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Abstrakt 

Transformace rostlin pomocí bakterie Agrobacterium tumefaciens (podle nové 

nomenklatury Rhizobium radiobacter) je široce používaná metoda pro úpravu genomu 

u rostlin. Nicméně, různé odrůdy řepky olejky nemají vždy stejnou schopnost 

regenerace in vitro, která je pro transformaci klíčová. Tato práce se zabývá 

optimalizací regeneračního protokolu pro vybrané odrůdy řepky olejky. Z šesti 

testovaných odrůd úspěšně regenerovaly pouze dvě – Arabella a Obelix. Vytvořený 

protokol lze použít pro regeneraci bez transformace, ale je možné do něj 

implementovat i kroky, které transformaci pomocí A. tumefaciens umožňují.  
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Summary 

Plant transformation using Agrobacterium tumefaciens bacteria (Rhizobium 

radiobacter, according to new nomenclature) is widely used method for plant genome 

editing. However, different oilseed rape varieties do not always have the same in vitro 

regeneration capacity, which is crucial for transformation. This work aims to optimize 

regeneration protocol for selected varieties of oilseed rape. Of the six varieties tested, 

only two regenerated successfully – Arabella and Obelix. The created protocol can be 

used for regeneration without transformation, but it is also possible to implement 

specific steps in it that enable transformation using A. tumefaciens.  
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1 Úvod 

Řepka olejka je v ČR nejdůležitější olejnina (Baranyk, 2010). Kromě oleje pro 

potravinářské a technické využití je pěstována také pro výrobu biopaliv, nebo jako 

krmivo či v některých zemích jako zelenina (Snowdon, 2007). Konvenční šlechtění 

řepky olejky je zdlouhavý proces, náročný na energii a čas. Vyšlechtění nové odrůdy 

trvá u řepky obvykle 8 až 10 generací (Poulsen, 1996), u ostatních rostlin pak 

v rozmezí 5 až 15 cyklů pohlavního rozmnožování (Graman, 1998). Nicméně, 

s využitím genových manipulací je teoreticky možné snížit počet nebo délku 

šlechtitelských cyklů (Graman, 1998), nebo do genotypu záměrně vložit gen bez 

nežádoucího ovlivnění genotypu (Bhalla, 2008). Zpravidla se však metody genových 

manipulací u rostlin neobejdou bez techniky tkáňových kultur. Řepka olejka na 

metodu tkáňových kultur reaguje poměrně neochotně a výtěžnost transformovaných 

regenerantů je velmi nízká (Hu, 2019).  

Hlavním cílem této práce je optimalizace protokolu pro regeneraci rostlin řepky 

olejky tak, aby do protokolu mohla být implementována technika transformace pomocí 

Agrobacterium tumefaciens. Regenerace bude provedena cestou nepřímé 

organogeneze, a také bude posouzena vhodnost jednotlivých odrůd k samotné 

regeneraci.   
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2 Literární rešerše 

2.1 Řepka olejka  

Řepka olejka je alopolyploidní rostlina patřící do čeledi Brassicaceae (brukvovité). 

Nejspíše vznikla před 7500 lety (Chalhoub, 2014) mezidruhovým křížením mezi 

rostlinami Brassica rapa (2n = 2x = 20, AA) a Brassica oleracea (2n = 2x = 18, CC) 

(Nagaharu, 1935). Výsledkem této spontánní hybridizace byl druh Brassica napus 

(2n = 4x = 38, AACC). Nejsou známé žádné divoké formy B. napus – její původ je 

dodnes nejasný (Lu, 2019). 

B. napus je, kromě oleje, pěstována pro své hlíznaté (tuřín) a listnaté (krmná řepka 

a kadeřávek) formy. Ty se v závislosti na kultuře používají jako potraviny nebo jako 

krmivo pro zvířata (Allender, 2010). 

Postupným šlechtěním byl markantně snížen podíl kyseliny erukové a alifatických 

glukosinolátů. Tyto látky jsou v řepkovém semeni nežádoucí, jelikož způsobují 

závažné zažívací potíže. Dále bylo šlechtěním docíleno zvýšení podílu žádoucích 

mastných kyselin, zvýšení výnosu a zlepšení rezistence rostlin vůči biotickým i 

abiotickým vlivům (Snowdon, 2007). Snížení obsahu glukosinolátů udělalo z řepky i 

poměrně široce využívané, na proteiny bohaté, hospodářské krmivo. Před snížením 

glukosinolátů byla biomasa využitelná maximálně pro hnojení (Hu, 2017). 

Moderní metody šlechtění 

Mezi nejdůležitější moderní metody šlechtění patří molekulární šlechtění. Zkoumá 

funkce jednotlivých genů – B.napus jich má anotovaných přes 100 000 (Hu, 2017). 

Funkční genomika pomáhá odhalit geny ovlivňující obsah olejů v semenech, regulaci 

fertility, odolnost vůči chorobám, škůdcům a abiotickému stresu, stejně jako efektivitu 

využití živin a odolnost proti pukání šešulí (Hu, 2017). 

Šlechtění pomocí molekulárních markerů se dříve provádělo s využitím technik 

RFLP, SSR, AFLP, SRAP a TRAP. Dnes jsou tyto techniky pomalu nahrazovány 

metodami NGS (Next Generation Sequencing) s využitím jednonukleotidových 

polymorfismů (SNP markery) a GEM (gene expression-based) markerů (Hu, 2017). 

Pro zrychlení produkce moderních odrůd jsou však i dnes metody tkáňových kultur, 

nejen u řepky olejky, naprosto nepostradatelné.  
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2.2 Tkáňové kultury 

Tkáňové kultury (kultury rostlinných explantátů in vitro) se zabývají růstem a 

množením buněk, tkání a orgánů rostlin na pevném nebo tekutém mediu v řízených 

aseptických podmínkách (Gaikwad, 2017). Medium dodává explantátům, nebo in vitro 

kulturám, všechny potřebné živiny, energii a vodu, aby mohly růst. Kontrolované 

podmínky růstu umožňují dodávat právě tolik světla a takovou teplotu, aby kultury 

rostly v optimálních podmínkách. Růst kultur a regenerace rostlin může být dále řízen 

pomocí růstových regulátorů (fytohormonů) – ty mohou být přírodní, ale často se 

používají i jejich syntetické verze (Phillips, 2019).  

Aplikace tkáňových kultur v různých biologických studiích se neustále rozšiřuje. 

Jsou používány pro účely vědecké a komerční (Yancheva, 2017). Komerční část se 

častěji věnuje tzv. mikropropagaci – využití velmi rychlého namnožení rostlin z řízků, 

axilárních pupenů, ale i ze somatických embryí (Gamborg, 1995; Hussein, 2006). 

Tkáňové kultury využívají izolované části rostlin (musí být sterilní), které následně 

rostou na uměle vytvořeném mediu, ve sterilních podmínkách. Jedná se obecně o velmi 

starou metodu, která je založena na speciální vlastnosti rostlinných buněk – totipotenci 

(Schleiden, 1838; Schwann, 1839). Schleiden a Schwann formulovali buněčnou teorii 

a společně s ní i teorii totipotence. Tato schopnost rostlinám umožňuje z jedné buňky 

regenerovat celou, dospělou, rozmnožování schopnou rostlinu.  

Buněčná teorie vysvětluje pochody, které se uvnitř buňky odehrávají a stala se tak 

základním kamenem biologie (Tavassoli, 1980).  

Za otce tkáňových kultur se považuje Gottlieb Haberlandt, který se v roce 1902 

pokoušel kultivovat dvouděložné rostliny (Haberlandt, 2003). Buňky se kvůli nízkému 

množství růstových regulátorů v médiu vůbec nedělily, pokus se nezdařil. Haberlandt 

si také postupně začal uvědomovat potřebu sterilního prostředí. Až Hanning v roce 

1904 dokázal úspěšně vypěstovat několik izolovaných rostlinných embryí (Hanning, 

1904). 

Po roce 1920 se metoda in vitro kultur začala významně zlepšovat. Byly objeveny 

auxiny a demonstrována schopnost rostlin regenerovat v celou rostlinu 

z nediferenciované tkáně (Gautheret, 1939; White, 1934).  
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Časem byla objevena spousta i dnes klíčových znalostí. Mezi takové patří objev 

bezvirové kořenové čepičky (White, 1934) a vrcholových meristémů u rostlin, 

nalezení kinetinu, který je dnes jeden z nejdůležitějších cytokininů (Miller, 1955). 

Dále byl pochopen vliv poměru auxinu a kinetinu na vývoj rostlinného kalusu a 

regeneraci rostlin (Skoog, 1957) a obecně je tato studie platná dodnes. V roce 1959 

byl panem Bergmanem poprvé indukován růst rostlinných embryí z kalusu (Bergman, 

1959). Ozdravováním rostlin technikou tkáňových kultur je dosaženo bezvirové 

rostliny, čehož jinak v přírodě není možné dosáhnout (Limasset, 1952; Morel, 1952; 

Quak, 1961). V roce 1962 bylo vytvořeno MS medium, pojmenované po jeho 

vynálezcích – pánové Murashige a Skoog  (Murashige a Skoog, 1962), je dodnes 

nejpoužívanější medium (Phillips, 2019). Rok 1974 přinesl objev rychlého namnožení 

rostlin, tzv. mikropropagace (Murashige, 1974). 

2.2.1 Media používaná pro rostlinné tkáňové kultury 

Nejpoužívanější medium je MS medium a jeho různé modifikace. Bylo použito 

v 82 % publikovaných pracích mezi lety 2011–2015 (Herman, 2015). Je běžně 

používané pro jednoděložné i dvouděložné rostliny. Vhodné je pro svůj vysoký obsah 

dusíku – ve formě nitrátových i amonných solí. Pro některé explantáty je toto medium 

nevhodné, kvůli vyššímu obsahu amonných iontů. Potom je možno použít medium B5, 

BDS, popřípadě BABI, které mají různě upravený podíl amonných, a vápenatých 

iontů. Pokud se nejedná o velmi specifické použití in vitro kultur, postačí media MS 

nebo BABI. Pro dřevnaté rostliny se používají média MMS, WPM nebo DKW 

(Phillips, 2019). 

