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Abstrakt

Metylace DNA fizena malymi RNA (RdDM) je dulezita draha, jez prostfednictvim navozeni
metylace DNA reguluje genovou expresi a podili se na obran¢ proti invazivnim DNA elementim
(zejména transposontim). Klic¢ovou roli v RADM dréze hraji proteiny Argonaut (AGO) s malymi
RNA (sRNA), které jsou k cilové DNA sekvencné komplementarni. S proteiny Argonaut jsou
schopné interagovat domény zvané AGO-hooky. U rostlin se v RdADM draze uplatiiuji dva proteiny
s AGO-hook doménami: NRPE1 a SPTS5L. Na fesitelském pracovisti bylo neddvno objeveno,
ze soucasti komplexu Pol V (stejné jako zminéné dva proteiny) je jeste teti protein SPT6OL. Role

SPT6L role dosud nebyla popséana, ale ptedpokladame, ze rovnéz hraje roli v RADM draze.

Tato prace se zabyva studiem vsech tii AGO-hook domén piitomnych v Pol V komplexu a jejich
roli v RdDM draze u rostliny Arabidopsis thaliana, od pripravy mutantii postradajicich rtizné
kombinace uvedenych AGO-hook domén po studium jejich role a zastupitelnosti pii metylaci DNA

v ruznych lokusech.
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Abstract

RNA-directed DNA methylation (RADM) is an important pathway that regulates gene expression
by inducing DNA methylation and is involved in regulation of gene expression and defence against
invading DNA elements (especially transposons). Argonaut (AGO) proteins with small RNAs
(sRNAs) that have sequence complementarity to the target DNA play a key role in the RdAdDM
pathway. Domains called AGO-hooks are able to interact with Argonaut proteins. In plants, two
proteins with AGO-hook domains are involved in the RADM pathway: NRPEI and SPTS5L.
Recently, a third protein, SPT6L, has been discovered at the investigator's site to be part of the Pol
V complex (as well as the two proteins mentioned above). The role of SPT6L has not yet been

described, but we hypothesize that it also plays a role in the RADM pathway.

This work focuses on the study of all three AGO-hook domains in Pol V complex and their involve
in the RADM pathway in Arabidopsis thaliana, from the preparation of mutants lacking different
combinations of these AGO-hook domains to the study of their role and substitution in DNA

methylation at different loci.
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1. Uvod

Metylace DNA fizend malymi RNA (RdDM) je dulezitd regulacni draha. Jejim
prostfednictvim dochazi k metylaci DNA, jez ovliviuje stav chromatinu a miru transkripce. Mezi
hlavni role RADM drahy patii umlcovani transpozonil a antivirova obrana, Gcastni se ale i regulace

genové exprese a tim ovlviyje i pfechod z jednoho vyvojového stadia do dalsiho.

Mezi hlavni aktéry RdADM drahy patiti malé RNA (sRNA), které byvaji prevazné
24 nukleotid (nt) dlouhé a na jejichz zékladé¢ dochézi k vyhledani sekvencné odpovidajicich
lokust. DalSim dtlezitym aktérem je protein Argonaut (AGO), ktery se sSRNA interaguje. AGO
proteiny do sebe nakladaji jedno vldkno sRNA a na jeho zaklad€¢ vyhledavaji odpovidajici
komplementarni sekvence. Samotna metylace DNA je vykondvana prostfednictvim
metyltransferdzy DRM2. Pro celou drahu je nezbytné rostlin€ specificka polymeraza V (Pol V),

s jejimZ nascentnim transkriptem interaguje SRNA nalozena v AGO proteinu.

S AGO proteiny interaguje fada proteinti prostiednictvim tzv. AGO-hook, kterymi se tato
prace zabyva. Pro RdADM drahu jsou nejpodstatnéjsi AGO-hooky na téchto tfech proteinech:
NRPEI1 (nejvétsi podjednotka Pol V), SPTSL a SPT6L (jehoz zapojeni do komplexu Pol V bylo
objeveno na fesitelském pracovisti na zakladé reanalyzy dat publikovanych v Chen et al., 2019

provedené $kolitelem Vojtéchem Cermékem.

Cilem prace bylo studovat roli jednotlivych AGO-hookli zminénych proteinti a jejich
kombinaci na RADM drahu v rostliné Arabidopsis thaliana. Role AGO-hookt SPTSL a NRPE1
jiz byla caste€né popsana, oproti tomu AGO-hook SPT6L neni viibec prozkouman (Bies-Etheve
etal., 2009; El-Shami etal., 2007). Proto si tato prace klade za cil prostiednictvim analyz
vybranych mutantl A. thaliana bez AGO-hook domén jednotlivych proteintt doplnit mezery
v pochopeni této masinerie a nastinit vyznam jednotlivych AGO-hookt pro metylaci na vybranych

lokusech.

V ramci této prace byly tvofeni mutanti postradajici AGO-hook doménu v proteinech
NRPE!1 (nrpeldAh) a SPTSL (spt5i4Ah na WT a spt6/44h mutantnim pozadi) prostfednictvim
CRISPR/Cas9 mutageneze s cilem ziskat néslednym kiizenim vSechny mozné kombinace
uvedenych mutaci. Se ziskanymi mutanty byla provedena analyza metylace pomoci bisulfidické
konverze ve vybranych lokusech, kterd méla za cil odhalit odlisné profily metylace DNA
ve studovanych lokusech, na zakladé kterych by bylo mozné usuzovat na roli jednotlivych AGO-

hooku.

Diplomova prace stoji na hypotéze znéjici, Ze v komplexu Pol V se na RADM draze podili
tfi AGO-hooky (NRPE1, SPTSL, SPT6L) a jejich zastupitelnost a potiebnost pro metylaci DNA

se lisi mezi jednotlivymi lokusy. Predpokladali jsme, ze jednotlivé AGO-hooky jsou funkcné



casteCné redundantni, a tedy, ze ztrata kterékoli domény (¢i dvou domén zaroveil) povede
ke specifickému snizeni metylace a ze k uplné ztrat¢ RdDM povede az odstranéni vSech

tfi AGO-hooku zaroven

1.1. Cile prace

Cilem prace bylo zjistit, jakym zpisobem se AGO-hooky proteini NRPE1, SPTS5L
a SPT6L ucastni metylace DNA a do jaké miry jsou zastupitelné. DalSim cilem bylo prozkoumat
dilezitost jednotlivych AGO-hookli v riznych lokusech a vliv jejich absence. Tyto vysledky
by mely pfispét ik pochopeni =zatim neprobaddané role proteinu SPT6L v komplexu

Pol V arozsiteni souc¢asnych znalosti o celkovém fungovani RADM dréhy.

Prvnim podcilem bylo vytvotit mutanty bez AGO-hook domény (znaceni AAh) v proteinu
NRPE1 a v proteinu SPT5L, mutant bez AGO-hook domény SPT6L byl jiz diive vytvoren
Skolitelem. Druhym podcilem bylo zkfizenim ziskat vSechny kombinace mutaci v AGO-hoocich
ve studovanych proteinech (viz tab. 1). Tretim podcilem bylo studovat zménu metylace

ve vybranych mutantech v AGO-hooku prostiednictvim bisulfitické konverze.

mutace pojmenovani

nrpeldAh
jednoducha spt5iAAh
spt6lAAh

nrpelAAh spt5iAAh

dvojita rpeldAh spt6lAAh

sptSIAAh spt6lAAh

trojita nrpelAAh spt5IAAh spt6lAAh

Tab. 1: Vsechny kombinace mutaci v AGO-hoocich ramci studovanych proteinii RADM drahy (NRPEI,
SPT5L, SPT6L).

Predpokladem bylo, Ze vSechny AGO-hooky jsou alespoii Castecné zastupitelné a potfebné
pro metylaci DNA, a tedy Ze az absence vSech tfi AGO-hookt vede ke ztrat¢ RADM drahy. Rovnéz
jsme predpokladali, Zze tato zastupitelnost a dilezitost jednotlivych AGO-hookl se li§i mezi

jednotlivymi lokusy.



2. Piehled literatury

Funkce malych RNA (sRNA) byla poprvé posana v procesu RNA interference (RNAI1),
jehoz prostfednictvim dochazi k umlcovani gent (Fire et al., 1998). Tento d¢&j je dulezity
pro regulaci vlastnich rostlinnych genil, ale i pro obranu organismu proti transpozibilnim
elementim a viram. Zaklad RNAI tvofi proteiny Argonaut, které maji vykonnou funkci, a malé
RNA (sRNA), na jejichz zaklad¢ dochazi k cileni molekuly DNA ¢i RNA a néslednému uml¢ovani,

které je mozné diky sekvencni komplementarité.

2.1. Biogeneze malych RNA

sRNA jsou regulacni molekuly, které byvaji 21-24 nukleotidi (nt) dlouhé.
sRNA rozliSujeme na dva zakladni typy, a to mikro RNA (miRNA, (Feinbaum et al., 1993) a malé
interferujici RNA (siRNA, (Zhan, 2021). siRNA mtzeme dale rozdélovat na virové (vsiRNA)
aendogenni (Borges & Martienssen, 2015). Endogenni siRNA mulzeme rozdélovat
dle prekurzorové RNA na tasiRNA (trans-acting siRNA), phasiRNA (phased siRNA), natsiRNA
(natural antisense transcript siRNA), hp-siRNA (hairpin-siRNA) a hetsiRNA (heterochromatin
associated siRNA, Ghildiyal & Zamore, 2009). RovnézZ mizeme sRNA délit dle ptvodu

na primarni a sekundarni (Yoshikawa et al., 2005).

V ramci biogeneze sRNA je dtlezité vytvofit tzv. dvouvlaknovou RNA (dsRNA). Ta mtize
vznikat dvéma hlavnimi principy; i) dvouvlaknova RNA vznika piimo transkripci (tedy aktivitou
DNA dependentni RNA polymerazy), kdy vznika jedna molekula obsahujici vzajemné parujici
useky ¢i dvé vzajemné parujici molekuly, nebo ii) transkripci klasicky vznika jednovldknova RNA
(ssRNA), ke které je komplementarni vlakno dosyntetizovano pomoci RNA dependentni RNA
polymerazy (RDR). Do prvni kategorie fadime miRNA, natsiRNA a hp-siRNA, do druhé kategorie
pak vSechny ostatni typy siRNA.

Z existujici dsRNA, byvaji posléze sSRNA do své aktivni podoby zpracovany pomoci
Dicer-like proteinti (DCL). DCL proteiny ovliviyji vyslednou délku dané sRNA a tim i jeji budouci
funkci. DCL1 obvykle produkuje 21nt miRNA/siRNA (Reinhart & Bartel, 2002), DCL4 zpravidla
tvoti 21nt siRNA, DLC2 pfevazné vytvari 22nt a DLC3 produkuje 24nt siRNA (Pontes et al., 2006,

vyznamné drahy biogeneze SRNA viz obr. 1).

sRNA duplexy vzniklé stépenim DCL proteiny, maji 2nt piesahy, které je potieba chranit
pred 3’0 uridylaci, jelikoz toto znaceni by vedlo k degradaci RNA. Z toho diivodu jsou metylovany
prostiednictvim HUA Enhancer 1 (HEN1) na 2°OH skupinach na 3° terminalnim konci. Tento
ochranny krok plati pro miRNA i siRNA (J. Li et al., 2005; Yang et al., 2006).



Ze sRNA duplexu je nasledn¢€ vedouci (guide) vlakno naloZeno do proteinu Argonaut
(AGO) a formuje se RNA indukovany uml¢ovaci komplex (RISC), druhé passenger vlakno sRNA
duplexu se dale nevyuziva. Dle typu naloZzené sRNA posléze dochazi k umlceni genové exprese

na transkripéni urovni (TGS) nebo na posttranskripéni irovni (PTGS, (Lee & Carroll, 2018).
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Obr. 1: Vyznamné drahy biogeneze sSRNA; A: tvorba miRNA z transkriptu MIR genii. Prostrednictvim Polll vznika
transkript formujici nedokonalou viasenku pri-miRNA, ze které je pomoci DCLI nahrubo sestrizena pre-miRNA.
Z pre-miRNA je opét pomoci DCLI sestrizen miRNA duplex o délce 21-22 nt. Vedouci viadkno miRNA je naloZeno
do AGO proteinu. B: tvorba tasiRNA z transkriptu TAS genii. TAS gen je prepisovan pomoci Polll, transkript
je naslednée vyhledan a nastépen pomoci AGO s odpovidajici miRNA, RDR6 poté k témto nastépenym castem RNA
syntetizuje komplementarni vldakno a vznka dsRNA. dsRNA je pomoci DCL4 sestrizena na 21 nt tasiRNA duplexy.
Vedouci viakno tasiRNA je nalozeno do AGO proteinu. C: tvorba hetsiRNA. Transkript PollV je rozpoznan RDR2,
ktera k nemu dotvari komplementarni vidkno za vzniku dsRNA. Tuto dsRNA nasledné sestiihuje DCL3 a vznikad
hetsiRNA duplex. Vedouci viakno hetsiRNA je nalozeno do AGO proteinu.

miRNA vznikaji zpravidla transkripci tzv. MIR gent (Vazquez et al., 2008). Nejprve
vzniké prostiednctvim Pol I pri-miRNA, ze které je pomoci DCL nahrubo sestfizena pre-miRNA.
Z pre-miRNA nasledné vzniké, opét pomoci DCL, zpravidla 21 nt dlouhd miRNA. Vétsina miRNA

byva tvofena pomoci DCL1.

Dalsim typem sRNA jsou natsiRNA. natsiRNA vznikaji na zéklad¢ transkripth
z NAT (natural antisense transcript) lokust, kdy dochazi ke vzniku sense i pfirozenych antisense
transkrptii. Na zaklad¢ téchto dvou transkriptii vznika dsRNA, ktera se dale zpracovava pomoci
DCL3 na 24nt natsiRNA, respektive DCL1/2 na 21nt natsiRNA (Borsani et al., 2005; Chapman
& Carrington, 2007; Yuan et al., 2015).



Na podobném principu funguje vznik hp-siRNA. hp-siRNA vznikaji transkripci
invertovanych repetic, transkripci tak vznikad vlasenka, ktera je dale zpracovana podobné jako
miRNAs rozdilem, ze procesovat ji umi DCL 1/2/3/4 za vzniku hp-siRNA pfevazné¢ o délce

21 nt nebo v mensi mife 24 nt (Fusaro et al., 2006).

U ostatnich siRNA nejprve vzniké jednovlaknova RNA (ssRNA), ke které je pomoci RNA
dependentni RNA polymerazy (RDR) dosyntetizovano druhé vlakno a vznika tak dvouvldknova
RNA (dsRNA). Tuto ssRNA obvykle RDR jednoduse rozpoznavaji diky absenci 5°¢ Cepicky
a 3‘ polyA konce. Vznikld dsRNA je nasledné zpracovana pomoci DCL a vznika tak SRNA duplex
o délce 21--24 nt.

Specifickym typem siRNA jsou hetsiRNA. hetsiRNA obvykle pochazi z transpozonii
¢i repetitivnich elementl a hraji vyznamnou roli v metylaci DNA a s ni spojenym zkompaktnénim
chromatinu. hetsiRNA vznikaji z transkriptii rostlin€é specifické Pol IV. Tato prekurzorova RNA
byva 26-45 nt dlouha (Blevins et al., 2015). Nasledné je formovana dsRNA pomoci RDR2, ktera
dotvaii komplementarni vlakno (Daxinger et al., 2009) a dochazi k vyStépeni 24nt hetsiRNA
duplexu z dsRNA prostfednictvim DCL3 (Borges & Martienssen, 2015). Jejich role je blize
vysvétlena v kapitole 2.3.2.1.

Doted’ popsané druhy siRNA vSechny spadaji do kategorie primarni siRNA. Na zaklad¢
existujici 22nt  sSRNA mutze dochazet k tvorbé sekundarni siRNA. Tato 22nt sRNA
je komplementarni k oblasti transkriptu, ktery pomaha s$tépit pomoci AGO proteinu. Tento
roz§tépeny transkript, ktery je prekurzorem sekundarni siRNA, je rozpoznavan pomoci RDR6,
ktera knému dotvaii komplementarni vlakno, tuto dsRNA posléze sestithava prevazné
DCL4 za vzniku 21nt sekundarni siRNA, pozorované jsou i pripady sestfihu pomoci DCL2
na délku 22 nt (H. M. Chen et al., 2010; Deleris et al., 2006; Z. Luo & Chen, 2007). Tyto sekundarni
sRNA umoziuji robustné&jsi odpoveéd po celé rostlin€. Specifickym typem jsou phasiRNA
a tasiRNA. phasiRNA vznikaji na zdkladé PHAS transkript. phasiRNA vznikaji ,,ve fazi“, kdy
DCLA4 stépi dsRNA od mista, kde byla ptivodné nastépena miRNA, vzdy v diskrétnich 2 1nt Gsecich
(Allen et al., 2005; Fei et al., 2013, 2016; Yoshikawa et al., 2005). Podskupinou phasiRNA jsou
tasiRNA, které vznikaji z nekoédujicich TAS transkriptd. PHAS i TAS transkripty jsou obvykle
Stépeny na zakladé 22nt miRNA nalozené v AGO1 a na vyslednou délku 21 nt jsou sestfizeny
pomoci DCL4 (Allen et al., 2005; Vazquez et al., 2004; Yoshikawa et al., 2005). Ke $tépeni mize
ovSem dochézet i na zakladé 21nt miRNA duplexu s bublinou v dusledku neparujici baze

(Manavella et al., 2012).



2.2. Mechanismy u¢inku sRNA

Umlceni genové exprese prostifednictvim sRNA miize probihat na trovni transkripéni
(umlceni brani transkripci), nebo posttranskripcni (probihajici po transkripci cilové sekvence
do RNA). Do PTGS tadime $tépeni cilové mRNA a inhibici translace, do TGS patii metylace DNA
(ktera nasledné blokuje transkripci).

Stépeni cilové mRNA probiha diky RNazové aktivité nékterych AGO proteini, zejména
AGOI1 a AGO7 (Baumberger & Baulcombe, 2005; Montgomery et al., 2008), v literatufe jsou v§ak
zminéné 1 AGO2, AGO4 a AGO10 (Fang & Qi, 2016; Ji et al., 2011; Qi et al., 2006; Zhu et al.,
2011). Na zakladé nalozené sRNA AGO proteinem dochazi k vyhledani odpovidajici sekvence
a jejimu rozstépeni AGO proteinem, pficemz z takto rozstépené sekvence mize dochézet k tvorbé
sekundarnich siRNA tak, Ze k existujicimu vldknu vzniklému ze $t€pené cilové sekvence se dotvari

komplementarni vlakno pomoci RDR (Yoshikawa et al., 2005).

Inhibice translace funguje tak, ze se AGO protein dostava do oblasti cilové sekvence opét
na zakladé komplementarity s nalozenou sRNA, ale tentokrat se na misté zasekava a kvuli jeho
pritomnosti neni mozné pokracovat v translaci. I pfes to, Ze tento mechanismus je bézny spise

u zivo¢icht, je tento proces u rostlin pozorovan také (Fang & Qi, 2016; Neumeier & Meister, 2021).

Druhym zptisobem uml¢ovani je metylace DNA fizena sSRNA. Metylace DNA je pievazné
represni znacka, ktera zptisobuje modifikaci histonil (viz kapitola 2.3) coz vede ke zkompaktnéni
chromatinu (Du et al., 2015). Metylace DNA je navozovana na zakladé sRNA komplementarni
k oblasti, ktera my byt zametylovana (viz kapitola 2.3.2.1). 2.3.2UmlCovani genové exprese
na transkripéni Grovni vede k snizeni az zastaveni transkripce daného lokusu prostiednictvim
zhorS$eni piistupnosti dané sekvence pro jednotlivé aktéry ucastnici se tohoto procesu. Toto omezeni
pristupnosti mize byt vyvolano metylaci DNA, ptipadné naslednou modifikaci histont (Zilberman

et al., 2003).

2.3. Epigenetické modifikace

Pomoci epigenetickych znacek rostlina reguluje expresi svého genomu. Znacky mohou
mit vyznam aktivacni i represni, zalezi na druhu, pozici a kontextu znacky. 2.2Znamé jsou hlavni
dva typy epigenetickych modifikaci, a to metylace DNA a modifikace histoni. Obéma typim
modifikace se budou vé€novat nasledujici podkapitoly. (Waterborg, 2011; Waterborg et al., 2023).

2.3.1. Modifikace histonu

Histony jsou malé bazické proteiny, které interaguji s DNA, ¢imZz dochazi k formaci
nukleozomti. V kazdém nukleozomu najdeme oktamer histond (2x (H2A-H2B) a 2x H3-H4)
a 147 bp DNA. Nukleozomy tvoti zdklad chromatinu. Jednotlivé nukleozomy jsou propojeny tzv.

linker DNA, se kterou dokaze interagovat histon H1. Nékteré histony je mozné na jejich N koncich



modifikovat atim ovliviiovat dostupnost DNA a celkové uspofadani (miru rozvolnénosti)
chromatinu. Nejlépe popsané jsou metylacni znacky na histonu H3, pficemz rizné varianty mohou
zplisobovat rozvolnéni ¢i zkompaktnéni chromatinu. Mezi aktivacni znacky patii H3K4mel-3
(metylace-trimetylace lysinu K4) a H3K36mel-3 (metylace-trimetylace lysinu K36),
které se vyskytuji v transkripcné aktivnim euchromatinu, represnimi znackami jsou H3K9me?2
(dimetylace lysinu K9) a H3K27mel (metylace lysinu K27), které se vyskytuji v transkripéné
neaktivnim heterochromatinu, specifickym typem je pak znacka H3K27me3 (trimetylace lysinu
K27), ktera je charakteristickd pro ,,Polycomb chromatin“ (reprimovany pfitomnosti Polycomb
Repressive Complex 2, Liu et al., 2010; Pien & Grossniklaus, 2007; Xiao et al., 2016). Z hlediska
provazanosti metylace histoni a metylace DNA je dilezitA znacka H3K9me2, ktera
jerozpoznavana CMT3/2 a jejim prostfednictvim navozuje odpovidajici metylaci DNA
(mechanismus popsan blize v kapitole 2.3.2 (Jackson et al., 2004). Znacka H3K9me?2 se také podili
na navadeéni Pol IV, zjejihoz transkriptu posléze vznikaji SRNA vyuzivané pro RdADM drahu
(vice viz kapitola 2.3.2.1).

