purification Kit, Quiagen), pfipadné pomoci alternativniho protokolu: PCR
produkt byl piepipetovan do standartni 1,5ml mikrozkumavky, smichén s 3/10 stavajiciho
objemu 1M roztoku octanu sodného (nebo 1/10 3M), pH 5,2, a 2-2,5 nasobku objemu
vychlazeného 99% ethanolu a smés byla umisténa do -20 °C po dobu asponi jedné hodiny. Poté
byla centrifugovana pii cca 18000 xg po dobu 20 minut. Tekuta faze byla opatrn€ odsata na
vodni vyveéve a neviditelny pelet PCR produktu byl 2x piecistén pomoci 70% ethanolu.
Zbytkovy ethanol byl vysusen a vzorek byl rozpustén v ddH,O. Koncentrace vzorki byla
zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific). Vzorky s pfilis
nizkou koncentraci (pod 4 ng/ul), ¢i vzorky, které i po opakovaném méieni vykazovaly
nestandartni absorb¢éni spektrum, byly vyfazeny. Zbylé vzorky byly vZdy spolecné s jednim

z primerti odeslany k sekvenaci Sangerovou metodou do centra Eurofins Genomics (GATC
Biotech) v Némecku. Ziskané sekvence byly porovnany se standardni sekvenci dané¢ho genu

v programu SnapGene (Www.snapgene.com) ¢i webového néstroje Benchling

(www.benchling.com).

4. 1.7 Kiizeni rostlin

Z kvetoucich rostlin Col-0 byly odstranény vSechny plody a pod binokuldrnim
mikroskopem Leica S6D, ptipadné Zeiss Stemi 508 byly z neotevienych poupat pomoci pinzet
vyjmuty stale uzaviené prasniky. Po 1-3 dnech byly dozralé blizny opyleny pylem mutantnich
rostlin. Zaroveinl byly odstranény mladsi kvéty. Rostliny byly kultivovany za standartnich

podminek do dozrani semen.

4. 1. 8 Pozorovani fenotypu

U nékterych mutantt byl sledovan vyvoj kotfene a kofenovych vlaskli u 4-6 dennich
semenackl. Semena mutantnich rostlin i divokého typu byla vyseta in vitro na 50 pl petriho
misky v jedné ¢i dvou fadach a nasledné byly tyto umistény v kultivaéni mistnosti ve vertikalni
poloze. Po ctyfech az Sesti dnech byly kotfinky pozorovany ve viditelném svétle pod

binokuldrnim mikroskopem Zeiss Stemi 508 opatienym kamerou.

Fenotyp pylu byl stanoven podle Rendka et al., (2012). Kvéty z kazdé testované rostliny
byly umistény do jedné z jamek mikrotitra¢ni desticky (Nunc™ MicroWell™ 96-Well Optical-
Bottom Plates with Polymer Base, Thermo Fisher Scientific, USA) se 100 pl barviciho roztoku
DAPI (destilovana voda, 100 mM fosfatovy pufr, 10 mM EDTA, 0, 1% 41 (v/v)
polyethylenglykol (Triton™ X-100 (9002-93-1); Sigma-Aldrich®), 0.4 ug/ml DAPI (DAPI
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(28718-90-3); Sigma-Aldrich®), pH 7 (200 mM dihydrogenfosforecnan draselny (Sodium
dihydrogen phosphate, Sigma-Aldrich®), 0,2 mM heptahydrat hydrogenfosfore¢nan disodny
(Sodium phosphate dibasic heptahydrate (7782-85-6); Sigma-Aldrich®), destilovana voda))
podle Park et al., (1998). Dostate¢né¢ mnozstvi pylovych zrn bylo obvykle ziskano z 3-4
otevienych kvétl dané rostliny. Vzorky byly pro nabarveni ponechany ve tmé po dobu cca 10
minut a ndsledné byly pozorovany pod invertovanym mikroskopem Nikon Eclipse TE 2000-E ve
viditelném spektru a pod UV svétlem. Obvykle bylo analyzovano 6 nebo 12 rostlin a od kazdé

rostliny zpravidla alespoii 100 pylovych zrn.

Pro stanoveni fenotypu plodil byly z rostlin odebrany Sesule ve vhodném vyvojovém
stadiu — kvétni staddium 17 — 18 dle Alvarez-Buylla et al. (2010). Nejstarsi 3 SeSule rostlin nikdy
nebyly analyzovany. Odebrané Sesule byly upevnény na podlozni sklo pomoci oboustranné lepici
pasky a nésledné byly preparaéni jehlou opatrné€ roziiznuty po obou stranach $vu. Fenotyp SeSuli
byl pozorovan ve viditelném svétle pod binokularnim mikroskopem Zeiss Stemi 508 opatienym
kamerou. Defekty fenotypu byly hodnoceny podle (http://www.seedgenes.org/Tutorial.html).
Zarovei s plody byly obvykle vyfoceny 1 kvéty.

4. 2 Zjisténi interakci mezi proteiny ALBA pomoci BiFC

4. 2. 1 Struény uvod o metodé

Bimolecular Fluorescence Complementation, zkracené BiFC je metoda, jez umoziuje
identifikovat a vizualizovat proteinové interakce. Translatované sekvence testovanych genti jsou
fazované s jednou ¢i druhou polovinou zlutého fluorescen¢niho proteinu (YFP), jez jsou
nasledné exprimovany v testovacim systému (napt. protoplasty ¢i listy tabaku Nicotiana
benthamiana). V ptipadé€, Ze proteiny interaguji, obé poloviny YFP se mohou spojit ve funk¢ni
fluorescencni protein, jenz je pak mozné pozorovat (viz napi. Weinthal a Tzfira, 2009, Obrazek

8).

Obrazek 8: Schématické
znazornéni principu metody
BiFC

Pokud spolu proteiny ALBA
interaguji, ob€ poloviny YFP
utvoii funk¢ni fluorescencni
protein. Vytvofeno v programu
Inkscape.

Alba-nYFP Alba/Alba Alba-cYFP
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4. 2. 2 Izolace RNA

Pletivo, z néhoz méla byt RNA extrahovéana (obvykle kvétenstvi), bylo sebrano do 1,5ml
mikrozkumavek, zmrazeno v tekutém dusiku a pfed dalSim zpracovanim obvykle skladovano pti
-80 °C. RNA poté byla izolovana pomoci komeréné dostupného kitu RNeasy® Plant Mini Kit od
firmy Quiagen. Vzorky byly homogenizovany v podchlazenych tiecich miskach s tekutym
dusikem, jenz byl dle potieby dolévan. Po uplném rozmélnéni pletiva bylo ke kazdému vzorku
piidano 450 ul pufru LRT s 2-merkaptoethanolem, a po doliti tekutého dusiku byla smés
homogenizovéana az do uplného promiseni sloZek. Po rozehtati byla smés slita na fialové
kolonky QIAshedder spin column a centrifugovana po dobu 2 minut. Supernatant byl smichan
s Y2 stavajiciho objemu 96% ethanolu a pienesen na rizovou kolonku RNeasy Mini spin column.
Po kratké centrifugaci byl odstranén supernatant, na kolonku bylo ptidano 700 pl pufru RWI a
vzorek byl opét kratce centrifugovan. Kolonka byla analogicky 2x promyta 500 pl pufru RPE,
supernatant byl vzdy odstranén. Spodni ¢ast kolonky (collection tube) byla vyménéna za novou a
vzorek byl jeste jednou centrifugovan pro odstranéni zbytku pufru. Svrchni Cast byla pienesena
do 1,5ml mikrozkumavky. RNA byla ziskana eluci pomoci 30 pl vody bez RNaz (RNAse-free).
Vzorek byl umistén na led a koncentrace ziskané RNA byla stanovena pomoci spektrofotometru
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific). Kvalita byla téz otestovana pomoci elektroforézy na

2% agardzovém gelu s trisacetatovym pufrem a ethidium bromidem.

Cast ziskané RNA byla piepipetovana do nové mikrozkumavky a byla oetiena DNAsou
pro degradaci DNA pomoci komer¢né dostupného kitu od firmy Promega (ImProm-II"™ Reverse
Transcription System). K 16 ul RNA byly pfidany 2 pl RNAsy RQ1 (RQ1 RNaseFree DNase) a
stejné mnozstvi odpovidajiciho reakéniho pufru. Smés byla lehce promichana a inkubovéna pfi
37 °C po dobu 30 minut pro probé¢hnuti reakce. Nasledné bylo ke smési ptidano 2 ul DNase Stop

solution a smés byla inkubovana pii 65 °C pro zastaveni reakce.

RNA byla nakonec piepsana do cDNA (komplementarni DNA) pomoci komer¢né
dostupného kitu ImProm-II™ Reverse Transcription Systém od firmy Promega. V nové
mikrozkumavce bylo smiseno 4 pul RNA po oSetfeni DNAsou a 1 pl smési primerti cilicich na
poly-A konce mRNA. Obsah mikrozkumavky byl zahtaty na 70 °C na 5 minut pro rozvolnéni
sekundarnich struktur RNA a poté byl opét ochlazen. Nasledn¢ bylo ke kazdému vzorku RNA
pfidano 15 pl mastermixu pro piepsani do cDNA (5 ul vody bez RNaz (RNAse-free water), 4 pl
ImProm II 5x reakéniho pufru, 3,5 pl 25mM chloridu hote¢natého (MgClL), 1 ul 10 mM dNTPs,
0,5 ul RNAsinu ® (inhibitor RNé4z) a 1 pl ImProm reverzni transkriptazy). Vzorky byly

inkubovany pfti 25 °C po dobu 5 minut pro nasednuti primerti, nasledné pii 42 °C po dobu jedné
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hodiny (elongace) a nakonec pii 70 °C na 15 minut pro inaktivaci enzymu. Ziskana cDNA byla

do pouziti skladovana piti -20 °C.

4. 2. 3 Priprava expresnich vektoru

K ptipravé expresnich vektort bylo pouzito metody GoldenBraid 3.0 (Sarrion-Perdigones
et al., 2011). Pfi klonovani touto metodou jsou jednotlivé segmenty transkripénich jednotek
(napf. promotor, protein naseho zdjmu ¢i C-terminalni znacka) domestikovany samostatné do
domestikac¢niho vektoru pUPD2. Kompletni transkripéni jednotky jsou nasledné utvoteny ve
vektorech Alpha a jejich kombinace poté vznikaji ve vektorech Omega (viz Obrazek 9). Pti
navrhu experimentu jsou pro jednotlivé domestikované segmenty stanoveny unikatni kody,
sestavajici se ze 4 bazi. Tyto kody jsou jiz sou€asti primert,, pouZitych pti amplifikaci
domestikovaného useku, a pti ndsledné tvorbé transkripcni jednotky ve vektoru Alpha slouzi
jako lepivé konce a definuji konkrétni pozici dané¢ho fragmentu v ramci transkripéni jednotky
(viz Obrazek 9B, C). Jednotlivé vektory Alpha maji zaroven své vlastni kody, jenz definuji jejich

naslednou pozici ve vektoru Omega.

Obrazek 9: Schéma klonovani metodou GoldenBraid 3.0
Schéma priibéhu klonovani
B metodou GoldenBraid 3.0

na prikladu proteinii ALBA.
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materialu, amplifikace
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domestikace do vektoru
pUPD2; B. Kombinace
fragmentii z vektorti pUPD2
do zvoleného vektoru
Alpha. C. Detail klonované
transkripcni jednotky ve
vektoru Alpha se
znazornénim konkrétnich
kodii; D. Kombinace
transkripcnich jednotek ve
vektorech Alpha do
findlniho vektoru Omega.
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Wytvoreno v programu
Inkscape.

V piipadé, Ze se v sekvenci domestikovaného tseku nachézeji restrikéni mista pro

pouzivané restrikéni enzymy (BsmBI, Bsal), dany tsek je amplifikovan a klonovan do

domestikac¢niho vektoru ve vice fragmentech, a restrikéni mista jsou nasledné odstranéna

zaménou baze za synonymni kodon.
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Kodujici sekvence proteinit ALBA byly amplifikovany z cDNA ziskané z kvétenstvi,
jelikoz zde jsou oproti vegetativnim organiim exprimovany vSechny proteiny ALBA.
K amplifikaci byly pouZity primery, jeZ byly v laboratofi dfive vyuZity k domestikaci
genomovych sekvenci (viz Priloha 2, Ptiloha 4A). Amplifikované fragmenty byly osekvenovany
a ziskané sekvence byly po odstranéni stop kodoénu pouzity k navrZzeni domestikace pomoci
metody Golden Braid 3.0, (domestikator viz. https://gbcloning.upv.es/tools/domestication).

K in silico klonovani byl pouzit program SnapGene nebo webovy nastroj Benchling.