2.2.2 Kultivační podmínky 

Většina laboratoří je vybavena růstovými místnostmi, které dovolují úpravu 

teploty, světelného režimu (fotoperioda, vlnová délka světla) a často i vlhkosti 

(Gamborg, 1995). Teplota bývá konstantní s odchylkou ± 1°C. Světelná intenzita mezi 

50 až 100 μmol m−2 s−1 a fotoperiodou 16 hodin (8 h tma). Kultury je nutné pravidelně 

přenášet na čerstvé kultivační medium (pasážovat). Frekvence pasážování závisí na 

konkrétním druhu a kultivačních podmínkách, obvykle to bývá každé 3–4 týdny 

(Gamborg, 1995; Phillips, 2019). 
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2.2.3 Růstové hormony 

Růstové hormony stimulují růst různých rostlinných tkání v závislosti na jejich 

poměru v použitém mediu. Existují přírodní a syntetické růstové hormony, běžně se 

používají obě varianty. Dělí se do několika skupin podle jejich účinku: auxiny, 

cytokininy, gibereliny, ethylen a v neposlední řadě kyselina abscisová. Nejčastěji se 

používají hormony ze skupiny auxinů a cytokininů. Při používání je potřeba mít na 

paměti, že syntetické analogy přírodních fytohormonů mají mnohem silnější efekt. 

Proto je potřeba použité množství vztahovat k účinnosti. Například: syntetický hormon 

2,4-dichlorofenoxyoctová kyselina (2,4D) je až 1000 x silnější než přírodní auxiny 

(například indol-3-octová kyselina – IAA) (Phillips, 2019). 

Auxiny 

Nejčastěji používané auxiny jsou α-naftyloctová kyselina (NAA), indol-3-máselná 

kyselina (IBA), 2-4D a IAA. Jakýkoliv ze zmíněných auxinů může být použit pro 

stimulaci růstu kalusu, nebo proliferaci buněk (Phillips, 2019). 

Cytokininy 

Nejpoužívanější cytokininy jsou: N6-benzyladenin (BA) a kinetin (KIN). Zeatin 

(ZEA) je přírodní cytokinin a oproti svým syntetickým funkčním analogům je značně 

méně chemicky stabilní (Phillips, 2019). Podle Hermana (2015) je v 89 % studií 

dostačující, pokud je v mediu upraven pouze poměr obsahu cytokininu a auxinu. 

Ostatní hormony není nutné do media přidávat. 

AgNO3 

Dusičnan stříbrný (AgNO3) je používán, jelikož dobře inhibuje produkci ethylenu 

(Ali, 2007) a tím nepřímo zlepšuje regeneraci rostlin (Uliaie, 2008). Ethylen inhibuje 

dělení buněk, syntézu DNA a růst kořenových a prýtových meristémů. Také je 

zodpovědný za inhibici růstu axilárních pupenů. Nicméně, stříbrné ionty se v rostlinné 

tkáni akumulují a jejich nadbytek způsobuje výrazné omezení růstu prýtů (Roh, 2012).  
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Vzájemné působení auxinu a cytokininu 

Na Obrázek 1 jsou znázorněny účinky auxinu a cytokininu na rostlinnou tkáň 

v různých koncentracích tak, jak ji interpretovali v roce 1957 Skoog a Miller. Tento 

systém je běžně uznáván i dnes  (Skoog a Miller, 1957; Phillips, 2019). Vyšší relativní 

koncentrace auxinů vede k diferenciaci kořenů, zatímco vyšší relativní koncentrace 

cytokininů indukuje růst prýtů. Pokud jsou si relativní koncentrace obou fytohormonů 

rovny, formuje se kalus.  

 

Obrázek 1: Formace různých typů tkání v závislosti na poměrů relativních koncentrací cytokininů a auxinů 

(Phillips, 2019). 

Nedlouho po objevu vlivu koncentrace fytohormonů na explantát (Skoog a Miller, 

1957) bylo zjištěno, že vysoké koncentrace syntetického hormonu 2,4-D formují 

namísto kořenů celé embryo. Toto „umělé“ embryo podléhá stejným vývojovým 

stádiím jako vývoj zygotického embrya (Reinert, 1958). Vyvíjí se ale ze somatických 

buněk, proto se tomuto procesu říká somatická embryogeneze – znázorněna na 

Obrázek 2. 

 

Obrázek 2: Somatická embryogeneze u mrkve (Phillips, 2019).  
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2.3 Využití tkáňových kultur při výzkumu a šlechtění 

řepky olejky 

Řepka olejka je intenzivně studovaná plodina, u které našlo uplatnění spousta 

technik rostlinných tkáňových kultur. Každá technika se používá pro jiný účel, od 

zkoumání vlivu různých faktorů na rostlinu, po genetické úpravy, či haploidizaci 

genomu. 

2.3.1 Kalusové kultury  

Stěžejní metoda tkáňových kultur jsou kalusové kultury. Jedná se o indukci růstu 

kalusu, což je nediferenciované a neorganizované rostlinné pletivo, respektive masa 

buněk. Je možné jej indukovat z téměř jakékoliv rostlinné tkáně. Nejúčinněji se kalus 

začne tvořit v kolmém řezu na stonku nebo kořenu (Bhatia, 2015). Růst kalusu je 

iniciován na speciálním, obvykle gelovém mediu (Bhatia, 2015). U rostliny 

Arabidopsis thaliana bylo zjištěno, že různé typy kalusů mají různé profily genové 

exprese (Iwase, 2011). 

Kalusových kultur je u řepky olejky běžně využíváno (Chandler, 1987; Akasaka-

Kennedy, 2005; Jonoubi, 2005; Benincasa, 2013; Iwase, 2018; Nasir, 2019). 

2.3.2 Nepřímá organogeneze  

Tvorba rostlinných orgánů, kde jeden z mezikroků je tvorba kalusu, se nazývá 

nepřímá organogeneze. Tato metoda nezaručuje genetickou stabilitu, ale je vhodná pro 

selekci somaklonálních variant požadovaných charakteristik a také pro masové 

množení rostlin. Regenerace rostlin prostřednictvím kalusu se využívá i pro tvorbu 

transgenních rostlin. Možnosti transformace jsou dvě – genetická transformace kalusu 

a následná regenerace rostliny, nebo transformace původní rostlinné tkáně a její 

následné použití pro indukci kalusu a regeneraci v celou rostlinu (Bhatia, 2015). 

Organogeneze je tvorba rostlinných orgánů – prýtů a kořenů. Je závislá na poměru 

auxinů a cytokininů v mediu a na schopnosti rostlinné tkáně na fytohormony reagovat. 

Organogeneze má 3 hlavní fáze. V první fázi se původní buňky stávají kompetentními, 

ve druhé fázi diferencují. Třetí fáze zahrnuje morfogenezi – ta už probíhá nezávisle na 

stimulaci fytohormony z media (Bhatia, 2015). 

Schopnost regenerace řepky olejky nepřímou organogenezí je silně závislá na 

genotypu, respektive odrůdě (Burbulis, 2009). Burbulis v roce 2009 zkoumal několik 
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různých genotypů řepky olejky. Některé dosahují úspěšnosti regenerace až 34 % a jiné 

genotypy neregenerují vůbec, bez ohledu na použité medium.  

Nepřímá organogeneze se běžně používá (Moghaieb, 2006; Ali, 2007; Munir, 2008; 

Burbulis, 2008; Burbulis, 2009; Knecht, 2011; Knecht, 2011; Attaya, 2017), navíc i 

jako metoda pro genetické modifikace řepky olejky (De Block, 1989; Kohno-Murase, 

1994; Karim Zarhloul, 2006; Moghaieb, 2006; Karim Zarhloul, 2006; Braatz, 2017), 

některé i s pomocí pokročilých transformačních metod (CRISPR, ZFN, TALEN) a 

bakterie Agrobacterium tumefaciens (Yancheva, 2017). 

2.3.3 Somatická embryogeneze 

Pro indukci růstu embrya je zapotřebí navození signálu pouze jedním hormonem, 

ve většině případů se jedná o hormon 2,4-D (auxin). Cytokinin není zpravidla vůbec 

zapotřebí pro navození somatické embryogeneze, avšak některé druhy jednoděložných 

rostlin potřebují mírné dávky cytokininů. Problém nastává v tom, že vysoké dávky 

auxinů inhibují následný vývoj embrya v dospělou rostlinu. Proto je potřeba vzniklé 

embryo pasážovat do media, které neobsahuje žádné fytohormony. Pro indukci 

somatického embrya je zpravidla zapotřebí jednoho signálu (auxin), kdežto somatická 

organogeneze potřebuje signály dva. Jeden pro růst prýtů, druhý pro zakořenění prýtu 

(Phillips, 1995; Phillips, 2019). 

U řepky olejky není somatická embryogeneze příliš často se vyskytující technika, 

ale prováděna je (Shu, 1991; Raemakers, 1995; Turgut, 1998; Majd, 2006; Zeynali, 

2010; Ardebili, 2011). Častěji se vyskytuje sekundární somatická embryogeneze – 

primární embrya se vyvíjí z epidermálních buněk hypokotylu a z buněk těchto embryí 

regenerují další somatická embrya (Graman, 1998).  

Somatická embryogeneze je u řepky olejky navozena kultivací kotyledonálních 

nebo hypokotylových řízků na ½ MS mediu s různým poměrem fytohormonů. Bylo 

zjištěno, že existuje několik proměnných, které ovlivňují účinnost embryogeneze. 

Nejvýznamnějším faktore, je genotyp rostliny – existují velké rozdíly v indukci 

embryogeneze napříč odrůdami. Dalším faktorem je použitý výchozí materiál – 

z hypokotylu rostly embrya s lepší účinností (Zeynali, 2010; Majd, 2006). 
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2.3.4 Prašníkové kultury 

Technika prašníkových kultur využívá prašníky asepticky odebrané z rostlinného 

květu v přesně daném vývojovém stadiu. Získaná rostlina má genom pouze po otci 

(vzniká z pylových zrn) (Corral-Martínez, 2020). Rostliny se vyvíjejí z mikrospor, 

kterým je hormonálně pozměněn vývoj z gametofytické vývojové dráhy na 

embryogenezi (Seguí-Simarro, 2010). Toho je dosáhnuto odebráním prašníků ve velmi 

specifické vývojové fázi (Seguí-Simarro, 2008a) a následným stressovým ošetřením 

(Shariatpanahi, 2006). Regenerované rostliny mohou zůstat haploidní, nebo se z nich 

stávají dihaploidi – spontánně, či s pomocí metod pro duplikaci genomu (např. 

kolchicin) (Seguí-Simarro, 2008b). Modelovými rostlinami pro techniku 

prašníkových kultur jsou Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum, 

ale i Brassica napus (Corral-Martínez, 2020). U řepky se prašníkové kultury provádí 

běžně už poměrně dlouho dobu (Lichter, 1981; Lichter, 1982; El-Hennawy, 2016; 

Sood, 2019; Corral-Martínez, 2020).  

