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Obr. 1: plasmid pCBC-DTIT2 slouzici k sestaveni CRISPR kazety s gRNA. V plasmidu se nachdzeji mista
odpovidajici sekvencim v DTI-FO a DT2-R0 primerech, tato mista ohranicuji U6 _29 promotor, U6 26
terminator a gRNA scaffold. Plasmid dale obsahuje gen pro kanamycinovou a chloramfenicolovou rezistenci.
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Obr. 2: detail CRISPR kazety s gRNA, PCR produkt ziskany in silico na zakladé testovanych primeru. Primery
ohranicuji U6_29 promotor, U6-26 termindtor a gRNA scaffold.
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Obr. 3: plasmid pHEE401E pUBQ:eGFP. V plasmidu se nachdzeji mista Stépend Bsal odpovidajici sekvencim
v DT1-BsF a DT2-BsR primerech. Plasmid dadle obsahuje gen pro kanamycinovou a hygromycinovou rezistenci.
V miste, do kterého se CRISPR kazeta vklada je spektinomycinova rezistence, kterd slouzi pro kontrolu viozeni.
Cas9 je pod promotorem ECI.1 a enhancerem ECI.2, coz umozZnuje specifickou expresi ve vajecné buiice.

V plasmidu je GFP reportérovy gen umoznujici kontrolu na pritomnost CRISPR kazety v transformovaném
organismu.
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Obr. 4: Gel vsech vyizolovanych DNA rostlin spt5] v T2 generaci (druhy pokus) dokazujici pritomnost
homozygotnich variant (B6-5L, B6-6Z, B6-6P, B6-7L, B6-8L) a heterozygotnich variant bez CRISPR kazety
(B6-10P, B6-80P, B6-P@, A4-50, A4-70). Pouzity je 1kbp Zebricek. @ symbolizuje nesvitici rostliny.
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Obr. 5: Gel s DNA spt5l rostlin v T2 generaci (druhy pokus), které byly vybrany na zdkladé prvni PCR
pro druhou zkrdacenou verzi PCR. Doslo k potvrzeni specifickych produktii pouze u vzorkit B6-6, B6-7 a
B6-8, kontrola je rostlina B6Z z Tl generace, zebricek je I kbp.

Obr. 6: Gel vsech vyizolovanych DNA rostlin spt5l v T3 generaci (prvni pokus) dokazujici, Ze Zadna
rostlina neni homozygotni v mutantni alele (vSechny rostliny jsou potomkem B6-84) . Pouzity je 1kbp
zebricek.
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Obr. 7: Sekvenace B rostlin s NRPEI kazetou, nekvalitni vzorky. A — souhrnny obrazek vzorkii Bl, B2P,
B2Z, na svétlezlutéem poli referencni genom A. thaliana, B — detail mutace vlevo (5° konec delece), C —
detail mutace vpravo (3 konec delece).
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Obr. 8: vybrané lokusy v kontextu A (metylace pritomna pouze ve WT). - lokus AT2G06995, 2 — lokus
ATITE93275, 3 — lokus AT4G04040, 4 — lokus ATITE28175. Poradi radkii: WT, nrpel, spt5l, nrpelAAh,
SPT6L pokryti, genom Arabidopsis thaliana, nrpel DMR hypoCHH
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Obr. 9: vybrané lokusy v kontextu B (metylace pritomna ve WT a spt5), 5 - lokus ATSTE35950, 6 — lokus
AT2TE20755. Poradi radkii: WT, nrpel, spt5l, nrpeldAh, SPT6L pokryti, genom Arabidopsis thaliana,
nrpel DMR hypoCHH
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Obr. 10: vybrané lokusy v kontextu C (metylace piitomna ve WT a nrpelAAh), 7- lokus ATITE00220, 8§ —
lokus ATITEO00150. Poradi vadki: WT, nrpel, spt5l, nrpeldAh, SPT6L pokryti, genom Arabidopsis
thaliana, nrpel DMR hypoCHH
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Obr. 11: vybrané lokusy v kontextu D (metylace pritomna ve WT, spt5l a nrpel4A4h). 9 — lokus AT1G24490,
10 —lokus AT1G53480, 11 — lokus AT2TE64585. Poradi radki: WT, nrpel, spt5l, nrpeldAh, SPT6L
pokryti, genom Arabidopsis thaliana, nrpel DMR hypoCHH