Mimo proteinit ALBA byly z alternativniho klonovaciho systému obdobnym zpiisobem
domestikovany i ob¢ poloviny Zlutého fluorescenéniho proteinu (nYFP a cYFP) a proteiny
bZIP34 a bZIP52 slouzici jako pozitivni kontrola. Ob¢ poloviny YFP byly domestikovany se
dvéma riznymi pary koda definujici jejich budouci pozici v transkripéni jednotce — jednou jako
C-termindlni znacka a jednou jako samostatné kodujici sekvence, jez ve finalnich vektorech
slouZzi jako kontroly. Z dGivodu pfitomnosti domény Alba na aminovém proteind byly vSechny

fuze s polovinami fluorescen¢niho proteinu karboxytermindlni.

Jednotlivé segmenty byly kviili vétsi presnosti amplifikovany pomoci polymerazy
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase s opravnou aktivitou (New England Biolabs®, viz
Piiloha 4B). Usp&snost amplifikace byla ovéfena analyzou malého mnoZstvi reakce na 1%
agar6zovém gelu. V piipadé pfitomnosti vét§siho mnozstvi fragmentti byl pozadovany segment
extrahovan pfimo z gelu pomoci komeréné dostupného kitu (GeneJET Gel Extraction Kit;
Thermo Fisher Scientific). Usp&sné amplifikované segmenty byly nasledné v ramci ligaéni
reakce nastépeny enzymem BsmBI a vneseny do domestikacniho vektoru pUPD2 (Patron et al.,
2015) pomoci ligazy T4 (viz Ptiloha 6, Obrazek 10). Vysledny vektor byl poté ziskan po

zpracovani bakteridlnich kultur (seznam vektora viz Ptiloha 5).

Klonovany usek je do vektoril ligovan vzdy namisto LacZ (soucast laktézového operonu
kodujici enzym B-galaktosidaza), ktery je vystfizen. Pii ndsledném dodéani substratu X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosid) a induktoru exprese B-galaktosidazy IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid) poté vznika u baterialnich kolonii s prazdnym vektorem

barevny produkt, tudiz 1ze tyto kolonie odlisit.

JelikoZ je konovani metodou GoldenBraid 3.0 tfistupiiové, v druhé fazi klonovani byly
utvoreny transkripcni jednotky ve vektorech Alfa (a — viz Obrazek 10 a Priloha 7). Proteiny
fazované s nYFP byly klonovany do vektoru pDGB3 all, zatimco fize s cYFP byly klonovany
do pDGB3 a12. Do pDGB3 a13 byl zaklonovan volny fluorescen¢ni protein mCherry. Ve vsech

ptipadech byl pouzit silny promotor viru mozaiky manioku (pCsVMYV), jako terminator

30



Obrazek 10: Priklady map pripravenych vektoru

pPUPD2_ALBA50-cDNA
2501 bp

AWAS

|5 Alphall_ALBA20-cDNA_nYFP
4810 bp

woud

U

Mapy pripravenych vektorii. Vievo — domestikacni vektor ;\ \
pUPD?2 s domestikovanym usekem (ALBA50); Vpravo — N
transkripcni jednotka ve vektoru a; CamR, KanR —
bakterialni selekce; ori, pSa ori — regulacni motivy
rozeznavané bakterialnim aparatem

poslouZil silny terminator NosT. Samotné liga¢ni reakce probé&hla za ptitomnosti restrikéniho

enzymu Bsal a ligazy T4 (viz Ptiloha 6).

V posledni fazi byly zkombinovany jednotlivé transkripéni jednotky do destinacniho
vektoru pPDGB1 Omegal ¢i pDGB3 Omega2 (viz Obrazek 11). Do vektoru byly vzdy vlozZeny
sekvence z péti riznych vektort Alfa: all, al2, al3, al4 a a2. Vektor al3 vzdy obsahoval
transkrip¢ni jednotku s fluorescenénim proteinem mCherry, slouZici jako kontrola transformace,
all a al2 byly poté vyhrazeny pro samotny experiment. Vektory al4, a2 a v ptipad¢ n¢kterych
kontrol 1 a1l al2 poté obsahovaly kratky fragment vypliiové DNA s odpovidajicimi lepivymi

konci. V liga¢ni reakci byl poté pouzit enzym BsmBI a ligdza T4. Seznam planovanych vektorii

viz Pfiloha 9.

4. 2. 4 Amplifikace vektoru a dalsSi bakterialni prace

Ziskané produkty liga¢nich reakci bylo tfeba zmnozit pomoci bakterii Escherichia Coli,
kmene TOP10a. Ke 30-50 pl zmrazenych kompetentnich bunék byl ptidan 1 pl ligacni reakce.
Kompetentni bunky byly inkubovéany na ledu po dobu 20 minut, a poté byly transformovany
pomoci tepelného Soku umisténim do vodni 1azné predehraté na 42 °C po dobu 30 s. Po
op¢tovném ochlazeni na ledu po dobu 2 minut bylo ke kulturam pfiddino SOC médium
(destilovana voda, 2% trypton (Sigma-Aldrich®), 0,5% kvasinkovy extrakt (Duchefa Biochemie),
20 mM gluké6za (SERVA Electrophoresis, Némecko), 10 mM chlorid sodny, 10 mM chlorid
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Obrazek 11: Priklad pripraveného destina¢niho vektoru Omega
Pripraveny vektor Omega?Z se tremi transkripcnimi jednotkami (DANI s nYFP, DANI1 s cYFP, mCherry) a dvéma
| fragmenty vypliové DNA (,, stuffer ). SpmR — bakteridlni selekce.

LB CsVMV promoter region
‘ AATG overhang

DAN1 cDNA

T GEm overhang

~CsVMV promoter region

(mCherry (Discosoma sp.)!

s ?\‘ GGTA overhang

\ Stuffer358P

\

| |GTCA overhang
SF
RB

pOmega2_DAN1_nYFP_DAN1_cYFP_mCherry
11 723 bp

hofe¢naty (Sigma-Aldrich®), 2,5 mM chlorid draselny (Sigma-Aldrich®)).

Bakterie byly kultivovany na tfepacce pti teploté 37 °C a cca 200 RPM po dobu 45 min —
1 h. Poté byly bakteridlni kultury vysety na pfedem ptipravené petriho misky, obsahujici LB
médium ztuzené agarem (destilovana voda, LB agar low salt (Trypton 10 g/1, chlorid sodny 5 g/I,
kvasinkovy extrakt 5 g/l, mikrobiologicky testovany agar 10 g/1), Duchefa biochemie),
s pfidanym substratem X-gal (40 mg/ml rozpustény v DMSO) a induktorem IPTG (120 mg/ml)
pro barevné odliSeni prazdnych vektori a s odpovidajicim antibiotikem v zavislosti na typu
vektoru: chloramfenikol (34 ng/ml v ethanolu) pro pUPD2, kanamycin (50 ng/ml) pro vektory
pDGB3 Alpha a spektinomycin (100 ng/ml) pro vektory pDGB3 Omega2, pDGB1 Omegal.
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Petriho misky s bakterialnimi kulturami byly kultivovany pies noc pti 37 °C. Jednotlivé kolonie

byly poté pfemistény na novou petriho misku pomoci sterilniho paratka ¢i Spicky.

Bakterialni kolonie byly testovany na pfitomnost spravného vektoru v nékolika krocich.
V prvnim kroku bylo vybrdno 5-10 kolonii pro testovani pomoci PCR, kdy jako templat slouzily
jednotlivé bakterialni kolonie — tzv. colony PCR. V pfipad¢ domestika¢niho vektoru pUPD2 byly
obvykle vyuzity primery specifické pro tento vektor, jejichz vyuziti vedlo k amplifikaci celého
domestikovaného tuseku. V pozdéjsich fazich, vzhledem ke stale se zvétSujicim konstruktim,

vSak byly primery zvoleny tak, aby PCR netrvala netinosné dlouho (seznam viz Pfiloha 8).

Pozitivni kolonie byly pomoci sterilniho paratka ¢i Spi¢ky preneseny do tekutého média
LB (destilovana voda, LB broth low salt (Trypton 10 g/, kvasinkovy extrakt 5 g/1, chlorid sodny
5 g/1) s ptidanou odpovidajici selekci vektoru a kultivovany na tfepacce pii 37 °C do druhého
dne. DNA byla poté extrahovana pomoci komercné dostupného kitu (GeneJET Plasmid Miniprep
Kit od firmy Thermo Fisher Scientific): Bakterie byly z média ziskany centrifugaci pti cca
5000 xg. Nasledn¢ bylo médium odstranéno a bakterie byly resuspendovany v resuspendac¢nim
roztoku. Buniky byly usmrceny lytickym roztokem na béazi kyseliny octové, ktery byl nasledné
zneutralizovan neutralizacnim roztokem, aby nedoslo k degradaci DNA. Obsah zkumavky byl
centrifugovan pii maximalnich otackach mikrocentrifugy (13000 xg), tekuta faze byla oddélena
od vysrazeného bunééného obsahu a byla pfenesena na kolonku. Zde byla DNA navazéna,
pfecisténa pomoci promyvaciho roztoku s obsahem etanolu a nésledné uvolnéna do 1,5ml
mikrozkumavky pomoci elu¢niho pufru. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci
spektrofotometru NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific), a v ptipad€ potieby byla DNA

nafedéna do rozmezi 100-150 ng/ml.

Pro ovéteni spravnosti izolovaného vektoru bylo nasledné provedeno Sté€peni restrikénimi
enzymy. Ze seznamu restrikénich enzymu dostupnych v laboratofi byl pomoci programu
SnapGene ¢i webového nastroje Benchling vybran takovy, ktery §tépi ve vkladaném useku, a
zaroven se daji jednotlivé fragmenty na gelu odlisit. Pfipadné byla pouzita kombinace dvou
riznych enzymd, $tépicich ve stejném pufru (viz Ptilohy 5 - 7). V ptipadé, ze vysledek nasledné
gelové elektroforézy v trisacetatovém pufru s ethidium bromidem byl srovnatelny s predikci

in silico, byla spravnost vlozenych sekvenci potvrzena sekvenaci.

Vsechny bakterialni kolonie s ovéfenym vektorem byly nasledn€ zakonzervovany
ptipravou glycerolti. Tekuté bakteridlni kultury byly napéstovany ptes noc obvyklym zplisobem.
Do oznacgenych kryozkumavek CRYOVIAL® (od firmy Simport) bylo napipetovano n&kolik
kapek 80% glycerolu, ke kterym bylo ptidano 700 pl bakteridlni kultury. Bakterie byly dikladné
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promichany s glycerolem, zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné skladovany pti -80 °C.

4. 2. 5 Transformace Agrobacterium tumefaciens

Ptipravené vektory byly vneseny do 4. tumefaciens pomoci elektroporace. K cca 50 ul
bakterialni kultury bylo pfidano 200 ng plasmidu a bakterie byly pfeneseny do vychlazené
kyvety tak, aby v kultufe nevznikly bubliny. Kyveta byla po osuseni umisténa do elektroporatoru
(Eporator®, Eppendorf), kde pfi 2,0 kV probéhla transformace. Nasledn& bylo k buitkam pfidano
YEB médium a po resuspendaci byly kultury pfeneseny do 1,5ml mikrozkumavek. Kultury byly
inkubovany na tfepacce pii teploté 28 °C, 180 RPM po dobu cca 1,5-2 h.

Bakteridlni kultury byly vysety na 25 ml petriho misky s YEB médiem ztuzenym agarem
(1,2%) s obsahem odpovidajici selekce: 100 pg/mL rifampicilinu, 50 pg/mL gentamycinu a
100 pg/mL spectinomycinu. Kultivace nasledné€ probihala pfi 28 °C po dobu dvou dni. Ziskané
kolonie byly nésledné otestovany na pfitomnost vektoru pomoci PCR, pfeneseny na novou

petriho misku s YEB agarem a kultivovany do druhého dne.