Mikrosporové kultury 

Z prašníků mohou být izolované mikrospory pro techniku mikrosporových kultur, 

pomocí které se tvoří dihaploidní rostliny. Tvorba dihaploidů procesem konvenčního 

šlechtěni trvá zhruba 8–9 let, tvorbou dihaploidů in vitro je možné je získat během 10–

18 měsíců, v závislosti na konkrétní rostlině. Tvorba dihaploidních linií pomocí 

mikrosporových kultur je popsána v metodice produkce dihaploidních linií pro 

šlechtění řepky ozimé (Vyvadilová, 2008). 

Pylová embryogeneze 

Embryogeneze byla také úspěšně navozena krátkodobým (až 45 minut, c ≤ 45 mg/l) 

vystavením pylových zrn řepky olejky vysokým koncentracím fytohormonu 2,4-D 

(Ardebili, 2011). 
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2.3.5 Protoplastové kultury 

Rostlinné protoplasty jsou získávány kontrolovaným enzymatickým štěpením, 

které odstraní buněčnou stěnu rostlinné buňky, bez poškození buněčné membrány 

(Sahab, 2019). Z jediného protoplastu je teoreticky možné pomocí tkáňových kultur 

vypěstovat dospělou, rozmnožování schopnou rostlinu (Sahab, 2019), avšak úroveň 

regenerace rostlin z protoplastů je velmi nízká (Graman, 1998). Protoplasty je možné 

získat z různých rostlinných tkání – listů, stonků, kořenů, prašníků, pylu, okvětních 

lístků apod. Protoplastové kultury jsou vhodné pro základní výzkum, ale i pro 

genetické úpravy rostlin. U řepky olejky je výzkum protoplastových kultur velmi 

pokročilý, díky její velmi dobré odpovědi na metody tkáňových kultur (Sahab, 2019). 

Protoplastové kultury jsou používány pro genetickou úpravu, například technikou 

CRISPR (Murovec, 2018; Sahab, 2019) nebo například splynutí protoplastů – tzv. 

protoplastová fúze (Kao, 1991; Kang, 2017). 

Protoplastová fúze umožňuje vnitrodruhové a mezidruhové křížení (překonání 

rostlinné inkompatibility) přenos extranukleárních genetických elementů – například 

mitochondriální DNA, chloroplasty, cytoplazma. U řepky olejky je pomocí 

protoplastových kultur vyvinut speciální systém samčí sterility (El-Esawi, 2016).  

Embryo rescue 

Metoda embryo rescue se u řepky používá k rozšíření genetické variability při 

šlechtění. V České republice byla vyvinuta certifikovaná metodika pro tvorbu 

resyntetizované řepky olejky (Klíma, 2018). K tomu se využívá vzdálená hybridizace 

genotypů brukve řepáku (řepice vodnice – mateřská komponenta) a brukve olejné 

(kadeřávka, zelí, kapusta – otcovská komponenta) (Klíma, 2018). 

 

  



 
15 

2.4 CRISPR-Cas systémy 

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) a přidružené 

proteiny, které se souhrnně označují jako CRISPR-Cas systém jsou původně součástí 

adaptivní imunity mnoha bakterií a většiny archeobakterií (kolem 50,  

respektive 90 %) proti exogenním elementům (Sternberg, 2016). Narozdíl od systémů 

restrikčně-modifikačního je systém CRISPR-Cas velmi specifický, adaptivní a 

děditelný. Tuto imunitu bakterie získávají začleňováním krátkých fragmentů cizí DNA 

do lokusu CRISPR. Transkripty tohoto lokusu se poté spojují s Cas proteiny 

(kódované na stejném lokusu) a degradují transkriptu podobné nukleové kyseliny 

(Lohrasbi, 2019). 

2.4.1 Funkce in natura 

CRISPR-Cas systém je lokus, který je tvořen sérií opakujících se motivů (repetic) 

délka motivu obvykle 23–55 bázových párů), které jsou od sebe oddělovány 

unikátními mezerníky (spacery; 21–72 bp). Tomu předchází oblast bohatá na A a T 

báze (tzv. leader neboli zaváděcí sekvence), obsahující promotor (Obrázek 3). 

Zpravidla jsou v blízkosti ještě geny pro Cas proteiny (Van der Oost, 2014). 

 

Obrázek 3: Struktura a funkce systému CRISPR-Cas (Lohrasbi, 2019). 
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Sekvence a délka jednotlivých repetic je v celém CRISPR lokusu vysoce 

konzervována, ale velmi se liší mezi jednotlivými CRISPR systémy – ať už ve stejném 

organismu, nebo napříč jinými prokaryoty (Lohrasbi, 2019). Ve stejném genomu může 

být přítomno více CRISPR-Cas systémů. Nejvíce bylo zaznamenáno u bakterie 

Methanocaldococcus jannaschii - 18 různých CRISPR lokusů (Grissa, 2007; Lohrasbi, 

2019). 

Gen CAS kóduje Cas nukleázu, jejíž substrát je dvouvláknová DNA (dsDNA). 

Pokud je u Cas přítomna tzv. guiding RNA (gRNA), dokáže Cas nukleáza rozpoznat 

specifické místo na dsDNA, které je homologní k sekvenci gRNA. Po rozpoznání je 

dsDNA sevřena Cas nukleázou a je vytvořen dvouvláknový zlom (Liu, 2015; 

Broeders, 2020). Sekvence gRNA je homologní k některému z mezerníků do genomu 

integrovaných, ne však k repeticím (Liu, 2015). 

Mechanismus účinku CRISPR-Cas systémů se obecně se dělí do 3 hlavních kroků: 

adaptace, exprese a interference. 

Adaptace 

Cas protein se sám přichytí k cizorodé DNA – za tzv. PAM sekvencí (protospacer 

adjacent motif) a po přichycení vystřihne část cizí nukleové kyseliny (Makarova, 

2020).  

PAM je 2 až 6 bp dlouhá sekvence DNA, následuje ihned za místem přichycení 

nukleázy Cas (Shah, 2013). PAM je místo, které se vyskytuje na cizí DNA (respektive 

RNA; Obrázek 3). Nevyskytuje se na genomu bakteriálním. Cas nukleáza se na místo 

nepřichytí, pokud není následováno sekvencí PAM (Sternberg, 2014), tímto 

mechanismem je zabráněno tomu, aby bakterie štěpila vlastní DNA (Mali, 2013).  

Následně je vyštěpená část inkorporována do lokusu CRISPR v genomu bakterie 

jako mezerník. Tím je zajištěna imunitní odpověď při opětovném setkání prokaryotní 

buňky s patogenem, respektive cizí DNA. Některé CRISPR-Cas systémy dokážou 

mezerník do CRISPR lokusu vložit pomocí reverzní transkriptázy (ta je také kódována 

CRISPR lokusem). Děje se tak u některých bakterií, pokud je vetřelec RNA vir 

(Makarova, 2020). 
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Exprese 

Obvykle je celý CRISPR lokus exprimován jako jediný transkript, tzv.  

pre-CRISPR RNA (pre-crRNA). Ten je dále zpracován na menší CRISPR RNA 

(crRNA). Každá crRNA obsahuje právě jednu mezerníkovou sekvenci a její 

doprovodnou repetici (Obrázek 4). V závislosti na typu CRISPR-Cas systému může 

být pre-CRISPR RNA upravována pomocí různých Cas proteinů, nebo nativními 

RNázami buňky (Makarova, 2020)  

Interference 

V poslední fázi je využita upravená crRNA pro navedení Cas nukleázy k cizorodé 

DNA, popřípadě RNA (vir, plazmid). Cizí molekula nukleové kyseliny je po navedení 

Cas nukleázy rozštěpena a inaktivována (Makarova, 2020). 

 

Obrázek 4: Funkce CRISPR-Cas systému v živé buňce a při editaci genomu (Lino, 2018). 
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2.4.2 Klasifikace CRISPR-Cas systémů 

V současnosti se jsou CRISPR-Cas systémy děleny do dvou hlavních tříd a v nich 

jsou děleny na 6 různých typů a na dalších 33 podtypů (Makarova, 2020). Hlavní 

odlišností mezí první a druhou třídou spočívá v různém složení a počtu proteinů, které 

jsou do procesu adaptace, exprese a interference zapojeny (Obrázek 5).  

Třídy 

Systémy první třídy obsahují ve svém lokusu více menších genů, které jsou 

postupně translatovány v proteinové podjednotky. Tyto podjednotky poté tvoří crRNA 

připojovací komplex. Ten se uplatňuje v připojení a degradaci cizí DNA. Druhá třída 

CRISPR-Cas systému obsahuje jeden gen (cas9, cas12, nebo cas13). Tento 

multidoménový crRNA připojovací protein je poté funkčním analogem proteinových 

podjednotek 1. třídy (Makarova, 2020). 

 

Obrázek 5: Třídy CRISPR-Cas systémů (Makarova, 2020). 

Typy 

Systémy CRISPR-Cas se dále dělí na celkem 6 typů, podle složení jejich funkčních 

modulů. Na obrázku 6 jsou zobrazeny typické vazby mezi genetickou, strukturální a 

funkční organizací každého ze šesti typů. Hvězdička zobrazuje malou podjednotku 

(SS), která je nejspíše sloučena s velkou podjednotkou (LS) v systému typu 1. Křížek 

(#) zobrazuje zatím málo prozkoumané části mechanismu, které jsou nejspíše součástí 

signálních drah. Podjednotky ohraničené přerušovanou čarou mohou být u některých 

podtypů vynechány zcela, popřípadě jsou postradatelné (Makarova, 2020). 