2.3.2. Metylace DNA

Metylace DNA je jednim z dtlezitych mechanismt, jakymi se rostlina brani projeviim
inzerci DNA, at’ uz endogenniho ¢i cizorodého ptvodu, a zajistuje integritu genomu. Hlavnim
problémem jsou transponovatelné elementy (TE), které v nékterych rostlinach tvofi velkou ¢ast
genomu. Tyto TE rostlina umlcuje metylaci cytosini, pfiCemz oproti zivocichiim tuto metylaci
pozorujeme ve vSech sekvenénich kontextech cytosinu, tedy CG, CHG, CHH (H = A/T/C).
Metylaci DNA muzeme pozorovat v transkribovanych oblastech genti, ale i v promotorech.
Metylaci DNA mizeme rozdélit na dva typy — de novo metylace a udrZzovaci metylace. UdrZovaci
metylace zajistuje doplnéni metylace po replikaci DNA na nové vlakno dle vldkna templatového.
Oproti tomu u de novo metylace dochazi k navozeni nové metylace nemetylované DNA
(a zprosttedkované 1 histonovych zmén), mize byt vyvolana externimi (napf. stresovymi)
podminkami, vyvojovymi zménami ¢i z ditvodu inaktivace invazni DNA (DNA viry, transgeny,
nové inzerce TE). Metylované oblasti mohou vést ke tvorbé heterochromatinu, ¢imz dochazi
k trvalému umlceni oblasti (Finnegan & Matzke, 2003). Udrzovaci metylace DNA byva
katalyzovdna pomoci metyltransferdz, které jsou pro jednotlivé kontexty specificke.
Metyltransferaza 1 (MET1) zajistuje metylaci v CG kontextu, Chromometylaza 3 (CMT3)
je dilezitd hlavné pro metylaci v CHG a Chromometyldza 2 (CMT2) v CHH kontextu.
CQG je kontext symetricky (je na obou vladknech DNA stejny), a proto je mozné udrzet metylaci
DNA pouze pomoci kopirovani metylace z templatového vlakna metyltransferazou MET1, oproti

tomu CHH kontext je asymetrické, a proto se u né¢j a u CHG pro udrzeni metylace vyuziva



zpétnovazebna smycka, kterd je zaloZena na paralelnim udrzovani epigenetické informace ve formé

H3K9me?2 (obr. 2, Ebbs et al., 2005; Jackson et al., 2002).

CMT3/2

Obr. 2: SUVH4 — CMT3/2 zpétnovazebna smycka. CMT3/2 rozpoznava metylacni znacku na histonu
H3 (H3K9me2) a navozuje metylaci odpovidajici DNA v CHG/CHH kontextu. Metylaci v CHG/CHH kontextu

rozpoznava SUVH4, ktera navozuje metylaci odpovidajiciho histonu.

2.3.2.1.Metylace DNA fizena malymi RNA (RdDM)

Specialnim typem udrzovani ¢i navozovani metylace DNA je metylace DNA fizena RNA
(RNA--directed DNA methylation; RADM), jde o jedinou dosud popsanou drahu, ktera se u rostlin
podili na metylaci de novo, zaroven ale hraje roli i v udrzovaci metylaci. Jedna se o dulezitou
regulacni drahu, nebot jejim prostfednictvim rostlina reguluje fadu d&ji; obranu proti
transposontim a virtm, ¢i se podili na pfechodu z jednoho vyvojového stadia do nasledujiciho.
Dle zptsobu vzniku SRNA rozdélujeme RdADM na kanonickou a nekanonickou (Erdmann & Picard,
2020). RdDM je zajistovana pomoci metyltransferazy DRM2, ktera se do blizkosti DNA dostava

komplikovanym mechanismem.

Esencialnim proteinem RdDM drahy je protein Argonaut (AGO), ktery interaguje se vSemi
dalsimi ¢leny této drahy, a to s SRNA, nascentnim transkriptem Pol V a metyltransferazou DRM2
(viz obr. 3, Chan et al., 2005; Matzke & Mosher, 2014). AGO proteiny interaguji s SRNA, coz vede
k naloZeni vedouciho vlakna sSRNA do AGO. Tento komplex nasledné na zakladé komplementarity
s nalozenou sRNA interaguje s RNA, ktera je transkriptem Pol V. DNA, podle které nascentni
transkript Pol V vznikl, je cilem metylace DNA. Protein AGO nasledné interaguje
s metyltransferazou DRM?2, ktera se dopravuje do oblasti zajmu, tedy k cilové DNA.
Metyltransferaza DRM2 vykonava metylaci DNA (Chan et al., 2005; Matzke & Mosher, 2014).



Obr. 3: Komplex PolV; NRPEI — nejvétsi podjednotka PolV, AGO — protein Argonaut s nalozenym guide
vidknem sSRNA (Cervené) interagujici s nascentnim transkriptem PolV, pripadné volné,
DRM?2 — Metyltransferaza, prostrednictvim AGO navozuje metylaci odpovidajici DNA

Vramci RADM drahy protein AGO4 interaguje s nascentnim transkriptem Pol V.
Pol V je rostliné specifickd polymeraza, kterd se sklada z 12 podjednotek, které jsou paralogni
k Pol II, nebo s ni identické. 6 podjednotek je od svych paralogli funkéné 1isi, pficemz tyto zmény
se vyskytuji v v oblastech vstupu templatové DNA a exitového mista RNA (Ream et al., 2009).
Pol V pravdépodobné vznikla spolu s Pol IV v charofytnich fasach z Pol II (Luo & Hall, 2007).
Toto evolu¢ni odvozeni umoznilo specializaci Pol IV a Pol V na RADM drahu (Huang et al., 2015;

Ream et al., 2009).

Pro Pol V je specificka podjednotka NRPE1 a NRPES, v komplexu Pol V se dale nachazi
jeho interakéni faktor Suppressor of TY Insertion 5-like (SPTS5L, KTF1, Bies-Etheve et al., 2009).
Proteiny SPT5L a NRPE1 obsahuji doménu zvanou AGO-hook, ktera napomaha interakci s AGO
proteiny (vice viz kapitola 2.5, Azevedo et al., 2011). V ramci skolitelské laboratote byla na zakladeé
reanalyzy dat publikovanych Chen et al., 2019 (Cermak et al., in preparation) objevena role dalsiho
proteinu v komplexu Pol V, proteinu Suppressor of TY Insertion 6-like (SPT6L, GTB1), ktery
rovnéz nese doménu AGO-hook. Do tohoto komplexu nasledné AGO4 ptivolava metyltransferazu

DRM2, jejimz prostfednictvim dochdzi k metylaci DNA .

Dalsimi komponenty v RADM jsou proteiny DRD1 (Defective in RNA-directed DNA
methylation 1) a DMS3 (Defective in Meristem Silencing 3), které spolu s RDM1 (RNA-directed
DNA Methylation 1) formuji komplex DDR. Proteiny komplexu DDR jsou dulezité pro vazbu
Pol V na cilova mista v chromatinu, pro tvorbu transkriptii a tim i pro metylaci DNA (Law
& Jacobsen, 2010; Zhong et al., 2012). Komplex DDR rovnéz interaguje s SUVH2 a SUVH9,
na zékladé ¢ehoz dochazi k zajisténi pritomnosti Pol V v RdADM Ilokusech. SUVH2 a SUVH9
se na zaklad¢ interakce s DDR a MORC komplexy vazi do metylované DNA a privolavaji Pol V



(Liu et al., 2014), rovnez se spekuluje, Ze se podileji na dimetylaci lysinu (H3K9me?2) na zakladé
RdADM metylovanych mist (Parent et al., 2021). V Arabidopsis thaliana H3K9me2 navozuji
proteiny SUVH4/5/6 (viz kapitola 2.3.2). MORC komplexy jsou dilezit¢ pro umlcovani
TE kondenzaci heterochromatinu a udrzeni nastoleného uml¢eni v uml¢ovanych oblastech (Xue et

al., 2021).

Kanonickd RdDM je zalozend na 24nt hetsiRNA (z transkripti Pol IV, viz kapitola 2.1),
které vétSinou pochazi z transpozoni nebo repetitivnich elementti (Lee & Carroll, 2018; Matzke
& Mosher, 2014). Tato draha se podili na udrzovani uml€eni v dané oblasti, tedy v sekvenci DNA,
ktera jiz byla zametylovana a obsahuje histonové umlcovaci znac¢ky (Blevins et al., 2015; Borges
& Martienssen, 2015; Daxinger et al.,, 2009). Vedouci vlakno hetsiRNA interaguje
s AGO proteinem a spolec¢né cili na transkript Pol V (popsano vyse). Takto navozend metylace
DNA posléze mize byt rozpoznavana pomoci SUVH4 (popsano vyse), ¢imz dochazi k formaci
zpétnovazebné smycky, ktera umoznuje udrzet oblast v podob¢ konstitutivniho heterochromatinu.
Na zakladé SUVH4 rozpoznani metylace DNA totiz dochazi k navozeni modifikace odpovidajiciho
histonu znackou H3K9me?2, kterou umi rozpoznavat SHH1 (Law et al., 2013). SHH1 na zaklad¢
rozpoznani metylace histonu navadi Pol IV na znaCeny chromatin. Z transkriptu Pol I'V se poté tvori

zminovana prekurzorova RNA, ¢imz se cyklus uzavira (tvorba sSRNA viz kapitola 2.1).

Nekanonické RADM drahy se oproti kanonické lisi tim, ze v jejim zékladu stoji
sRNA generovand z riiznych zdrojl a jeji mozna délka se neomezuje pouze na 24 nt, ale miuze
se jednat i 0 21-22nt dlouhou siRNA (Henderson et al., 2006). Oproti kanonické draze dochazi
k cileni zejména do aktivniho chromatinu, ktery je pfepisovan pomoci Pol II, mize ov§em dochazet
i kcileni dojizumléeného chromatinu (Erdmann & Picard, 2020). V nejprozkoumanéjsi
nekanonické RADM dochazi k tvorbé sRNA na zakladé transkriptl Pol II, které jsou syntetyzovany
zmRNA transkripéné aktivnich transpozont. Nasledn€é dochazi k formovani dsRNA
prostfednictvim RDR6, ze které se vystépuji 21 a 22nt siRNA pomoci DCL2 nebo DCL4 (DCL2
tvoii 22nt SRNA a DCL4 tvori 21nt SRNA) (Manavella et al., 2012). Vzniklé sSRNA asociuji
s AGO4/6. Odtud je jiz mechanismus RADM totozny, dochazi k navadéni AGO s nalozenou sSRNA
k cilovym sekvencim (Cuerda-Gil & Slotkin, 2016).
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2.4. Proteiny Argonaut
Proteiny Argonaut maji klicovou roli v drahach sRNA. Jako prvni byl v roce 1998 popsan

AGOL1 u rostliny Arabidopsis thaliana, jehoz mutace zptsobuje vzhled listli podobny chapadlim
chobotnice (Argonaut), podle nejz dostaly tyto proteiny své jméno (Bohmert et al., 1998).
Od té doby byla objevena tfada dalSich AGO proteini zastavajici rtizné funkce v rostlinach,
potazmo vsech eukaryotech (Cerutti & Casas-Mollano, 2006). AGO proteiny interaguji s SRNA
za vzniku komplexu RISC, prostfednictvim néjz dochdzi k regulaci genové exprese, pficemz
dle druhu pouzité sSRNA a AGO proteinu dochazi k uml¢ovani na urovni transkripéni (TGS)
nebo posttranskripéni (PTGS) (Lee & Carroll, 2018). AGO proteiny a jim homologni proteiny
se vyskytuji u eukaryot, bakterii i archei (Cerutti & Casas-Mollano, 2006).

AGQO proteiny se skladaji ze ¢ty domén, jedna se o PIWI (P-element Induced WImpy),
MID (middle), PAZ (Piwi Argonaut and Zwille) a N-terminalni doménu (viz obr. 4). AGO proteiny
rovnéz obsahuji dva linker regiony L1 a L2, které zajiStuji strukturni stabilitu a napomahaji tvofit
zlabek, do kterého se vaze sSRNA (Nakanishi, 2022). PIWI doména ma RN4zovou aktivitu a $tépi
komplementarni nukleotidové useky, coz ji umoznuje jeji struktura, ktera je podobna RNaze H,
konkrétn¢ doména obsahujici DEDH/D mista (Fang & Qi, 2016; Liu et al., 2004; Song et al., 2004).
MID rozpoznava 5° konec guide vlakna na zaklad¢ specifického rozpoznani koncového nukleotidu,
pricemz preferovany typ nukleotidu je pro dany AGO specificky (Lingel et al., 2004) a spolu s PIWI
tvoti kapsu pro jeho vazbu (Parker et al., 2005). PAZ kotvi 3° konec vedouciho vlakna sRNA,
ktery rozpoznava na zaklad¢ existence 2nt presahti. N-termindlni doména nema zatim pfili§
objasnénou funkci, v lidském AGO2 ovSem byla popsana funkce v rozd€lovani duplext
pii sestavovani RISC komplexu (Kwak & Tomari, 2012), dalsi teorii je jeho role v protein-protein

interakci (Brodersen et al., 2012).
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Obr. 4: AGO protein s vyznacenymi doménami a s nalozenym vidknem sRNA; zelené PIWI, oranzové MID,
rizové PAZ, modre N, zZluté L1, bile L2 domény. Obrdzek prevzat z Nakanishi, 2016, upraveno. Jednd
se o lidsky AGO, domény jsou konzervované
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AGO proteiny se béhem evoluce funkéné diverzifikovaly a specializovaly se na rizné
biologické procesy s vyuzivanim riznych druhti SRNA. U rostliny Arabidopsis thaliana je znamo
celkem 10 AGO proteint délicich se do tfi hlavnich skupin, skupina AGO 1/5/10, skupina AGO
2/3/7 a skupina AGO 4/6/8/9 (viz obr. 5). Do téchto tii skupin je délime na zakladé fylogenetické
analyzy (Morel et al., 2002; Vaucheret, 2008). Razeni do skupin funké&né i nomenklaturou odpovida
i u dalsich studovanych rostlin, jako naptiklad u Physcomitrella patens (Arif et al., 2013), Citrus
sinensis (Sabbione et al., 2019), Solanum lycopersicum (Bai et al., 2012), kukufice (Qian et al.,
2011) a ryze (Kapoor et al., 2008). Navic byl pozorovan vyskyt novych paralogii (dva u AGO4
v Solanum tumerosum, jeden u AGO10 v Solanum lycopersicum, Li et al., 2022; Liao et al., 2020),
redukce poctu zastupci jednotlivych skupin, nebo i vyskyt liniové specifickych AGO18 u kukutice
a ryze (Kapoor et al., 2008; Li et al., 2022). Rovnéz byla objevena ctvrta skupina AGO-like,
ktera vznikla u suchozemskych rostlin, ale byla ztracena u krytosemennych rostlin (You et al.,

2017).
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Obr. 5: Rozdéleni AGO proteini na zdkladeé skupin a funkce. Skupina AGO1/5/10 (zelené): AGOI zpiisobuje regulaci
transkripce, posttranskripcni umlcovani a biogenezi tasiRNA, hraje roli v antivirové a antibakterialni obrane
a vopravich DNA. Skupina AGO 2/3/7 (modie): AGO2 hraje roli v posttranskripcni regulaci genové exprese,
v omezené mire je ovSem schopné i regulace na urovni transkripcni. Hraje roli v antivirové a antibakterialni obrané
a v opravach DNA. Skupina 4/6/8/9 (riizove): AGO4, AGOG6 i AGOY hraji roli v transkripcni regulaci genové exprese,
AGO6 navic v regulaci TE. AGO4 a 6 se podileji na antivirové obrané, AGO4 na antibakterialni obrané, AGOY
na opravach DNA. AGOS8 nezobrazeno
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2.4.1. Skupina AGO 1/5/10

Nejprozkoumanéjsim proteinem z této skupiny je AGO1. Jedna se o hlavni efektorovy protein
pro miRNA a tasiRNA, ktery na jejich zakladé reguluje genovou expresi viad¢ vyvojovych
a fyziologickych procest. Je to hlavni protein vykonavajici PTGS, pomoci n&jz umléuje viry,

transpozony a transgeny (Wang et al., 2011). Preferencné vaze miRNA s 5° U (Mi et al., 2008)

AGO 10 hraje roli v udrzovani nediferencovanych kmenovych bunék v apikdlnim meristému
prytu (SAM) a v ustanoveni listové polarity. AGO10 preferencné vaze stejné sRNA jako AGOI,
tedy rovnéz miRNA s 5’ U, na rozdil od néj je ale sekvestruje (vychytava) a tim zabraiiuje jejich
navézani do AGO1, coz vede zabranéni umlceni téchto sSRNA (Lynn et al., 1999; Zhu et al., 2011).
Timto mechanismem AGO10 brani uml¢ovani zptisobeném miRNA165/166 a podporuje tak vyvoj

a udrZovani axilarniho meristému.

Poslednim proteinem skupiny je AGOS, ktery se ucastni PTGS, jako AGO1, ale jeho role
je hlavné v antivirové obrané (Takeda et al., 2008) a v regulaci v reprodukénich fazich vyvoje
rostliny (Roussin-Léveillée et al., 2020; Tucker et al., 2012). Preferenén¢ vaze sRNA s5° C
(Mi et al., 2008).

2.4.2. Skupina AGO 2/3/7
Hlavnim proteinem skupiny AGO2/3/7 je AGO2, ktery vykonava PTGS, jehoz

prostfednictvim navozuje obranu proti riiznym patogeniim (viry, bakterie, houby, (Harvey et al.,
2011; Jaubert et al., 2011; Zhu et al., 2011). Dale napomaha opravam dvouvlaknovych spoju
a ucastni se tak reakce na stres ozarenim (Wei et al., 2012). Vaze 21 nt dlouhou siRNA s 5° A

(Mi et al., 2008).

AGO7 se podili na tvorbé tasiRNA, jejimz prosttednictvim provadi PTGS, pomoci které
ovliviiuje nacasovani ristu a vyvoje lateralnich organi (Hunter et al., 2003, 2006). Prevazné
interaguje s miRNA s5° A a se specifickym 3nt centrdlnim regionem s konzervovanym

G-A mismatchem v pozici 11 (Endo et al., 2013).

Poslednim proteinem skupiny je AGO3. Piestoze AGO3 wvznikl duplikaci AGO2
a sdili s nim 70% sekvenéni identitu, vykonava AGO3 hlavné aktivitu podobnou AGO4 — ackoliv
umi interagovat s 21nt siRNA a vykonavat tak PTGS, ¢astéji ovSem interaguje s 24nt siRNA s 5° A
a ucCastni se TGS (Jullien et al., 2020; Zhang et al., 2016). Tato aktivita mu je pfisuzovana z divodu
puvodu nakladanych sRNA v lokusech s metylacnimi hotspoty a také protoze AGO3 pod AGO4
promotorem castecné zachrafiuje troven metylace v ago4 mutantech (Zhang et al., 2016). AGO3
ma aktivitu ve specifickych castech rostliny, jako je zakonceni cévnich svazki, tyCinek, meristémi

kvétenstvi, nebo v oblasti semenného obalu (Belmonte et al., 2013; Jullien et al., 2020),
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dale vykonava antivirovou obranu (Minoia et al., 2014) a jeho exprese roste i pfi stresu,

napf. zasolenim (Alazem et al., 2019).

2.4.3. Skupina AGO 4/6/8/9

AGO proteiny této skupiny jsou nejvyznamnéjsi svou ucasti v RdDM draze, hraji roli
ale také ve vyvoji gametofytu a v obrané proti virim, bakteriim i houbam. NejvyznamnéjSim
proteinem skupiny je AGOA4, ktery je exprimovan v ramci rostlin plosné, AGO6 a AGO9 maji roli
ve specifickych oblastech rostliny, AGOS je pravdépodobné¢ pseudogen. VSechny AGO proteiny
této skupiny preferencné vazi 24nt hetsiRNA s 5° A (Havecker et al., 2010; Mi et al., 2008).

AGO4 hraje zasadni roli v uml€ovani transpozonil (Havecker et al., 2010), v bunééném
cyklu pylovych bunék, ve vyvoji kvétnich organti (Oliver et al., 2016; Zilberman et al., 2004),
antivirové, antibakterialni a antifungalni rezistenci (Agorio & Vera, 2007; Diezma-Navas et al.,
2019; Raja et al., 2008; Rebolledo-Prudencio et al., 2022) a regulaci transkripce dlouhych
nekodujicich RNA (Tang et al., 2019). V ramci Cajalovych télisek provadi antivirovou obranu,
ktera spociva v metylaci DNA genomu DNA viril (Agorio & Vera, 2007). AGO4 umi interagovat
s Pol I i s Pol V, od ¢ehoz je odvisla jeho funkce, pticemz s Pol II se vyskytuje v nukleoplazmé

a s Pol V v perinuklearnich oblastech (Duan et al., 2015).