4. 2. 6 Agroinfiltrace listu tabaku (Nicotiana benthamiana)

Listy tabdku Nicotiana benthamiana byly infiltrovany podle Gehl et al., (2009). Bakterie
A. tumefaciens byly napéstovany v 5 ml tekutého YEB média pies noc pti 28 °C a cca 200 RPM.
Nasledné¢ byly kultury centrifugovany pii 1620 xg po dobu 5 minut, médium bylo odstranéno a
bakterie byly resuspendovany v 1 ml infiltraéniho média (10 mM MES, 10 mM MgCl, (Merck),
200 puM acetosyringone (Merck)). Takto byly kultury promyty dvakrat. Poté byly suspenze
nafedény do pozadované optické denzity (ODgo) — nejprve byla pouzita OD 0,5, po prvnich
experimentech vSak byla snizena na 0,2 az 0,15. Zaroven s testovacimi vzorky bylo vzdy
napéstovana 1 kultura 4. tumefaciens nesoucti supresor silencingu p19, ktery byl ndsledné ptidan
ke vSem ostatnim suspenzim v ekvimoldrnim poméru. Kultury byly inkubovany na tfepacce po
dobu 3 hodin. Nésledn¢ byly pomoci 1ml plastové stiikacky vneseny do listli cca 6 tydnti starych
rostlin tabaku Nicotiana benthamiana. Rostliny byly nasledné¢ kultivovany za standardnich
podminek (16 h svétla). Interakce byly pozorovany po jednom az nékolika dnech na
konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 880 s Airyscan detektorem (Zeiss, Némecko). Zpracovani
obrazovych dat nasledné¢ probihalo v programech ZEN (Zeiss), Adobe Photoshop, ¢i Gimp.

34



5. Vysledky

5. 1 Priprava rostlin huseni¢ku rolniho s mutaci v genech ALBA
metodou CRISPR/Cas9

5. 1. 1 Identifikace mutantnich rostlin a selekce homozygoti

Individualni mutanti

Pted zapocCetim mé prace jiz byly v laboratofi pfipraveny vSechny konstrukty potiebné
k genové¢ editaci jednotlivych genli rodiny Alba (uvedenych v kapitole Material a metody).
Zaroven byla k dispozici 1 semena vSech transformovanych rostlin, a v pfipad¢ geni ALBA30,
ALBAS50 a DANI 1 n&kolik rostlin v prvni generaci, jez byly identifikovany jako potencialné

heterozygotni v daném lokusu. Semena téchto rostlin byla tedy vyseta do dalsi dalsi generace.

U gent ALBA30 a DAN1 byly pro kazdy z genti nasledné identifikovany dveé nezavislé
mutantni linie. V pfipad€ mutant a/ba30 byla v linii 8 (L8) identifikovana rostlina homozygotni
pro inzerci cytosinu (C), zatimco rostlina v linii 10 (L10) byla homozygotni pro inzerci thyminu
(T, viz Obrazek 14B). Analogicka situace byla pozorovana u mutantnich linii pro danl, v linii 5
(LS) byla jedna z rostlin identifikovana homozygotni s inzerci guaninu (G), zatimco v linii 6
(L6) byl nalezen mutant s inzerci adeninu (A) na obou alelach (viz Obrazek 14F) Genotyp dalsi
z dostupnych rostlin linie 5 byl shleddn zajimavym (sekvena¢ni chromatogram poukazoval na
rozsahlej$i zménu lokusu), tudiz byla semena této rostliny vyseta do dalsi generace, kdy byla
identifikovana rostlina s deleci 4 bazi. Tato linie byla oznacena jako L1-1 podle ¢iselného
oznaceni matei'skych rostlin z 2 prfedchozich generaci, prakticky je vSak sesterska k linii 5 (viz

Obrazek 12).

V ptipadé ALBAS50 linie 1 (L1) byly v druhé generaci z 10 Gspésné otestovanych rostlin
tf1 heterozygotni, zbytek rostlin nevykazoval Zadné stopy po editaci. Semena jedné
z heterozygotnich rostlin byla tedy vyseta do dalsi generace, kdy byl identifikovan homozygot
pro inzerci adeninu (A, viz obrazek Obrazek 14C). Pro ziskani druhé linie byla zaroven vyseta i
semena v prvni generaci po transformaci, u zadné dalsi z 23 testovanych rostlin v§ak nebyl

identifikovan mutantni genotyp.

Opakované byly kultivovany téZ rostliny s gRNA pro editaci ALBA10, ALBA20 a
ALBA60, jez byly zaroven testovany na pfitomnost mutantniho genotypu. U ALBA20 byly
v prvni generaci identifikovany 2 rostliny jako potencialn¢ heterozygotni, jejich semena byla

tudiz vyseta a u rostlin byl stanoven genotyp v nasledujici generaci. Zaroven byly v dalsi
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generaci testovany i 2 linie ALBA10 a jedna linie ALBA60, u kterych v prvni generaci nebyly

pozorovany mutace v daném lokusu. Vysledky dalSich kolegt z laboratofe totiz naznacovaly, ze
v dalSich generacich byva uspésnost editace vyssi. U danych linii v§ak v druhé a v par ptipadech
ani ve tfeti generaci nebyl identifikovan zadny mutantni genotyp. Nasledné bylo tedy otestovano

veétsi mnoZstvi rostlin v prvni generaci, mutantni genotyp vSak mezi nimi téZ nebyl nalezen.

U rostlin s gRNA pro editaci ALBA 10 se zaroven ukazal problém se ziskdnim vétsiho
mnozstvi transformovanych rostlin. Pfislusnym vektorem tedy byly transformovany dalsi
rostliny Col-0, mnozZstvi pozitivné selektovanych rostlin ze ziskanych semen vsak bylo stale
velmi podobné. Nasledné byl zjiStén problém se Zivotaschopnosti bakterii A. tumefaciens,
nesoucich dany konstrukt. Opétovnym vnesenim destina¢niho vektoru pHEE401E ALBA10
gDNA do bakterii byla tedy ziskdna nova kultura, ktera byla pouZita pro ziskani novych
transgennich rostlin. MnozZstvi selektovanych transformantii vSak zlstavalo stale malé. Pro
ziskani dostate¢ného mnozstvi transformantt bylo tieba vysit dvojndsobné mnozstvi semen na
2 velké petriho misky a i pak bylo mnoZzstvi rezistentnich rostlin polovi¢ni oproti rostlinam

s ostatnimi konstrukty. Pfi pfili§ hustém vysevu na jedné petriho misce bylo naopak

Obrazek 12: Priprava jednoduchych mutanti
Schématické znazornéni pripravy jednoduchych mutantii. Zahrnuty jsou i pocty analyzovanych rostlin. ins —
inzerce, del - delece

T2 T3

SN, SN SN

2§X ALéAlO 2x20 ALBA10O 21x ALBAI10O

49x ALBA20 40x ALBA20 21x ALBA20
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8x ALBA30 1x alba30 "€ (Lg)
2x ALBA30/alba30 1x alba30 ™ T(L10)

allih _,atlih L, atllib
33x ALBA50 3x ALBA50/alba50 alba50 "sA
1x ALBA50/alba50?

48x ALBA60 20x ALBA6O 7x ALBA60

AN L, AN L, AN
5x DANI 1x danl "6 (15) 1x danl %4 @1-1)
3x DAN1/danl 1x danl (smésny - L5)
1x danl ™A (Le)
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problematické nésledné presazeni onéch par rezistentnich rostlin. Nakonec vSak zadna

z testovanych rostlin neobsahovala mutaci v daném lokusu (shrnuto v Obrazku 12).

Trojnasobni mutanti

Semena s konstrukty pro vicendsobnou editaci genomu byla na po¢atku prace téz
k dispozici, oproti jednoduchym mutantiim vSak s nimi nebylo diive pracovano. Identifikace
trojnasobnych mutanta se zaroven ukéazala nadro¢néjsi, jelikoz bylo tfeba stanovit genotyp ve
trech riznych genech. Pro vicenasobné mutanty se tim spiSe ukazalo nezbytné spolehlivé
stanoveni genotypu a rozeznani mutaci od pozadi ¢i dalSich sekvena¢nich anomalii, jenZ se

u fady vzorkii bézné¢ vyskytovaly.

V pociatcich byly vybrany rezistentni rostliny s konstrukty pro editaci gentt ALBA z jedné
¢i druhé podrodiny, které byly dale kultivovany a byl u nich stanoven genotyp. Semena jedné
z rostlin s konstruktem RPP25/430 pro editaci genit ALBA10, ALBA20 a ALBA30, jez byla
v prvni generaci shledana potencialné heterozygotni v jednom z genti, byla nasledné vyseta do

dalsi generace, ukazalo se vSak, Ze Zadnd mutace pravdépodobné neni piitomna.

Po ziskani jistych zkuSennosti s analyzou sekvenacnich dat (nejen trojndsobnych
mutantil) byly nékteré predchozi vysledky znovu prohlédnuty a fada diive identifikovanych
potencialnich heterozygott se se zkuSenostmi ukazala byti jasny divoky typ. Jako nadéjné se
vSak ukézaly vysledky tii rostlin s konstruktem RPP20/D1 pro editaci gentt ALBA50, ALBA60 a
DANI v prvni generaci, kdy byly dané rostliny shledany heterozygotni v genu DANI (+/-).
Zaroven se ukazalo, Ze editace v lokusu DAN/ je u trojitého mutanta RPP20/D1 o néco
pravdépodobnéjsi, nezli editace ve zbylych dvou genech, na néz cili spole¢na gRNA. U rostlin
s konstruktem RPP25/430 to pravdépodobné bude podobné. Soucasné jiz byla tato gRNA
ovéiena u jednoduchych mutantti, primérni stanoveni genotypu lokustt DANI a ALBA30 se tedy

ukdzal jako efektivni zplsob identifikace mutantnich linii.

Semena jedné z rostlin s konstruktem RPP20/D1 (L4), jenz byla v prvni generaci
heterozygot v DANI, byla vyseta do dalsi generace, a z 21 kultivovanych rostlin vykazovalo 11
minimalné heterozygotni genotyp pro mutace v kazdém ze tfi editovanych lokusii. Zaroven bylo
mezi rostlinami pomérné mélo jednoduchych (prakticky jen danl) a dvojnasobnych mutantt.
Trojnasobny mutant vSak mezi nimi nebyl, proto byla vybrana jedna z rostlin (L8) o genotypu:
alba50 -/- inzerce (ins) A/G (bialelicky mutant), ALBA60/alba60, danl -/- ins A, jez byla
nasledné testovana v dalsi generaci. U ALBA60 vSak byl kromé nezménéné sekvence nalezen

pouze genotyp s deleci 3 bazi, jenz pravdépodobné nema na vznik proteinu zasadni vliv.
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Byla tedy zvolena dalsi z dostupnych rostlin (alba50 -/-, alba60 +/- a danl +/-), jejiz
semena byla vyseta, a mezi rostlinami se podatilo nalézt dva trojnasobné mutanty s identickym
genotypem: alba50 -/- (delece (del) C) alba60 -/- (ins C) a danl -/- (del 2bp). Tento genotyp byl
ovéfen v nasledujici generaci a byl potvrzen jako stabilni (viz Obrazek 13 a 14D, E, G). Zaroven
byla do druhé generace vyseta semena dalsi rostliny, jeZ byla v prvni generaci identifikovana
jako heterozygot v lokusu DANI (tudiz se jedna o nezavislou linii), a z osmi dostupnych rostlin
byly 4 aspon heterozygotni pro mutaci v kazdém z lokusii, mezi nimi jeden dvojndsobny
homozygot (alba50 -/- (del 2bp), ALBA60/alba60 (del C) a danl -/- (ins G)) a jeden dvojnasobny
bialelicky mutant. Ziskani druhé nezavislé mutantni linie 1ze tedy ocekavat v nasledujici generaci

(viz Obrazek 13).

Mezi rostlinami s konstruktem RPP25/430 byly poté v prvni generaci identifikovani
2 jedinci s prokazatelnou mutaci v ALBA30, jeden heterozygot (L22 - blize neureny) a jeden
homozygot s inzerci T (L18), ktery byl nasledné zvolen k vysevu a stanoveni genotypu v dalsi
generaci. Mezi Sesti rostlinami byli nasledn¢ identifikovani 2 jedinci s genotypem
ALBA10/albal0 +/-, ALBA20 +/+, alba30 -/- (ins T). V ptipadé¢ ALBAI10 se jednom piipadé
jednalo o inzerci C a v druhém o inzerci T, u ALBA2( naopak nebyla pozorovana mutace u zadné
z rostlin. Soucasné bylo zjisténo, ze spolecnd gDNA pro ALBA10 a ALBA20 se od genomové
sekvence ALBA20 1i8i v 1bp, coz mize byt diivod jeji nefunkénosti. Bylo proto vyseto dalSich 25
rostlin linie 18 (sesterské k pfedchozim), mezi kterymi byl nalezen dalsi jedinec s genotypem
ALBAI10/albal0 +/-, alba30 -/- (ins T), a 20 rostlin linie L18-2 — dal$i generace od jednoho
jedince ALBAI10/albal0 +/-, alba30 -/-, mezi kterymi byla identifikovana jedna rostlina

Obrazek 13: Priprava trojnasobnych mutanti
Zjednodusené schéma pripravy trojnasobnych mutantii, véetné poctu analyzovanych rostlin. ins — inzerce, del -

delece
Rpp25 T3
e 30 oo
@ \/\‘J/,:Zfi

30x ALBA30 3% ALBA10/albal0 albalo "¢
1x ALBA30/alba30 ALBA20 ALBA20
1x alba30 T (L18) alba30 T alba30 "sT
Rpp20
I
—_— OO
18x DAN1 alba50 %'¢ alba50 !¢
3x DAN1/danl ALBA60/alba60 ¢ alba60o s ¢
DAN1/dan1 9! 2bp danl e 2tp

N5
albaSOT’e‘ 2bp

ALBAG60/alba60 s ¢
danl ns G
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s homozygotni inzerci C v genu ALBA10 (genotyp albal( -/- (ins C), alba30 -/- (ins T), viz

Obrazek 14A, B). PCR s primery pro ALBA20 u téchto rostlin se nejprve nezdaftila a nasledné jiz

nebyla znovu provedena, genotyp vyse uvedenych rostlin je tedy v tomto lokusu neznamy.