 

Obrázek 6:  Organizace jednotlivých typů CRISPR-Cas systémů (Makarova, 2020). 
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2.4.3 Aplikace CRISPR-Cas systémů in vitro 

Od svého objevení byly tyto techniky použity v mnoha různých odvětvích biologie 

– genotypizace, editace genomu, regulace exprese, úpravy RNA a podobně. V dnešní 

době se už používají pro léčbu genetických poruch u zvířat, pomáhají ve šlechtění 

zvířat a rostlin, usnadňují hledání nových antibiotik a v blízké budoucnosti by mohly 

být použity pro léčbu lidí (Lohrasbi, 2019; Broeders, 2020). 

V porovnání s ostatními technikami genového inženýrství (ZFNs, TALENs) je 

původní metoda CRISPR-Cas9 (pocházející z bakterie Streptococcus pyogenes) méně 

přesná a fyzická velikost celé molekuly, kterou je potřeba dopravit na místo štěpení, 

je relativně větší (Fernández, 2017; Guha, 2017). Další modifikace tohoto přístupu ale 

celkovou spolehlivost a přesnost zlepšují a přinášejí nové možnosti úpravy organismů 

(Ran, 2013a; Zhang, 2016). S pomocí dalších, specifických funkčních efektorových 

domén je možné ovlivňovat i účinnost transkripce, epigenetické modifikace či 

genovou expresi. Navíc je možné použít tento systém i pro značení DNA (Lohrasbi, 

2019).  

Naváděcí RNA (gRNA) 

Cas9 je jednoproteinová endonukleáza schopná interagovat s RNA. Tyto RNA se 

nazývají naváděcí RNA (gRNA) a navádí endonukleázu na místo, kde má proběhnout 

štěpení v genomu. Pro endonukleázu Cas9 je gRNA složena ze dvou částí. Skládá se 

z CRISPR RNA (crRNA) a trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA). Část gRNA, 

nazývaná crRNA, obsahuje úsek mezerníku (spacer), který je zodpovědný za specifitu. 

Sekvence crRNA je ta, která dopraví nukleázu na místo, které chceme štěpit. Druhá 

část gRNA – tracrRNA je částečně komplementární s crRNA a je zodpovědná za 

navázání Cas9 nukleázy na ribonukleový komplex. Mnoho aplikací systému CRISPR-

Cas9 pro genové úpravy si vystačí pouze s jedním vláknem RNA, tzv. sgRNA 

(Obrázek 4, dole). Jde o spojení crRNA a tracrRNA v jeden cca 100 bázových párů 

dlouhý celek (Robb, 2019; Broeders, 2020). 

Editace genomu 

Pro editaci genomu je nutné navrhnout správnou sekvenci naváděcí RNA 

(guideRNA, gRNA). Jejím úkolem je dovést Cas neukleázu na místo štěpení. Návrh 

gRNA (respektive sgRNA, Obrázek 4) lze provést pomocí online nástrojů, které 

dokážou odhadnout účinnost modifikace, hrozbu nespecifického štěpení a existenci 

PAM, který je pro navázání nukleázy klíčový (Ran, 2013a). 
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Vytvořená gRNA musí být dopravena do buňky. Podle typu transformované tkáně 

je možné vybírat z několika způsobů. Vložení jako PCR amplikon obsahující expresní 

kazety nebo pomocí sgRNA-expresního plazmidu (Ran, 2013b). 

Další možností, která se využívá především u rostlinných tkání, je transformace 

pomocí bakterie Agrobacterium tumefaciens. Pro to je nutné navrhnout CRISPR-Cas9 

vektory. Ty jsou vloženy do bakterie A. tumefaciens pomocí elektroporace (2,5 kV / 9 

minut). Po elektroporaci následuje kultivace v LB médiu. Když OD600 dosáhne 

hodnoty 1,6-2, je odebráno 500 µl pro infekci hypokotylů (Zhang, 2019). 

Dalším krokem je klonální izolace buněčných linií. Tu je možné provádět pomocí 

metody FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting), nebo pomocí sériového ředění. 

Po izolaci se nechá každá buňka dělit individuálně, aby vzniklo více na sobě 

nezávislých buněčných linií. Každá linie má právě jednoho transformovaného předka 

(Ran, 2013b). 

Konečně je na řadě tzv. funkční test. NHEJ (Non-Homologous End Joining) 

obvykle způsobuje inzerce a delece. Pro zjištění, jestli byl na místo inkorporován 

správný plazmid, nebo PCR amplikon (správnost transformace), je možné využít 

sekvenování, popřípadě SURVEYOR nukleázy, které po denaturaci opětovné 

renaturaci DNA štěpí v místech, kde DNA není komplementární (Ran, 2013b).  

Ne všechny alely musejí být nutně transformovány. Může dojít k tvorbě 

heterozygotní mutace (jen jeden homologní chromozom), bialelické mutace (oba 

homologní chromozomy, ale každý nese jinou mutaci) nebo homozygotní mutaci (oba 

homologní chromozomy nesou stejnou mutaci) (Elorriaga, 2018).  

Při využití HDR (Homology-Directed Repair) přístupu může být produkt 

detekován pomocí sekvenování, nebo například RFLP (Ran, 2013b). 

Regulace genové exprese 

Existují modifikace proteinu Cas9, které umožňují regulovat genovou expresi. 

Použitím Cas9 bez schopnosti štěpit DNA (dCas9) je možné navazovat dCas9 na 

DNA, ale neštěpit ji (Dominguez, 2016). Spojením dCas9 s umělou sgRNA je 

vytvořen komplex dCas9:sgRNA, který blokuje funkci RNA polymerázy a tím 

zabraňuje elongaci transkripce. Tento komplex také dokáže blokovat iniciaci 

transkripce tím, že narušuje navazování transkripčních faktorů (Bikard, 2013; Larson, 

2013). 
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Zemědělství a průmysl 

Mnoho průmyslových odvětví, které ve výrobě používají živé organismy, mohou 

s úspěchem systém CRISPR-Cas9 také využívat. Například v mlékárenském a 

vinařském průmyslu může pomáhat v boji proti bakteriofágům, kteří dokážou 

zdecimovat celé mlékárenské i vinařské kultury  (Sturino, 2006; Lohrasbi, 2019).  

První komerční využití našla metoda CRISPR-Cas9 právě v mlékárenství – posílení 

imunity bakteriálních kultur používaných pro výrobu sýrů a jogurtů (Barrangou, 

2012). Vývoj v průmyslu bude nejspíše směřovat k modifikaci bakterií, kvasinek a 

plísní schopných produkovat biopaliva a biomateriály (Ryan, 2014). 

V zemědělství je systém CRISPR-Cas9 využíván u komerčních a modelových 

rostlin pro zvýšení výnosů, zlepšení odolnosti vůči suchu, zlepšení růstu rostlin 

v místech se sníženým obsahem živin v půdě a v neposlední řadě také pro zlepšení 

nutriční hodnoty potravin (Ricroch, 2016). 

Léčba nemocí 

Využití systému CRISPR-Cas9 pro úpravu savčího genomu je intenzivně 

diskutované téma. Díky této technice je teoreticky možné léčit i lidské genetické vady 

a nemoci (Doudna, 2014). Několik na sobě nezávislých studií úspěšně odstranily 

mutaci v genu pro protein dystrophin u myší. Mutace v tomto genu způsobuje 

Duchenneovu muskulární dystrofii (Tabebordbar, 2016; Nelson, 2016; Phimister, 

2016; Nelson, 2019).  

CRISPR-Cas9 byl úspěšně použit pro léčbu šedého zákalu u myší (Wu, 2015), 

navození Parkinsonovy choroby u prasat pro jejich využití jako modelový organismus 

s touto chorobou (Yang, 2016). Nebo například tvorba alelických p53 mutantů u opic 

– modelové organismy pro výzkum rakoviny (Chen, 2016) 

Největší překážkou pro použití u lidí je stále ještě malá přesnost a poměrně vysoký 

podíl off-target zásahů do genomu. Navíc musí mít metoda minimální toxicitu pro 

organismus a je důležité zvážit i imunitní odpověď upravovaného organismu 

(Broeders, 2020). 
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Antibakteriální a antivirotické použití CRISPR-Cas9 

Někdy mezi lety 2017 a 2018 začal v Číně experiment s geneticky upravenými 

dětmi. Pomocí CRISPR-Cas9 bylo upraveno 13 lidských embryí. Modifikace 

spočívala v deleci 32 bázových párů genu CCR5 (po transformaci označován jako 

CCR5Δ32), což mělo mít za následek doživotní odolnost proti onemocnění AIDS. 

Upravená embrya byla přenesena celkem do pěti náhradních matek, z nichž 2 

otěhotněly a jen jedna porodila – neidentická dvojčata. Problém nastal v tom, že obě 

děti mají chimérické buňky. Některé buňky v jejich těle transformované jsou, jiné 

nikoliv. Další problém je fakt, že se stále přesně neví, co tato delece může způsobit 

(Greely, 2019). 

Antivirotické terapie fungují už se starší metodou genového inženýrství – Zinc 

Fingers (ZFN) – pomáhala v boji proti HIV. ZFN jsou v současnosti nahrazovány 

systémem CRISPR-Cas9. Ten dokáže buňku ochránit před infekcí virem a zabránit 

replikaci viru v již napadené buňce (Price, 2015). Studie se zabývají viry HIV, 

žloutenkou typu B, C a herpesvirem (Dong, 2015; Price, 2015; Van Diemen, 2016; 

Kaminski, 2016). 

2.4.4 Legislativa  

Inovace metod genového inženýrství u rostlin, ale i dalších organismů s sebou nese 

otázky, zdali existuje adekvátní judikatura, která by této neustále se rozvíjející oblasti 

vědy dávala hranice. 

Momentálně není legislativa ošetřující geneticky upravené plodiny celosvětově 

sjednocená. Většina zemí, které již moderní techniky produkce GMO plodin 

diskutovaly, dodržují definici LMO (Living Modified Organism), která je uvedena 

v Cartagenském protokolu o biologické bezpečnosti (Jorasch, 2020). Tento protokol 

byl doposud ratifikován 172 státy světa, včetně Evropské unie. Česká republika 

protokol ratifikovala 11. září 2003 (CBD, 2020). 