AGO4 a AGO6 jsou pravdépodobné funkéné vzajemné zavislé. AGO6 ovSem funguje
hlavné v apikalnich meristémech kofent a prytu a interaguje pouze s Pol V v nukleoplazmé (Duan
et al., 2015). AGOG6 také vaze preferencné jiné siRNA (produkované z jinych lokusi) nez AGO4,
byla pozorovéna i vazba siRNA generovanych z aktivnich TE, ¢imz dochazelo k nastoleni de novo
metylaci (McCue et al., 2015; Nuthikattu et al., 2013). AGO6 ma dale roli v dormanci semen
v zim€, kdy pfi vyvoji semen navozuje metylaci v CHH kontextu, kterd neni odbouratelna

pfi nizkych teplotach (Iwasaki et al., 2019).

AGO9 figuruje v apikalnim meristému prytu a ve vajecnych bunkach, kde pravdépodobné
kontroluje formaci samicich gamet. Jeho prostfednictvim dochazi ke kontrole, Ze gametogeneze
bude iniciovana pouze z jedné gametické bunky a urcuje tak osud bunék ve vajicku. Projevem
mutace AGO9 nebo RDR6 je diferenciace vice gametickych bun€k zaroven (Olmedo-Monfil et al.,

2010).

AGO8 ma vysokou miru sekven¢ni shody s AGO9, oproti ostatnim proteintiim skupiny
ma ale odliSnou strukturu, hlavni rozdily jsou patrné v MID a PIWI doménach. Dlouho nebyla
znama jeho funkce, a proto se predpokladalo, Ze se jedna o pseudogen. Ptestoze nebylo potvrzeno,
ze by AGOS8 interagoval se sRNA, ucastni se, stejn¢ jako ostatni proteiny z této skupiny,
na kontrole ¢asného formovani megaspor (Hernandez-Lagana et al., 2016; Olmedo-Monfil et al.,

2010).
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2.5. AGO hooky

AGO hooky jsou domény, které umoziiuji interakci s AGO proteiny. Jedna se o doménu
bez sekundarni struktury bohatou na glycin-tryptofanové (GW/WG) motivy, déle je doména bohata
na pritomnost serinil, naopak chuda je na pfitomnost kyseliny glutamové a aspargové, cysteint,
fenylalanind, histidind, methionini a tyrosinti (El-Shami et al., 2007). Najdeme je v tad¢
organismu, od prvokd, kvasinek, pies bezobratlé az po cloveka (Karlowski et al., 2010), nebyla
vSak nikdy potvrzena zadna konzervovana struktura, predpoklada se tedy, Ze se jedna o doménu
s ptirozenou neuspotadanosti (Truyjillo et al., 2016). Konzervované jsou pouze WG/GW motivy,
AGO hooky se mezi sebou lisi délkou, sekvenci i poc¢tem motivi. Primérna délka AGO-hooku ¢ini

84 amk a nebyl potvrzen vyskyt AGO-hooku krat§iho nez 20 amk (Karlowski et al., 2010).

V rostlin€ najdeme AGO hooky na fadé mist, najdeme je naptiklad v NRPE1 (nejveétsi
podjednotka Pol V), SPTSL (transkripcni elongacni faktor Suppresor of Ty Insertion 5 like),
SPT6L (transkripéni elonga¢ni faktor Suppresor of Ty Insertion 6 like), SDE3 (Silencing Defective
3) a NERD (Needed for RDR2-Independent DNA Methylation, (EI-Shami et al., 2007; Garcia et al.,
2012; Gu et al., 2012a; He et al., 2009; Pontier et al., 2012), v jinych organismech pak stoji
za vyzdvihnuti lidsky GW182/TNRC6A (a jeho homology TNRC6B a TNRC6C), GAWKY
v Drosophila melanogaster, ¢i Tas3 z kvasinek (Eystathioy et al., 2002; Schneider et al., 2006; Till
et al., 2007). Predpokladame, ze pro RADM drahu jsou dulezité AGO-hooky pouze na proteinech
NRPE1, SPT5L a SPT6L (viz kapitola 2.3.2.1. obr. 6).

AGO-hook proteinu SPTS5L (AT5G04290) se vyskytuje na jeho C° konci a obsahuje
nejdelsi AGO-hook, obsahuje 44 WG/GW motivll (Bies-Etheve et al., 2009). Protein NRPE1
(AT2G40030) ma AGO-hook taky na C‘ konci, je ovSem nasledovan jest¢ DECL doménou,
AGO-hook NRPE1 obsahuje 26 WG/GW motivii. Nejkratsi AGO-hook z téchto tii proteint
ma protein SPT6L (AT1G65440), ktery ma 16 WG/GW motivi.

Pomoci AGO-hooku se dostava protein AGO do blizkosti nascentniho transkriptu Pol V
(Azevedo et al., 2011). RADM drahy se ucastni celkem tfi AGO hooky nachazejici se na nejveétsi
podjednotce polymerazy V NRPE1, na SPT5L (Bies-Etheve et al., 2009) a na SPT6L (Cermak
et al., in preparation). Pro AGO hooky NRPE1 a SPT5L bylo prokazano, ze umoznuji ptesné cileni
lokusti pomoci naloZzeného vlakna sSRNA (Lahmy et al., 2016a), role SPT6L stale neni jasné znama.
Proteinu SPT6L byla dfive pfipisovana pouze role v komplexu polymerazy 11, jakozto elonga¢niho
transkripéniho faktoru, ovSem my se na zakladé dat z chromatinovych imunoprecipitaci (Chen
et al., 2019) domnivéme, Ze je i soucasti komplexu Pol V, pticemz ptitomnost AGO hook domény

u SPT6L proteinu je rostling specificka (Cermak et al., in preparation).
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Obr. 6: Komplex PolV s interakcnimi faktory, NRPEI — nejvetsi podjednotka PolV, obsahuje doménu AGO-hook
interagujici s AGO, AGO — protein Argonaut s naloZenym guide vildknem sRNA (Cervené) interagujici
s nascentnim transkriptem PolV, pripadné volné, DRM2 — Metyltransferaza, prostiednictvim AGO navozuje
metylaci odpovidajici DNA, SPT5L — transkripcni elongacni faktor PolV, obsahuje doménu AGO-hook interagujici
s AGO, SPT6L - transkripcni elongacni faktor PolV, obsahuje doménu AGO-hook interagujici s AGO.
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3. Material a metody

3.1. Pfiprava konstruktii
Navrh konstruktti byl realizovan pomoci programu Geneious Prime (Geneious Prime

2019.2.3 - Geneious Prime 2023.1.1, Dotmatics).

3.1.1. Navrh gRNA

Cely navrh gRNA byl realizovan pomoci programu Geneious Prime. Nejprve jsem
v genomové sekvenci Arabidopsis thaliana vyhledala geny, na které jsem planovala cilit. V ramci
téchto genil jsem lokalizovala AGO-hook doménu na zakladé vyskytu GW/WG motivl, na které
je doména bohata. V téchto oblastech jsem navrhovala gRNA nasledujicim zpiisobem; pomoci
pfikazu ,,Find CRISPR Sites ...“ jsem vyhledala v danych genech mozné gRNA. Dvojice gRNA
jsem hledala podle tzv. ,activity score a ,specifity score”, které udavaji jak intenzivné a jak
specificky bude gRNA cilit. Ve vybranych gRNA jsem se poté snazila hledat dvojice gRNA
s odpovidajici smérovosti (tj. tak, aby obé gRNA smétovaly od PAM sekvence do mista delece).
PAM sekvence je sekvence dlouha 3 nt za 3 koncem gRNA, kterou rozpoznava Cas9 protein, diky
¢emuz muze dochazet k mutagenezi prostiednictvim CRISPR/Cas9 (Sternberg etal., 2014).
Vhodné dvojice gRNA  jsem otestovala pomoci OligoAnalyzer™ Tool

(https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), kde jsem zkontrolovala kompatibilni teploty tani

(Twm) a riziko tvorby vlasenek a duplexti v ramci jejich klonovani pomoci PCR. Takto vybrané
gRNA jsem nasledné dale zpracovavala. Z divodu vyroby konstruktu pomoci pCBC-DT1T2
plasmidu musely byt primery navrzeny tak, aby obsahovaly cilovou sekvenci gRNA, restrikéni
misto pro Bsal a ptesahy pro amplifikaci z konstruktu, rovnéz sekvence gRNA musela zacinat
G a bylo z ni tfeba odstranit PAM sekvenci (Xing et al., 2014). Takto upravena sekvence gRNA
byla zakomponovana do zbytku CRISPR kazety, pficemz pro kazdou gRNA musely byt navrzeny
dva primery zdivodu postupného skladani CRISPR kazety. Vyslednd podoba primeri

je znazornéna na obr. 7, pouzité sekvence jsou uvedeny v tab. 2.
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DT1-BsF-SPT5L_gR539
ATATATGGTCTCGATT IECAGGTFGATCACTAGCCG GTT

DT1-FO-SPTSL_gR53%9
TIECAGG TTGATCACTAGCOCG GTTTTAGAGCTAGAAATAGC

DT2-RO-5PT5L_gp506

Ay

AATCTCTTAGTOGACTCTAL

DT2-BsR-SPTS5L_gR506

ATTATTGGTCTCGAACTTGIGANGGOGEIAGIGE A

Obr. 7: Ukazka navrhu primerit pro tvorbu CRISPR kazety. DT1-F0 a DT2-R0 obsahuji viozenou gRNA (Zluté
a fialové) s presahem sekvencné odpovidajicim mistum v plasmidu pCBC-DTIT2. DTI1-BsF a DT2-BsR jsou
navrzeny tak, aby nasedaly na zaclenené primery DT1-F0 a DT2-R0, obsahuji opét odpovidajici gRNA, poté je zde
restrikcni misto pro Stepeni pomoci Bsal (¢ervenym textem GGTCTC).

dvojice | nazev sekvence DL
[nt]

DT1-BsF-NRPE1-gR384 ATATATGGTCTCGATTGATTCACTATCAACAGTCGTGTT 39
DT1-FO-NRPEI1-gR384 TGATTCACTATCAACAGTCGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 41

! DT2-R0O-NRPE1-gR130 AACCCACTAGATGGAAATTTCTCAATCTCTTAGTCGACTCTAC |43
DT2-BsR-NRPE1-gR130 ATTATTGGTCTCGAAACCCACTAGATGGAAATTTCTCAA 39
DT1-BsF-NRPE1-gR230 ATATATGGTCTCGATTGGGGGAAAACGCGTGGATGTGTT 39
DT1-FO-NRPE1-gR230 TGGGGGAAAACGCGTGGATGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 41

2 DT2-R0O-NRPE1-gR460 AACTTCCAGTCTGCACCACCACCAATCTCTTAGTCGACTCTAC |43
DT2-BsR-NRPE1-gR460 ATTATTGGTCTCGAAACTTCCAGTCTGCACCACCACCAA 39
DT1-BsF-SPTS5L gR211 ATATATGGTCTCGATTGGATGATAATACTTCAGCATGTT 39
DT1-FO-SPT5L _gR211 TGGATGATAATACTTCAGCATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 41

3 DT2-RO-SPTSL_gR512 AACTCCGGTTTTTTTGTCACCGCAATCTCTTAGTCGACTCTAC 43
DT2-BsR-SPT5L_gR512 ATTATTGGTCTCGAAACTCCGGTTTTTTTGTCACCGCAA 39
DT1-BsF-SPT5L_gR539 ATATATGGTCTCGATTGCCAGGTTGATCACTAGCCGGTT 39
DT1-FO-SPT5L_gR539 TGCCAGGTTGATCACTAGCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 41

4 DT2-RO-SPTSL_gR506 AACCTTGGTGAAGGCGCTACTGCAATCTCTTAGTCGACTCTAC |43
DT2-BsR-SPT5L gR506 |ATTATTGGTCTCGAAACCTTGGTGAAGGCGCTACTGCAA |39

Tab.2: sekvence pouzivanych primerit pro slozeni CRISPR kazety, cervené vyznaceno misto Stépeni

prostrednictvim enzymu Bsal
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3.1.2. Vyroba konstrukti

Navrzené primery byly pouzity v PCR pro slozeni CRISPR kazety (viz obr. 8), ktera
se nasledné vkladala do binarniho vektoru (pHEE401E pUBQ:eGFP). PCR smés byla smichana
dle ,,PCR mixu na vyrobu konstruktd* (viz kapitola 3.7).

Bsal DT1-BsF-NRPET_gR230 DT2-BsR-NRPE1_gR460
| Bsal

[ — 2. sada primer( P —

DT2-RO-NRPE1_gR460
DT1-FO-NRPET_gR230

— R 1. sada primerd -

f U6_29p ST

U6_29p overhang

cdst pCBC-DT1T2 plasmidu

Obr 8: postup skladani CRISPR kazety: Do zobrazené oblasti pCBC-DTIT?2 plasmidu nejprve naseda prvni sada
primerit na zdkladé komplementarity. Na prvni sadu primerii naseda druhd sada primerii, ktera jiz neni nijak
komplementarni k pCBC-DTI1T2. Druha sada primerii obsahuje misto pro enzymatické stépeni pomoci enzymu

Bsal, proto bylo mozné provadet stépeni i vkladani CRISPR kazety v ramci jedné reakce.

Nasledné¢ byla spusténa PCR reakce o 30 cyklech dle ,,PCR programu pro Q5 polymerazu‘
(viz kapitola 3.7) s teplotou annealingu 60 °C a ¢asem extenze 1 min.

PCR produkt byl posléze pustén na elektroforézu, po jejim dobéhnuti byl z gelu vyfiznut
a vyizolovan pomoci kitu Monarch DNA Gel Extraction Kit #T1020S, postupovano bylo
dle ptilozeného protokolu. Takto ziskand CRISPR kazeta byla nésledné¢ vnesena do plasmidu
pHEE401E pUBQ:eGFP (Wang et al., 2015) metodou Golden Gate. Nejprve byla pfipravena smés
(viz tab. 3), poté byl spustén GoldenGate program (viz tab. 4).

slozka mnoZstvi [ul]
Purifikovany PCR fragment (~ 70ng/ul) 3
pHEE-GFP templatovy vektor (~ 100ng/ul) (2

10x buffer B (ThermoFischer) 1,5
10 mM ATP 1,5
Bsal Enzym (NEB/ThermoFischer) 1
T4 DNA Ligaza (HC, NEB) 1
ddH.0 5
celkem 15

Tab. 3: GoldenGate mix.

Teplota [°C] Cas
37 S5h

50 5 min
80 10 min

Tab. 4: GoldenGate program.
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Pti reakci GoldenGate dochazi k vystépeni ptivodni sekvence z pHEE401E pUBQ:eGFP
plasmidu a vloZeni sestaveného PCR fragmentu. Vlozeni je mozné diky ptfitomnosti §tépiciho mista
pomoci enzymu Bsal; Bsal vystépi ptivodni sekvenci, misto které se vlozi PCR fragment. PCR
fragment jiz neni mozné vyménit zpét za ptivodni sekvenci, protoze je jiz vystépeno misto pro Bsal
enzym. Pii vkladani CRISPR kazety s gRNA dochazi k vystépeni spektinomycinové rezistence,

diky ¢emuz je mozné jednoduse rozpoznat transformované kolonie.
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3.2. Préce s organismy

3.2.1. Escherichia coli
Bylo pracovano s E. coli kmen JM109. Elektrokompetentni buiiky E. coli byly uchovavany

v --70 °C. Bakterie byly kultivovany na LB médiu s pfidavkem odpovidajicich antibiotik
(viz kapitola 3.3) pti 37 °C, zpravidla po dobu 20-28 h. Kultivace probihala v Petriho miskach
o primeéru 9 cm s 20--30 ml pevného média. Po ukonceni kultivace byly narostlé bakterialni kolonie
na Petriho miskach skladovany v lednici. S bakteriemi bylo pracovano sterilné ve flowboxu.
Druhym zptisobem byla kultivace v tekutém médiu ve zkumavkach ¢i Erlenmeyerovych buiikdch

za stalého tiepani, rovnéz pii 37 °C a 20-28 h.

3.2.2. Agrobacterium tumefaciens
Bylo pracovano s Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101. Elektrokompetentni bunky

A. tumefaciens byly uchovavany v mrazaku v—70 °C. Bakterie byly kultivovany na LB médiu
s ptidavkem odpovidajicich antibiotik (viz kapitola 3.3) pti 28 °C, po dobu 3 dni. Kultivace
probihala v Petriho miskach o priméru 9 cm s 20-30 ml pevného média. Po ukonceni kultivace
byly narostlé bakteridlni kolonie na Petriho miskach skladovany v lednici. S bakteriemi bylo

pracovano sterilné ve flowboxu.

3.2.3. Arabidopsis thaliana
Byly pouZzivany rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0 WT, spt6/44h— CRISPR/Cas9

mutant zkraceny o AGO-hook doménu (906 bp; Cermék et al. nepublikovano) a nrpel-11
(SALK 022919). V ramci diplomové prace byly ziskavany rostliny nrpeldAh, spt5I4Ah spt6I44Ah
(v ramci textu linie znacena pro zjednoduseni pouze spt5I4A4h) a jejich potomstvo (vice viz kapitola
4.3). V ramci vybeéru lokusi pro analyzu metylace DNA v ziskanych mutantech byly pouzivany
data z rostlin nrpel, spt5l a nrpeld1251-1651 (publikovano v Chen et al., 2019; Stroud et al., 2013;
Wendte et al., 2017).

Rostliny byly péstovany v raSelinovych peletdich (Jiffy) v kultivaéni mistnosti
pti dlouhodennim (16 h svétlo, 8 h tma) nebo kratkodennim (8 h svétlo, 16 h tma) ozafeni pii denni
teploté 22 °C a noéni teploté 19 °C, pfi¢emz ozafenost byla pfiblizng 100 pmol m s Semena

rostlin byla sklizena s vyuzitim ARA systému (Betatech).
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3.3. média

Tab. 5:slozeni LB média.

Tab 6:slozeni YEB média, roztok MgSO4 se klavuje oddélené z diivodu rizika vysrazent.

Tab.7: slozeni SOC média; Hotovy roztok se sterilizuje pres 0,22um filtr Nalgene. Rozpipetovany po 1 ml

LB médium
slozka mnoZzstvi
pepton (trypton) 100g
kvasni¢ny extrakt |[5.0g
NaCl 10.0 g
agar 175 ¢
celkem 1000 ml
YEB médium
slozka mnoZstvi | koncentrace [%]
pepton (trypton) 10,0 g 1.0
kvasni¢ny extrakt |10 g 0.1
sachar6za 50¢g 0.5
0,5% MgS04 100,0 ml | 0.05
celkem 900 ml

SOC médium

slozka mnoZstvi | Koncentrace sloZek
pepton lg 2%

kvasni¢ny extrakt 025¢g 0,50%

glukza (anhydrat) 0.18 g 20mM

NaCl 003 g 10mM

KCI 0.009 g 2,5mM

MgCI2 -6H20 0.1g 10mM

MgS04 -7H20 0.12¢g 10mM

celkem 50 ml

do zkumavek se skladuje v lednici.

Tab. 8: slozeni > MS média na péstovani A. thaliana in vitro, pH roztoku 5,8 (upravoviano KOH), méri se pred

pridanim agaru.

2 MS médium

|slozka mnoZzstvi
dHO 1,000 ml
MS soli Sigma|2,2 g
sachar6za 10,0 g
agar 8,0 ul
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YEB recovery
slozka mnoZstvi (na 100 ml roztoku) | koncentrace slozek v médiu
YEB (bez MgS04, veetné sachardzy) |90 ml
IM NaCl 1 ml 100 mM
3M KCI 83 ul 25 mM
MgCl; (bezvody) 95 mg 100 mM
MgSO4 (x 7 H20) 246 mg 100 mM
sachar6za 181 mg 53 mM
dHO do 100 ml

Tab. 9: Slozeni YEB recovery smési. Vsechny soli byly smichany tak, aby jejich objem cinil 10 ml (doredeno
dH?20), poté byl roztok smichan s YEB médiem.

Do LB média na péstovani E. coli se pridava kanamycin, na péstovani A. tumefaciens
rifampicin a gentamycin. Do tekutého YEB média pro péstovani 4. tumefaciens s plazmidem patii
antibiotika kanamycin, gentamycin a rifampicin. Pouzivand mnozstvi antibiotik viz tab. 10

pouzivana antibiotika a jejich koncentrace.

slozka mnoZzstvi koncentrace sloZzek | koncentrace sloZek
(na 100 ml média) | v zasobnim roztoku |v médiu

kanamycin 100 pl 50 mg/ml 50 mg/l

gentamycin 100 pl 50 mg/ml 50mg/1

rifampicin 250 pl 10 mg/ml 10 mg/1

spekctinomycin | 100 ul 50 mg/ml 50 mg/l

Tab. 10: pouzivana antibiotika a jejich koncentrace.

3.4. Transformace organismi

3.4.1. ptiprava elektrokompetentnich bakterii
Na pfedem ptipravené pevné LB médium s kanamycinem byla roz¢arkovana ze zasobni

konzervy E. coli a kultivovana 1 den pfi 37 °C, nebo A. tumefaciens a kultivovano 3 dny pfi 28 °C.
Po ukonceni kultivace byly 2 vybrané kolonie zaockovany do 50 ml tekutého LB média (E. coli)
nebo 10 ml YEB média (4. tumefaciens) s odpovidajicimi antibiotiky a byly kultivovany
na tfepacce 16-20 h pii 37 °C (E. coli) nebo 28 °C (4. tumefaciens) za tfepani 160 otacek / min.
Po ukonceni kultivace byly zaockovany 4 ml bakteridlni suspenze do 200 ml LB / YEB média
s ptislusnymi antibiotiky (mnozstvi a koncentrace viz tab. 10) a byly kultivovany za stalé¢ho tfepani
pii 37 °C /28 °C do dosazeni optické denzity 0,4 / 0,6 pti vinové délce 600 nm, poté byla suspenze
zchlazena na ledové lazni (chlazeno alespon 15 min). Slozeni pouzivanych médii je specifikovano

viz kapitola 3.3.