(shrnuto v Obrazku 13).

U dostupnych individudlnich i trojnasobnych mutantl byla v programu SnapGene ¢i

pomoci webového néstroje Benchling na zékladé genotypu vytvorena predikce hypotetickych

proteinil. Ve vétsing ptipadl byl zahy predikovéan vznik stop kodonu (viz Obrazek 14).

A
inzerce C

albalO rpp25/alba30 L18-2
| ' [T [ T 1

Em==) mutantni protein: 42aa

[

standardni protein 350aa

B.
inzerce 1N

I l l [ ] l |

alba30 Ls8-N=c, L10,Rpp25-N=T

E==)> mutantni protein: 25aa

standardni protein 415aa

E
'nze;e A alba50 1131
[ [ T T 1 \
mmmmm)p mutantni protein: 47aa
cEr—_ alba50

rop20/danl L4-10

\v\l{{\

memmmm) Mutantni protein: 53aa
w >

standardni protein 130aa

F:

inzerce (5N =G
¥ danl [ \CaA
|

/’\\II

mmm) mutantni protein: 32aa

E.
inzerce C alba60
rpp20/danl L4-10

\vl\\\\

==» mutantni protein: 28aa
| >

standardni protein 130aa

G.

delece
2op  danl

rpp20/danl L4-10

yllX‘ l

=m) mutantni protein: 31aa
| >

standardni protein 164aa

Obrazek 14: Schématické znazornéni pozic mutaci a hypotetickych proteini

Schématické znazornéni
vybranych mutantnich
variant genti ALBA,
pripravenych metodou
CRISPR/Cas9, vcetné
pozice a typu mutace
(Cervené Sipky) a in silico
prefikce mutantnich
proteinii (oranzové Sipky,
zména sekvence
aminokyselin je
znazornéna odlisnou
barvou). Pro srovnani jsou
zahrnuty i délky
standardnich proteinii.
Predikce proteinii byly
ziskany pomoci programu
SnapGene ci nastroje
Benchling.

A. mutace albal0 u
rostliny s konstruktem pro
trojnasobnou editaci
genomu rpp25/a30; B.
mutace v alba30 u
Jednoduchych mutantit i u
rostliny s konstruktem
rpp25/a30; C. jednoduchy
mutant v alba50; D.
mutace v alba50 u
ziskaného trojndsobného
mutanta rpp20/d1; E.
mutace v alba60 u
ziskaného trojndasobného
mutanta rpp20/d1; F,
mutace v danl u
Jjednoduchych mutantu, G.
Mutace v danl u
ziskaného trojndsobného
mutanta rpp20/d1.

Vytvoreno v programu
Inkscape.
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5. 1. 2 Vyredéni nukleazy Cas9 z genomu
Ziskané mutantni rostliny (individualni mutanti) byly pro vyfedéni nukledzy Cas9
z genomu, a tedy zamezeni piipadné dalsi editace zpétné zkiizeny s rostlinami divokého typu
Col-0. Z kvetoucich rostlin Col-0 byly odstranény vSechny plody i oteviené kvéty a
z neotevienych poupat byly poté odstranény stale uzaviené prasniky. Po nékolika dnech byly

jednotlivé dozralé blizny opyleny pylem mutantnich rostlin.

Ke zjisténi pritomnosti nukledzy Cas9 v genomu byla provedena PCR reakce
s oligonukleotidy navrzenymi do kédujici oblasti nukledzy Cas9 (primery a cyklus viz Ptiloha
1). Jako pozitivni kontrola slouzil nejprve jeden z vektorii pouzitych k tranformaci rostlin,
pozdé&ji vSak byl pro lepsi srovnani nahrazen genomovou DNA jednoho z kiiZenci, jez na gelu
opakované vykazoval pomérné silny signal. Pro ovéteni pfitomnosti genomové DNA
u jednotlivych vzorki byla provedena amplifikace s jinymi primery, jenZ vracely pozitivni
vysledek, zpravidla byly amplifikovany jednotlivé mutované lokusy ALBA, jelikoz tyto tiseky

mohly byt nasledn€ odeslany na sekvenaci pro stanoveni genotypu.

JiZ na pocatku se nicméné¢ zddlo problematické rozlisit negativni vysledek od selhani
amplifikace. Proto byla semena pfi vysevu kiiZenct umisténa na médium bez selekce i se selekci
- hygromycinem (tzv. Test rezistence k hygromycinu, neboli ,,seminkovy test* - viz Obrazek
15B). V ptipadé, Ze byly semenacky rezistentni, ptitomnost exprimované nukleazy Cas9
v rostlinach je velmi pravdépodobna. Z poméru sensitivnich a rezistentnich rostlin 1ze zaroven

do jisté miry odhadnout alelicky stav pro inzert u matetké rostliny.

Oligonukleotidy pro amplifikaci Cas9 se ¢asem ukazaly nedostate¢né specifické, proto
byly nahrazeny novymi primery cilenymi na kodujici sekvenci genu rezistence k hygromycinu.
Pro odpovidajici srovnani se zarovein ukdzalo nezbytné normalizovat vstupni koncentrace

jednotlivych vzork.

Ob¢ mutantni linie alba30 -/- (ins C nebo T) a dvé linie danl -/- ins A nebo G) byly
selektovany na pfitomnost mutace a zaroven nepfitomnost nukleazy Cas9 po 3 generace od
zpétného zkitizeni, kdy byly shledany pravdépodobné bez obsahu Cas9/rezistence k hygromycinu
(viz Obrazek 15). Od prace s mutantni linii danl L1-1 s deleci 4 bazi bylo naopak po prvni
generaci od kfizeni upusténo. U alba50 byly z ¢asovych divodi zvladnuty pouze dveé generace,
a podle dostupnych vysledkl nebyl konstrukt z genomu zcela vyfedén: jediné dve rostliny
alba50 -/- (ins A) vykazovaly pfi amplifikacnim testu na pfitomnost sekvence rezistence
k hygromycinu slabé pozitivni vysledek. Linie vzniklé reverznim kiiZenim s Col-0 jsou nasledné

z praktickych diivodi znaceny naptiklad c-alba30 pro kiizence Col-0 a alba30.
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Obrazek 15: Vysledky testii na pritomnost transgenu.

A. Test vzorki na pritomnost genu rezistence k hygromycinu metodou PCR

Kontrola alba30 alba30 alba50 danl L5 danl L6 Col-0

L8 L10

B. Test rezistence semenacku k hygromycinu

1. Hyg — vysledky posledni amplifikace s pouzitim primerii navrZenych na oblast genu rezistence k hygromycinu
(primery viz Priloha 1). ALBA — produkty amplifikace s primery pro néktery z genit ALBA. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita gDNA kifizence Col-0 x danl LI-1 v prvni generaci.

2. Vysledek testu rezistence k hygromycinu. A. c-alba30 L8, B. c-alba30 L10, C. c-alba50, D. c-danl LS, E. c-danl
Lo, E Col-0. S vyjimkou A se jedna o test z posledni generace. Foceno fotoaparatem zn. Canon.

5. 1. 3 Fenotypové projevy ztraty poteinu ALBA

Pro stanoveni fenotypu byly mutantni rostliny kultivovany zaroven s rostlinami Col-0 za
podminek uvedenych v kapitole Material a metody. Honkanen et al., (2016) pozorovali kratsi
kotenové vlasky u dvou jednoduchych mutantii - albal a alba2 (albal0 a alba20). Vyvoj
kotinkt a kotenovych vlaskl byl tudiz sledovéan u jediného dostupného jednoduchého mutanta
z genl, jez byvaji za normalnich okolnosti exprimovany ve vegetativnich organech (c-alba50 -
(Naprstkova, 2016, Naprstkova, nepublikovano), a zaroven u trojnasobného mutanta rpp20/danl
(alba50/alba60/danl). Mezi mutatnimi jedinci a kontrolnimi rostlinami Col-0 vSak nebyl

pozorovan vyrazny rozdil (viz Obrazek 16).

Dale byly pozorovany listové riizice u cca 3-4 tydennich rostlin, pfi srovnani s rostlinami
Col-0 stejného staii téZ nebyl pozorovan vyrazny rozdil (viz Obrazek 17.1). Obecné nejvyssi

fenotypovou variabilitu vykazovaly rostliny Col-0 a fenotypovy projev mutantt zpravidla spadal
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Obrazek 16: Stanoveni fenotypového projevu u Sestidennich semenacki

mutantnich rostlin a Col-0 Srovnani fenotypu
korenii u
| jednoduchého
mutanta alba50 a
trojnasobného
mutanta rpp20/d1 a
Col-0. Zobrazen je
vzdy celkovy vzhled
semendacku, detail
oblasti hypokotylu s
nejstarsi casti korene
a detail korenové
Spicky. A. c-alba50;
B. Col-0 kultivovanad
zaroven s c-alba50;
C. rpp20/d1 (alba50
/alba60/danl); D.
Col-0 kultivovana
zaroven s rpp20/d1

Velikost méritka.cely
semendacek — 1 mm,
detail baze 500 um,
detail Spicky 200 um.

do tohoto spektra.

Pti sledovani nastupu kveteni nebyl ani u jedné z linii c-danl oproti rostlindm
Col-0 pozorovan Zzadny rozdil (viz Obrazek 17.2 1 aj). U obou mutantnich linii c-alba30 byl
naopak pozorovan mirn€ ¢asnéjsi nastup kveteni, rozdil vSak nebyl pfili§ vyrazny (viz Obrazek

17 k a 1). Mutantni rostliny c-alba50 poté byly opét srovnatelné s Col-0 (viz Obrazek 17m).

42



Obrazek 17: Srovnani listovych ruZic a nastupu kveteni u mutantua a Col-0.

o e e\ »

1. srovnani listovych riZic jednotlivych mutantii
a Col-0, stari 3-4 tydny; a: c-alba30 LS8, b: c-
alba30 L10; ¢: c-danl L5; d: c-danl L6; e: c-
alba50; f: rpp20/danl 1. vysev, g: rpp20/danl
2. vysev; h: Col-0

2. srovnani kveteni jednoduchych mutantii, stari
cca 6 tydnii; i: vlevo c-danl L5, j: vpravo c-
danl L6; k: c-alba30 L8; I: c-alba30 L10; m: c-
alba50. i, j: Col-0 na prostiednim rozpiileném
plate; k-m Col-0 vidy cca 1/3 plata vpravo (od
cedulky). Foceno fotoaparatem zn. Canon.
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Znatelné opozdéni nastupu kveteni bylo vSak pozorovéano u trojndsobného mutanta
rpp20/danl. Zarovei se rostliny zdaly lehce mohutnéjsi a kvétni stonky u baze lehce tlustsi. Pro
lepsi charakterizaci tohoto potencialniho fenotypu byly tyto rostliny dokumentovéany v case. Pti
nasledném porovnani dostupnych fotografii bylo z délky kvétnich stonkli odecteno opozdéni
kveteni mutanta o cca 4 dny (viz Obréazek 19). Zarovei vSak lze u mutanta z 29.6. pozorovat vice
vétvené kvétni stonky oproti Columbii o 4 dny dfive, kdy jsou kvétni stonky zatim spise
nevétvené (viz Obrazek 19C). Semena téZe matetské rostliny byla mezitim znovu vyseta a

v Casné fazi nastupu kveteni bylo téZ pozorovano zpozdéni oproti Col-0 (data nezobrazena).

Nasledné byl stanoven fenotypovy projev u generativnich organti. Pod invertovanym
mikroskopem Nikon Eclipse TE 2000-E byla pozorovana pylova zrna jednotlivych mutantnich
linii a Col-0, ve viditelném svétle a pod UV svétlem o vinové délce 405 nm. Fenotyp pylovych
zrn jednotlivych rostlin v rdmci dané linie se ptileZitostné vymykal priméru, pravdépodobné
v disledku malého mnoZstvi analyzovanych vzorkl (jedna se tedy o predbézné vysledky),
celkove vSak nebyl pozorovan zasadni rozdil (viz Obrazek 18). Vyskyt nestandardnich fenotypti
se u mutantnich rostlin 1 Col-0 obvykle pohyboval kolem jednotek procent (viz Obrazek 20A).