Co se týče výzkumu a šlechtění geneticky modifikovaných plodin, jsou země 

Evropské unie poměrně konzervativní, Částečně to může být kvůli legislativě řešící 

otázku šlechtění GMO plodin. V Asijských zemích bylo vydáno 53 % veškerých 

publikací řešících problematiku šlechtění GMO, v severní Americe 34 % a v Evropě 

pouhých 13 % (Jorasch, 2020). 
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Většina zemí, včetně zemí EU, má regulační zákony orientované na proces výroby 

a pěstování GMO. Naopak v zemích jako například USA a Kanada jsou regulační 

zákony nastaveny až podle konečných produktů GMO (Eckerstorfer, 2019).  

Legislativa GMO 

Geneticky modifikované organismy představují pro mnoho zemí politicky velmi 

náročný úkol. Technologie genového inženýrství se nikdy předtím nerozvíjely takovou 

rychlostí jako dnes. V různých zemích se zákazníci, politici a nevládní organizace 

snaží zamezit rozšiřování GMO, jelikož je vidí jako hrozbu pro biodiverzitu a lidské 

zdraví. Také tvrdí, že mohou způsobit zánik malého zemědělství na venkově a že 

představují riziko vzniku monopolů mezi firmami, které se zabývají výrobou osevního 

materiálu. Někteří je odmítají z důvodů etických. V jiných zemích na ně farmáři, 

politici i vědci pohlížejí jako na možnost zachování ekonomické a enviromentální 

udržitelnosti, která by dokázala zajistit potraviny pro celý svět (Wesseler, 2019). 

Evropská unie 

Právní rámec GMO Evropské unie se zaměřuje na (European Comission, 2020): 

- Ochranu lidského a zvířecího zdraví a ochranu prostředí zavedením nejvyšších 

možných opatření, před kterými musí nový GMO projít, než je možné jej 

nabídnout na trh. 

- Zavedení harmonizovaných postupů pro posouzení rizik a pro povolení GMO, 

které jsou maximálně účinné, časově omezené a transparentní.  

- Zavedení značení veškerých GMO, které jsou na trhu. Široká veřejnost a 

profesionálové díky tomu mohou učinit informované rozhodnutí při nákupu. 

- Zavedení zpětné dohledatelnosti GMO na trhu již umístěných.  

Právní rámce potom upravují následující zákony, což jsou zároveň stavební kameny 

Evropské legislativy (EUR – Lex, 2020). 

- Směrnice Evropského parlamentu a Rady 2001/18/ES ze dne 12. března 2001 

o záměrném uvolňování geneticky modifikovaných organismů do životního 

prostředí (EUR – Lex, 2020) 

- Nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 1829/2003 ze dne  

22. září 2003 o geneticky modifikovaných potravinách a krmivech (EUR – 

Lex, 2020) 
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- Směrnice Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/412 ze dne 11. března 

2015, kterou se mění směrnice 2001/18/ES, pokud jde o možnost členských 

států omezit či zakázat pěstování geneticky modifikovaných organismů 

(GMO) na svém území (EUR – Lex, 2020) 

- Nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 1830/2003 ze dne 22. září 

2003 o sledovatelnosti a označování geneticky modifikovaných organismů a 

sledovatelnosti potravin a krmiv vyrobených z geneticky modifikovaných 

organismů (EUR – Lex, 2020) 

- Směrnice Evropského parlamentu a Rady 2009/41/ES ze dne 6. května 2009 o 

uzavřeném nakládání s geneticky modifikovanými mikroorganismy (EUR – 

Lex, 2020) 

Dne 25. července 2018 rozhodoval Soudní dvůr Evropské unie, zdali by se měly na 

rostliny modifikované moderními metodami vztahovat stejně přísné regulace 

(Směrnice 18/2001/EC), nebo jestli na ně platí výjimka (Callaway, 2018).  

Rozsudek zní: Organismy získané technikami, které modifikují genetický kód 

jakýmkoliv jiným přístupem, než přírodním patří mezi GMO. Výjimku získaly 

techniky mutageneze, které byly už dříve mnohokrát použity a je tedy u nich časem 

prověřená bezpečnost (Broll, 2019).  

Regulace GMO v EU rozlišuje mezi schválením pro dovoz a schválením pro 

pěstování. Historicky je schvalování GMO pro dovoz velmi pomalé a způsobuje na 

trhu problémy. Předpokládá se, že v budoucnu vznikne asynchronie, jejíž příčinou 

bude zavádění nově vzniklých GMO ve světě a neschopnost EU se tomuto trendu 

přizpůsobit a schvalovat tyto nové GMO (Wesseler, 2019). 

V EU jsou dvě úrovně, na kterých mohou být GMO schváleny. 

- Jako potraviny nebo krmivo které je z GMO vyrobeno či GMO obsahuje 

(směrnice 1823 / 2003) – týká se však pouze dovozu, ne pěstování. 

- Pro úmyslné vysetí do životního prostředí, což zahrnuje růst rostliny v zemích 

Evropské unie. Popřípadě import rostlinného materiálu, který je schopný 

samostatného růstu a množení (směrnice 2001/18). 

Potraviny a krmiva z GMO odvozené, nebo obsahující více než 0,9 % hmotnosti 

schváleného GMO musí být značené a dohledatelné. Díky tomuto systému mají 
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zákazníci na trhu v EU možnost učinit informované rozhodnutí při výběru zboží. 

Produkty ze zvířat krmených GMO krmivem značené být nemusí (Wesseler, 2019). 

V EU je momentálně povolena jen 1 GM odrůda – Bt kukuřice (MON810) vyvinutá 

společností Monsanto v 90. letech.   

Schvalovací proces GMO v EU 

1. Podání žádosti výrobcem, dodání potřebných informací. 

2. Příslušné vnitrostátní orgány (zpravidla státy EU) zhodnotí enviromentální 

rizika a předají žádost EFSA. 

o Zveřejní žádost široké veřejnosti a informují o ni ostatní členské státy 

EU. 

o EFSA (Evropský úřad pro bezpečnost potravin) může od výrobce 

požadovat doložení dodatečných informací o výrobku. 

3. Evropský úřad pro bezpečnost potravin hodnotí rizika pro lidské a zvířecí 

zdraví. Pokud je záměr výrobce rostlinu na území EU i pěstovat, hodnotí EFSA 

i rizika pro životní prostředí. Následně vypracuje odborný posudek (má na to 

6 měsíců od podání žádosti členským státem). 

o Veškeré informace EFSA zveřejňuje široké veřejnosti a poskytuje 

ostatním členským státům EU. 

o Joint research centre (JCR) je výzkumné centrum Evropské unie, které 

poskytuje objektivní názor na řešenou problematiku z laboratorní 

oblasti.  

4. Evropská komise vydává návrh rozhodnutí do 3 měsíců od vydání odborného 

posudku EFSA. 

5. Státní výbor pro potravinový řetězec a zdraví zvířat (SCoFCAH) posoudí 

návrh rozhodnutí Evropské komise hlasováním kvalifikovanou většinou. 

V případě, že návrh získá dostatečný počet hlasů, je schválen.    

Pokud hlasováním neprojde, postupuje se na krok 6. 

6. Evropská komise pozmění návrh a předloží ho k hlasování SCoFCAH (2 

měsíce), popřípadě může originální návrh předložit Odvolacímu výboru (AM) 

(1 měsíc). 
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o AM může podpořit návrh Evropské komise – GMO je schváleno, 

o Nebo nevyjádří žádný názor. Potom rozhodne Evropská komise, zda 

bude GMO schváleno, 

o Poslední možnost je, že je GMO zamítnuto Odvolací komisí, a tedy 

nemůže být na území EU použito (Wesseler, 2019) 

Často se však stává, že členské státy EU zakážou pěstování GMO, které jsou 

k pěstování Evropskou unií povolené. Tak mohou učinit na základě ochranné doložky 

směrnice 2001/18 (článek 23). Ta dovoluje členským státům zakázat povolené GMO, 

pokud představují riziko pro zdraví člověka, nebo pro životní prostředí (výsledky 

dodatečných studií apod.). Navíc, stále větší počet členských států zakazuje pěstování 

Bt kukuřice, i přesto, že to je nejspíše v rozporu se směrnicí 2002/18 a nařízením 

1829/2003 (Wesseler, 2019) 

Navzdory tomu, že Bt kukuřice nemá mezi členskými státy velké sympatie, byla 

v roce 2016 pěstována čtyřmi státy. Českou republikou (75 ha), Portugalskem (7069 

ha), Slovenskem (112 ha) a Španělskem (129 081 ha). Dohromady 136 337 hektarů 

osevní plochy (0,06 % celkové osevní plochy). To však bylo pro ČR prozatím 

naposledy, co se na jejím území GM kukuřice pěstovala (Obrázek 7). Pěstování GMO 

má velký potenciál, kterému v rozvinutí brání momentálně velmi přísná legislativa 

(Wesseler, 2019). 

 

Obrázek 7: Plochy kukuřice MON 810 (Bt kukuřice) v letech 2005–2019 (MZP, 2020). 

 



 
27 

3 Cíle a hypotézy diplomové práce 

Cíle 

1) Vytvořit a optimalizovat reprodukovatelný protokol pro regeneraci některých 

odrůd řepky olejky.  

2) Umožnit inkorporaci metody CRISPR do optimalizovaného protokolu. 

3) Vyhodnotit účinnost regenerace u jednotlivých odrůd řepky olejky. 

 

Hypotéza 

1) Některá z doporučených odrůd bude mít dobrou reakci na vytvořený 

regenerační protokol 
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4 Materiál a metody 

4.1 4.1. Použité odrůdy/genotypy 

Pro pokus bylo vytipováno celkem šest odrůd rostliny řepky olejky, jmenovitě: 

Arabella, Cadeli, Ladoga, Lohana, Mirage a Obelix. Tyto odrůdy byly vybrány po 

konzultaci s pracovníky z Výzkumného ústavu rostlinné výroby v Praze Ruzyni 

(VÚRV) a doktorem Klímou. V minulosti tyto genotypy prokázaly velmi dobrou 

embryogenní schopnost, dobře reagovaly na podmínky in vitro kultivace a jsou také 

používané v našich šlechtitelských programech. V minulosti se u těchto odrůd 

využívala jenom metoda embryogeneze in vitro, proto je regenerace nepřímou 

organogenezí u těchto odrůd metodická novinka. 