Zchlazena suspenze byla rozlita do 8 50ml pfedchlazenych centrifugacnich zkumavek

(do kazdé zkumavky 25 ml suspenze), zkumavky byly centrifugovany pii 4 °C a 4000 RPM (2500
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G) po dobu 10 min (v nasledujicich krocich vzdy centrifugovano dle tohoto postupu). Supernatant

byl slit a sediment byl resuspendovan.

V ptipad€ E. coli se resuspendovalo nejprve v 6 ml dH,O, pak se vSechny vzorky slily
a doplnily na 20 ml, druhd resuspendace byla v 25 ml 10% glycerolu, tfeti resuspendace byla v 1 ml
sterilniho vychlazeného 10% glycerolu. Velmi peclivé byl odstranén supernatant a bakterie
se resuspendovaly v 800 pl GYT média. Ve 100x ziedéném vzorku E. coli byla zmétena opticka

denzita (cilem bylo 2 x 10'° - 3 x 10'° bunék/ml, coz odpovida ~1 ODeoo).

V ptipadé 4. tumefaciens se nejprve resuspendovalo v 25 ml vychlazené sterilni dH,O,
druha resuspendace byla v 10 ml vychlazené sterilni dH,O, 2 vzorky se slily a doplnily na 25 ml,
tieti resuspendace byla v 2 ml sterilniho 10% glycerolu, vSechny vzorky byly slity. Supernatant byl
opartné odsat sterilni $pickou pfipojenou na vyvévu, sediment se resuspendoval v 1 ml sterilniho

10% glycerolu.

Vzorky byly nasledné rozpipetovany po 40 ul (E. coli), nebo 100 pl (4. tumefaciens)
do 1,5ml sterilnich mikrozkumavek. Zkumavka byla uzaviena a okamzit¢ ponofena do tekutého

dusiku a umisténa ke skladovani pii -80 °C.

3.4.2. Transformace a selekce bakterii
Plasmid pHEE-GFP se zanesenou CRISPR kazetou s gRNA byl vnasen do bakterie E. coli

pomoci elektroporace. Elektroporace byla provadéla pomoci elektroporatoru Eppendorf Eporator
(Eppendorf SE). Kompetentni buiiky byly vzdy rozmrazeny na ledu, poté bylo pfidano 0,5 pl
plasmidové DNA, spolecna smés se 1 min inkubovala v ledové lazni. Nasledné byla smés
prepipetovana do vychlazené kyvety Gene Pulser® Cuvette s 0,2 cm mezerou (Bio Rad) a vlozena

do elektroporatoru.

Po elektroporaci bylo ihned pfipipetovano médium a vzniknuvsi smés byla prepipetovana
do nové zkumavky ke kultivaci. Pro elektroporaci do E. coli bylo pouzivano nastaveni 2,5 kV, bylo
pridavano SOC médium a kultivace probihala za 37 °C 1 h za stalého michani. Pro elektroporaci
A. tumefaciens bylo pouzivano nastaveni 2 kV, byla ptfidavana YEB recovery smés, kultivace

probihala pii 28 °C po dobu 3 h za stalého michani. Slozeni médii blize popsano v kapitole 3.3

Po elektroporaci byla kultura vyseta na plotny s antibiotiky, pfi¢emz byly sety dv¢ varianty;
1. 50 ul ptivodni koncentrace, zbytek kultury byl zcentrifugovan, pfebytecny roztok byl slit, kultura
byla resuspendovana a tvofila 2. variantu. Kultury E. coli byly kultivovany na plotnach pii 37 °C

do druhého dne, poté byly ptesunuty do lednice.

Z narostlych ploten byly vybirany kolonie, které byly pfeneseny na selekci na médiu
se spectinomycinem a médium bez  spectinomycinu.  Kultury, které nepfezily

na spectinomycinovém médiu, vystépily gen rezistence a do jejiho ptivodniho mista se vlozila
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CRISPR kazeta s gRNA. Pro kontrolu vlozeni CRISPR kazety byla provedena PCR reakce
oslozeni “Zakladni PCR mix” s vyuzitim primerd MI13F a U6-29p-R a byla spusténa
dle ,,Zakladniho PCR programu‘ s teplotou annealingu 58 °C a dobou extenze 50 s, viz kapitola
3.7. Vyselektované plasmidy byly izolovany dle postupu viz kapitola 3.4.3.

Vyizolované plasmidy zE. coli byly elektroporovany do kompetentnich bunék
Agrobacterium tumefaciens (viz kapitola 3.4.2). Po ukonceni kultivace se pracovalo se dvéma
vybranymi liniemi plasmidu. Néasledné¢ byla kultura vyseta na plotny s rifampicinem
a gentamycinem, pfi¢emz byly sety dvé varianty; 1. 50 pl pivodni koncentrace, zbytek kultury
byl zcentrifugovan, ptebyte¢ny roztok byl slit, kultura byla resuspendovana a tvofila 2. variantu.
Takto vyseté kultury byly ponechany ke kultivaci pii 28 °C po tii dny. Po tfidenni kultivaci bylo

6 vybranych linii od kazdého vzorku pfesazeno na nové plotny se stejnym médiem.

3.4.3. 1zolace plasmidu z E. coli
Vybrané bakteridlni kolonie byly zaneseny do 3 ml tekutého média s odpovidajicim

antibiotikem pomoci sterilniho paratka. Médium s piidanymi bakteriemi pii 37 °C do druhého dne

za stdlého michani na tiepacce.

Bakterialni kultura se po ukonceni kultivace zpracovavala. Nejprve byla kultura
centrifugovana a byl odstranén veskery supernatant. Nasledné byly plasmidy izolovany pomoci
High-Speed Mini Kitu dle pfilozeného protokolu, bylo postupovano beze zmén. Vyizolované
plasmidy byly skladovany v --20 °C. Uginnost izolace byla kontrolovdna na NanoDrop™ 2000
spektrofotometru  (Thermo Fischer Scientific) a Stépenim plasmidi pHEE401E pUBQ:eGFP
pomoci enzymt Nhel a HindIIl. Néasledné byly pfipraveny vzorky pro sekvenaci, byly pouzity
primery U6-29p-F a U6-29p-R (viz kapitola 3.7.1). Sekvenace byla provedena na servisnim

pracovisti v Biocevu v Laboratofi sekvenace DNA.

3.4.4. Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens
Rostliny Arabidopsis thaliana byly napéstovany do stadia s kvéty (uzavienymi az mirné

otevienymi). Nejprve probehla priprava tekutého LB média s narostlym A. tumefaciens
s pfislusnym plazmidem. Vybrand bakterialni kolonie byla ve flowboxu sterilnim paratkem
nanesena do Erlenmeyerovy banky, poté bylo pfidano 30-40 ml pfipraveného média (slozeni
viz kapitola 3.3). Erlenmeyerovy bailky s médiem a plazmidem byly umistény ke kultivaci
na tifepacku Biometra WT 17 pfi 28 °C do druhého dne za intenzivniho michani (200-300

otacek/min).

Druhy den byly narostlym médiem transformovany rostliny. Nejprve byly z rostlin
ostiithany veSkeré SeSule a kvéty. Suspenze A. tumefaciens byla ve flowboxu slita do 50ml

zkumavek (falkon), falkony byly staceny na centrifuze Hettich centrifuge universal 32 R pti 5000
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RPM 20 min pti 4 °C. Nasledné byl slit supernatant, sediment byl resuspendovan v 5 ml 5% roztoku
sacharozy. Suspenze z jednotlivych falkon byly spojeny a dopnény do celkového objemu 50 ml
roztokem 5% sachar6zy a bylo ptidano 25 pl Silwet Star (AgroBio Opava s.r.0.). Takto pfipraveny
roztok byl ptelit do velké Petriho misky, kde do néj byla namacena cela kvétenstvi rostlin ur¢enych
k transformaci tak, aby byla vSechna poupata a vzrostné vrcholy ponotfené alespon 5 s. Poté byly
rostliny prekryty igelitem a umistény ke kultivaci ve tme do druhého dne, poté byly umistény zpét

do kultivacni mistnosti. Celé pracovni misto bylo uklizeno savem.

3.5. Sterilizace a seti semen Arabidopsis thaliana
Seminka byla pred sterilizaci sklizena do mikrozkumavek. Oteviené mikrozkumavky

se seminky byly poloZzeny bokem do exikatoru, doprostfed exikatoru byla umisténa kadinka
s 50 ml SAVA, do kterého bylo néasledné opatrné vlito 1,5 ml koncentrované HCI, nacez byl
exikator okamzité uzavien vikem. Sterilizace probihala po dobu alespoii 4 h. Po ubéhnuti 4 h byl

exikator otevfen, byla opatrné odstranéna kadinka a zkumavky se seminky byly uzavieny.

Seminka transformovanych rostlin byla vyseta in vitro na selekci na sterilni pevné
%2 MS médium s hygromycinem (viz kapitola 3.3). Nejprve byla seminka sterilizovana.
Po sterilizaci byly zkumavky se seminky premistény do flowboxu. Kazda zkumavka byla
rovnomérné vysypana na vlastni predpfipravenou plotnu. Hotové plotny byly pfikryty vikem,
zatazeny prodySnou paskou a umistény do lednice na dvoudenni stratifikaci semen, poté byly
premistény do kultivani mistnosti. Zhruba po dvou tydnech byly plotny pfineseny z kultivacni
mistnosti a vybrané rostliny byly pfesazeny do raselinovych peletek. Vybirany byly rostliny,
kterym vyrostly pravé listky a kotfeny. Vyseté rostliny byly ze zac¢atku péstovany pod plastovym
poklopem pro zvyseni vlhkosti, aby se 1épe aklimatizovaly na pfesun z in vitro podminek a byly

umistény do kultivacni mistnosti.
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3.6. Genotypovani rostlin
DNA byla izolovana nasledujicim zptisobem. Do 2ml zkumavek se zamkem byly ustiihany

listy genotypovanych rostlin (vZdy jeden z kazdé rostliny). Do zkumavek byly poté piidany
v digestofi vzdy 2 ocelové kulicky, 400 pl extrakéniho pufru (sloZeni viz tab. 11) a 400 pl
chloroformu. Zkumavky byly homogenizovany v homogenizatoru Retsch MM301 pfi 28/s po dobu
3 min. Zhomogenizované vzorky byly centrifugovany na centrifuze Heraeus Biofuge 13 pti 13000
RPM po dobu 5 min. Byly pfipraveny nové 1,5ml zkumavky, do kterych bylo napipetovano 330 pul
izopropanolu a 330 pl horni faze z pfedchozich centrifugovanych zkumavek, tyto zkumavky byly
promichany a opét centrifugovany pii 13000 RPM 5 min. Poté byla odpipetovana veskera tekutina
a zkumavky byly ponechany vyschnout. K sedimentu bylo nasledné¢ vzdy ptidano 100 pl 2mM
TRIS pH 8,5. Zkumavky byly uloZeny do mrazaku do -20 °C.

Vzorky byly nasledné analyzovany pomoci PCR, kdy PCR mix byl pfipraven dle “Zakladni
PCR mix* s vyuzitim vhodné sady primert a PCR bézela dle programu “Zakladni PCR program”
(viz kapitola 3.7). PCR produkty byly zhodnoceny pomoci elektroforézy (viz kapitola 3.8).

DNA extrakéni pufr
Finalni koncentrace
Slozky koncentrace [M] | zasobniho roztoku [M] | mnoZstvi
Tris HCI pH7,5 0,2 1,8 5,56 ml
NaCl 0,25 5 2,5 ml
EDTA pH8 0,025 0,5 2,5ml
SDS 0,5 025¢g
dH,O doplnit do 50 ml

Tab. 11: slozeni DNA extrakcniho pufru
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3.7. PCR

PCR je metoda, pomoci niz je mozné amplifikovat vybrané tiseky DNA pomoci DNA
dependentni DNA polymerazy. PCR se sklada z cykli, které maji vzdy stejné kroky, které se lisi
teplotou a dobou trvani. PCR vzdy zacind pocatecni denaturaci a konci finalni extenzi.
V jednotlivych cyklech se stfidaji faze denaturace, annealingu a extenze. Pti denaturaci dochazi
k rozpojeni dvouvlaknové DNA na dvé jednovlaknova. Béhem annealingu na jednovlaknovou
DNA nasedaji primery, které jsou komplementarni k ¢asti cilové DNA. Béhem extenze dochazi
k syntéze komplementarniho vlakna ke kazdé jednovlaknové DNA. PCR se zpravidla pousti

na 25-30 cykld, mize ovSem bézet i 35-40 cykll pro maximalni vytéZnost.

Tato kapitola obsahuje seznam pouzivanych PCR mixti a PCR programt. Pouzité konkrétni
primery, teploty nasedani primerti a doba extenze jsou upfesnény v odpovidajicich kapitolach.

Vsechny pouzivané primery mély koncentraci 10 uM (pokud neni uvedeno jinak).

Slozka MnoZstvi [ul]
Dream Taq Pol MM . 5

(Thermo Fisher Scientific)

Forward primer 0,2

Reverse primer 0,2

DNA vzorek / vzorek plasmidu 0,5/ND
Voda doplnit do 10
Celkem 10

Tab. 12: Zdakladni PCR mix. VSechny slozky lze spolu smichat jako premix. V pripadé vzorku na detekci
plasmidu se bakterie nanasi pomoci paratka tak, Ze se malé mnozstvi vzorku nabere a nanese
do mikrozkumavky pred pripipetovanim pripraveného PCR mixu.
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slozka Koncentrace slozky | mnoZzstvi [pl]
Q5 Reaction Buffer Sx 10
(New England BioLabs)

(New England BioLabs) | NEB 10
dNTP 10mM 1
&SesvogrizgrﬁaBioLabs) HF, 2U/ul 0,5
pCBC-DT1T2 Templat |cca 100 ng/ul 1
DTI1-BsF 20pM 1
DT1-FO 1uM 1
DT2-R0O 1uM 1
DT2-BsR 20pM 1
ddH»0 23,5
celkem 50

Tab. 13: PCR mix na vyrobu konstruktii, Q5 Polymerdza byla pridavana jako posledni.

faze teplota [°C] | cas
Pocatecni denaturace 98 30s
Denaturace 98 10s
Annealing XX 30s
Extenze 72 XX 29 x opakovat
Finalni extenze 72 10 min
4 forever

Tab. 14: PCR program pro Q5 polymerdzu. Teplota pri annealingu a doba extenze zavisi na pouzitych
primerech a délce produktu.

faze teplota [°C] | cas
Pocate¢ni denaturace 95 3 min
Denaturace 95 10s
Annealing 58 30s
Extenze 72 XX 25 x opakovat
Finalni extenze 72 5 min
12 forever

Tab. 15: Zakladni PCR program, doba extenze se lisila dle studovaného materidlu; pro vzorky s NRPEI i
SPT5L kazetou extenze trvala 3 min, zkrdcend varianta 30 s, pro plasmidy 50 s.
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3.7.1. Primery

Primery byly navrhovany s vyuzitim programu Geneious Prime a pomoci OligoAnalyzer™

Tool na webovych strankadch https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer.  Primery

na genotypovani byly navrhovany tak, aby byly v misté nezasazeném deleci na zakladé gRNA,
ale aby zaroven od mista delece nebyly pfili§ daleko. Dalsimi kritérii bylo, aby dvojice primert
mely podobnou teplotu tani (Twm) a netvotily spolu duplexy nebo vlasenky. Seznam pouzitych

primert je znazornén v tab. 16.

nazev sekvence délka [nt] | Twm [°C]
NRPE1 crispr R | CAGAAATTGGGTCTCCATCAG 21 56,3
NRPEI-11 LP TTTTCCTCCAAGITGTGATCG 21 56,5
SPTSL crispr F TTCAACTGTGCCGTGAGAAG 20 58,4
SPTSL crispr R GGTGAAGATAGTAAAACTGAGATAATG | 27 56,1
NRPE1 8009 R GCTCTTGCTCCTCAGAGGTG 20 57,6
SPT5L_6833 R AACAAACCGAACCATGAGGG 20 55,5
U6-29p F TTAATCCAAACTACTGCAGCCTGAC 25 51,7
U6-29p R AGCCCTCTTCTTTCGATCCATCAAC 25 58,8
pUBQ-Fwd TACCCGACGAGTCAGTAATAAAC 23 53,9
e-GFP_rev TGGCTGTTGTAGTTGTACTC 20 52

Tab. 16: seznam pouzivanych primerii v PCR reakcich.

3.8. Elektroforéza
Elektroforéza slouzi k déleni DNA na zakladé¢ délky. Vzorky DNA se nanasi

do predpfipraveného agarézového gelu do jamek, ktery je umistény ve vané s 0,5X TAE pufrem
(slozeni zéasobniho roztoku viz tab. 17, pro pouziti se 100x fedi). Gel s nanesenymi vzorky
je nasledn¢ vystaven smérovému elektrickému proudu, na jehoz zakladé jednotlivé slozky putuji
gelem rliznou rychlosti dle své délky. Do jedné zjamek se vzdy nandsi Zebiicek, ktery
ma definované dlouhé slozky, dle kterych lze vyc¢islit délku pozorovanych vzorkid. Po dob&hnuti

elektroforézy se gel nafoti pod UV zafenim.

slozka mnozstvi

TRIS 242 ¢

ledova kys. Octova | 57,1 ml
0,5M EDTA pH 8,0 | 100 ml
Tab. 17:slozeni 50X zasobniho roztoku TAE

Pomoci elektroforézy byly analyzovany PCR vzorky. Byly pouzivany 1,2% gely

s pfimichanym GelRED™ Biotum (sloZeni viz tab. 18), Zebficky Thermo Sciences GeneRuler
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100 bp Plus nebo GeneRuler 1 kbp, PCR vzorky byly smichany pfed nanesenim do gelu
s nanaSecim pufrem DNA Gel Loading Dye (6X, v poméru 1 dil nanaseciho pufru ku 5 dilim PCR

vzorku, Thermo Fischer Scientific). Elektroforéza byla vzdy pousténa pii 80 V.

slozka mnozstvi

agardza 12¢g
0,5X TAE |100 ml
GelRED 10 pl

Tab. 18: slozeni gelu na elektroforézu

Gely byly analyzovany pomoci G:BOX s UV transilumindtorem, digitalni vystup z tohoto
zafizeni byl zpracovan programem GeneSnap (verze 7.09), oboje od firmy SynGene. Fotografie
byly ukladany ve forméatu TIF, po tpravée (ofiznuti nadbytecnych casti gelu atp.) a vlozeni popiskil
byly uloZeny ve formatu JPEG. Mnozstvi DNA na gelu (a tim i koncentrace DNA ve vzorku) byly
stanovovany porovnanim intenzity jasu dané¢ho vzorku na gelu se standardem pomoci programu

GeneTools 4.01 od firmy SynGene.

3.9. Sekvenace
Sekvenace vzorki byla realizovdna servisnim pracovisttm v Biocevu v Laboratofi

sekvenace DNA. Sekvenované plasmidy byly pfipraveny dle tab. 19, ostatni sekvenované vzorky
byly vzdy pfipraveny pomoci PCR (pfipravena dle “zakladniho mixu PCR”, pousténa
dle ,,zdkladniho PCR programu* ve zkracené varianté, viz kapitola 3.7). Pfi pouziti zkracené
varianty PCR vzniké pouze produkt z mutantni alely (i kdyz je rostlina heterozygotni), ktery je tak
pouzitelny k sekvenovani. Z téchto PCR produktti byla pfipravena sekvenacni smés o tomto slozeni

(tab. 20).

Slozka mnoZzstvi [ul] Slozka mnoZstvi [ul]
Primer 0,5 Primer 0,5
Plasmid 3 DNA 7,5
Voda Doplnit do 8 Voda Doplnit do 8
Celkem 8 Celkem 8

Tab. 19: smes na sekvenaci vzorku plasmidu. Tab. 20: smés na sekvenaci vzorku DNA.
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3.10. Kf¥iZeni rostlin
Byly napéstovany rostliny Arabidopsis thaliana do stddia suzavienymi az lehce

otevienymi kvéty. Na jedné rostlin€ bylo vybrano poupé, které bylo pomoci ostré pinzety natrzeno
a pinzetou nasledn¢ otevieno. Z kvétu byly nasledné odstranény vSechny kali$ni a korunni listky
a tyCinky, az zbyl pouze pestik. Kvét byl oznacen barevnou lepici paskou na stonku. Na druhé
rostliné byl vybran lehce otevieny kvét. Pinzetou byl uchycen tak, ze se pooteviel a nasledne byl
z rostliny utrzen. Druhou pinzetou mu byly otrhany vSechny kalis$ni a korunni listky a pestik, zbyly
pouze ty€inky. Témito tyCinkami byl opylovan pestik druhé rostliny. Takto opracované rostliny

byly umistény zpét do kultiva¢ni mistnosti.

3.11. Analyzy ziskanych mutant

3.11.1. Vybér lokust

Na zékladé existujicich dat o metylaci v rostlinach (data byla ziskana z databidze GEO:
GSE108673, GSE39901, GSE93360), byly pomoci programu deepTools a piikazu
»ComputeMatrix“ (Ramirez et al., 2016) na platformé¢ Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/)
vytipovany lokusy se zménami metylace. Vybér byl néasledné zzen s vyuzitim programu IGV
(verze 2.16.0, Robinson et al., 2011). Na zéaklad¢ této analyzy bylo zjistovano, jestli je v daném
lokusu metylace zvySena ¢i snizena viaci WT. Byly posuzovany lokusy, které jsou cilené RdDM
drahou (nrpel hypoCHH DMR -differentially methylated regions,Zhang et al., 2018). Zména miry
metylace byla zjiStovana tak, Ze data z CoputeMatrix byla nahrana do excelu, kde se pro jednotlivé
lokusy spocitala primérna metylace (vstupni data byla zaokrouhlena na 3 desetinnd mista).
Nasledné byly mezi jednotlivymi studovanymi genotypy miry metylace porovnany (stanovovaly

se urovné snizend, zvysena, nezmeénéna).