Fenotyp vyvijejich se semen byl stanoven podle (Meinke et al., 2008). Z dostupnych
rostlin byly vzdy ndhodné vybrany Sesule odpovidajiciho stafi, jez byly nasledné analyzovany.
Ani zde vsak pfi srovnani s kontrolnimi rostlinami divokého typu nebyl pozorovéan zasadni rozdil
(viz obrazek Obrazek 20B). Pouze u Sesuli trojitého mutanta a zaroven kontrolnich rostlin Col-0
bylo pozorovéano vysoké procento abortovanych semen (viz Obrazek 20B a C a Obrazek 18G).
Tyto rostliny vSak byly nedopatifenim vystaveny nestandardnim podminkam. Rostliny z druhého

vysevu poté byly pro stanoveni fenotypu plodu stale ptilis mladé (v dobé dokoncovani prace

Obrazek 18: Generativni organy a gametofyty vybranych mutantnich rostlin a Col-0
A-B. Vzhled kvétnich organti u Col-0 (A) a danl L5; (B). C-F. Pylova zrna ve svétlém poli (C-D) a UV (E-F), C,
E. Col-0, D, F. alba30 L10; G-H. Vzhled semen rpp20/danl (G) a Col-0 (H), * abortované semeno.

. ‘ :'.
. ; .".‘
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teprve zacinaly kvést). Mezi vzorky jednoduchych mutantnich linii c-alba30 a c-alba50 se poté
vyskytovaly jednotlivé SeSule s vetSim mnozstvim neoplozenych vaji¢ek, naméfené hodnoty

vSak byly opét srovnatelné s Col-0.

Obrazek 19: Kveteni trojnasobného mutanta rpp20/danli

Vybrané fotografie z casosbérné dokumentace kveteni trojnasobného mutanta rpp20/danl
(alba50/alba60/danl). Vievo trojity mutant, vpravo Col-0. Rostliny byly kultivovany pr¥i identickych
podminkach. A. ¢tvrtek 25. 6. 2020, B. Pondeli 29. 6. 2020; C. Srovnani mutanta z 29. 6. 2020 a
Columbie z 25. 6. 2020. Foceno pomoct fotoapardtu mobilniho telefonu ASUS ZenPhone Max M].
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Obrazek 20: Grafy pozorovanych fenotypi mutantnich rostlin a Col-0

A. Zastoupeni mutantnich pylovych zrn

8,00%
@ Abortovany pyl @Abnormalni pyl
7,00%

6,00%

2,00%
l ] I M - mB

0,00%

Zastoupeni fenotypu
w B w
o o o
o o o
X X X

c-D1L5 c-D1L6 Cal-0 Rpp20/d1 Coal-0 c-a30 L8 c-a30 L10 c-a50 L1 Col-0
L4-1013
B. Zastoupeni mutantnich semen C. Abortovana
14,00% semena
-
g 12,00% 50,00%
S 10,00% 3 45,00%
£ 500% 43‘40,00%
® s £ 35,00%
“%’ i & 30,00%
3 400% I ‘E 25,00%
2 200% I € 20,00%
o e & g 1oon
o © ) ,{b N > O O % 10,00%
PR M VO NS ,g; S g 5.00%
o ° & " 0,00%
o Rpp20/d1  Col-0
& L4-1013

Znazornéni zastoupeni pozorovanych mutantnich fenotypil u jednotlivych mutantnich linii a kontrolnich rostlin
Col-0, které byly sledovana zvlast pro kazdou skupinu vzorkii. Obvykle bylo analyzovano 6-12 vzorkii (pyl), ¢i 5-
10 vzorkii (Sesule).

A. Pylova zrna; B. Mutantni semena,; C. Pozorovany vyskyt abortovanych semen u mutantni linie Rpp20/d1 a

kontroly (tytéz vzorky jako B.)
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5. 2. Zjisténi interakci mezi proteiny ALBA pomoci BiFC

5. 2. 1 Domestikace sekvenci a pfiprava expresnich vektoru

Vektor s domestikovanou sekvenci proteinu ALBA30 z knihovny cDNA byl v laboratofi
jiz k dispozici. Pro amplifikaci zbylych kodujicich sekvenci byly pouzity primery diive pouzité
pro domestikaci genomovych sekvenci (viz Pfiloha 2). Nejprve byly otestovany na genomové
DNA a po pozitivnim vysledku byly pouzity pro amplifikaci z knihovny cDNA ziskané

z kvétenstvi. Pro vétsi pfesnost amplifikace byla pouzita polymeraza Phusion.

Po amplifikaci kédujicich sekvenci ALBAS0 a ALBAG60 byl pfi nasledné gelové
elektroforéze v obou ptipadech patrny jediny fragment, jehoz délka odpovidala predpokladané
délce transkripti. Amplifikace zbylych kodujicich sekvenci se ukazala komplikovangjsi, tudiz
bylo testovano §irsi spektrum podminek, napt. rizné teploty, pufry, ¢i piidani hot¢iku do reakéni
smési. Pfidani chloridu hotfe¢natého do reakce se ukédzalo jako nezbytné pro amplifikaci
kédujicich sekvenci proteinh ALBA10 a ALBA20, sekvenci pro DAN1 se podatilo amplifikovat

i bez n¢j (viz Ptiloha 4).

V nékterych piipadech byly po amplifikaci na gelu patrné fragmenty o dvou riiznych
délkach. Pritomnost delsiho ¢i kratSiho fragmentu se téz liSila mezi jednotlivymi pfepisy cDNA
knihovny, pfestoze vSechny pochazely z identické RNA. Ukazalo se vSak, ze delsi z fragmentt
svou délkou vzdy odpovidal nesesttizenému transkriptu (¢i genomové DNA) daného genu.

Alternativni sestfihové varianty v cDNA z kvétenstvi tedy nebyly pozorovany.

Po sekvenaci byly v§echny sekvence domestikovany postupem uvedenym v kap. Metody.
V kodujici sekvenci proteinu DAN1 se nachdzi restrikéni misto v poslednim exonu, asi 50 bp od
3' konce. Amplifikace tohoto fragmentu se zfejmé ukazala problematicka jiz pii domestikaci
genomové DNA, proto byly pouzity uméle syntetizované sekvence oligonukleotidi, jez byly
k dispozici. V kédujici sekvenci proteinu ALBA20 bylo poté nalezeno jedno restrikéni misto pro

enzym Bsal, bylo tedy nutné amplifikovat 2 fragmenty.

Dale byly z alternativniho klonovaciho systému domestikovany ob¢ poloviny YFP (nYFP
a cYFP) jako karboxyterminalni fiize 1 jako samostatné kodujici sekvence. Domestikace dvou
protein z rodiny transkripcnich faktorii bZIP, konkrétné bZIP18 a bZIP34, slouzicich zde jako
pozitivni kontrola, se naopak ukézala jako problematicka. I kdyz se podatilo amplifikovat
vSechny potfebné fragmenty, po ligaci a transformaci se nedatilo nalézt kolonie obsahujici ten

spravny vektor. Transkripcni faktor bZIP18 se dlouho nedafilo domestikovat ani v rdmci celé
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laboratote, ptistoupilo se tedy k zdméné za dalsi transkripéni faktor, bZIP52, jenz podle
dostupnych vysledki téz interaguje s bZIP34. Nakonec byly kodujici sekvence obou proteint
amplifikovany jako jeden fragment z vektoru, ktery byl jiz pfipraven metodou GoldenBraid 3.0,
a nasledn¢ byly také tispésn¢€ domestikovany. Seznam vSech domestikovanych sekvenci viz

Ptiloha 5.

Z jednotlivych domestikovanych useki byly nasledné sestaveny transkripéni jednotky do
vektorti Alpha (viz kap. Materidl a metody, seznam piipravenych vektort viz Pfiloha 7). Poté
byly klonovany prvni kombinace transkrip¢nich jednotek ve vektorech pPDGB1 Omegal. Tento
destinacni vektor je pomérné maly, a tudiZ je vhodny pro transientni expresi tam, kde je velikost
limitujici. Podle ptivodniho planu mély byt interakce vizualizovany v protoplastech husenicku
rolniho, jakoZzto v systému nejbliz§im nativnim podminkam. V laboratofi se dokonce podatilo
zvladnout efektivni piipravu protoplasti, jako problematické se vSak ukézala jejich efektivni
transformace. Nésledné bylo tedy rozhodnuto, Ze interakce budou vizualizovany v infiltrovanych

listech tabaku.

Pro transformaci 4. tumefaciens vSak bylo nutné vytvofit nové destina¢ni vektory -
pDGB3 Omega?2, jeZ jsou pro tento ucel vhodné. Prvni vektory byly pfipraveny s pouZzitim
vektoru a2 FAST (selek¢ni marker semen), neZ se podaftilo ziskat funkéni vektor a2 s kratkou

sekvenci vypliové DNA.

V laboratoii nasledné probéhlo pierozdé€leni prace. VéEtsSinu vektori Omega s
kombinacemi transkrip¢nich jednotek nésledné ptipravila Ljudmila Timofejeva, a to vCetné
nasledné transformace A. tumefaciens a mikroskopického sledovani interakci. Vysledky jsou zde
prezentovany pro ucelenost experimentu s vyslovnym souhlasem jejich autorky. Z planovaného
seznamu vektort (viz Ptiloha 9) byly pfipraveny vSechny pro testovani homodimeri proteint
ALBA, s vyjimkou ALBAG60, a z kontrol byl poté ptipraven destinac¢ni vektor obsahujici kodujici
sekvence dimeru bZIP34/bZIP52 a samostatné nYFP/cYFP.

Jednotlivé pripravené vektory byly vneseny do bakterii A. tumefaciens a nasledné byly
infiltrovany do listi tabaku podle postupu uvedeného v kapitole Material a metody. Bézné
uzivana OD 0,5 se pro tento experiment ukéazala jako pfili§ vysoka, jelikoZ byly ¢asto

pozorovany inkluze, bakterie nesouci vektor byly proto natedény do OD 0,2 ¢i 0,15.
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5. 2. 2 Mikroskopické pozorovani interakci

Pti pozorovani interakci byla dokumentovana fluorescence ze 2 riznych kanald. Zatimco
pozitivni signal v ervené ¢asti spektra znacil Gspésné transformované buniky pokozky tabdku
N. Benthamiana (levy sloupec), signal ve Zluto-zelené oblasti spektra predstavoval interakci
testovanych proteinti (prosttedni sloupec). V pravém sloupci je poté znazornén piekryv obou
signalt (viz Obrazek 21). Do vétSich snimkl, jenz zobrazuji obvykle celé buiiky, jsou
v n¢kterych piipadech vlozeny mensi, pokud tyto pfindSeji novou informaci.

v

Nejsilngjsi signal byl pozorovan u pozitivni kontroly — dimeru bZIP34/bZIP52, jenz
vykazuje prakticky vyhradné jadernou lokalizaci, a dale pak u volnych polovin YFP (nYFP a
cYFP), jenz se nachézeji jak v jadre, tak 1 v cytoplasmé - viz Obrazek 21B. U testovacich
vzorki (Obrazek 21A a prvni fada u 21B) byl pozorovany signdl zpravidla vyrazné slabsi a Casto
se vyskytoval jen v jednotlivych malych ¢asticich v cytoplasmé ¢i v oblasti okolo jader. Pouze u

ALBA10 nebyl v zeleném kanalu signal pozorovan viibec.

Pro srovnani jsou k dispozici i data z kvasinkového dvouhybridniho systému (viz
Obrazek 21C, Sykorova, nepublikovano), z kterych vyplyva ptitomnost silné interakce
u homodimerd ALBA10, ALBA20 a DANI1. U ALBAG60 zde byla detekovéana pouze slaba
interakce a v pfipadé ALBA30 a ALBASO interakce pozorovany nebyly. Pii transformaci
kvasinek konstrukty obsahujicimi ALBAS50 vSak byl detekovan problém s regeneraci

transformantu.

Obrazek 21A, B: BiFC interakce — fotografie z konfokalniho mikroskopu (viz nasledujici
2 strany)

Prvni sloupec (cerveny kandl) - signal z mCherry znacici uspésnou infiltraci. Druhy sloupec -
(zeleny kanal) - signal z YFP, znacici interakce. Treti sloupec — kolokalizace signalii.