4.2 Sterilizace 

Nádobí 

Media a nádobí bylo klávováno 15 minut při teplotě 121 °C. Nádobí, které není 

možné sterilizovat autoklávem bylo sterilizováno pomocí NaClO a teplem 

v horkovzdušné troubě (Singh, 2018). 

Sterilizace hormonů 

Ačkoliv je možné některé použité rostlinné hormony (2,4-D, IAA) sterilizovat 

v autoklávu (Sigma Aldrich, 2020), byly všechny použité hormony, MES, AgNO3 a 

antibiotika sterilizovány pomocí dvojitého 0,2 µm filtru.  
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4.3 Ošetření a výsev semen 

Povrchová sterilizace semen 

Před výsevem byla semena sterilizována pomocí dvou různých chemikálií, pro 

určení šetrnější, ale zároveň účinnější metody. Byly použity roztoky ethanolu 

(c = 75 % objemových) (Bates, 2017) a chlornanu sodného  

(Savo – c = 20 % objemových) (Bhalla, 2008; Bates, 2017), respektive roztoku 

chloridu rtuťnatého (HgCl2; c = 1,5 % hmotnostních) (Zheng, 2019). 

Máčení probíhalo následovně, v laminárním boxu: 

- roztok ethanolu - 1 minuta 

- Roztok NaClO – 20 minut, respektive HgCl2 – 13 minut 

- Sterilní H2O – 3 x 5 minut 

Sterilizace probíhala ve sterilní kádince, semena s roztokem (vodou) byly každých 

30 vteřin promíchána sterilním míchátkem.   

Sterilizovaná semena byla vyseta na sterilní medium M0, do kterého nebyly přidány 

žádné rostlinné hormony. Na medium bylo vyséváno po ± 20 semenech. Pro získání 

etiolovaných rostlin probíhal růst při teplotě 24 °C ve tmě. Kultivace probíhala po 

dobu 5–6 dní, nebo do délky většiny hypokotylů ± 7 cm (Obrázek 88) (Knecht, 2011). 

Složení média M0 

- ½ MS 

- 8,5 g / 1 l  Agar 

 

Obrázek 8: Hypokotyly ve správné délce (± 7 cm), připravené na řezání (foto: J. Harenčák). 
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4.4 Příprava a kultivace hypokotylových segmentů 

Když délka etiolizovaných hypokotylů dosáhla zhruba 7 cm, byly jednotlivé 

hypokotyly nařezány na krátké segmenty (8–10 mm). Řez nelze provádět šikmo. Pro 

co nejvyšší účinnost regenerace musí být řez proveden jedním tahem a musí být kolmý 

k hypokotylu. Doporučuji častější výměnných skalpelových nástavců, aby zůstala 

čepel co nejostřejší.  

Transfekce hypokotylů 

Transfekce probíhá pomocí bakterie Agrobacterium tumefaciens, která do 

rostlinných buněk přenese požadovaný vektor. Hypokotyly jsou na 30 minut vloženy 

do 50 ml tekutého DM media, které obsahuje bakterie s vektorem. Infekce probíhá při 

pokojové teplotě. S intervalem 5 minut je medium s bakteriemi a hypokotyly 

promícháno.  

Složení DM media 

- MS 

- 30 g / l  Sacharóza 

- 100 µM  Acetosyringone 

- pH = 5,8 

Po infekci (i pokud se infekce neprovádí) jsou hypokotyly osušeny na sterilním 

filtračním papíře a následně pasážovány na kokultivační medium M1. Toto medium 

obsahuje fytohormony kinetin a 2,4-D, které indukují růst kalusu. Přidaný 

acetosyringone zvyšuje virulenci A. tumefaciens (Nakano, 2017). Na M1 zůstanou 

hypokotyly 2 dny, při 24 °C a ve tmě.  

Složení M1 

- MS     - 100 µM  Acetosyringone (pokud  

- 30 g / l  Sacharóza    byla provedena infekce 

- 18 g / l  Manitol  - pH = 5,8 

- 1 mg / l 2,4-D 

- 0,3 mg / l  Kinetin 

- 8,5 g / l  Agar  
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4.5 Kultivace kalusu 

Následně byly hypokotyly pasážovány na M2 selekční medium. V případě 

prováděné transformace je medium obohacené o ATB kanamycin a carbenicillin pro 

eradikaci A. tumefaciens a další růst kalusu. Navíc je do media přidán i AgNO3, který 

výrazně zlepšuje účinnost regenerace u řepky (De Block, 1989; Uliaie, 2008).  

Složení M2 

- MS 

- 30 g / l  Sacharóza 

- 18 g / l  Manitol 

- 1 mg / l 2,4-D 

- 0,3 mg / l  Kinetin 

- 20 mg / l  AgNO3 

- 8,5 g / l  Agar  

- 25 mg / l  Kanamycin, hygromycin, nebo glyfosfát  

- 250 mg / l  Carbenicillin 

- pH = 5,8 

Na M2 mediu (Obrázek 9) byly hypokotyly kultivovány 3 týdny, dokud nebyl dobře 

viditelný kalus na řezu. Kultivace probíhala ve tmě při 24 °C. 

 

Obrázek 9: Medium M2 s nařezanými hypokotyly (foto: J. Harenčák). 
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4.6 Regenerace rostlin 

Explantáty, které po 3 týdnech iniciovaly růst kalusu, byly pasážovány do 

regeneračního media M3 (zeatin + IAA). Pasážování do nového M3 media probíhalo 

každé 2 týdny do regenerace rostlin (Obrázek 10). Kultivace probíhala ve fytotronu 

při 24 °C, 70 % vlhkosti, fotoperiodou 16 h světlo / 8 h tma (Knecht, 2011).  

Složení M3 

- MS 

- 10 g / l  Glukóza 

- 0,25 g / l  Xylóza 

- 0,6 g / l  MES 

- 2 mg / l  Zeatin 

- 0,1 mg / l  IAA 

- 8,5 g / l  Agar 

- 25 mg / l  Kanamycin, nebo glyfosfát 

- 250 mg / l  Carbenicillin 

- pH = 5,8 

 

Obrázek 10: Prýty na mediu M3 (foto:  J. Harenčák). 
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4.7 Zakořeňování rostlin 

Po regeneraci rostlinek na mediu M3 je nutné iniciovat růst kořenů. Toho se 

dosáhne pomocí media M4 bez fytohormonů.  

Rostlinkám byl odstraněn zbytek kalusu a byly vpíchnuty do media M4 (Obrázek 

1111). Zakořeňování trvá zhruba 3 týdny, poté byly rostlinky přeneseny do sadbovačů 

se substrátem. Kultivace probíhala ve fytotronu při 24 °C, 70 % vlhkosti, fotoperiodou 

16 h světlo / 8 h tma.  

 

Složení M4 

- MS 

- 10 g / l  Sacharóza 

- 8,5 g / l  Agar 

- pH = 5,8 

 

Obrázek 11: Zakořeňovací medium s explantátem (foto: J. Harenčák). 
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4.8 Převod regenerantů do půdy 

Jako substrát byl použit substrát „PROFÍK – Propařovaný substrát pro výsev a 

množení“ od firmy Forestina (Obrázek 1212). Rostliny s dobře vyvinutým kořenovým 

systémem byly (v nesterilních podmínkách) vyjmuty z kultivačního media. Následně 

byl jejich kořenový systém opláchnut sterilní vodou, aby se odstranily veškeré zbytky 

media na kořenech. Po opláchnutí byly rostliny vloženy do důlku v mírně udusaném 

substrátu a zakryty přebytečným substrátem. Kultivace probíhala zprvu v plastovém 

boxu, který zaručoval 100 % relativní vlhkost. Po 3 dnech bylo víko plastového boxu 

pozvolna otevíráno – zhruba 0,5 cm / den po dobu prvních 3 dnů, později 3 cm / den 

do úplného otevření. Růst probíhal opět ve fytotronu při 24 °C, s postupným 

snižováním vlhkosti a fotoperioda byla nastavena na 16 / 8.   

 

Obrázek 12: Substrát použitý pro přenos explantátů ze sterilního prostředí do sadbovačů (foto: Jan Harenčák). 
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5 Výsledky 

Pokus byl proveden ve dvou nezávislých opakováních. Konec druhého opakování 

bohužel provázela technická závada na fytotronu, který jejím následkem nedokázal 

udržovat podmínky potřebné ke správnému růstu explantátů.  

Rostliny byly regenerovány z více než 1500 hypokotylových řízků (± 250 řízků / 1 

odrůda). Během pokusu docházelo k odstraňování kalusů, které výrazně ztmavly, 

iniciovaly růst kořenů na regeneračním mediu a těch, které po dlouhou dobu (více než 

4 pasážování na regenerační medium) neiniciovaly růst prýtů. Také zpravidla nebylo 

možné zachránit kontaminované explantáty.  

Ošetření semen a klíčení v in vitro podmínkách 

Semena rostlin byla před vysetím na medium M0 sterilizována. Byla ozkoušena 

sterilizace pomocí NaClO a HgCl2. Obě metody způsobovaly u některých odrůd 

snížení klíčivosti. Odrůdy Arabella a Obelix neměly téměř žádnou negativní reakci na 

metodu sterilizace – při použití NaClO i HgCl2.  

Prvotní fází celého pokusu bylo napěstování etiolovaných hypokotylů. Bylo 

zkoušeno pěstování v uzavíratelných sklenicích (Obrázek 13) a falkonkách, které 

výškou přesně odpovídaly požadované délce hypokotylů (Obrázek 14). Lehčí a 

účinnější práce byla s hypokotyly napěstovanými ve falkonkách. Po napěstování bylo 

jednoduše možné pomocí sterilní pinzety extrahovat veškeré hypokotyly z falkonky 

naráz, v jednom celistvém svazku. Ze svazku hypokotylů bylo možné jednoduše 

odříznout část s přichyceným mediem a část s děložními lístky. Zbylé hypokotyly se 

přidrží sterilní pinzetou a ostrým skalpelem se nakrájí na krátké segmenty. Krájení 

bylo prováděno na sterilní Petriho misce, ta byla pro každý soubor hypokotylů z jedné 

falkonky použita nová. 