3.11.2. Bisulfidickd konverze a dal$i zpracovani vzorkl
Vzorky pouzivané na bisulfidickou konverzi byly vyizolovany pomoci kitu DNeasy Plant

Mini Kit (Qiagen), bylo postupovano dle ptilozeného protokolu beze zmeén. DNA byla izolovana
ze smeésnych vzorkl napéstovanych tritydennich rostlin. Vyizolovand DNA byla podrobena
bisulfidické konverzi prostfednictvim kitu EpiMark® Kit (New England BiolLabs), bylo
postupovano podle piilozeného protokolu beze zmén, bylo ziskano 20 pl kazdého bisulfidicky

konvertovaného vzorku (BS vzorku).

BS vzorky byly tzv ,barkdédovany” prostfednictvim dvoukolové PCR (postupovano
dle protokolu popsaného v Herbold et al., 2015). Prvni kolo PCR probihalo s primery cilicimi
do vybranych lokusti (viz tab. 21 a 22). V druhém kole PCR byly vS§echny PCR produkty z riiznych

lokustt od jednoho vzorku barkdédovany tzv ,head primery”, coz jsou primery obsahujici
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8nt jedinecné sekvence (barkod) urcené ke snadnému rozttidéni vzorki po jejich smiseni (postup

pro PCR viz tab. 23 a 24, seznam popsanych head sekvenci viz Herbold et al., 2015).

Mezi prvnim a druhym kolem PCR byly vzorky ptecistény (viz tab. 25 a 26)
a zkontrolovany pomoci elektroforézy (postup viz kapitola 3.8). V ptfipad¢ pfitomnosti pouze
pozadovaného produktu byly vzorky pouzity rovnou do druhé PCR. V ptipadé, ze vzorky
obsahovaly vice rizné€ dlouhych produktl, byl spravné dlouhy produkt z gelu vytiznut a vyizolovan
pomoci kitu Monarch DNA Gel Extraction Kit #T1020S, takto vyizolovany vzorek byl poté pouzit
do druhé PCR.

Vzorky z druhé PCR byly opét zkontrolovany pomoci elektroforézy. Z vyfoceného gelu byla
odectena koncentrace jednotlivych vzorkl (viz kapitola 3.8) a byl pfipraven smésny roztok v§ech
vzorki z druhé PCR, ktery byl odeslan na externi NGS analyzu do BIOCEVu. Smésny vzorek byl
smichén tak, aby zde bylo od kazdého PCR produktu 5 ng.

slozka mnozstvi [ul]

Syber Green Hot Start Pol MM | 10
(Generi Biotech)

forward primer 0,4
reverse primer 0,4
DNA 1
Voda 8,2
Celkem 20

Tab. 21: prvni kolo PCR — PCR mix. Vsechny slozky (krom DNA) Ize spolu smichat jako premix.

faze Teplota [°C | Cas
Pocatecni denaturace |95 3 min
Denaturace 95 30s
Annealing 51 30s
Extenze 68 1 min 35x opakovat
Finalni extenze 72 5 min
12 Forever

Tab. 22: prvni kolo PCR — PCR program.
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slozka mnoZstvi [ul]
Dream Taq Pol MM . 10

(Thermo Fisher Scientific)

head primer 0,8

PCR vzorek 1

dH20 8,2

Tab. 23: druhé kolo PCR — PCR mix. Vsechny slozky (krom DNA) Ize spolu smichat jako premix.

faze Teplota [°C | Cas
Pocatecni denaturace | 95 3 min
Denaturace 95 30s
Annealing 52 1 min
Extenze 72 1 min | 9x opakovat
Finalni extenze 72 7 min
12 Forever

Tab. 24: druhé kolo PCR — PCR program.

slozka mnoZzstvi [ul]
PCR vzorek 5

Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) 0.66
(Thermo Fisher Scientific) ’
Exonuclease I 0.12

(Thermo Fisher Scientific) ’

dH.O 4,22

Tab. 25: smés na precisteni vzorki.

faze |Teplota [°C | | Cas [min]
1. 37 30
2. 80 10

Tab. 26: program na precisteni vzorkai.

34



3.11.3. NGS vybranych lokusti
BS vzorky byly zpracovany servisnim pracovistém v BIOCEVu metodou NGS (Next

Generation Sequencing) nasledujicim zptisobem. Smésny vzorek byl pfecistén pomoci NEBNext
Sample Purification Beads v poméru 1,2x objemu vzorku. DNA se eluovala do 27 pl 0,1% TE.
Jako input pro pfipravu knihovny pomoci kitu NEBNext Ultra II DNA Library Prep bylo pouzito
25 pl eluovaného vzorku, celkem 30 ng DNA a pro amplifikaci byly v protokolu pouzity 4 cykly.
Vysledna knihovna méla koncentraci 5,5 nM. Na pfistroj [llumina MiSeq se nanasela 10pM

knihovna jako 1% spike v MiSeq Reagent Kit v2, 2x250bp.

3.11.4. Analyza vzorkii z NGS

Vystupem NGS sekvenace (viz kapitola 3.11.3) byla data v souhrnném souboru ve formatu

fastaq. S daty bylo pracovano v Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/,The Galaxy Community,

2022). Po nahrani dat byla prostfednictvim programu »FastQC*

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) zkontrolovana kvalita vystupt.

Nésledné byla data prostfednictvim programu ,,Je-Demultiplex* (Girardot et al., 2016) roztfidéna
do samostatnych soubord, rozfazeni probihalo na zakladé ptilozenych sekvenci barkodii. Vychozi
nastaveni programu bylo upraveno takto: bylo pouzito parové ¢teni, pozice bark6di ,,both®, pouziti
barkodt pro parovani vzorki ,,both, redundantni barkody ,,yes® (striktné ,,no*), délka barkodi ,,8%,
odstranit z readii sekvence barkodi ,,yes“, pfidat odpovidajici barkdd na konec Ctené sekvence
,»N0%, maximum mismatchti ,,1, pocet odstranénych bazi za barkdédem ,,16* (odpovida zbyvajici
délce primeru). Vysledné soubory byly zkontrolovany programy ,,FastQC* a ,,MultiQC* (Ewels
et al., 2016).

Soubory byly nasledn€ zpracovany pomoci programu ,,bwameth* (Pedersen et al., 2014),
jehoz prostiednictvim byla data v souboru napamovana na referenéni sekvence vybranych lokust
(priklada se ve fasta formatu). Ziskana data byla zkontrolovana programem ,,Samtools flagstat*

(https://samtools.github.io/hts-specs/, Li et al., 2009). Poté byl vyuzit program ,,MethylDackel*

(https://github.com/dpryan79/MethylDackel), jehoz prostfednictvim byla zprocesovana data

ziskana pomoci ,,bwameth“. MethylDackel byl oproti vychozimu nastaveni upraven takto: jako
referencni sekvence byl nahran pouzivany referencni soubor ve formatu fasta, jako roztfidény BAM
soubor byl vzdy pouzit jeden ze souborl z bwameth, vyuziti regionii z BED soubort ,,enabled*
(ptiloZeny souhrnny BED soubor obsahoval anotaci pro ¢ast lokusu, ktera byla aplifikovana
s vyjimkou sekvence primerii a s informaci, které z vlaken DNA bylo amplifikovano), pouzit
sloupec s vlaknem ,,yes*, pouzit nastaveni ,,Extract methylation metricss fron an alignment file®,
moznosti vystupu ,,CpG methylation fractions (--fraction), ponechat duplikované alignmenty ,,yes",
ponechat singletony ,,yes“, moznosti kontextu metyla¢ni metriky ,,select all“ (vystupem budou
celkem tfi soubory, pro CG, CHG a CHH kontext). Ze ziskanych soubori byla provedena statisticka

pozorovani.
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4. Vysledky

AGO-hooky jsou domény schopné interagovat s AGO proteiny a hraji vyznamnou roli hned
u n¢kolika proteinti v RADM draze. Experimentalni prace byla navrzena tak, aby doslo k ovéfeni,
pfipadné vyvraceni, role AGO hookl u proteini NRPE1, SPT5L a SPT6L v ramci komplexu
Pol V v RdDM draze. Pracovala jsem proto na navrZeni a realizaci delece AGO hooku v SPT5L
a NRPEL1. Spolu s jiz diive vytvofenym spt6I4Ah jsem vytvaiela rostliny s riznymi kombinacemi
téchto tii proteint s/bez-AGO-hooku. Nésledn€ jsem ziskané mutanty podrobila analyze metylace

DNA ve vybranych lokusech.

4.1. Ptiprava konstrukta

4.1.1. Navrh gRNA
Pro kazdy AGO-hook byly navrhovany dvé sady gRNA pro zvySeni Sance na usp€Snou

mutagenezi (odliSené znacenim: A a B). gRNA byly vybirany tak, aby po deleci na misté neziistaly
z4dné WG/GW motivy, maximalné jeden. Po vybéru vhodnych gRNA (viz kapitola 3.1.1) byly
hledany vzdy dvé dvojice gRNA a v ptipadé NRPE1, kde neni AGO-hook doména C-terminalné
umisténa, byly vybrany dvojice tvofici deleci zachovavajici ¢teci ramec. Na zaklade téchto
pozadavkd byla pro SPTS5L kazetu vybrana dvojice A gR211 a gR512, dvojice B byla gR539
a gR506. Pro NRPEI kazetu byla dvojice A gR384 a gR130, dvojici B tvotily gR230 a gR460
(sekvence viz tab. 27). Vzdalenost mezi gRNA v NRPE1 kazeté byla v obou piipadech 1560 bp,
v pripad¢ SPT5L kazety byla vzdalenost u dvojice A 2318 bp a u dvojice B 2225 bp.

 gen varianta | nazev gRNA | sekvence
A gR211 GGATGATAATACTTCAGCAT
SPTSL gR512 TCCGGTTTTTTTGTCACCGC
B gR539 GCCAGGTTGATCACTAGCCG
gR506 CTTGGTGAAGGCGCTACTGC
A gR384 ACGACTGTTGATAGTGAATC
NRPEI gR130 AAGAAATTTCCATCTAGTGG
B gR230 TGGGGAAAACGCGTGGATGTTGG
gR460 TTCCAGTCTGCACCACCACC

Tab. 27: Tabulka pouzivanych gRNA pro mutaci AGO-hookii v proteinech SPT5L a NRPE].

Klonovani gRNA bylo in silico otestovany v programu Geneious Prime. Nejprve bylo
otestovano nasedani primerd do plasmidu pCBC-DT1T2. Poté bylo otestovano vystépeni CRISPR
kazety. Jako posledni bylo otestovano vlozeni CRISPR kazety do pHEE401E pUBQ:eGFP

plasmidu.
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4.1.2. Ptiprava konstruktii

Konstrukty byly tvoteny dle postupu viz 3.1.2. Pro NRPE1 i SPT5L kazety byly vzdy
tvofeny dva konstrukty (varianta A a B) pro zvySeni Sance na uspéch mutageneze. Vysledek
vkladani gRNA byl pozorovan pomoci elektroforézy (viz obr. 9 a 10). Z gelu byly nasledné¢ PCR
produkty obsahujici CRISPR kazetu vyfiznuty, vyizolovany a vnaSeny do plasmidu
pHEE401E pUBQ:eGFP metodou GoldenGate (viz kapitola 3.1.2).

100 bp i) i) kontrola B B kontrola

- o

B

3 — — - g

. E R - - e p——

Obr. 9: gel s SPTSL slozenou CRISPR kazetou, A znaci variantu s gR211 a gR5 12 primery, B znaci variantu

s gR539 a gR506 primery, kontrola je PCR smés bez pridaného plasmidu, délka pozadovaného produktu
je 626 bp.

R A B B B iow

(W R L -
-

Obr. 10: gel s NRPE1 slozenou CRISPR kazetou, A znaci variantu s gR384 a gR130 primery, B znaci variantu
s gR230 a gR460 primery.
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Z narostlych bakterialnich klonti (napéstovany dle postupu viz kapitola Chyba! Nenalezen z

droj odkazii.) bylo vybrano u kazdé varianty 20 linii, které¢ byly selektovany na spektinomycinu.

U plasmidti s SPT5L kazetou na spectinomycinovém médiu nevyrostly Zadné kolonie
a doslo tak k potvrzeni vyStépeni genu resistence na jehoz misto se vklada CRISPR kazeta. Bylo
nahodné vybrano 5 linii od kazdé varianty, pro které byla spusténa PCR (dle ,,zdkladni PCR mix*
s vyuzitim M13F a U6-29p-R primert a s teplotou annealingu 58 °C a dobou extenze 50 s,
viz kapitola 3.7). Mnou pouzitd kombinace primert méla dat produkt velikosti 916 bp, coz jsem

prostfednictvim elektroforézy potvrdila u 3/5 linii u varianty A a 4/5 linii u varianty B (viz obr. 11).

100 bp A1l A2 A3 A4 A5 B1 B2 B3 B4 BS kontrola

v/

A

-

Obr. 11: potvrzeni bakterialnich kolonii s plasmidy s viozenou SPT5L CRISPR kazetou, zebricek 100 bp, jako
kontrola je pouzita PCR smés bez pridani plasmidu.

U plasmidti s NRPE1 kazetou na spectinomycinovém médiu nevyrostly zadné nebo velmi
malé kolonie a doslo tak k potvrzeni vysStépeni genu resistence na jehoZz misto se vklada CRISPR
kazeta. Bylo nahodné vybrano 5 linii od kazdé varianty, pro které byla spusténa PCR (dle ,,Zakladni
PCR mix*“ s vyuzitim M13F a U6-29p-R primerti a s teplotou annealingu 58 °C a dobou extenze
50 s, viz kapitola 3.7), bylo vybirano z variant, které na spectinomycinovém médiu nemély Zadnou
narostlou kolonii. Mnou pouzitd kombinace primert méla dat produkt velikosti 916 bp, coz jsem

prostiednictvim elektroforézy potvrdila u 5/5 linii u varianty A a 5/5 linii u varianty B (viz obr. 12).
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Al A2 A3 A4 A6 1kbp Bl 'BE3" "BY 'BS® "B6

Obr. 12: potvrzeni bakterialnich kolonii s plasmidy s viozenou NRPEI CRISPR kazetou, zebricek 1 kbp.

Byly vybrany 2 kolonie od kazdé varianty, které byly kultivovany dle postupu viz kapitola
3.4.3. Pro SPTS5L kazetu byly vybrany kolonie A3 a A4, B3 a B4, pro NRPEI kazetu kolonie A3
a A4, B1 a B3. Z bakterialni kultury byl izolovan plazmid a nasledn¢ sekvenovan viz postup

v kapitole 3.4.3.

Sekvenaci bylo zjisténo, ze doslo ke vlozeni konstruktu u vSech sekvenovanych linii
v ptipadé¢ SPTSL i NRPE1 kazet (ukazka namapovani dat ze sekvenace na in silico vytvofenou

sekvenci pomoci Geneious Prime viz obr. 13 a 14).
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Obr. 13: aligment vystupu sekvenace SPT5L CRISPR kazety, cerna barva znaci shodu, A — kolonie A3, A4,
B — kolonie B3 a B4.

pHSEA01 - pCBC-DT1T2 PCR Product Pro.

ddd i
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L]
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Obr. 14: aligment vystupu sekvenace NRPEI CRISPR kazety, cernd barva znaci shodu; kolonie A3, A4, Bl
a B3.

Do A. tumefaciens byly elektroporovany vzdy 2 varianty plasmidu vybrané na zakladé
vysledki sekvenace. Pro SPT5L kazetu byly vybrany A3 a B3, pro NRPE1 kazetu A4 a B1. Z linii
s elektroporovanymi plasmidy (elektroporovano dle kapitoly 3.4.2, péstovano na médiu viz kapitola
3.3) bylo vybrano 6 linii od kazdého vzorku pro dalsi kultivaci. Po ukonceni kultivace
A. tumefaciens byla ptipravena PCR s pouzitim M13F a U6-29p-R primera o sloZeni ,,Zékladni
PCR mix* a byla spusténa dle programu ,,Zékladni PCR mix“ s teplotou annealingu 58 °C a dobou

extenze 50 s, viz kapitola 3.7 Naslednou elektroforézou byla potvrzena ptitomnost plasmidu
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s SPT5L CRISPR kazetou u 4 ze 6 testovanych kolonii (2/3 kolonii u obou variant, viz obr. 15),
s NRPE1 CRISPR kazetou u 5 z 10 testovanych kolonii (2/5 a 3/5, viz obr. 16).

Al A2 A3 190bp Bl B2y B3 kontrola

- -

o

Obr. 15: potvrzeni plasmidit s SPT5SL CRISPR kazetou u kolonii A. tumefaciens, zZebricek 100 bp, pozitivni
kontrola je SPT5L CRISPR kazeta A3 E. coli.

Ad4-1  A4-2  A4-6° A4-7 A4-8 100 bp B1-1 B1-2 Bi1-6 B1-7 ‘B1-8 . 1 kbp kontrola

&

h\
o i

Obr. 16: potvrzeni plasmidit s NRPE1 CRISPR kazetou u kolonii A. tumefaciens, zebricek 100 bp, pozitivni
kontrola je NRPEICRISPR kazeta Bl E. coli.



Z téchto kolonii byla vybrana od kazdé varianty jedna, pro SPT5L kazetu A2 a B2 a pro
NRPEI kazetu A4-6 a B1-6. Prostfednictvim vybranych linii A. tumefaciens byly transformovany
rostliny Arabidopsis thaliana, WT rostlina byla transformovana kolonii s CRISPR kazetou
pro NRPE1 aspt6l4Ah mutantni rostlina byla transformovana kolonii s CRISPR kazetou
pro SPT5L (postup viz kapitola 3.4.4). Seminka transformovanych rostlin byla vyseta in vitro
na selekéni médium (postup viz kapitola Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.). Usp&snost kliceni b
yla u 80-90 % u rostlin transformovanych T-DNA nesouci CRISPR kazetu pro NRPE1 i SPTSL
(stanoveno okometricky). Poté, co narostly rezistentni rostliny, byly genotypovany dle postupu

v kapitole 3.6

4.2. Vysledky mutageneze

Pro ziskani homozygotnich mutanti bez CRISPR kazety s gRNA bylo nutné vypestovat
alesponl dvé generace. Pro zjisténi pfitomnosti mutace byly rostliny ogenotypovany a dle vysledkt
genotypovani bylo postupovano dale. Pro genotypovani rostlin s SPT5L kazetou byly pouzivany
primery SPT5L crispr F a SPT5L crispr_R, pro rostliny s NRPE1 kazetou byly pouzity primery
NRPEI1 crispr R a NRPE1 11 LP (viz tab. 16). Hledany byly vzorky, které po PCR obsahovaly
produkt o délce 520 bp resp. 613 bp (varianta A a B) v ptipadé SPT5L kazety a 1233 bp v ptipade
NRPE1 kazety (varianta A i B). Vzorky s SPT5L kazetou urcené k sekvenaci byly ptipravovany
s primerem SPT5L 6833 R a vzorky s NRPE1 kazetou urcené k sekvenaci byly pfipravovany
s primerem NRPE1 8009 R. Pro jednoduché zjistovani piitomnosti CRISPR kazety s gRNA
obsahovala kazeta gen pro GFP, diky kterému bylo mozné rostliny prohlédnout pod fluorescencni

binolupou a ponechat pouze rostliny, co nesvitily po ozafeni modrym svétlem.

4.2.1. Mutageneze SPTSL

V prvni generaci bylo genotypovano 43 rostlin které narostly na selekénim médiu, z nichz 11 bylo
heterozygotnich (4/8 varianty A a 7/26 varianty B). K sekvenovani byly vybrany linie BSP, B6Z,
A3Z, A9Z a A13 (viz obr. 17).
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Obr. 17: Overeni vysledkii genotypovani heterozygotnich spt5l linie na homozygotnim spt6l pozadi. Vzorky
pusteny v klasickém PCR programu se zkrdacenou dobou extenze na 30 s (tj. vznikd pouze produkt z mutatni
alely, ktery je tak pouzitelny k sekvenovani). Jako kontrola byl pouzit vzorek PCR smési bez pridané DNA.

Sekvenace prokazala pfitomnost pozadované delece. U vzorkl varianty A doslo u jednoho vzorku
ze ti1 k posunu ¢teciho ramce o 1 nt, zbylé dva ziistany ve ¢tecim ramci. U vzorki varianty B doslo
u obou vzorkl k posunu ¢teciho rdmce o 1 nt (viz ob. 18). V ptipadé SPTS5L nebylo cileno na mutaci

piimo ve ¢tecim ramci, vSechny rostlinné linie tedy bylo mozné pouzivat v dalSich generacich.
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Obr. 18: Data ze sekvenace vzorkii namapovand do sekvence SPT5L v programu Geneious Prime.
A — souhrnny obrazek vzorkit A3Z, A9Z, A13, B5P a B6Z, na svétlezlutém poli referencni genom A. thaliana,
B — detail mutace postupné v rostlinach A3Z, A9Z a A13 vievo (5 konec delece), doslo k deleci bez posunu
ctectho ramce, C — detail mutace postupné v rostlinach A3Z, A9Z a A13 vpravo (3° konec delece), doslo
k deleci s posunem cteciho ramce o 1 nt u A3Z, k deleci bez posunu cteciho ramce doslo u A9Z a Al3,
D — detail mutace postupné v rostlinach B5SP a B6Z vievo (5 ‘ konec delece), doslo k deleci s posunem cteciho
ramce o 1 nt, E — detail mutace postupné v rostlinach B5SP a B6Z vpravo (3 ‘ konec delece), doslo k deleci bez
posunu ctectho ramce.