Velikost méritka velkych obrazkui je 50 um, pro mensi viozené 20 um. Foceno na konfokalnim
mikroskopu Zeiss LSM 880 s Airyscan detektorem.
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Kombinace

Obrazek 21C: Homodimerni interakce proteinit ALBA z

kvasinkového dvouhybridniho systému.

K — kontrola, S| — slaba interakce, Si — silna interakce
Zdroj: Sykorova, nepublikovana data, upraveno.
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6. Diskuze

6. 1 Priprava rostlin huseni¢ku rolniho s mutaci v genech ALBA
metodou CRISPR/Cas9

6. 1. 1 Identifikace mutantnich rostlin

Reverzni genetika je v dnesni dobé bézn€ uzivanou metodou ke zjisténi funkce
konkrétnich gentli. Nejjednodussi zplisob ziskani mutantnich rostlin u husenicku ptredstavuji
dostupné knihovny T-DNA inzer¢nich linii, ve kterych Ize nalézt inzeréni mutanty pro vétSinu
genl. Ne vZdy jsou vSak k dispozici inzeréni linie pro studovany gen, ptipadné dostupné linie
nespliiuji nase pozadavky. Dalsi bézn€ uzivanou metodou ziskdni pozadovanych mutantti je pak

cilend editace konkrétniho genu pomoci CRISPR/Cas9 (viz napt. Cribbs a Perera, 2017).

Cilem préace bylo ptipravit rostliny husenicku rolniho s mutacemi v genech ALBA
metodou CRISPR/Cas9. K této metodé bylo v laboratofi pfistoupeno po ¢asteném neuspéchu
s T-DNA inzer¢nimi liniemi v laboratoii (Naprstkova, 2016). Néktera ziskand semena tdajné
neobsahovala deklarovanou inzerci, u inzerci v promotorové oblasti ¢i intronu se pak nabizi
otazka realného vlivu na vznik proteinu. Zaroven se nékteré z genti nachazeji na tychz
chromozomech, konkrétné geny ALBAI10 a ALBA20 lezi na chromozomu 1 pomérné blizko sebe,
Sance na ziskani dvojitého mutanta v této kombinaci kiiZenim jednoduchych mutant jsou pak

pomérné malé (i kdyZ jedné laboratoti (Wang et al., 2019) se to podafilo).

Z vysledki je patrné, Ze Sance na uspésnou editaci se mezi jednotlivymi geny znaéné lisi.
Nejvyssi tspéSnost genové editace byla zieymé u DANI, kdy byly v prvni generaci z osmi rostlin
hned tfi heterozygotni, nasleduje ALBA30 se dvémi z deseti, 1 kdyZ po zpétném prohlédnuti

sekvenaci se jedna z nich zdala bez mutace, v dalsi generaci v8ak byl identifikovan homozygot.

U tiech ze Sesti gentt ALBA se na druhou stranu nepodatilo identifikovat jediného
jednoduchého mutanta. Je mozné, Ze oproti rostlindm s uspeSnou editaci genomu mély
selektované rostliny vlozen konstrukt v ne zrovna idealnim kontextu, i kdyz defekt v konstruktu
také nelze Uplné€ vyloucit. U rostlin s konstrukty pro editaci tfi gent pak byla pozorovana vyssi
uspésnost editace u Rpp20/DANT1, kdy se podatilo pfipravit 2 nezavislé linie trojnasobného
mutanta (a¢ druha linie jeSté neni v homozygotnim stavu ve vSech genech). Vicenasobného
mutanta se vSak nakonec podarilo identifikovat i mezi rostlinami s druhym konstruktem

(potvrzeny je dvojity mutant albal0/alba30).
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Lokus ALBA20 je pak jediny, u kterého nebyla pozorovana editace v ocekavané pozici
ani v piipad¢ samostatné gRNA, ani v ptipadé gRNA cilici zaroven na gen ALBA10. Pti srovnani
genomové sekvence a sekvence gDNA pro dvojnasobnou editaci byl zaroven zhruba uprostied
gDNA odhalen rozdil v 1bp, jenz mohl byt pfi¢inou nerozeznani mista editace. Pro potvrzeni této
hypotézy je vSak tfeba analyzovat v&tsi mnozstvi rostlin s danym konstruktem a uspéSnou editaci

ostatnich cilu.

I kdyz se nepodafilo ziskat vSechny planované mutanty, chybéjici jednoduché mutanty je
mozné v budoucnu ziskat zpracovanim vetSsiho mnozstvi rostlin, ptipadné je lze vygenerovat

z vicenasobnych mutantii po zkiizeni s Col-0. Otazkou vsak je, do jaké miry by to bylo pfinosné.

Pro zamezeni dalSich genovych editaci u jiz pfipravenych mutantti byla u jednoduchych
mutant nukleaza Cas9 nasledn¢ vyfedéna z genomu. Mimo to je Casto diskutovanym tématem
moznost editace dalSich, podobnych lokust (tzv. ,,off-targets* Zhang et al., 2018), zkfizenim
s rostlinou divokého typu se tedy castecné kompenzuje i tento jinak obtizné detekovatelny
problém. Dostupné vysledky naznacuji, Ze zatimco u obou mutantnich linii c-alba30 a c-danl se
vicemén¢ podatilo nukledzu Cas9 z genomu vytedit, u c-alba50 pravdépodobné Cas9 v genomu
zustala. Z divodu pomérné velké ¢asové ndro€nosti a pozdni identifikaci trojitého mutanta zde

ke kiizeni ptistoupeno nebylo.

6. 1. 2 Fenotypové projevy ztraty proteinu ALBA

Vyznam proteinlt ALBA se mezi jednotlivymi organismy li§i. U Crenarchaea ptedstavuji
dalezitou soucast chromatinu (napt. Xue et al., 2000), u ¢lovéka tvoti soucast diilezitého enzymu
RNAsy P (napt. Hands-Taylor et al., 2010), u jednobuné¢nych organismu se podileji na regulaci
virulence ¢i zivotniho cyklu (Chene et al., 2012; Dupé et al., 2015), informaci o tom, jakou roli

zaujimaji u rostlin je vSak zatim malo.

Z dostupnych vysledkil z T-DNA inzer¢nich linii vyplyva, Ze vyfazeni jednoho z genti
ALBA u husenicku rolniho nema dramaticky fenotypovy projev. Proteiny jsou ve své funkci
pravdépodobné zna¢né redundantni, tudiz ve vétSin€ ptipadl nebyl pozorovan zadny fenotyp
(Naprstkova, 2016; Wang et al., 2019). Pouze v ptipad¢ jednoduchych mutant albal0 a alba20
byly pozorovany kratsi kofenové vlasky (Honkanen et al., 2016).

Ziskané predbézné vysledky z pripravenych mutantnich linii jsou v souladu s t€mito
pozorovanimi. U mutantnich linii c-danl nebyl oproti divokému typu pozorovan téméf Zadny
rozdil, drobné rozdily vysledk ziskanych pii fenotypové analyze jsou pravdépodobné

zpuisobeny hlavné pomérné malym mnoZstvim analyzovanych vzork.
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Mutantni linie c-alba30 a c-alba50 byly nasledn¢ kultivovany soucasné, a zarovei u nich
byl soucasné stanoven fenotyp ve vSech sledovanych kategoriich (s vyjimkou kotinki).
Pozorované ¢asnéjsi kveteni obou linii c-alba30 oproti Col-0 mohlo byt zplisobeno dvéma
faktory. Nékteré rostliny Col-0 na platech s obéma liniemi c-alba30 v ¢asné fazi po presazeni
uhynuly a mensi pocet rostlin mohl subjektivné vytvaret dojem zpozdéného kveteni. Druhym
moznym faktorem je fakt, Ze po vysevu semen v in vitro podminkach byly nedopatienim
mutantni linie umistény ihned do kultiva¢ni mistnosti, zatimco Col-0 byly pfes noc uskladnény
pii +4 °C, technicky jsou tedy o den mladsi. V tomto piipadé jsou poté kvetouci rostliny c-
alba50 srovnatelné s o den mlad$imi rostlinami Col-0, nelze tedy vyloucit moZznost zpozdéni
jejich kveteni o jeden den. Zaroven by se jednalo o logické vysvétleni, jelikoz protein ALBA30
je exprimovan pouze v pylu, zatimco ALBAS0 se nachdzi v fad€ mladych, vyvijejicich se pletiv
(Naprstkova, 2016, Naprstkova, nepublikovano). Pro potvrzeni této hypotézy by vsak bylo tfeba
dalSich experimentd a mozny rozdil je pfili§ maly na to, aby to pro rostlinu znamenalo

dramatické nasledky.

Vyraznéjsi fenotypovy projev se vSak da oCekavat se soucasnou ztratou vice proteinti.
Wang et al., (2019) se podaftilo pfipravit trojnasobného mutanta alba456 (albal0/alba20/
alba30), jenz vykazoval pomalejsi rist rozet a zpozdéni v nastupu generativni faze o 8 dni.
Ptipraveny mutant alba50/alba60/danl, asto oznacovan podle konstruktu jako rpp20/dani, té¢z
vykazuje zpozdéni v kveteni, oproti vySe uvedenému ma vSak mirngjsi fenotypovy projev —
zpozdéni je pouze o 4 dny. Pfi srovnani s Col-0 ve stejné fazi kveteni vSak vykazuje ¢asnéjsi

vvvvvv

procesu.

Wang et al., (2019) nasledné provedli analyzu transkriptomu u trojndsobného mutanta
albal0/alba20/alba30, a po srovnani s kontrolou identifikovali vét$i mnozstvi genti s odliSnou
expresi, souvisejicich s metabolismem, naptiklad geny souvisejici s odpoveédi na nedostatek
zeleza ¢i siry. Je mozné, ze u ptipraveného trojndsobného mutanta alba50/alba60/danl to bude
do jisté miry podobné, pro prokazani této hypotézy je vSak nezbytné provedeni odpovidajici
analyzy.

Standardni fenotyp kofinkl Sestidennich rostlin c-alba50 1 alba50/alba60/danl zaroven
naznacuje, ze proteiny z podrodiny Rpp20 oproti proteintim rodiny Rpp25 hraji ve vyvoji kofene
vyrazn€ mensi roli. Zajimavé by v tomto ohledu bylo stanovit fenotyp kotfent u trojndsobného

mutanta albal0/alba20/alba30, ptipadné u dostupného dvojnasobného mutanta albal0/alba30.
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Vazngjsi fenotypovy projev mutaci proteintt ALBA z podrodiny Rpp25, jenZ maji krom
Alba domény na prodlouzeném karboxylovém konci RGG box, téz zapada do Sir§iho kontextu,
kdy tyto proteiny maji v bunkach zpravidla zasadné;si roli nezli krat$i varianty z podrodiny
Rpp20. U T gondii, L. infantum 1 T. cruzi rozeznéavaji proteiny ALBA s RGG boxem motiv v 3'
nepiekladané oblasti konkrétnich mRNA, které stabilizuji, a podporuji tedy jejich translaci
(Gissot et al., 2013; Dupé et al., 2014; Perez-Diaz et al., 2017). Vytazeni téchto proteintit ALBA
z fukce ma poté za nésledek vyraznou zménu hladiny exprese cilovych proteinti, vétSinou

snizeni. Pro proteiny z podrodiny Rpp20 tato role pozorovana nebyla (Dupé et al., 2014).

U rostlin byla také popséana role proteint ALBA pfi stresové odpoveédi (Verma et al.,
2014; Magwanga et al., 2019).Pfipraveny trojnasobny mutant alba50/alba60/danl by tedy mohl
byt viici stresu citlivéjsi. Pro potvrzeni této hypotézy by vSak bylo do budoucna vhodné provést

experimenty pii znamych a kontrolovatelnych podminkach.

Transkripty jsou v pylu skladovéany ve velkych, ribonukleoproteinovych komplexech
nazyvanych EPP, obsahujicich ribosomy, translacni faktory i dalsi proteiny (Honys et al., 2009).
U tabdku byly v téchto komplexech nalezeny 1 proteiny ALBA. Pozorovani pylovych zrn i SeSuli
dostupnych mutantt vSak naznacuji, Ze proteiny ALBA zfejm¢ nemaji na vyvoj pylu ani prib&h
oplozeni zasadni vliv. Nabizi se vSak otdzka, do jaké miry je to nasledek jejich redundance. Je
mozné, ze pro normalni vyvoj pylovych zrn je dostate¢ny i jediny libovolny protein ALBA,
pfipadné nejsou esencidlni. Pro potvrzeni této hypotézy by vSak bylo nezbytné ptipravit

Sestinasobného mutanta.