 

Obrázek 13 a 14: Pěstování ve sklenici (vlevo) a ve falkonce (vpravo) (foto: J. Harenčák) 
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Kultivace hypokotylů a kalusů 

Media byla vždy čerstvá, připravovaná těsně před jejich použitím. Zamezilo se tak 

nechtěné degradaci některých komponent, ke které by mohlo postupem času dojít.  

Veškeré hormony byly sterilizovány pomocí filtrování skrz 0,2 µm filtr. Filtrování 

probíhalo v co největším objemu naráz. Sterilní hormony byly uskladněny ve 

falkonkách, v podmínkách doporučených výrobcem. Před každým použitím sterilního 

hormonu vyjmutého z lednice je nutné ošetřit falkonku sterilizačním roztokem (75 % 

ethanol, popř. Sterilium). Zanedbání sterilizace falkonky vede k nežádoucí 

kontaminaci media.  

Do media M2 byl přidán dusičnan stříbrný AgNO3. Jeho přítomnost výrazně zvýšila 

podíl zelených kalusů (Obrázek 15 a 16). 

 

Obrázek 1513: M2 medium bez přídavku AgNO3 (foto: Jan Harenčák) 

 

Obrázek 16: M2 medium s přídavkemAgNO3 (foto: Jan Harenčák) 

 

Pro pasážování bylo nutné vybrat správný nástroj. Ozkoušeno bylo několik 

velikostí pinzet. Pro co nejpřesnější manipulaci s kalusy (nesmí docházet k ruptuře 

hypokotylu) se jako nejlepší osvědčila hladká pinzeta s délkou cca 120 mm a tlustou 

špičkou. Pro manipulaci s prýty byly použity pinzety o délce odpovídající hloubce 

kultivační nádoby. 
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Hodnocení regenerační schopnosti použitých odrůd a získání 

regenerovaných rostlin 

Odrůda Arabella se vyznačuje relativně silným hypokotylem (Obrázek 16), dobrou 

odolností vůči použitým sterilizačním chemikáliím a v porovnání s ostatními 

odrůdami dobrou regenerační schopností (Obrázky 16-22). Spolu s odrůdou Obelix 

byla jediná, u které se podařilo regenerovat z kalusů rostliny a převést je do půdy 

(Obrázek 22). Z celkem 250 hypokotylových řízků této odrůdy bylo získáno 49 prýtů 

a po jejich zakořenění bylo 5 rostlin úspěšně převedeno do ex vitro podmínek.  

 

 

 

Obrázky 16 až 22: Regenerace in vitro odrůdy Arabella. Obrázky jsou seřazeny chronologicky tak, jak za sebou 
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harenčák).  

 

Mezi semeny odrůdy Ladoga se vždy vyskytovalo minimálně jedno, které 

kontaminovalo celou klíčící sadu na mediu M0 (Obrázek 23). Proto nebylo možné 

s touto odrůdou dále pracovat a dopěstovat do fáze cca 7 cm dlouhých hypokotylů. Při 

nižším výsevku by byla práce neefektivní a bylo by zapotřebí spousta laboratorního 

materiálu.   

 

Obrázky 23 a 24: Regenerace in vitro odrůdy Ladoga. Obrázky jsou seřazeny chronologicky tak, jak za sebou 
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harenčák).  



 
38 

 

Odrůda Cadelli byla částečně kontaminována na půdě M0, což je nejspíše následek 

výskytu endofytních mikroorganismů v semenech. Hypokotyly neochotně tvořily 

kalus a nezřídka na mediu vysychaly (Obrázek 27 a 28). Také velmi zřídka tvořily 

prýty (Obrázek 29). Regeneranti často postrádali zelené barvivo. Obecně se dá říct, že 

tato odrůda má velmi špatnou reakci na regeneraci in vitro.  

 

 

Obrázky 25 až 29: Regenerace in vitro odrůdy Cadeli. Obrázky jsou seřazeny chronologicky tak, jak za sebou 
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harenčák).  

 

Odrůdu Lohana se nepodařilo dopěstovat do fáze 7 cm hypokotylů, jelikož měla 

velmi silnou negativní reakci na metodu sterilizace. Klíčila velmi zpomaleně, až 

vůbec. Po 5 dnech kdy už docházelo k řezání hypokotylů ostatních odrůd, nezapočala 

u Lohany ani fáze líčení. Kontrola bez ošetření sterilizační chemií ukázala, že rostliny 

byly jinak schopné klíčit velmi dobře (klíčivost až 95 % po 5 dnech). Regenerace byla 

proto neúspěšná. 

 

Obrázek 30: Regenerace in vitro odrůdy Lohana (foto: Jan Harenčák).  
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Odrůda Mirage byla sterilizací mírně ovlivněna – její hypokotyly byly slabší, 

rychlost růstu byla relativně nižší a klíčivost částečně snížena. Celkově neměla 

žádnou, až velmi nízkou reakci na regeneraci in vitro. V regeneračním mediu často 

tvořila kořínky přímo z kalusu a prýty postrádaly zelené barvivo, proto se z 250 

hypokotylových řízků této odrůdy nepodařilo zregenerovat ani jednu rostlinu.  

 

Obrázky 31 až 34: Regenerace in vitro odrůdy Mirage. Obrázky jsou seřazeny chronologicky tak, jak za sebou 
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harenčák).  

Odrůda Obelix byla regenerována úspěšně. Klíčivost nebyla sterilizací výrazně 

snížena, hypokotyly dosahovaly optimální délky a tloušťky. Po sterilizaci se na M0 

neprojevovaly žádné endofytické mikroorganismy. Prýty tvořila zelené, bez častého 

výskytu růstu kořínků z kalusu. Z celkem 250 hypokotylových řízků této odrůdy bylo 

získáno 18 prýtů a z nich úspěšně regenerovány 3 rostliny.  

 

Obrázky 35 až 42: Regenerace in vitro odrůdy Obelix. Obrázky jsou seřazeny chronologicky tak, jak za sebou 
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harenčák).  
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5.1 Protokol pro regeneraci řepky olejky in vitro 

1. Příprava semen  

Semena máčet v ethanolu (75 %) 1 minutu, poté v roztoku NaClO (20 %) 20 minut. 

Nakonec máčet v čisté sterilní vodě 3x na 5 minut. Semena v (kterémkoliv) roztoku 

promíchávat každých 30 vteřin. Po sterilizaci vysít na M0 (½ MS; 8,5g agar / 1 l). 

Kultivovat ve tmě při 24 °C 5–6 dní.  

2. Infekce hypokotylů (možno přeskočit)  

Etiolované hypokotyly nařezat kolmým řezem na segmenty (8–10 mm). Smíchat 

s 50 ml A. tumefaciens v tekutém DM mediu (MS; 30 g / l sacharóza; 100 μM 

acetosyringone; pH = 5,8; OD = ~ 2). Kultivovat 30 minut, míchat každých 5 minut. 

3. Přenos hypokotylů 

Lehce usušit hypokotyly na filtračním papíře. Usušené pasážovat na medium  

M1 (MS; 30 g / l sacharóza; 18 g / l manitol; 1 mg / l 2,4-D; 0,3 mg /kinetin;  

8,5 g / l agar; 100 μM acetosyringone; pH = 5,8). Acetosyringone přidat jen pokud byl 

proveden 2. krok. Kultivovat 2 dny t = 24 °C, ve tmě. 

4. Přenos na selekční medium 

Pasážovat hypokotyly z M1 na M2 MS; 30 g / l sacharóza; 18 g / l manitol;  

1 mg / 2,4-D; 0,3 mg /kinetin; 20 mg / l AgNO3; 8,5 g / l agar; 25 mg / l kanamycin, 

nebo hygromycin, nebo glyfosfát; 250 mg / l carbenicillin; pH = 5,8). Kultivovat 3 

týdny, t = 24 °C ve tmě, dokud nebude na řezu dobře patrný kalus.  

5. Přenos na regenerační medium 

Hypokotyly, kde je dobře vidět kalus, pasážovat na medium M3 (MS;  

10 g / l glukóza; 0,25 g / l xylóza; 0,6 g / l MES; 2 mg / l zeatin; 0,1 mg / l IAA;  

8,5 g / l agar; 25 mg / l kanamycin, nebo hygromycin, nebo glyfosfát; pH = 5,8). Na 

čerstvé medium pasážovat každé 2 týdny, do zregenerování rostlinek. Kultivovat při 

24 °C, 70 % vlhkosti, fotoperioda = 16 h světlo, 8 h tma. 

6. Přenos na zakořeňovací medium 

Odstranit z rostlinek zbytek kalusu a zapíchnout do media M4 (MS; 10 g / l 

sacharóza; 8,5 g / l agar; pH = 5,8). Kultivovat 3 týdny, t = 24 °C, vlhkost = 70 %, 

fotoperioda = 16 h světlo, 8 h tma. Po zakořenění přenést do sadbovačů se substrátem. 

Zpočátku udržovat 100 % vlhkost, poté postupně snižovat, fotoperioda = 16 h světlo, 

8 h tma. 
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6 Diskuse 

Pokusem byla zjištěna poměrně vysoká závislost schopnosti regenerace rostlin 

z hypokotylů kultivovaných in vitro na použité odrůdě. Ze šesti vybraných odrůd se 

podařilo získat regeneranty a úspěšně je převést do půdy pouze u dvou odrůd: Arabella 

a Obelix. U ostatních odrůd se během kultivace vyskytly problémy, které se nepodařilo 

odstranit. Jako největší problém vnímám silnou kontaminaci semen a výskyt 

endofytních mikroorganismů (plísní) uvnitř semen odrůdy Ladoga, ale i u odrůdy 

Cadeli.  