V druhé generaci bylo genotypovano 18 rostlin (bez GFP fluorecence, 10 potomkd B6Z, 6 potomki
A9Z, 2 potomci A13), ukazalo se ovSem, Ze zadna z nich neni mutantni. Proto byly vysety rostliny
nové (potomci A3Z, A4P, A6, A16, B4, B5P a B6Z) a tentokrat pfi genotypovani nebyla zohlednéna
fluorescence GFP. Bylo genotypovano celkem 58 rostlin, z toho 8 bylo heterozygotnich (5 z nich
s CRISPR kazetou, 3 bez CRISPR kazety, detekovano fluorescenci GFP) a 5 bylo homozygotnich
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(vSechny s CRISPR kazetou s gRNA). Vsechny rostliny byly potomky B6Z krom dvou
heterozygotti bez GFP flurescence, ktefi byli potomkem A4 (obr 32 viz pfiloha). Pfi nasledné
zkracené PCR s vybranymi homozygotnimi a heterozygotnimi vzorky (rostliny znacené A4-7,
B6-5, B6-6, B6-7 a B6-8) se podatilo ziskat produkt o spravné délce pouze ve vzorcich B6-6, B6-7
a B6-8, vzorky A byly proto vyfazeny (obr. 33 viz pfiloha). Pro mutanty potvrzené zkracenou PCR
pak specifitu produktu potvrdilo i enzymatické st€peni vzorkl. Potvrzeni enzymatickym Stépenim
spocivalo ve Stépeni PCR produkti enzymem PstI (cili do nemutované oblasti mezi pouzivanymi

primery), které prokéazalo, ze se jedna o specifické produkty.

Byla vyseta tfeti generace — seminka rostliny B6-8@ (potomek rostliny B6Z, @ znaci absenci
ovSem ukazalo na pfitomnost pouze 4 heterozygoti a 19 WT rostlin (obr. 34 viz piiloha).
Pro heterozygotni rostliny se PCR vSak nepodafilo zopakovat. Byla proto vyseta seminka
sesterskych homozygotnich rostlin s CRISPR kazetou B6-6 a B6—S8. V jejich potomstvu bylo
genotypovano 12 rostlin (7 potomkti B6-8 a 5 potomkti B6-6), z nichz 4 byli heterozygoti (2x B6-8,
2x B6-6) a 2 byli homozygoti (B6-6-4 a B6-6-8, viz obr. 19). Vzorky byly posléze otestovany
na pfitomnost CRISPR kazety s gRNA (prostfednictvim ,,zakladni PCR program* s vyuzitim
primert pUBQ-Fwd a e-GFP_rev, s teplotou annealingu 56 °C, dobou extenze 1 min a 40 cykly,

viz kapitola 3.7), ani jeden homozygot ji neobsahoval (data neukazana).

Be-8 B6-8 Be-8 B6-8 B6-8 B6-8 B6-8 B6-6 B6-6 B6-6 B6-6 B6-6 kontrola WT 1 kbp
1L 1P 7 ) 10 90 8 4 6 7 8 4o
e ew W W — - =.
—
— -— ey -

Obr. 19: T3 generace spt5IAAh rostlin. Zleva potomci rostliny B6-8, potomci rostliny B6-6, kontrola B6Z
(rodi¢ B6—6 a B6-8 rostlin) a WT, 1kbp zebricek.

PCR produkty z B6-6-6 a B6-6-8 byly nasledn¢ podrobeny enzymatickému Stépeni enzymem Pistl
(viz obr. 20).
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B6-6-4 B6-6-8 WT  kontrola 1 kbp 100 bp

—

Obr. 20: enzymatické Stepeni PCR produktii vzorkit B6-6-4 a B6-6-8, kontrola je B6Z (heterozygot) a WT.
Enzymatickym Stépenim doslo ke specifickému nastépeni vzorkii a potvrdila se tak specificnost produktii.
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4.2.2. Mutageneze NRPE1

V prvni generaci bylo genotypovano 27 rostlin, které nerostly na selekénim médiu, z nich 5 bylo

heterozygotnich (viz obr. 21, 2/8 prvni varianty a 3/19 druhé varianty). K sekvenovani byly
vybrany linie A11L a A15Pr, B1, B2P a B2Z.

Obr. 21: Obr: Ovéreni vysledkii genotypovani vybranych mutantnich nrpel AAh linii. Vzorky pustény v
klasickém PCR programu s dobou extenze 1,5 min. Kontrola je WT vzorek.

Sekvenace prokazala pfitomnost delece ve ¢tecim ramci u obou sekvenovanych vzorka (Al1, A15,
viz obr. 22), vyizolovana DNA rostlin varianty B byla nekvalitni, méla nizké vytézky a sekvenace

proto nebyla brana v potaz (obr. 35 viz ptiloha).
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Obr. 22: Data ze sekvenace vzorkii namapovand do sekvence genu NRPE1 v programu Geneious Prime.
A — souhrnny obrazek vzorkit A11 a A15, na svétle zlutém poli referencni genom A. thaliana, B — detail mutace
postupné v rostlinach Al1 a A15 vievo (5 “ konec delece), doslo k deleci bez posunu cteciho ramce, C — detail
mutace postupné v rostlinach A11 a A15 vpravo (3 konec delece), doslo k deleci bez posunu cteciho ramce.

V druhé generaci bylo genotypovano 20 rostlin (bez GFP fluorecence, potomci A11L a A15), z toho
5bylo heterozygotnich a 12 bylo homozygotnich (viz obr. 23). Rovnéz bylo potvrzeno
(prostfednictvim ,,zakladni PCR program® s vyuzitim primer pUBQ-Fwd a e-GFP_rev, s teplotou
annealingu 56 °C, dobou extenze 1 min a 40 cykly, viz kapitola 3.7), ze vzorky Al1-3, Al1-4,
Al11-5L, A11-9Pr, A15-1 a A15-7 neobsahuji CRISPR kazetu s gRNA (data neukazana, testovany

pouze mutantni vzorky).

!

Bl1-2 Bl-6 B1-7 B1-8 Al11-2 A11-3 Al1-4 A11-5L A11-5Pr A11-8 1Kbp A11-9L A11-9Pr A15-1 A15-2 A15-4 A15-5 !H 1Kbp A15-6 A15-7 A15-8 A15-10 kontr. Blank

". ol -w
l'll." wew W
LABBREE s come e

Obr. 23: T2 generace nrpelAAh rostlin. Zleva potomci rostliny Bl, potomci rostliny All, 1kbp zebricek,
potomci rostliny All, potomci rostliny A15, lkbp zZebricek, potomci rostliny Al5, WT kontrola, vzorek
bez DNA (blank).

UL

TR
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Ve tieti generaci byla vyseta seminka rostlin A11-4, A11-5 a A15-1 pro ucely kiizeni s dvojitym

spt5! spt6] mutantem.

4.3. Kiizeni rostlin
Ki#izeni bylo provadéno dle postupu viz kapitola 11. K#izeni bylo provadéno obéma sméry,

tedy pyl byl pienasen z nrpeldAh na spt5IAAh spt6IAAh i opaéné. Uspésnost tvorby Sesuli byla
7/10 kvéth u prenosu pylu z nrpeldAh na sptSIAAh spt6idAh, a 0/2 kvétl pii prenosu pylu
z spt5IAAh spt6lAAh na nrpelAAh.

Cilem ktizeni bylo ziskat vSechny varianty mutantd, tedy jednoduché mutanty nrpelAAh, spt5I4Ah,
spt6l4A4h, dvojité mutanty nrpelAAh spt5IAAh, nrpelAAh spt6lAAh, spt5IAAh spt6l4Ah a trojitého
mutanta nrpeldAh spt5SIAAh spt6idAh. Kiizenim mutantd nrpeldAh a spt5IAAhspt6lAAh
je teoreticky mozné ziskat v F2 generaci vSechny nize uvedené kombinace WT a mutantnich alel
jednotlivych gent (viz tab. 28), ze kterych je na zdkladé genotypovani mozné vyhledat pozadované

varianty homozygotnich mutantt.

ABC AbC ABc Abc aBC abC aBc abc

ABC AABBCC |AABcCC |[AABBCc [AABbCc [AaBBCC |[AaBbCC |AaBBCc |AaBbCc
AbC AABbCC |[AAbBCC |[AABbCc |AAbbCc |AaBbCC |AabbCC |AaBbCc |AabbCc
ABc AABBCc |AABbCc |AABBee AABbcc |AaBBCc |AaBbCc |AaBBcc |AaBbcc
Abc AABbCc |AAbbCc |AABbcc |AAbbee |AaBbCc |AabbCc |AaBbce |Aabbcee
aBC AaBBCC |AaBbCC |AaBBCc |AaBbCc [aaBBCC aaBbCC |aaBBCc |aaBbCc
abC AaBbCC |AabbCC |AaBbCc |AabbCc [aaBbCC |aabbCC |aaBbCc |aabbCc
aBc AaBBCc |AaBbCc |AaBBcc |AaBbce [aaBBCc [aaBbCc |aaBBee |aaBbcc
abc AaBbCc |AabbCc |AaBbcc |Aabbecc |aaBbCc |aabbCce  [aaBbcc

Tab. 28: Vsechny kombinace mutantii v F2 generaci ziskatelné zkrizenim rostlin nrpel4Ah (a) a spt5I4Ah
(b) spt6lAAh (c). Barevné zvyraznéné jsou pozadované varianty.

49




4.4. Analyzy metylace DNA ziskanych mutantti
4.4.1. Vybér lokusti pro analyzu

Studované lokusy byly vybirdny na zékladé existujicich dat o CHH metylaci (z diivodu
vyznamnosti RADM dréhy pro navozeni CHH metylace, vice viz kapitola 2.3) v rostlinaich WT
a mutantech nrpel, spt5l a nrpeldi251-1651 a také na zaklade€ pokryti Pol Il a SPT6L (Chen et al.,
2019; Stroud et al., 2013; Wendte et al., 2017, Cermak et al., in preparation). Na zéklad¢€ porovnani
souboru s daty o pfitomnosti metylace v nrpel viici souboru s daty o pfitomnosti metylace v spt5/
a s daty o pritomnosti metylace ve WT bylo zjistovano, zda je metylace v daném lokusu zvySena
¢i snizena (viz kapitola 3.11.1). Bylo zjisténo, Ze v porovnani vici WT dochazi v mutantech
k vyraznému ponizeni metylace DNA, naleznou se ovSem i ptipady lokalniho zvySeni metylace

DNA, ¢i zadné zmény metylace DNA (viz tab. 29, graf 1).

procenta lokusu s danou mirou zmény metylace v mutantech vici WT
Metylace sptSl [%] |nrpel [%] | nrpeld1251-1651 [%]
snizena 91,24 97,31 85,04
Zvysena 6,75 0,99 13,06
nezmeneéna 2,02 1,69 1,90

Tab. 29: Procenta lokusii s danou zménou urovné metylace v porovnani s WT. Zavedeny kategorie snizend,
zvySend a nezmeénénd.

mira CHH metylace v nrpel hypoCHH DMR v mutantnich rostlinach v porovnani s WT
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sptal - mira CHH metylace nrpe1 - mira CHH metylace nrpe1d1251-1651 - mira CHH metylace
graf 1: mira CHH metylace v nrpel hypoCHH DMR pro WT (osa y) a pro sptS], nrpel, nrpeld1251-1651

(osa x). Zména hladiny metylace ve studovanych mutantech oproti WT (zleva v spt5l, nrpel
anrpeld1251-1651).
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Bylo vybrano celkem 11 lokusi, pro které byly navrzeny primery. Tyto primery byly
otestovany a byly z nich vybrany 4 nejlépe fungujici pary (viz tab. 30 a 31, pouzité primery

vyznaceny zluté, pouzité lokusy viz obr. 24).
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& nazey soul"adnic? » Kategorizace lolfflsu v e T e metylace chybi v pritomnost
(chromozom: zacatek-konec) (preference pouziti) genotypech SPT6L

1 | AT2G06995 2:7,632,318-7,634,189 A1) WT nrpel, spt51, nrpel _dAh ano

2 | ATITE93275 |1:28,514,259-28,517,149 A (2-3) WT nrpel, spt51, nrpel _dAh ano

3 | AT4G04040 4:1,938,720-1,939,160 A (2-3) WT, nrpel (vyrazny pokles) spt51, nrpel _dAh ano

4 |ATITE28175 |[1:8,733,008-8,734,452 A#4) WT nrpel, spt51, nrpel _dAh ano

5 | AT5TE35950 |5:9,869,829-9,874,479 B (1) WT, spt51 nrpel nrpel dAh ne

6 | AT2TE20755 ]2:5,047,373-5,051,113 B (2) WT, spt51 (mén¢) nrpel, nrpel dAh ne

7 |ATITE00220 |1:76,451-77,895 c@® WT, nrpel _dAh nrpel, spt51 ano

8 | ATITEO0150 |1:55,267-57,325 C(2) WT, nrpel _dAh nrpel, spt51 ano

9 | AT1G24490 1:8,680,689-8,683,577 D) WT, spt51, nrpel _dAh (pokles) nrpel ano

10 | AT1G53480 1:19,962,078-19,967,860 D (2) WT, spt51, nrpel _dAh nrpel ano

11 | AT2TE64585 |2:14,572,134-14,574,005 D (3) WT, nrpel_dAh (vyrazny pokles), spt51 nrpel malo

Tab. 30: Vybrané lokusy na zdkladé existujicich dat o CHH metylaci a jejich viastnosti. Zluté zvyraznéné jsou vysledné pouzité lokusy. Varianty kontextu oznacuji
kombinace metylaci v daném lokusu v riznych genotypech (rozepsano ve sloupcich ,,metylace pritomna“ a ,,metylace chybi“. Pritomnost SPT6L znaci pokryti lokusu
proteinem SPTOL. nrpeld1251-1651 jsou zde znaceny nrpel dAh.

nazev hotovy forward primer hotovy reverse primer

AT2G06995 | GCTATGCGCGAGCTGCCCCATCARCAAAAATATATACAAACAA GCTATGCGCGAGCTGCTAGAGAAAGAGAAAGAGAGAGAAATAAT
ATI1TE93275 | GCTATGCGCGAGCTGCTTACAATTACAAATCCACAACACAATTAT GCTATGCGCGAGCTGCTATAATTTYTGAAATTTTAGAGTTAGG
AT4G04040 GCTATGCGCGAGCTGCTTTTTCTCTCATCACTRTACATTCTTCT GCTATGCGCGAGCTGCGATTATTATTGTATTGTAGTATTGATGTTGTAT
ATITE28175 | GCTATGCGCGAGCTGCATGGTTTGTATATGGAGGGTTTGG GCTATGCGCGAGCTGCTTTRCTCCTTTTTTTATTACTTTATTTTTA
AT5TE35950 | GCTATGCGCGAGCTGCCTTTCTCTTTCTCTTCTCTTTTTCTCT GCTATGCGCGAGCTGCGATTAGAGAAYGTAGAATAATGGTATT
AT2TE20755 | GCTATGCGCGAGCTGCTTAATACAAATTTTCATCTTACACATTTAAT | GCTATGCGCGAGCTGCATAAATTATTTGGGAAAATTGTTTATATGATTAA
ATITE00220 | GCTATGCGCGAGCTGCGGYYATGGAGAGTATGAAAAGT GCTATGCGCGAGCTGCCAATACTTCTTTCTTTCTCAAAAA
ATITE00150 | GCTATGCGCGAGCTGCCAATTCAACCTTTTTCCCATCAAATATATA | GCTATGCGCGAGCTGCTGTAGTAGTTAGAGATGTTGTGGT

AT1G24490 | GCTATGCGCGAGCTGCGTTGTAGAATTTAATTGGTTATAGTTGTTA | GCTATGCGCGAGCTGCCTAACAACACAAACTATATATCTCACCTT
AT1G53480 GCTATGCGCGAGCTGCCACAAARAAAATCAAATCCTATCCT GCTATGCGCGAGCTGCTGATGGAGAATTAATGAGAAATGGGG
AT2TE64585 | GCTATGCGCGAGCTGCATTCATAAACATATTATAAATAARATCAAC | GCTATGCGCGAGCTGCTGTTTGTGAAATTTTYAAAAATTGGATT

Tab. 31: Primery ve vybranych lokusech na zdkladé existujicich dat o CHH metylaci. Zluté zvyraznéné jsou vysledné pouzité varianty primeri.
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Obr. 24: pouzité lokusy: rizove kontext A (metylace pritomnd pouze ve WT), 1- lokus AT2G06995; zelené
kontext B (metylace pritomna ve WT a spt5l), 2 - lokus ATSTE35950; oranzove kontext C (metylace pritomna
ve WT a nrpeld1251-1651), 3- lokus ATITE00220; modre kontext D (metylace pritomna ve WT, spt5l
anrpeld12511651), 4 lIokus AT1G24490. Poradi radki CHH metylace ve WT, nrpel, sptsl,
nrpeld1251-1651; nabohaceni na SPT6L protein, referencni gemom Arabidopsis thaliana, nrpel
DMR hypoCHH lokusy.



4.4.2. Bisulfidickd konverze DNA a amplifikace vybranych lokust

Ve vybranych lokusech (viz ptedesla kapitola) byla studovana metylace DNA prostfednictvim
bisulfidické konverze. Byly zpracovavany vzorky genotypt WT, nrpel-11, nrpelAAh a spt6I4Ah
dle postupu viz kapitola 3.11.2 (omezeny pocet genotypt byl pouzit z divodu ¢asové naro¢nosti
pripravy mutantt, vice viz diskuse). Od kazdého genotypu byly piipraveny dvé repliky. Pro prvni
kolo PCR byly pouzity primery pro lokusy AT2G06995, ATSTE35950, ATI1TE00220
a AT1G24490 (viz tab. 31 a obr. 25). V ptipadé pritomnosti vice produktd ve vzorku po prob&hnuti
1. PCR reakce byl produkt o spravné délce vyfiznut z gelu a vyizolovan pro dalsi pouziti.
Pro barkdédovani v druhém kole PCR bylo pouzito 8 primerti s 8nt barkddovaci sekvenci
(viz tab. 31). Ze vSech vzorkt byl nakonec pfipraven smésny roztok, barkody slouzily k oznaceni

jednotlivych vzorkt.

Nazev barkdodu | sekvence barkédu | Genotyp — replika
A AACCAAGG WT-1

B AACCGGTT nrpel-11-1

C AACGATGG nrpel AAh-1

D AACGTAGG spt6lAAh-1

E AACGTTCG WT-2

F AAGGAAGG nrpel-11-2

G AAGGATCG nrpel AAh-2

H AAGGCGAT spt6lAAh-2

Tab. 32: Seznam pouzitych barkédit a vzorkii, pro které byly pouzity.

Obr. 25: gel se vzorky z 1. PCR. Vzorky 1-8 jsou s primery pro lokus AT2G06995, 9-16 pro lokus
AT5TE35950, 17--24 pro lokus ATITE00220 a 25-32 pro lokus AT1G24490. Poradi je vidy WT-1, nrpel-1,
nrpelAAh-1, spt6lAAh-1, WT-2, nrpel-2, nrpelAAh-2, spt6I4Ah-2, 100 bp zebricek.
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4.4.3. NGS ve vybranych lokusech

Smésny vzorek byl zpracovan na servisnim pracovisti v BIOCEVu postupem viz kapitola
3.11.3. Ziskand data byla zpracovana dle kapitola 3.11.4. Na zaklad¢ rozfazeni dat dle barkdda
(Je--demultiplex) vzniklo 18 souborti, pro kazdy barkod dva (forward a reverse smér, nebot’
sekvenace byla formou parového Cteni), navic vznikly dva soubory pro nezataditelné ready

(znaceny unassigned nebo U, viz tab. 33).

forward soubor reverse soubor

A AACCAAGG 1 A AACCAAGG 2
B AACCGGTT 1 B AACCGGTT 2
C AACGATGG 1 C AACGATGG 2
D AACGTAGG 1 D AACGTAGG 2
E AACGTTCG 1 E AACGTTCG 2
F AAGGAAGG 1 F AAGGAAGG 2
G AAGGATCG 1 G AAGGATCG 2
H AAGGCGAT 1 H AAGGCGAT 2
unassigned 1 unassigned 2

Tab. 33: soubory vytvorené rozrazenim dat dle odpovidajicich barkodii programem Je-demultiplex.

Prostfednictvim programu Je-demultiplex bylo dale zjisténo celkové mnozstvi readi, pocet

zafazenych a nezafazenych readd a poéty odpovidajici jednotlivym barkdédim, viz tab. 34.

kategorie Pocet pari readi

zpracované pary readil 77641
zatazené pary readi 61290
nezafazené pary readi 16351

ready pfifazené ke konkrétnim barkodiim:

A 5170
B 6587
C 10597
D 7190
E 6011
F 11430
G 10320
H 3985

Tab. 34: pocty ziskanych parii readii metodou NGS.
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Prostiednictvim programu bwameth byla data namapovana na sekvence studovanych
lokusti, které byly pripraveny do spolecného fasta souboru, soubor obsahoval sekvenci mezi
pouzitymi primery. Namapovavany byly vzdy pary readi, tedy oba soubory pro jeden barkod.
Vysledkem bylo 9 bam souborii. Tyto bam soubory byly zpracovany pomoci programu
MethylDackel tak, ze vysledny soubor obsahoval data o lokaci a mife metylace jednotlivych
cytosini v pozorovaném lokusu, pficemz data byla rozdélena do tfi samostatnych soubor
obsahujici data pouze s CG/CHG/CHH metylaci. Tato data byla vyexportovdna a graficky
vyjadfena jako mira metylace podél dané sekvence lokust (viz obr. 26, 27 a 28) ¢i statisticky

sumarizovana (viz grafy 2, 3 a 4).