6. 2. Zjisteni interakci mezi proteiny ALBA pomoci BiFC

Z dostupnych vysledkii u fady dalSich organismi je zfejmé, Ze minimalni funkéni
jednotkou proteint ALBA je dimer. U Archaea se jedna pifevazné o homodimer, jelikoz druhého
homologu byva v buiice zpravidla fadové méné a ma spiSe regulacni roli (Jelinska et al., 2005).
Naproti tomu lidské proteiny Rpp25 a Rpp20 a jejich kvasinkové homology se v rdmci enzymu
RNAsy P vyskytuji vyhradné ve formé heterodimeru (Perederina et al., 2007; Hands-Taylor et
al., 2010). Vzajemné interakce byly popsany i u trypanosomatid, pravdépodobné jak
homodimery, tak heterodimery (Mani et al., 2011; Dupé et al., 2015).

Z rostlinného svéta je prozatim popséna pouze vzdjemnd interakce ALBAS0 a ALBA60
u husenicku rolniho (Yuan et al., 2019), nicméné 1ze o¢ekavat interakce i mezi dal§imi proteiny.
S vétsim poctem homologt, jez jsou pro rostliny charakteristické, se zaroven nabizi potencialni

moznost jemné regulace bunécnych procest pomoci tvorby riznych dimert s odlisSnymi
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vlastnostmi. JelikoZz interakce proteinli ALBA u rostlin zatim téméf nebyly popsany,

prezentované vysledky jsou bezesporu ptinosem.

Ziskané ptedbézné vysledky naznacuji moznost vzniku homodimeru u vSech testovanych
proteint, s vyjimkou ALBA10, kdy nebyl pozorovan prakticky zadny signal. Pii srovnani
s dostupnymi daty z kvasinkového dvouhybridniho systému se zda pravdépodobny vznik
homodimeri ALBA20 a DANI. V piipadé ALBAS50 byl v pripad¢ kvasinek naopak problém se
ziskavanim transformantt, je tedy mozné, Ze se zde jedna o falesSné negativni vysledek praveé

v disledku tohoto problému. U ALBA10 a ALBA30 si naopak vysledky odporuji.

Pro spravnou interpretaci vysledk a odliSeni fale$Sné pozitivnich a faleSn€ negativnich
vysledkt je vSak nezbytné spravné provedeni kontrol. Vzhledem k tomu, ze vétSina planovanych
kontrol dosud provedena nebyla, je tedy otazkou, do jaké miry jsou ziskané vysledky relevantni.
Ukazalo se, Ze zamyslena negativni kontrola sestavajici se z volnych polovin nYFP a cYFP
vykazuje pomérné silny signal, tudiz v cytoplasmé dochazi ke vzniku YFP s pomérmné vysokou
ucinnosti. Dimer transkripcnich faktorti bZIP téz nepfedstavuje upln€ vhodnou kontrolu.

V idedlnim ptipad¢€ by se proteiny pouzité jako kontrola mély nachéazet ve stejném bunécném
kompartmentu, jako testované proteiny (Kudla a Bock, 2016). Transkrip¢ni faktory bZIP jsou
vSak témér vyhradné lokalizovany do jadra, zatimco proteiny ALBA se vyskytuji v cytoplasmé,

zpravidla v zatim bliZze nepopsanych ¢asticich.

Do budoucna by bylo Zadouci nalézt a ptipravit vhodnéjsi kontroly. V ptipadé
pretrvavajicich protichtidnych vysledkii by poté bylo vhodné ovérit interakce dalsi nezavislou

metodou.
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7. Souhrn

Metodou CRISPR/Cas9 byly ptipraveny 2 nezavislé mutantni linie v genech ALBA30 a
DANI a jedna mutantni linie ALBA50. Z genomu téchto rostlin byla nasledn¢ vyiedéna nukleaza
Cas9. Déle byla ziskana jedna linie trojndsobného mutanta ALBA50/ALBA60/DANI .
Fenotypovou analyzou bylo zjisténo, ze ztrata danych proteinii pravdépodobné nemd zadny vliv
na rast kofene i kotfenovych vlaski, vzhled a vyvoj kvétnich organti, sam¢i zarodecné jednotky a
tvorbu semen. Pouze u trojndsobného mutanta bylo pozorovéano zpozdéni kveteni priblizné
o Ctyfi dny.

Vzijemné interakce proteinit ALBA byly testovany metodou BiFC. Byl pozorovan
potencialni vznik vétSiny testovanych interakci a na zakladé dalSich vysledki 1ze tedy tvorbu

homodimeri ptedpokladat.
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9. Prilohy

Piiloha 1: PCR pro stanoveni genotypu rostlin

Tabulka byla upravena podle protokolu (PCR Protocol for Tag DNA Polymerase with standard Taq Buffer (New

England Biolabs® Inc.).

A. PCR pro stanoveni genotypu rostlin
Chemikalie 1 reakce (ul) Cyklus
ddH20 14,88 Teplota Cas Opakovani
10x Merci reakéni pufr 2 95 °C 2 min
10 mM dNTP 0,4 95 °C 10s
10 uM piimy primer 0,8 Tan 30s 35x
10 puM reverzni primer 0,8 68 °C 30s
DNA templat 1 68 °C 5 min
DNA polymeraza Taq Merciaza 0,12 4°C
Objem reakce 20
B. Primery pouzité ke stanoveni genotypu
Délka
amplifikovaného Teplota nasedani
Gen Néazev Sekvence primeru (5' - 3") useku primerti (Tan)
AlOseq F GTACAACGAGGGCTCTTC
ALBA10 |Al0Oseq R CTGTAAAGTATAACGCCTAGATTAC 542 bp 46
A20seq F CCTTAGTTTCCATCGCTGG
ALBA20 |A20seq R TTGAATAGCAAGCAGCGAG 473 bp 48
A30seq F TACTATCGGCCTTTCCCG
ALBA30 |A30seq R CCGTACAACAGAGTAGCCG 440 bp 49
A50seq F CTGAGTTAGATTCAATGGAAGAG
ALBAS5S0 |A50seq R GCTGCATGTACCTCTGTTAAC 429 bp 46
A60seq F CCCGATTTCCATAACCGG
ALBA60 |A60seq R GAGACTTTGGACTGGATTCAC 392 bp 48
Dlseq F CGTTAAGCGTCGTAACGG
DANI1 Dlseq R AGCGAATCTCGAACTCTAG 433 bp 46
Cas9seq F AGAAGTACGGCGGGTTCGACAGC
Cas9 Cas9seq R |GGACCTTATCCAGATTCGCGTCGGC 486 bp 60
Hyg F GGAATCGGTCAATACACTAC
Hygromycin |Hyg R CTCTATTTCTTTGCCCTCGG 611 bp 56
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Piiloha 2: Primery pouZité k amplifikaci sekvenci ALBA z cDNA a dalSich sekvenci a jejich nasledné
domestikaci metodou GoldenBraid 3.0

Gen/fragment Nézev primeru Sekvence primeru (5'—3")
GBA10_CI1F GCGCCGTCTCGCTCGAATGATGGATAAGTATCAACGAGTGG

ALBA 10 GBA10_CIR GCGCCGTCTCGCTCACGAAgcAGCAGCTGCCTGGACTGGTG
GBA20 _CI1F GCGCCGTCTCGCTCGAATGATGGATAAGTATCAGAGAGTTGAG
GBA20 cDNAIR |GCGCCGTCTCGTTGTCTCAATTGTTTGAAGGCC
GBA20 _cDNA2F |GCGCCGTCTCGACAACGAGGCATGTGTCGAT

ALBA 20 GBA20 C2R GCGCCGTCTCGCTCACGAAGCTGCAGCAGCCTGGATAGG
GBA50 _CI1F GCGCCGTCTCGCTCGAATGATGGAAGAGATCACGGAAGG

ALBA 50 GBA50 CIR GCGCCGTCTCGCTCACGAAgcGTTTTGCTCTTGGGCTTC
GBA60 _CI1F GCGCCGTCTCGCTCGAATGATGGAAGAGATCACCGATGG

ALBA 60 GBA60 CIR GCGCCGTCTCGCTCACGAAGCGTTCTGCACCTGAGCTTC
GBD1_CI1F GCGCCGTCTCGCTCGAATGATGGCGATGGAAGTAGCAAC
GBD1_CIR GCGCCGTCTCGCTGTCTCTGCACTGGCTTCC

GCGCCGTCTCGACAGAAGCTTCCGTGGAAGCACAAGAAGAAGTT
GBD1_C2FN GCCGCTGCCACCGAGGTCGCTTCGTGAGCGAGACGGCGC
GCGCCGTCTCGCTCACGAAGCGACCTCGGTGGCAGCGGCAACTT

GBD1 C2RN CTTCTTGTGCTTCCACGGAAGCTTCTGTCGAGACGGCGC

DAN 1 GBDI_C2R GCGCCGTCTCGCTCACGAAGCGGCTTCGTTTTGGTTACT
nYFP_F GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA
nYFP R GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTCAGGCCATGATATAGACGTT

nYFP nYFPcds F GCGCCGTCTCGCTCGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT
cYFP F GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGACAAGCAGAAGAACGG
cYFP R GCGCCGTCTCGCTCAAAGCCTACTTGTACAGCTCGTCCA

cYFP cYFPcds F GCGCCGTCTCGCTCGAATGGACAAGCAGAAGAACGGCAT
bZIP34 1 F GCGCCGTCTCGCTCGAATGGCACAACTCCCTCCTAAAATC

bZIP34 bZIP34 2 R GCGCCGTCTCGCTCACGAAGCTGAGACATTGAGGAGCTG
bZip52 F GCGCCGTCTCGCTCGAATGATGGAGAAATCAGATCCTCCA

bZIP52 bZip52 R GCGCCGTCTCGCTCACGAAGCATAGGCAGAGCTACTCTC

Ptiloha 3: Tabulka sekvenci gDNA a jejich cila

Nézev Sekvence gDNA 5' — 3' (bez PAM) Cil

gDNA ALBA10 | TCGTATCACTAGTCAAGGCA ALBA10

gDNA ALBA20 CGAATCTCATTCTCAGCAAT ALBA20

gDNA ALBA30 GAGATCCGTATCACCAGTAA ALBA30

gDNA ALBASO | AGATTGACGTAGAAGAACAA ALBAS0

gDNA ALBA60 CCGGTTTTTCTTCTGCGAAT ALBAG60

gDNA DANI GGCTCCGGCACCAATCCCAT DANI

gDNA RPP25 CTATGCGATGACTCTTCTTC ALBA10, ALBA20

gDNA Rpp20 GAACAATGGTTTCTTAGTGT ALBAS50, ALBA60
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Piiloha 4: Amplifikace sekvenci ALBA z cDNA a dalSich sekvenci ke klonovani metodou GoldenBraid 3.0

A. Testovaci PCR s polymerazou Taq Merciaza
Protokol byl upraven podle PCR Protocol for Taq DNA Polymerase with Standard Taq Buffer, New England Biolabs® Inc.).

Chemikalie Ix (ul) Cyklus

ddH20 15,08 Teplota Cas Opakovani
10x Merci reakéni pufr 2 95°C 2 min

10 mM dNTP 0,4 95°C 10s

10 uM piimy primer 0,8 Tan-m 30s 30x
10 uM reverzni primer 0,8 68 °C 2 min

cDNA templat 0,8 68 °C 5 min

DNA polymeraza Taq Merciaza 0,12 4°C

Objem reakce 20

B. PCR s DNA polymerazou Phusion®

Tabulka pro namnoZeni pozadovanych tseki ke klonovani pomoci DNA polymerazy Phusion® (upraveno podle protokolu:
PCR Protocol for Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (M0530), New England Biolabs® Inc.).