6.1 Sterilizace semen 

Byly použity dvě techniky sterilizace semen – pomocí NaClO (Savo) a HgCl2 

(chlorid rtuťnatý). Savo dosahuje nízké sterilizační účinnosti u vysoce 

kontaminovaných semen pšenice a bavlny (Barampuram, 2014). Toto se projevilo i 

v případě experimentů prováděných v této diplomové práci, a proto byl použit chlorid 

rtuťnatý – se stejným výsledkem jako u Sava. Povrchová sterilizace nebyla dostatečná 

a semena byla i po provedené sterilaci infikována řadou hub a bakterií. To se projevilo 

zvýšenou kontaminací klíčních rostlin pěstovaných in vitro. Možnost pro odstranění 

tohoto problému může být použití jiné sterilizační techniky, například pomocí 

miconazole (Tynan, 1993), PPM (Paul, 2001), nebo H2O2 (Oprică, 2011). Jedno 

z možných řešení pro získání neinfikovaného osiva je dopěstování rostlin 

v izolátorech, ve skleníku. Popřípadě použití osiva dihaploidních linií, opět z izolátoru, 

tak aby byl minimalizovaný výskyt hub a bakterií v osivu.  

Účinnost sterilizačních činidel v použitých koncentracích je téměř shodná. Otázkou 

však zůstává, jak bezpečné jsou tyto chemikálie pro laboranta. Savo pro tyto účely 

hodnotím jako lepší možnost. Jedná se o běžně dostupnou chemikálii. Její výhodou 

oproti chloridu rtuťnatém je zejména velmi nízká nebezpečnost. Naopak, chlorid 

rtuťnatý dokáže způsobit vážné podráždění kůže a dýchacích cest (Perna, 2007). Navíc 

poškozuje ledviny a centrální nervovou soustavu. Do organismu proniká inhalací par 

roztoku, požitím nebo absorpcí kůží (Perna, 2007). Jeho dalším mínusem je i negativní 

ovlivnění vývoje rostlin in vitro (Singh, 2018). Naproti tomu chlornan sodný 

(komerčně známý jako Savo), je celosvětově běžně používaná a také relativně 

bezpečná chemikálie (Bruch, 2006). Chlorid rtuťnatý jako sterilizační činidlo je podle 
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mého názoru až příliš nebezpečná látka, která neúměrně zvyšuje riziko práce. Avšak 

přináší srovnatelné výsledky jako Savo. 

Další možností sterilizace semen je ošetření nízkoteplotním plazmatem, které bylo 

na semenech řepky olejky již použito. Další optimalizace této metody navíc slibuje 

eradikaci téměř všech mikroorganismů semene (Kolářová, 2020). Velkou výhodou 

této metody je zlepšení klíčivosti a často i vyšší výnos u rostlin, jejichž semena byla 

touto metodou ošetřena (Puligundla, 2017).  

6.2 Koncentrace H+ iontů 

Hodnota pH media byla vždy upravena na 5,8 a to před sterilizací v autoklávu a po 

dokonalém rozpuštění veškerých pevných komponent. Nerozpuštěné látky mohou pH 

později výrazně ovlivnit (Msogoya, 2008). Sterilizace agarového média v autoklávu 

zpravidla pH výrazně snižuje. Při špatné úpravě této hodnoty se stává, že po sterilizaci 

agarové medium neztuhne (Msogoya, 2008). Pro úpravu pH byl použit roztok NaOH, 

respektive HCl (Murashige a Skoog, 1962). 

6.3 Regenerace explantátů 

U každé odrůdy byl v některé z fází regenerace in vitro zaznamenán výskyt prýtů 

úplně nebo částečně postrádajících chlorofyl (Příloha 1, b)Příloha 1:. Takové rostliny 

už dále nereagovaly na regeneraci. Chlorofyl deficientní prýty se často vyskytovaly na 

jednom mediu společně s normálně se vyvíjejícími prýty. Bylo zjištěno, že klíčící 

rostliny řepky olejky vystavené antibiotiku kanamycin nejsou schopny syntetizovat 

chlorofyl (Li, 2010) a u fazolí byl potvrzen zastavený vývoj chloroplastů (Wolf, 1977). 

Možné řešení by bylo použít pro selekci jiné antibiotikum, například hygromycin B, 

který nebrání syntéze chlorofylu (Harrison, 2006). Jedno z doporučovaných řešení je 

přidat do media dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4) až do koncentrace 

300 mg / l. Toto řešení je uváděno pouze v odborné diskusi na ResearchGate 

(Karpova, 2018). Dále může být tento jev například způsobován kolísáním teplot 

během růstu. To je však v tomto pokusu nepravděpodobné, jelikož explantáty byly 

kultivovány ve fytotronu, který zajišťuje konstantní teplotu, vlhkost a fotoperiodu.  

Některé z dřívějších studií tvrdí, že je možné vytvořit protokol pro regeneraci řepky 

olejky tak, aby nebyl závislý na konkrétní odrůdě – aby fungoval na větší množství 

různých odrůd se stejnou účinností (De Block, 1989). Tohoto univerzálního protokolu 
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dosáhl De Block (1989) jenom díky přídavku AgNO3 do media. Dusičnan stříbrný je 

podle něj základní prerekvizita pro tvorbu univerzálního protokolu. To je částečně 

v rozporu s tvrzením, že závislost regenerační schopnosti je silně ovlivněná 

genotypem (Burbulis, 2009; Attaya, 2017). Burbulis (2009) ve své práci také zmiňuje, 

že mimo jiné, je také potřeba tvořit hormonálně optimalizovaný protokol pro každou 

odrůdu zvlášť. Tedy, že každá odrůda řepky olejky reaguje na metodu in vitro nepřímé 

organogeneze jinak, navíc ještě v závislosti na druhu explantátu (hypokotyl, děložní 

lístky, stonek…). Knecht (2011) ve své práci použil thiosíran stříbrný (STS) a díky 

němu regenerovalo až 97 % explantátů (při c2,4-D = 1 mg / l pak 57 %; bez STS 0 až 

pár desítek %). Tato látka se spolu s dusičnanem stříbrným používá v metodách 

tkáňových kultur jako inhibitor produkce ethylenu (Roh, 2012). V této diplomové 

práci byl jako inhibitor ethylenu použit dusičnan stříbrný. Nebylo sice dosaženo takto 

vysoké úspěšnosti, ovšem jeho přítomnost byla patrně velmi důležitá. Kalusy na 

Petriho miskách obsahující AgNO3 tvořily znatelně zelenější kalusy (viz obrázky 15 a 

16) a frekvence regenerace prýtů u nich byla vyšší.  

Byl také zaznamenán výskyt explantátů hnědé, až černé barvy. Nejčastěji se černání 

projevovalo na mediu M1 a M2. To je u tkáňových kultur poměrně častý jev. Je 

způsoben oxidací fenolických látek ve tkáni, které se uvolňují zejména z místa řezu 

(Singh, 2018). Výskyt zoxidovaných fenolických látek má za následek neschopnost 

explantátu přijímat živiny z media, což nakonec vede k zastavení metabolismu a jeho 

nekrotizaci (Ahmad, 2013). Přídavek antioxidantu (kyselina askorbová) do media 

sníží výskyt hnědých a černých explantátů.  

6.4 Kontaminace 

Několikrát bylo nutné řešit výskyt kontaminace u zakořeňujících rostlin (Příloha 2) 

na mediu M4. Jedná se o poslední krok, po kterém následuje přenos do substrátu. 

Navzdory obecnému dogmatu kontaminované rostliny nezachraňovat, jsem se rozhodl 

pro opak. Rostliny byly ze zakořeňovacího media odstraněny, důkladně omyty sterilní 

vodou a vloženy do substrátu. Jejich vývoj probíhal zcela normálně. Nebyl použit 

ethanol, jelikož hrozí usmrcení rostliny (Singh, 2018). Také jsem se rozhodl nevyužít 

metody s použitím antibiotik, ani metodu celkového odstranění kontaminovaného 

místa (Rayaprolu, 2015). Kontaminované byly i některé Petriho misky, v různých 

stádiích regeneračního procesu. Nejčastěji se jednalo o běžné kontaminanty 
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z prostředí. Na jednotlivých Petriho miskách bylo zhruba po 20 řízcích. Díky tomu 

bylo jednoduše možné kontaminací nezasažené hypokotyly pasážovat na čerstvé 

médium a pokračovat v regeneraci (Příloha 3). Ani zde nebylo zapotřebí využít metod 

které popisuje Rayaprolu (2015).  

6.5 Transformace 

Tato práce se primárně zabývá tvorbou protokolu, do kterého lze implementovat 

krok zajišťující genetickou transformaci rostliny pomocí Agrobacterium tumefaciens 

ve spojení se systémem CRISPR-Cas. Transformace je možné docílit aplikováním 

části protokolu s názvem „Transfekce hypokotylů“, který se nachází na straně 30 této 

práce. Vynecháním části „Transfekce hypokotylů“ lze získat regeneranty řepky olejky 

bez cílených změn v genetickém kódu.   
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7 Závěr 

Protokol pro in vitro regeneraci řepky olejky byl úspěšně vytvořen, avšak 

reprodukovatelný pouze na odrůdách řepky olejky Arabella a Obelix.  U zbylých čtyř 

odrůd nebylo z různých důvodů regeneraci provést nebo dokončit. 

Je možné jej použít společně s metodou pro úpravy genetické informace CRISPR-

Cas9, prostřednictvím Agrobacterium tumefaciens jako přenašeče vektoru.  

Dosažená účinnost regenerace byla u odrůdy Arabella 5 rostlin ze 49 prýtů které 

vyrašily z 250 hypokotylových řízků. U odrůdy Obelix pak 3 rostliny z celkových 18 

prýtů, které vyrašily z 250 hypokotylových řízků.  

Úspěšně se podařilo vytvořit protokol, pomocí kterého byly získány regenerované 

rostliny alespoň u jedné odrůdy řepky olejky.  
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9 Přílohy 

Příloha 1: Výskyt prýtů bez chlorofylu 

A – Správně se vyvíjející prýt 

B – Prýt, s porušenou syntézou chlorofylu, pravděpodobně způsobeno antibiotikem 

kanamycin 

 

Příloha 1: Prýty bez chlorofylu (foto: Jan Harenčák). 

Příloha 2: Kontaminovaná a následně zachráněná rostlina 

 

Příloha 2: Kontaminovaná rostlina (foto: Jan Harenčák). 

Příloha 3: Kontaminované medium 

Výběr A nebyl pasážován 

Výběr B pasážován byl 

 

Příloha 3: Kontaminované medium (foto: Jan Harenčák). 