Z dat bylo také spocteno primérné pokryti cytosinl ready. Data byla ziskand z MethylDackel
analyzy tak, Ze byly seteny absolutni poCty readll na cytosin, toto ¢islo bylo vydéleno poctem

cytosinl na lokus (viz tab. 35).

pramérné pokryti cytosinti ready

lokusy kontext | A B C D E F G H |U

AT2G06995 |CG 1193 | 453 | 622| 370| 599[1080|1105|458|1068
AT2G06995 |CHG 635| 465| 635| 375| 610[1094|1126|467| 985
AT2G06995 |CHH 697| 472| 640| 377| 615]1103|1133[474| 933
ATSTE35950| CG 1241 | 705| 539| 279| 364| 479 | 420|277 657
AT5TE35950 | CHG 843 | 706| 543| 274| 361| 477| 416|278| 645
ATSTE35950 | CHH 902 | 742| 567 | 285| 378 | 502| 429/300| 712
ATITE00220 | CG 683 | 318[1763|1511| 636| 793| 776 |410[1533
ATI1TE00220 | CHG 722 311[1736|1492| 626| 782 | 764]1401]1526
ATITE00220 | CHH 784 | 315[1753]1500| 629 | 787| 768 |406|1252
AT1G24490 |CG 1894|1463 | 1831 | 9781046 (2568|2166 4702248
AT1G24490 |CHG |1910]1494|1859| 985]1056]2603|2193 4742297
AT1G24490 |CHH |1686|1489|1854| 982 |1052|2585|2185|472|2248

Tab. 35: Priumerné pokryti cytosinii v lokusech: zndzoriuje priumérny pocet readii na cytosin v lokusu.
Vysledky zaokrouhleny na cela cisla.

Ze ziskanych dat byla provedena porovnani Urovni metylace ve studovanych lokusech,
samostatng pro jednotlivé kontexty metylace (viz tab. 35). Bylo stanoveno procentualni zastoupeni
metylace ve studovanych lokusech. Z diivodu malého poctu cytosini v CG a CHG kontextu byly
jednotlivé repliky slouCeny, z dat byla poté spoctena priimérna metylace v daném lokusu a kontextu
(data zobrazena v tab. 36). Z téchto dat byla sestavena tab. 37, ve které je uvedena zména metylace

pro jednotlivé lokusy v jednotlivych studovanych mutantech v porovnani s WT.
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Primérna metylace v lokusech

lokusy kontext | WT nrpel | nrpel AAh | spt6lAAh
AT2G06995 |CG 63,67% | 1,45% 14,90% | 34,07%
AT2G06995 |CHG 41% 1% 3% 32%
AT2G06995 | CHH 58% 1% 1% 65%
ATSTE35950 | CG 91,62% | 28,07% 38,52% | 91,43%
ATSTE35950 | CHG 77% 8% 9% 79%
ATSTE35950 | CHH 19% 4% 3% 17%
ATITE00220 | CG 85,42% | 89,25% 88,63% | 87,74%
ATITE00220 | CHG 60% 44% 48% 61%
ATI1TE00220 | CHH 33% 1% 1% 34%
AT1G24490 |CG 84,17% | 52,69% 83,01% | 88,66%
AT1G24490 |CHG 80% 2% 7% 85%
AT1G24490 |CHH 74% 11% 1% 80%

Tab. 36: procentudlni zastoupeni miry metylace DNA ve studovanych genotypech. Data byla spocitina
zprumerovanim dat o zastoupeni metylace v obou replikach jednotlivych genotypii

CG kontext CHG kontext CHH kontext
lokusy
nrpel nrpel AAh | spt6lAAh | nrpel nrpel AAh | spt6lAAh | nrpel | nrpel AAh | spt6lAAh
AT2G06995 |sniZzend |snizend snizend snizend | sniZend snizend sniZzend | snizena zvysena
ATSTE35950 | snizend | snizend nezménénd |snizend |snizena nezménénd | snizend | snizena nezménéna
ATITE00220 | zvySena | zvySena zvysend snizend | sniZend nezménénd | sniZend | snizena nezménénd
AT1G24490 |snizend |nezménéna |zvysena snizend |sniZzena zvysena snizena | snizend zvysena

Tab. 37: popis zmeny metylace v mutantech v porovnani s WT. Zelené vyznacena snizend urovern metylace,
Cervené zvySend, cerné nezmenénd (do nezméneéné se pocita do 2 % odlisnosti).

Z dat uvedenych v tabulkach 36 a 37 je patrné, ze v lokusu AT2G06995 je metylace snizena
ve vSech mutantnich genotypech kromé spt6i44Ah v CHH kontextu. V lokusu ATS5TE35950

je metylace snizena vzdy, krom v mutantu v spt6/4A4h ve v§ech kontextech. V lokusu AT1TE00220

je metylace zvySena ve vSech mutantech v CG kontextu a ve vSech kontextech v mutantu spt6l neni

snizend. V lokusu AT1G24490 je metylace snizena vzdy, krom vSech kontextt v spt6/4Ah.
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Obr. 26: mira metylace pozorovand v CG kontextu. 1 — lokus AT2606995, 2 — lokus AT5TE35950, 3 — lokus
ATITE00220, 4 — lokus AT1G24490. Poradi radkii je vidy vzorek s barkodem WT (A, E), nrpel (B, F),
nrpeldA4h (C, G), spt6l4Ah (D, H) a nezarazené sekvence (U).

Na obrazku 26 zobrazujicim miru metylace v jednotlivych lokusech v CG kontextu
je patrné, Ze nejméné byla ovlivnéna metylace v lokusu ATITE00220, naopak nejvice ovlivnéna
je metylace v lokusu AT1G24490. Na obrazku 27 zobrazujicim miru metylace v jednotlivych
lokusech v CHG kontextu je pifekvapivy razantni ubytek metylace v lokusu AT1G24490
v nrpeldAh mutantovi. Na obrazku 28 zobrazujicim miru metylace v jednotlivych lokusech v CHH
kontextu je vidét vyrazné snizeni metylace v nrpel a nrpeldAh mutantovi, a naopak uroven

metylace v spt6I4Ah t€éméf srovnatelna s WT.
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Obr. 27: mira metylace pozorovana v CHG kontextu. 1 — lokus AT2606995, 2 — lokus ATSTE35950, 3 — lokus
ATITE00220, 4 — lokus AT1G24490. Poradi radkii je vidy vzorek s barkodem WT (A, E), nrpel (B, F),
nrpeldAh (C, G), spt6lAAh (D, H) a nezarazené sekvence (U).

59



wmaseal
g
g
&
g

H
pRrTe
K3

mawp ™ "
1 1 1 1 2
Lk L0 11k Rt S | 1 1T 11 T T
il ] I

E_CHM Eadprazh il e ALk . E_CHe bedguph “l Il “I I ' II III [

B_CHR bedguaph

B_CHH brdgragh

FCH_sin_tvesta Brdprish F_CHH_sdsr_dwvite. bedguaps

£_CHH badpiosh ETTe—.

&_CHH Redgiapn B_CHM Badgeaph

B_EHH b dgragh B_CHM Bedguph
= i b by, — 1 N [T T T 1T
- dllle Ll biw 7_"1_[._"]_']_"_”_[“]__

_CHH bndprash U_EHH Bedgish
T T S TN T T TR RO N T
Semsence - Teqeerie - o
Al Laigen_ans_stand hed ibe_fins_target_annat_stand bec
AT2008008 whLTR

” 2
Zte wate o s E 1" o 1 &0te ey
3|3 | 1 1 | 5 L . ! !
e I Acaseums L Thi
TR aalt 111 1
E_CHnedgpn | I | = | I |I I |.I.l|m
uou uall La ]
R B Basgunh
P F_EHH_sdis_bwsite badgiaph
- ' _—
R ©_cHH Basguanh
1 _—
[— @_GHH badguap
1 —
B_CHH bedgaph I e I I || | ulml
T wal L 411 a 1
| TR
TR aal L 11 a l .
b~ W Basgianh
T wadt L1 . [T T
Sequence - LLLL ) Fequenee - ECIEID HIE MEE 501
bes_fora)_target_anmal_smand bad when_final_tanget_sanst_shiand hes
T — ariasasn

Obr. 28: mira metylace pozorovana v CHH kontextu. 1 — lokus AT2606995, 2 — lokus ATSTE35950, 3 — lokus
ATITE00220, 4 — lokus AT1G24490. Poradi radkii je vzidy vzorek s barkodem WT (A, E), nrpel (B, F),
nrpeldAh (C, G), spt6lAAh (D, H) a nezarazené sekvence (U).
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Mira metylace v lokusu AT2G06995 v CG kontextu Mira metylace v lokusu AT5TE35950 v CG kontextu
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graf 2: Boxploty zachycujici miru metylace cytosinit v CG kontextu. Ruzové znazornéna metylace v lokusu
AT2G06995, zelené v lokusu ATSTE35950, oranzové v lokusu ATITE00220 a modrie v lokusu AT1G24490.
Horizontdlni primka v boxech znaci median, stiedni krabicova cast je seshora ohranicena 3. kvartilem,
zespodu 1. kvartilem. Vertikalni usecky vyjadruji variabilitu dat pod prvnim a nad tietim kvartilem. Tecky
znaci odlehlé hodnoty pozorovani.

Z boxploti zachycujicich miru metylace v CG kontextu (viz graf 2) je patrné, Ze s vyjimkou
WT v AT2G069995 a nrpeldAh v ATSTE35950 si mira metylace v replikach odpovida. Zminéna
nerovnomeérnost v datech je ziejmé zplisobena prevazné nizkym pocétem cytosint (v sekvenované

oblasti ATSTE35950 je pouze jeden cytosin a v AT2G06695 jsou pouze 3 cytosiny v CG kontextu).
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Mira metylace v lokusu AT2G06995 v CHG kontextu Mira metylace v lokusu AT5TE35950 v CHG kontextu
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graf 3: Boxploty zachycujici miru metylace v CHG kontextu. Rizové zndzornéna metylace v lokusu
AT2G06995, zelené v lokusu ATSTE35950, oranzové v lokusu ATITE00220 a modre v lokusu AT1G24490.
Horizontdlni primka v boxech znaci medidan, stredni krabicovad cast je seshora ohranicena 3. kvartilem,
zespodu 1. kvartilem. Vertikalni usecky vyjadiuji variabilitu dat pod prvnim a nad tretim kvartilem. Tecky
znaci odlehlé hodnoty pozorovani.

Z boxplotd zachycujicich miru metylace v CHG kontextu (viz graf 3) je patrné,
ze s vyjimkou vnrpel v ATSTE35950 si mira metylace v replikdich odpovida. V lokusu
ATSTE35950 byly v sekvenovani oblasti pouze 3 cytosiny na CHG kontext, tato data je opét tfeba

brat s rezervou.
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Mira metylace v lokusu AT2G06995 v CHH kontextu Mira metylace v lokusu ATS5TE35950 v CHH kontextu
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graf 4: Boxploty zachycujici miru metylace v CHH kontextu. Rizové zndzornéna metylace v lokusu
AT2G06995, zelené v lokusu ATSTE35950, oranzove v lokusu ATITE00220 a modre v lokusu AT1G24490.
Horizontdlni primka v boxech znaci medidan, stredni krabicovad cdst je seshora ohranicena 3. kvartilem,
zespodu 1. kvartilem. Vertikalni usecky vyjadiuji variabilitu dat pod prvnim a nad tretim kvartilem. Tecky
znaci odlehlé hodnoty pozorovani.

Z boxploti zachycujicich miru metylace v CHH kontextu (viz graf 4) je patrné,
ze s vyjimkou v nrpel v AT5TE35950 (vybocuje i v CHG kontextu) si mira metylace v replikach
odpovida. Z dat vyplyva, ze v lokusu AT2G06995 oproti ve WT metylace v nrpel a nrpel4Ah neni
témef zadna. Toto zjiSténi je v souladu s predpokladem (viz kapitola 4.4.1). Je ovSem zajimave,
ze je obdobn¢ vysoka mira metylace ve WT a v spt6/44h. V lokusu AT1G24490 plati to same,
copro lokus AT2G06995. V lokusu ATITE00220 je celkovd mira metylace niz$i, opét
je pozorovano snizeni metylace v nrpel a nrpeldAh, které bylo piedpokladané. Uroven metylace
v spt6ldAh a WT je opét v podstaté stejnd. V lokusu AT2G06995 plati to samé, co pro lokus
ATI1TE00220. Zajimavym vystupem je vysoka mira metylace v spt6/44h mutantech.
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5. Diskuse

Protein Argonaut hraje centralni roli v RADM draze, nebot’ interaguje s SRNA, nascentnim
transkriptem Pol V, komponentami Pol V komplexu a metyltransferazou DRM2 (Chan et al., 2005;
Matzke & Mosher, 2014). S AGO proteiny jsou schopné nékteré podjednotky Pol V komplexu
interagovat prostfednictvim specifickych AGO-vazebnych domén, tzv. AGO-hookl. Vzhledem
k dtlezitosti AGO proteinu pro RADM drahu jsme se rozhodli studovat vyznam AGO-hookt
na proteinech, které se této drdhy ucastni. Hlavni hypotézou, na které ma prace stoji, zni,
ze pro RADM jsou dilezit¢ AGO-hooky na proteinech NRPE1, SPT5L a SPT6L, pficemz role
posledniho z nich byla nedavno objevena na fesitelském pracovisti (Cermék et al., in preparation).
Hypotéza rovnéz predpoklada, ze zastupitelnost a potiebnost jednotlivych AGO-hookl
pro metylaci DNA se lisi mezi jednotlivymi lokusy. Hlavnim cilem prace bylo prozkoumat

dilezitost jednotlivych AGO-hookt v riznych lokusech a vliv jejich absence na iroven metylace.

Prvnim podcilem proto bylo vytvofeni mutantnich rostlin bez téchto AGO-hooki:
nrpelAAh a spt5IAAh spt6lAAh (delece AGO-hooku v SPTSL v spt6l44h mutantu, kterého jiz diive
vytvoril V. Cermak). Mutanti byly vytvafeni prostiednictvim CRISPR/Cas9 mutageneze, pfi¢emz
bylo cileno na odstranéni jednotlivych AGO-hooku tak, aby byly odstranény veskeré¢ WG/GW
motivy (tolerance 1), které jsou pro roli AGO-hooku esencialni. Tento princip mutageneze byl novy
oproti pfedchozim pouzivanym mutantim ve studovanych proteinech v Arabidopsis
thaliana - Wendteho mutant v nrpeldi251-1651 byl vytvotfen dle Chiu et al., 2004 metodou SLIM
(mistn¢ fizend mutageneze nezdvisla na ligaze, Wendte et al., 2017). SLIM metoda spociva ve
slozeni a amplifikaci PCR produktu na zakladé 4 primert (2 dlouhé a 2 kratké), nasledném
enzymatickém Stépeni enzymem Dpnl a hybridizaci, vysledny produkt se pouziva k transformaci
kompetentnich bakterii E. coli. Oproti vyuziti CRISPR/Cas9 je tato metoda problematicka
v omezené délce mozné delece a potiebe specifickych mist pro gRNA, krizovym mistem metody
muze byt i potieba navrzeni Ctyf primer pro piipravu potfebnych konstruktt. DalSim,
kdo ptipravoval RdADM mutanty byl Lahmy, ktery tvofil ¢astecné mutanty v proteinech NRPEI
a SPTSL. Vyuzival jinou strategii mutageneze, v NRPE1 zaménoval region 1258-1708 za
multimery WG nebo AG motivy (pouzity Alanin na rozdil od Tryptofanu neumoznuje vazbu AGO),
v SPT5L byly konstrukty zaloZeny na genomickém fragmentu obsahujicim SPT5L promotor a ORF
bez AGO-hooku (Lahmy et al., 2016). Oproti zmifiovanym dvéma metodam je nami pouzivany
CRISPR/Cas9 systém jednodussi na provedeni a je mozné jim deletovat specifické navrzené
sekvence s presnosti na 1 nt (v zavislosti na konkrétni gRNA), ve vysokém procentu ptipadi
nedochazi k poruseni ¢teciho ramce. Dal§i vyhodou je pomérné snadné odktizeni CRISPR kazety

po provedené mutagenezi, ¢imz je zavedena stabilni mutantni linie.
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Ptiprava gRNA vychazela z praci Wang et al., 2015 a Xing et al., 2014. Pfi navrhovani
dvojic gRNA bylo brano v potaz hlavné specifity score a activity score. VSechny 4 ziskané CRISPR

kazety byly proto pouzity na mutagenezi pro zvyseni Sance na ziskani mutantt.

Mutageneze rostlin A. thaliana byla navrZena, sohledem na casovou narocnost,
tak, ze CRISPR kazeta s gRNA pro NRPEI1 se zanaSela do WT rostlin a CRISPR kazeta s gRNA
pro SPT5L do spt614A4h rostlin (diive vytvofeny Vojtéchem Cerméakem). Cilem bylo kiiZit ziskané
T1 mutanty s cilem zisku vSech kombinaci AGO-hookovych mutantii jednoduchych, dvojitych,
trojitétho mutanta a WT. Tento plan se ovSem ukazal jako problematicky, nebot’ bylo obtizné ziskat
jiz dvojitého spt5IAAh spt6li4Ah mutanta. Z divodu komplikaci pti piipravé spt5i4A4h spt6lAAh
mutanta se ke kiizeni pouzivaly T2 (nrpeldAh), respektive T3 (spt5I4A4h spt6lAAh) rostliny.

I pres to, Ze sekvenace potvrdila mutaci alespon v jedné alele v rostlinach zna¢enych A3Z,
A9Z, A13, B5SP a B6Z, tak se v jejich potomstvu opakované nedafilo mutanty ziskat. Pfi prvnim
pokusu o gentypovani T2 generace (potomstvo B6Z, A9Z, A13) se ukazalo problematickym
protrhani rostlin na zakladé pritomnosti GFP fluorescence (znacici pfitomnost CRISPR kazety),
pricemz vysegregovani CRISPR kazety je esencidlni pro tvofenou mutantni linii (aby jiZ nemohla
mutovat po zkiizeni a bylo mozné ziskat i single mutanty). Po protrhani rostlin totiz v potomstvu
nezbyla z4dnd mutantni rostlina. Vysvétlenim by mohlo byt, Ze i pies potvrzeni genotypovanim
a sekvenaci se nejednalo o mutantni linie a po odstranéni CRISPR kazety to pouze vyslo najevo.
Mutace mohla byt pfitomna pouze v Casti rostliny, ze ktera byla vyizolovana DNA (v listu). Pokud
by totiz nedoslo k mutaci na Grovni generativnich bunék, nemusela by se mutace objevovat v dalsi
generaci. Toto vysvétleni by rovnéz vysvétlovalo, pro¢ se v dalSich generacich podafilo ziskat
pouze GFP pozitivni mutanty, jelikoz tim, Ze stale méli pfitomnou CRISPR kazetu, mohli

dodate¢né zmutovat.

Pfi druhém pokusu T2 generace bylo vyseto potomstvo sekvenovanych rostlin (A3Z, B5P
a B6Z), navic byli ptfidani potomci A4P, A6, A16 s B4. V pripadé téchto rostlin nebyl bran zetel
na ptitomnost CRISPR kazety, rostliny byly pouze rozdéleny do dvou skupin ,,svitici“ a ,,nesvitici‘.
V ramci téchto rostlin byli pozorovani svitici (4) i nesvitici (5) heterozygoti a 5 sviticich
homozygotli (zjisténo pomoci PCR, viz obr. 32 v pfiloze), mutace se objevovaly vyhradné
v potomstvu rostlin B6Z a A4. Z takto nizkych poctl mutantli by se op¢€t dalo usuzovat, ze mnozi

rodice ve skutecnosti nebyli mutantni.

V T3 generaci byly vyseti potomci nesvitici heterozygotni rostliny B6-8@ (@ pouzivano
jako symbol pro nesvitici rostliny). Genotypovani ovSem odhalilo, Ze se v potomstvu vyskytovali
pouze heterozygoti (4) a WT (19, viz obr. 34 v pfiloze). PCR se navic pro heterozygotni rostliny
nepodafila zopakovat. Nabizi se nékolik vysvétleni; rostlina B6-8@ byla chimericka,

coz by umoznovalo z ¢asti kvétl ziskat mutantni potomstvo a zjinych pouze WT. Druhym
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navazujicim vysvétlenim by bylo, Ze rostliny, které byly WT a zaroven potomkem B6-8@, sice
nemély svitici fenotyp, ale CRISPR kazetu nevystépily a mohly tak dale mutovat (doSlo by pouze
k umlceni exprese GFP). Mohly by tak vznikat heterozygotni mutanti v potomstvu WT rostlin
se stale pfitomnou CRISPR kazetou. Poslednim vysvétlenim by mohlo byt, Ze pii prvni PCR vznikl
pouze nahodny produkt o shodné délce s pozadovanym specifickym produktem a ve druhé PCR

se tento jev neopakoval a vSechny rostliny tak mohly byt WT.

3 generace byla z toho diivodu vyseta znovu, tentokrat byly jako rodi¢ovské rostliny pouziti
homozygoti B6-6 a B6-8 (ze skupiny sviticich). V potomstvu téchto rostlin byly detekovani
4 heterozygoti (B6-6-7, B6-6-40, B6-8-7 a B6-8-90) a 2 homozygoti (B6-6-4 a B6-6-8) z celkovych
12 rostlin. Homozygotni rostliny byly podrobeny enzymatickému Stépeni, které potvrdilo,
ze se jedna o specifické produkty. PCR na pfitomnost CRISPR kazety s gRNA navic odhalila,
ze ani jeden homozygot kazetu neobsahoval. Tato dvé ovéfeni vedla k potvrzeni, Ze rostliny
B6-6-4 a B6-6-8 jsou skutecné mutantni a vzhledem k absenci CRISPR kazety se da predpokladat,

ze 1 jejich rodi¢ byl skute¢né mutantni.