ALBAS50, ALBA60, |ALBA10, ALBA20,
Chemikalie DANI, 1x (ul) 1x (ul)
ddH,O 13 12,5 Cyklus
5x pufr Phusion HF 4 4 |Teplota |Cas Opakovani
10 mM dNTP 0,4 0,4 98 °C 2 min
10 uM ptimy primer 0,8 0,8 198 °C 10s
10 uM reverzni primer 0,8 0,8 |Tan 30s 30x
50 mM Chlorid hofe¢naty - 0,5/ |72 °C Te
cDNA templat 0,8 0,8 |72 °C 5 min
DNA polymerazaPhusion 0,2 0,2| |4°C
Objem reakce 20 20
Amplifikovany fragment Kombinace primert Tan Ta Tanm
ALBA10 cDNA GBAI10 CIF + GBA10 CIR 66 °C 40s 58 °C
ALBA20 cDNA GBA20 CIF + GBA20 C2R 66 °C 40s 55°C
Fragment 1 GBA20 CI1F + GBA20 cDNAIR 66 °C 20s
Fragment 2 GBA20 cDNA2F + GBA20 C2R 66 °C 20 s
ALBAS0 cDNA GBA50_CIF + GBA50 _CI1R 60 °C 30s 55°C
ALBAG60 cDNA GBA60 CIF +GBA60 CIR 60 °C 30s 55°C
DANI cDNA GBD1_CI1F + GBD1_C2R 66 °C 30s 55°C
Fragment 1 GBDI1_CIF + GBD1_CIR 66 °C 20s
nYFP C-termindlni fuze nYFP_F +nYFP R 57°C 20's 59 °C
cds nYFPeds F+nYFP_R 57°C 20's 62 °C
cYFP C-terminalni faze cYFP_F+cYFP R 59 °C 20s 52°C
cds cYFPcds F+cYFP R 59 °C 20s 56 °C
bZIP34 vektor bZIP34 1 F+bZIP34 2 R 59 °C 40's 54°C
bZIP52 vektor bZIP52 F +bZIP52 R 58 °C 40s 53°C

DAN1 Fragment 2 — GBD1_C2FN + GBD1_C2RN, primery byly po smiseni zahtaty na 95 °C po dobu 5 minut a po ochlazeni
na pokojovou teplotu byly pfidany do liga¢ni reakce.
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Priloha 5: Seznam sekvenci domestikovanych do vektoru pUPD2
Seznam vsech konstruktd vzniklych domestikaci sekvenci do vektoru pUPD2. V poslednich dvou sloupcich jsou

uvedeny konkrétni restrikéni enzymy pouzité k ovétreni vektort a jim odpovidajici reakéni pufry. T — Tango, 2x T —
dvojnasobek standardniho mnozstvi pufru Tango, O — Orange, R — Red.

Back- Restriction

Code |Construct name bone |Insert Prefix -Suffix |Gene enzyme(s) Buffer
N-terminal fragment

H1-1 |pUPD2::c-nYFP pUPD2 |c-nYFP TTCG-GCTT |YFP Pstl + Xhol |R
C-terminal fragment

H1-2 |pUPD2::c-cYFP pUPD2 |c-cYFP TTCG-GCTT |YFP BsrGI + Aval |T

H1-3 |pUPD2::bZip52 pUPD2 |bZip52 AATG-TTCG |bZip52 cds EcoRV R

H1-4 |pUPD2::bZip34 pUPD2 |bZip34 AATG-TTCG |bZip34 cds Aval T
N-terminal fragment

H1-5 |pUPD2::nYFP pUPD2 |nYFP AATG-GCTT |YFP Pstl + Xhol |R
C-terminal fragment

H1-6 |pUPD2::cYFP pUPD2 |cYFP AATG-GCTT |YFP BsrGI + Aval |T
cDNA Albal0 from

H1-7 |[pUPD2::ALBA10cds pUPD2 |ALBA10cds |AATG-TTCG |inflorescence Beul T
cDNA Alba20 from

H1-8 |pUPD2:ALBA20cds [pUPD2 |ALBA20cds |AATG-TTCG |inflorescence Ncol T
cDNA Alba50 from |EcoRV +

HI-9 [pUPD2::ALBAS50Ocds pUPD2 |ALBA50cds |AATG-TTCG |inflorescence EcoRI 2x T
cDNA Alba60 from

H1-10 [pUPD2:ALBA60cds [pUPD2 |ALBA60cds |[AATG-TTCG |inflorescence Pstl + EcoRI |O
cDNA Danl from

Hl1-11 [pUPD2:DANlecds |[pUPD2 DANlcds |AATG-TTCG |inflorescence Bglll + Xhol |O
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Piiloha 6: Ligace a restrik¢ni analyza konstrukti

. Liga¢ni reakce
rotokol byl upraven podle GoldenGate assembly protocol uvedeného na webové strance
ttps.//j5.jbei.org/jSmanual/pages/81.html.

lIchemikalie 1 reakce Cyklus

||ddH2O do 10 pl Teplota Cas Opakovani
[l10x T4 Reakeni pufi 1 ul 37 °C 10 min

"Vektor 75/100 ng 37°C 2 min

lltnsert (1-n) 75 / 100 ng* 16 °C S min 45x
|Restrikén1’ enzym (BsmBI, Bsal) 0,5 pl 37°C 30 min

T4 ligza 0,6 ul 65 °C 15 min

|Objem reakce 10 ul 4 °C

* Mnozstvi 75 / 100 ng plati pouze pii klonovani segmentu vystépenim z vektoru. Pfi domestikaci samostatnych

ekvenci do vektoru pUPD?2 je vysledné mnozstvi jednotlivych segmentti vkladanych do vektoru piepocteno na
jejich délku podle vzorce: délka inzertu (kb) x mnozstvi vektoru (ng) / velikost vektoru (kb) = mnozstvi segmentu.
= pocet vkladanych segmenti

B. Restrikéni analyza Pouzité enzymy a pufry jsou uvedeny v seznamech

Chemikalie 1 reakce ptipravenych konstruktii. Inkubace probihala pii 37 °C po

ddH20 do 10 pl dobu jedné hodiny a nasledné byly enzymy inaktivovany

10x Reakéni pufr Il 113r1 tqplqte 65vc1 80 °C (konkrétni teplotu pro dany enzym
ze zjistit napf. na www.thermofisher.com),

Konstrukt 300 ng

Restrik¢éni enzym 0,5 ul

Objem reakce 10 ul
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Piiloha 7: Seznam klonovanych transkrip¢nich jednotek ve vektorech Alpha
Seznam vsech transkripénich jednotek klonovanych do vektord Alpha (o). V poslednich dvou sloupcich jsou
uvedeny konkrétni restrikéni enzymy pouzité k ovéteni vektort a jim odpovidajici reakéni pufry. T — Tango, O —

orange.
Construct Restriction
Code |name backbone |insert Prefix -Suffix |enzyme(s) Buffer
al3::mCherry
H2-1 |(H9) pDGB3 a13 [pCsVMV::mCherry:nosT GGAG-CCAT |Sspl + Aval T
all::YFP
H2-2 |((E9) pDGB3 all [pCsVMV::YFP:nosT GGAG-CCAT |Asel +BsrGI |T
H2-3 |all::nYFP pDGB3 all [pCsVMV:nYFP:nosT GGAG-CCAT |Pstl + Bglll O
H2-4 |al2::cYFP pDGB3 12 |pCsVMV::cYFP:nosT CCAT-GCTT |BsrGI+Asel |T
H2-5 jall:bZip52 |pDGB3 all [pCsVMV::bZip52::c-nYFP:nosT GGAG-CCAT |Pstl + Asel
H2-6 |al2::bZip34 |pDGB3 al2|pCsVMV::bZip34::c-cYFP:nosT CCAT-GCTT |BsrGI T
H2-7 jall::Albal0 |pDGB3 all [pCsVMV::ALBA10cds::c-nYFP:nosT |GGAG-CCAT |BspTI+Ndel |O
H2-8 |all::Alba20 |pDGB3 all [pCsVMV::ALBA20cds::c-nYFP:nosT |GGAG-CCAT |BspTI+ Ndel |O
H2-9 |all::Alba30 |pDGB3 all |pCsVMV::ALBA30cds::c-nYFP:nosT |GGAG-CCAT |Aval + Apall |T
H2-10 |all::Alba50 [pDGB3 all [pCsVMV::ALBAS50cds::c-nYFP:nosT |{GGAG-CCAT |Pstl + Bgll o
H2-11 |all::Alba60 |[pDGB3 all [pCsVMV::ALBA60cds::c-nYFP:nosT |{GGAG-CCAT |Pstl + Bgll o
H2-12 |all::Danl pDGB3 all [pCsVMV::DANlcds::c-nYFPmnosT  |GGAG-CCAT |Bglll O
H2-13 jal2::Albal0 |pDGB3 012 |[pCsVMV::ALBA10cds::c-cYFP:nosT |[CCAT-GCTT |BsrGI + HinclI|T
H2-14 |a12::Alba20 |pDGB3 012 |[pCsVMV::ALBA20cds::c-cYFP:nosT |[CCAT-GCTT |BspTI+ Ndel |O
H2-15 ja12::Alba30 |pDGB3 012 |[pCsVMV::ALBA30cds::c-cYFP:nosT |[CCAT-GCTT |Aval + Apall |T
H2-16 |a12::Alba50 |pDGB3 012 |pCsVMV::ALBAS50cds::c-cYFP:nosT |[CCAT-GCTT |BsrGI + Sspl |T
H2-17 |al12::Alba60 |pDGB3 012 |[pCsVMV::ALBA60cds::c-cYFP:nosT |[CCAT-GCTT |BsrGI + Asel |T
H2-18 |a12::Danl pDGB3 012 |[pCsVMV::DANIlcds::c-cYFP:nosT GCTT-GGTA |BspTI+ Bglll |O

Ptiloha 8: Seznam ¢asto uzivanych primera pro ovéfeni vektori

Nazev Sekvence Teplota nasedani primert
pUPD2 F CCGATCAACTCGAGTGC 49 °C
pUPD2 R TGTTCTTTCCTGCGTTATCC 49 °C
LB F TGGCAGGATATATTGTGGTG 50°C
RB R GTTTACCCGCCAATATATCC 50 °C
AlphaOmega F |GAAAGGCGGCAACCTC 51°C
AlphaOmega R |CTCTGACTTGAGCGTCG 51°C
YFPmiddle F GTGAACAGAATCGAGCTGAAG 51°C
Seq mCherry F | CATCACCTCCCACAACG 51°C
Seq YFP_F CTGAGCTACCAGTCCGC 51°C
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Piiloha 9: Seznam planovanych kombinaci transkrip¢nich jednotek ve vektorech Omega
Vétsinu vektord pripravila Ljudmila Timofejeva, vysledky jsou uvedeny s jejim vyslovnym souhlasem,

Code

Construct name

Backbone

Insert

H4-1

Q2::mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::mCherry:nosT::FAST

H4-2

Q2::YFP::mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::YFP:nosT::pCsVMV::mCherry:nosT::FAST

H4-3

Q2::nYFP::cYFP::m
Cherry

pDGB3 Q2

pCsVMV:nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT::pCsVMV::mCherry:nosT

H4-4

02::bZip52::bZip34:
:mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::bZip52::c-nYFP:nosT::pCsVMV::bZip34::c-cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-5

Q2::Albal0::Albal0
::mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA10cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::ALBA10cds::c-cYFP:
nosT::pCsVMV::mCherry:nosT

H4-6

Q2::Alba20::Alba20
::mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA20cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::ALBA20cds::
nosT::pCsVMV::mCherry:nosT

c-cYFP:

H4-7

Q2::Alba30::Alba30
:mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA30cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::ALBA30cds::
nosT::;pCsVMV::mCherry:nosT

c-cYFP:

H4-8

02::Alba50::Alba50
::mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBAS50cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::ALBAS50cds:
nosT::;pCsVMV::mCherry:nosT

:c-cYFP:

H4-9

Q2::Alba60::Alba60
::mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA60cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::ALBA60cds:
nosT::;pCsVMV::mCherry:nosT

:c-cYFP:

H4-10

Q2::Danl::Danl::m
Cherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::DANIlcds::c-nYFP:nosT::;pCsVMV::DANIlcds::c-cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-11

Q2::Albal0::cYFP::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA10cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-12

Q2::Alba20::cYFP::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA20cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-13

Q2::Alba30::cYFP::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA30cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-14

Q2::Alba50::cYFP::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBAS50Ocds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-15

Q2::Alba60::cYFP::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::ALBA60cds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT:
:pCsVMV:i:mCherry:nosT

H4-16

Q2::Danl::cYFP::m
Cherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::DANIlcds::c-nYFP:nosT::pCsVMV::cYFP:nosT:
:pCsVMV:i:mCherry:nosT

H4-17

Q2::nYFP::AlbalO::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV:inYFP:nosT::pCsVMV::ALBA10cds::c-cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT

H4-18

Q2::nYFP::Alba20::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::nYFP:nosT::;pCsVMV::ALBA20cds:
:pCsVMV::mCherry:nosT

:c-cYFP:nosT:

H4-19

Q2::nYFP::Alba30::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::nYFP:nosT::;pCsVMV::ALBA30cds:
:pCsVMV::mCherry:nosT

:c-cYFP:nosT:

H4-20

Q2::nYFP::Alba50::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV:nYFP:nosT::pCsVMV::ALBAS50cds:
:pCsVMV::mCherry:nosT

:c-cCYFP:nosT:

H4-21

Q2::nYFP::Alba60::
mCherry

pDGB3 Q2

pCsVMV:nYFP:nosT::;pCsVMV::ALBA60cds:
:pCsVMV::mCherry:nosT

:c-cYFP:nosT:

H4-22

Q2::nYFP::Danl::m
Cherry

pDGB3 Q2

pCsVMV::nYFP:nosT::pCsVMV::DANIcds::c-cYFP:nosT:
:pCsVMV::mCherry:nosT
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