Pti navrhovani experimentu jsme nepiedpokladali, Ze takové potize se ziskanim mutantt
mohou nastat. Jelikoz byl k zanaSeni CRISPR kazety pouzivan konstrukt pHEE401E_pUBQ:eGFP,
ktery ma Cas9 pod promotorem a enhancerem specifickymi pro vaje¢nou buiiku, mélo dojit
jizv T1 generaci ke stabilnimu zavedeni mutace v generativni linii. Jako mozné vysvétleni
se nabizi, vaje¢ny promotor nebyl tak specificky, jak jsme ptredpokladali a mohlo tak dojit
ke vzniku chimerickych rostlin. Vysvétlenim by naopak neméla byt nezivotaschopnost dvojitého
mutanta spt5I4Ah spt6l4A4h, nebot’ je v ramci laboratofe potvrzena zivotaschopnost mutanta spt5/
spt6l4Ah (transgenni linie), ktera ma na mutovany organismus vetsi vliv, nez ¢asteCna mutace

(Cermak et al., in preparation).

Tvorba nrpelAAh mutantnich rostlin probihala bez vétSich potizi. V prvni generaci bylo
5 z 27 heterozygotnich (A11L, A15Pr, B1, B2P, B2Z). Nejprve byly sekvenovany pouze rostliny
B1, B2P a B2Z, z divodu Spatné kvality vzorkli ovSsem bylo velmi obtizné ziskané sekvence
namapovat na genom a byly proto osekvenovany rostliny A11L a Al5, u kterych genotypovani
potvrdilo mutaci v jedné alele. Pozdéji bylo zjisténo, Ze ke Spatnym vytézkim DNA nizké kvality
v ramci prace s rostlinami s NRPE1 kazetou dochéazelo pravdépodobné z divodu pouziti zkazeného
chloroformu pfi izolaci. Pfesto bylo primarn€ pracovano s rostlinami A.

V druhé generaci bylo vysazeno potomstvo rostlin A11L, A15 a B1. Genotypovanim doslo
ke zjisténi, Ze z celkem 20 rostlin bylo 5 heterozygotnich a 12 homozygotnich. PCR na pfitomnost
CRISPR kazety s gRNA v homozygotnich vzorcich odhalila, Ze ani jeden homozygot kazetu

neobsahoval. Mutantni rostliny v nrpel byly tedy dle ocekavani ptitomny jiz v T1 generaci.
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Ki#izeny byly rostliny B6-6-4 a B6-6-8 (spt5I4A4h spt6l4Ah, T3 generace) s Al11-4a A15-1
(nrpeldAh, T3 generace), ¢imz prace na pripravé mutanti v AGO-hoocich prozatim skoncila.
Ptivodni ¢asovy plan nebylo mozné dodrzet kvtli prodlevam zplsobenym potizemi s linii s SPTSL
kazetou. V ramci ziskavani spt5I4A4h spt6I4Ah mutanta bylo nutné dvakrat opakovat celou generaci
rostlin a z toho diivodu se nepodafilo stihnout piipravit kiizené mutanty v dobg, ve které by se jeste

dali pouzit na bisulfidickou analyzu.

Druhym podcilem bylo zkiizenim ziskanych mutantnich rostlin ziskat mozné kombinace
mutaci v AGO-hooku (viz tab. 28 v kapitole 4.3). Z vySe uvedenych ditvodi se ptiprava spt5/44h
spt6144h mutantnich rostlin vyrazné prodlouzila a do diplomové prace se nepodatilo ziskat vSechny
pozadované mutanty. Tvorbu mutantnich linii se podatilo dostat pouze do faze zkiizeni nrpelAAh
a spt5iAAh spt6ldAh. Jelikoz bylo kiizeno prevazné pienosem pylu z nrpeldAh na spt5liAAh

0/2 v opac¢ném sméru prenosu pylu).

Poslednim cilem pak byla analyza metylace DNA ziskanych mutantd ve vybranych
lokusech prostednictvim bisulfidické analyzy. Tato analyza slouZila jako pilotni pokus pro budouci
hlubsi studium vlivu mutace AGO-hookii na celogenomové urovni. Kvtli problémtm pfi ptiprave
spt5IAAh spt6l44Ah mutantd byly pouzity pouze genotypy existujici v dobé provadeéni analyzy,
tedy WT, nrpel, nrpelAAh a spt6l4Ah.

Pii vybéru vhodnych lokusi jsem vychazela z publikovanych dat Stroud et al., 2013
a Wendte et al, 2017, konkrétné jsem pouzivala data pro WT _CHH, nrpel CHH,
nrpeld1251-1651 CHH a spt51 CHH, dale jsem pouzivala data o pokryti lokusti a SPT6L (Chen
et al., 2019; Cermak, v ptipravé; Stroud et al., 2013). Zvolena varianta ¢asteéné mutace
v nrpeldi1251-1651 a spt5! byla zvolena cilené, kvuli zisku riznych lokust zavislych na riznych
komponentech RADM drahy. Knock-out mutant nrpel byl zatazen, jelikoz na zaklad¢ ztraty
metylace v nrpel byly selektovany vybirané lokusy.

Lokusy byly vybirany tak, aby v riznych lokusech byly pro metylaci DNA rtizn€ vyznamné
jednotlivé proteiny s AGO-hooky. Toho bylo docileno tak, Ze se nejprve vyfiltrovaly lokusy
dilezité pro RADM na zaklad€ ztraty metylace v nrpel (nrpel hypoCHH DMR data). V ramci
téchto lokust jsem porovnavala metylaci ve WT vi¢i mutantim spt5l, nrpel a nrpeld1251-1651.
V tomto souboru lokusti byly nasledné vybirany konkrétni lokusy prostfednictvim zobrazeni
dat pomoci programu IGV, pfi¢emz byly hledany lokusy, ve kterych se metylace v pozorovanych
genotypech projevovala rizné. Byly vybirany lokusy, ve kterych je metylace pfitomna pouze
ve WT, ve WT aspt5l, WT a nrpeld1251-1651, nebo ve WT, sptl5la nrpeld1251-1651. Pii vybéru

bylo rovnéz sledovano pokryti proteinem SPT6L. Timto zplisobem byly vybrany ¢tyfi studované
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lokusy na pilotni pokus s WT, nrpel, nrpelAAh a spt6l4Ah DNA vzorky podrobenymi bisulfidické

konverzi.

Pro vybér lokust byl pouzit ze souboru casteCnych mutanti v NRPE1 publikovanych
ve Wendte et al., 2017 cilené¢ mutant nrpeldi251-1651 jakoZto mutace odstrafiujici nejveétsi Cast
AGO-hooku, ale zarovenl nezasahujici do jinych domén proteinu NRPE1. Po mutaci v oblasti
1251-1651 totiz v mutantovi na konci zistaly dva WG/GW motivy, pficemz tyto dva WG/GW
motivy mohou byt dostacujici pro interakci s AGO proteiny (Elkayam et al., 2017). Oproti tomu
mnou navrzené delece pokryvaji vSechny WG/GW motivy v NRPE1 proteinu umisténim (mutace
v A varianté je v oblasti 1286-1772 a B V oblasti 1297-1783), v oblasti 1251-1286 se zadny
WG/GW motiv nenachazi (¢ast pokryta pouze mutantem nrpeldi251--1651). Zminéné dva
WG/GW motivy by mohly byt vysvétlenim castecné metylace v nrpeldl251--1651 mutantovi
v pozorovanych lokusech a metylace o Urovni nrpel mutanta v mnou vytvorenych nrpelAAh
mutantech. Zajimavé je rovn€Z pozorovani, ze ponechani pouze dvou WG/GW motivl je
dostacujici jen pro ¢asteéné zachovani metylaci, nestaci tedy na plné zachovani funkce. Druhym
moznym vysvétlenim vymizeni metylace v nrpelA4Ah by mohlo byt, Ze mutaci se porusila i jina

funkce NRPE1 proteinu, a proto se chova, jako knock-out nrpel.

V ramci pracovisté byla zavedena nova metoda ptipravy vzorkli na NGS sekvenovani.
Podle Herbold et al., 2015 byly navrZeny primery na dvé postupné PCR, kdy prvni primery cilily
na pozorovanou oblast lokusu a druhé primery slouZzily jako barkody pro oznaceni PCR produkti
z jednotlivych studovanych genotypl. Barkody umoznily piipravu sekvenacni knihovny vsech
kombinaci genotypl a studovanych lokusii z jednoho smésného vzorku, ¢imz se snizila ¢asova
a zejména finan¢ni naro¢nost. Data ziskana z NGS sekvenace smésného vzorku byla podrobena

analyze prostfednictvim Galaxy Europe (https://usegalaxy.cu/).

V ramci analyzy studovanych lokusii byly pozorovany samostatné kontexty metylace
CG, CHG a CHH. Pro kontexty CG a CHG je dllezité zminit, Ze pro né neni predpokladén vyrazny
vliv RADM dréhy, naopak je popisovan vyznamny vliv jinych metyltransferaz (MET1 pro CG
a CMTS3 pro CHG, Du et al., 2012; Lindroth et al., 2001; Pavlopoulou & Kossida, 2007; Zemach
etal, 2013). CMT2, kterda umi navozovat metylaci v CHH kontextu, neovliviiuje metylaci

v mistech cilenych RADM drahou (Sasaki et al., 2019).

Vramci analyzy studovanych lokusii bylo pozorovano nasledujici: V CG kontextu
se projevy metylace vyrazné 1isi v lokusech AT2G06995 a AT5TE35950, oproti tomu v lokusech
ATITE00220 a AT1G24490 =zistava metylace vysoka ve vSech studovanych genotypech
(s vyjimkou nrpel v AT1G24490, kde je pozorovan vyrazny rozptyl dat). Z téchto vysledku
by se dalo usuzovat, ze na CG metylaci na lokusu AT1TE00220 nema RADM draha vliv a na lokusu

AT1G24490 pouze minoritni, a Ze metylace je zde udrzovana prostiednictvim MET1. Oproti tomu
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v lokusech AT2G06995 a ATSTE35950 je vidét vyrazny rozdil mezi studovanymi genotypy. Dalo
by se tak uvazovat, ze RADM draha zde hraje dulezitou roli pro navozeni CG metylace DNA.
Zvlasté pak v AT2G06995 je evidentni, ze mutace v nrpel a nrpelAAh maji rozdiln€ intenzivni
vliv na metylaci DNA, nejslabsi vliv ma spt6/44h mutace. Vzhledem k tomu, ze v AT5STE35950
doslo k pfeéteni pouze jednoho cytosinu v tomto kontextu, je obtizné vysledky interpretovat a nelze
je povazovat za vyznamné. V piipadé¢ AT2G06695 byly ptfecteny pouze 3 cytosiny a rovneéz

tak nemusely zachytit podstatu véci.

V CHG kontextu je pozorovatelny projev zmény metylace DNA v lokusech AT1G24490,
AT2G06995 a ATSTE35950. V lokusu ATITE00220 metylace dosahuje podobnych hodnot
ve vSech studovanych genotypech, i zde je ovSem patrné snizeni metylace v nrpel a nrpeldAh.
V tomto lokusu se tedy pravdépodobné na metylaci podili pfevazné metyltransferaza CMT3, ktera
jsou pro CHG kontext typicka, a vliv RADM drahy na CHG je zde minoritni. MoZznym vysvétlenim
snizeni metylace v nrpel a nrpelAAh je, ze se zde RADM podili na udrzeni metylace DNA, a proto
v mutantech metylace klesa. Dal$im vysvétlenim by mohlo byt, Ze se RADM podili na navozeni
metylace, a proto je bez AGO-hooku NRPEI snizena. V ostatnich lokusech je viditelny vliv mutace
v nrpel a nrpeldAh, kde metylace vyrazné klesa, oproti tomu metylace v spt6/44h dosahuje
podobnych hodnot, jako ve WT. V téchto lokusech zfejmé RdDM draha hraje vyraznou roli
v navozeni a udrzeni metylace DNA, jelikoz se i pres funkci CMT3 drzi v hodnotach blizkych nule.
Op¢ét je dalezité zminit, ze v lokusu ATSTE35950 byly ¢teny pouze 3 cytosiny a data je nutné brat

S 1€zCrvou.

Vzhledem k nizsi dulezitosti RADM pro CG a CHG kontexty je zajimavé pozorovani
pripadt, kdy doslo k vyraznému sniZeni metylace v nrpel a nrpeldAh v CG a CHG kontextech.
Vysvétlenim by ho mohlo byt, ze tyto CG a CHG kontexty byly v oblasti, ktera je aktivné
demetylovana v ur¢itém vyvojové stadiu a pfi absenci RADM neni znovu ustanovena ve vsech

kontextech (Penterman et al., 2007).

V CHH kontextu byl pozorovan signifikantni vliv mutace v nrpel a nrpel4Ah na metylaci
DNA. Vzhledem k tomu, ze byly lokusy vybirany na zéklad¢ ztraty metylace v nrpel, tak ztrata
metylace v ném neni piekvapiva. Naopak prekvapivé je zjisténi, Ze obdobny pokles metylace
se projevil i v nprel4Ah, ato ipfes to, ze mnou navrzeni NRPE1 mutanti pozbyvali cely AGO-hook
(vSechny CG/GW motivy). Oproti tomu nebyl pozorovan vliv spt6/44h mutace na intenzitu CHH
metylace DNA. Moznym vysvétlenim je, Ze je projev mutace kompenzovan jinym proteinem.
Toto tvrzeni podporuji i data prezentovana v diplomové praci Tomase Kaspara, kde byla popsana
diferencialni exprese genl v nrpel, spt6lAAh a nrpel spt6lAAh. Z téchto dat vyplyva, ze spt6l4Ah
ma podobnou genovou expresi jako WT a nrpel spt6l44Ah ma podobnou expresi jako nrpel.

Kasparova data jsou ovSem zaloZena pouze na 4 diferencialné exprimovanych genech, pficemz
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jednim z nich je AT2G06995, u kterého jsem pozorovala snizenou miru metylace v CG kontextu.
Jako alternativni vysvétleni se nabizi, ze ma SPT6L v nékterych vybranych lokusech vliv na RADM
opacny, nez jsme predpokladali, tedy Ze aktivné snizuje Groven metylace DNA v lokusu a ta proto

po jeho mutace mirné roste.

Pouze v lokusu ATSTE35950 jsme predpokléadali, ze vliv spt6/44h mutace nebude mit vliv,
nebot’ v tomto lokusu neni SPT6L pokryti. Zajimavé je také pozorovani stejného vlivu mutace
nrpel a nrpeldAh v lokusu AT2TE00220, jelikoz tento lokus byl vybran kviili rozdilnému vlivu
na metylaci v nrpel CHH a nrpeld1251-1651 CHH. Jak jiz bylo rozebrano vyse, vliv na tento

rozdilny projev ma zejména charakter obou ¢astecnych mutaci.

Vysledky z pilotniho pokusu studia vlivu mutaci v AGO-hoocich na metylaci DNA
potvrdily, Ze nové zavedena metoda funguje, nebot’ se v piipade nrpel mutace podafilo replikovat
vysledky (Stroud et al., 2013). Zaroven se Castecné potvrdil predpoklad, ze AGO-hooky mohou byt
v jednotlivych lokusech zastupitelné, nebot’ vliv mutace spt6/44h se projevil jen mirn€ a pouze
v nékolika piipadech. V ptipadé nrpeldAh se tento piedpoklad potvrdit nepodafilo, nebot’
ve vétsing€ pripadii metylace vyrazné klesla, mnohdy az na troven nrpel. Toto zjisténi naopak
napovida, ze AGO-hook NRPEL1 je esencidlni a nenahraditelny, miniméaln€ v nékterych lokusech,
coz je v rozporu s diive publikovanymi daty (Lahmy et al., 2016; Wendte et al., 2017). Bohuzel
na zékladé ziskanych dat nelze zcela potvrdit ¢i vyvratit hypotézu, ze vSechny AGO-hooky jsou
alesponn CasteCné zastupitelné a potfebné pro metylaci DNA, jelikoz se nepodafilo v dobé

vypracovani diplomové prace ziskat vSechny pozadované kombinace mutantd.
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6. Zaver

Cilem této prace bylo zjistit roli AGO-hookt proteini NRPE1, SPT5L a SPT6L v RdADM
draze, jejich vyznam a moznou zastupitelnost v lokusech. Prace byla ¢lenéna do nekolika podcili,
prvnim byla tvorba mutantti bez AGO-hook domény nrpelAAh a spt5IAAh spt6l4A4h. Tito mutanti
meli byt nasledné kiizeni za zisku vSech mutanti jednoduchych, dvojitych a trojitého
a WT v T1 generaci. Ziskané mutanty bylo pldnovano podrobit bisulfidické konverzi a nésledné
analyze vybranych lokusi v ramci pilotniho pokusu, na kterém se bude zakladat dalSi prace

s AGO-hook mutanty.

Podatilo se ziskat nrpeldAh a spt5IAAh spt6i4Ah mutanty, bohuZzel z ¢asovych divodu
nebylo pokra¢ovano dal nez do bodu jejich kiizeni. V rdmci diplomové prace se tak nepodafilo

dodrzet cil zisku v8ech kombinaci mutanta v AGO-hooku.

Analyza nrpel, nrpelAAh a spt6l4Ah prokazala, ze RADM drdha ma vyznam pro metylaci
nejen v CHH kontextu, ale i v CG a CHG kontextech. V ramci pozorovani CHH kontextu v danych
lokusech doslo ke zjisténi, ze mutace v nrpel i nrpeldAh mé velky vliv na pfitomnost metylace
DNA v pozorovanych lokusech, naopak spr6/44h mutace méla velmi maly vliv. Na zaklade
pilotniho pokusu lze tvrdit, ze se role SPT6L AGO-hooku neprojevila, naopak role NRPE1
AGO-hooku se projevila jako esencidlni. Pro zodpovézeni otdzky, jak jsou jednotlivé AGO-hooky
zastupitelné je ovSem nutné pozorovat zménu metylace i ve dvojitych mutantech a trojitém

mutantovi.
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IGV (verze 2.16.0, Robinson et al., 2011)

Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/)

Rstudio (2023.06.1 Build 524) s R 4.2.2

Programy pouzité v ramci Galaxy Europe:

Andrews, S. (n.d.). FastQC A Quality Control tool for High Throughput Sequence Data.

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/

Definition of SAM/BAM format. (n.d.). https://samtools.github.io/hts-specs/

NCBLI. (n.d.). sra-tools. In GitHub repository. GitHub. https://github.com/ncbi/sra-tools

Li, H. (n.d.). Mathematical Notes on SAMtools Algorithms.

http://www.broadinstitute.org/gatk/media/docs/Samtools.pdf
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Obr. 29: plasmid pCBC-DTIT2 slouzici k sestaveni CRISPR kazety s gRNA. V plasmidu se nachazeji mista
odpovidajici sekvencim v DT1-F0 a DT2-R0 primerech, tato mista ohranicuji U6_29 promotor, U6_26 termindtor

a gRNA scaffold. Plasmid dale obsahuje gen pro kanamycinovou a chloramfenicolovou rezistenci.
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Obr. 30: detail CRISPR kazety s gRNA, PCR produkt ziskany in silico na zdkladé testovanych primeri. Primery

ohranicuji U6_29 promotor, U6-26 termindtor a gRNA scaffold.

86



-pV¥S1-staf

pHEE401E_pUBQ:eGFP Copy |-"5-:.:f'
19,121 bp

|_~Mutated Bsal

Obr. 31: plasmid pHEE401E pUBQ:eGFP. V plasmidu se nachdzeji mista Stepena 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. 32: 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). Pouczity je 1kbp Zebricek. @ symbolizuje nesvitici rostliny.
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Obr. 33: Gel s DNA spt5l rostlin v T2 generaci (druhy pokus), které byly vybrany na zakladé prvni PCR
pro druhou zkrdacenou verzi PCR. Doslo k potvrzeni specifickych produktii pouze u vzorkii B6-6, B6-7 a B6-8,
kontrola je rostlina B6Z z Tl generace, Zebricek je 1 kbp.

Obr. 34: Gel vsech vyizolovanych DNA rostlin spt5l v T3 generaci (prvni pokus) dokazujict, Ze Zadna rostlina
neni homozygotni v mutantni alele (vSechny rostliny jsou potomkem B6-84) . Pouzity je 1kbp Zebricek.
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Obr. 36: vybrané lokusy v kontextu A (metylace pritomna pouze ve WT). I- 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. 37: vybrané lokusy v kontextu B (metylace pritomna ve WT a spt5l), 5 - lokus ATSTE35950, 6 — lokus
AT2TE20755. Poradi radkii: WT, nrpel, spt5l, nrpelAAh, SPT6L pokryti, genom Arabidopsis thaliana,
nrpel DMR hypoCHH
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Obr. 38: vybrané lokusy v kontextu C (metylace pritomna ve WT a nrpeldAh), 7- lokus ATITE00220,
8 —lokus ATITE00150. Poradi radku: WT, nrpel, spt5l, nrpeldAh, SPT6L pokryti, genom Arabidopsis
thaliana, nrpel DMR hypoCHH
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Obr. 39: vybrané lokusy v kontextu D (metylace pritomna ve WT, spt5l a nrpel AAh). 9 — lokus AT1G24490,
10 —lokus AT1G53480, 11 — lokus AT2TE64585. Poradi radkii: WT, nrpel, spt5l, nrpel AAh, SPT6L pokryti,
genom Arabidopsis thaliana, nrpel DMR hypoCHH
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