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Abstrakt

Transformace rostlin pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens (podle nové
nomenklatury Rhizobium radiobacter) je Siroce pouzivana metoda pro Gpravu genomu
u rostlin. Nicméné, rizné odrady fepky olejky nemaji vzdy stejnou schopnost
regenerace in vitro, ktera je pro transformaci kli¢ova. Tato prace se zabyva
optimalizaci regeneracniho protokolu pro vybrané odridy fepky olejky. Z Sesti
testovanych odrid Gspésné regenerovaly pouze dvé — Arabella a Obelix. Vytvoteny
protokol lze pouzit pro regeneraci bez transformace, ale je mozné do n¢j

implementovat i kroky, které transformaci pomoci A. tumefaciens umoznuji.

Kli¢ova slova
Repka olejka, Brassica napus, tkafové kultury, nepiima organogeneze, kalus,

pryty, protokol



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.

Key words
Oilseed rape, Brassica napus, tissue culture, indirect organogenesis, callus, shoots,

protocol
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1 Uvod

vvvvvv

Repka olejka je v CR nejdileZitéjsi olejnina (Baranyk, 2010). Kromé oleje pro
potravinaiské a technické vyuziti je péstovana také pro vyrobu biopaliv, nebo jako
krmivo ¢i v nékterych zemich jako zelenina (Snowdon, 2007). Konvenéni §lechténi
fepky olejky je zdlouhavy proces, naro¢ny na energii a ¢as. Vyslechténi nové odrady
trva u fepky obvykle 8 az 10 generaci (Poulsen, 1996), u ostatnich rostlin pak
vrozmezi 5 az 15 cykli pohlavniho rozmnozovani (Graman, 1998). Nicméné,
S vyuzitim genovych manipulaci je teoreticky mozné snizit pocet nebo délku
Slechtitelskych cykla (Graman, 1998), nebo do genotypu zamérné vlozit gen bez
nezadouciho ovlivnéni genotypu (Bhalla, 2008). Zpravidla se v§ak metody genovych
manipulaci u rostlin neobejdou bez techniky tkamovych kultur. Repka olejka na
metodu tkanovych kultur reaguje pomérné neochotné a vytéznost transformovanych

regenerantu je velmi nizka (Hu, 2019).

Hlavnim cilem této prace je optimalizace protokolu pro regeneraci rostlin fepky
olejky tak, aby do protokolu mohla byt implementovana technika transformace pomoci
Agrobacterium tumefaciens. Regenerace bude provedena cestou nepiimé
organogeneze, a také bude posouzena vhodnost jednotlivych odrid k samotné

regeneraci.




2 Literarni reSerse

2.1 Repka olejka

Repka olejka je alopolyploidni rostlina patiici do &eledi Brassicaceae (brukvovité).
NejspiSe vznikla pted 7500 lety (Chalhoub, 2014) mezidruhovym ki¥izenim mezi
rostlinami Brassica rapa (2n = 2x = 20, AA) a Brassica oleracea (2n = 2x = 18, CC)
(Nagaharu, 1935). Vysledkem této spontanni hybridizace byl druh Brassica napus
(2n = 4x = 38, AACC). Nejsou znamé zadné divoké formy B. napus — jeji puvod je
dodnes nejasny (Lu, 2019).

B. napus je, krom¢ oleje, péstovana pro své hliznaté (tufin) a listnaté (krmna fepka
a kadetavek) formy. Ty se v zavislosti na kultuie pouzivaji jako potraviny nebo jako

krmivo pro zvifata (Allender, 2010).

Postupnym Slechténim byl markantné sniZzen podil kyseliny erukové a alifatickych
glukosinolatt. Tyto latky jsou v fepkovém semeni nezadouci, jelikoz zptsobuji
zavazné zazivaci potize. Déle bylo Slechténim docileno zvyseni podilu zddoucich
mastnych kyselin, zvySeni vynosu a zlepSeni rezistence rostlin vi¢i biotickym i
abiotickym vlivim (Snowdon, 2007). SniZeni obsahu glukosinolati udé¢lalo z fepky i
pomeérné Siroce vyuzivané, na proteiny bohaté, hospodaiské krmivo. Pfed snizenim

glukosinolatl byla biomasa vyuzitelnd maximalné pro hnojeni (Hu, 2017).

Moderni metody Slechténi

funkce jednotlivych genti — B.napus jich ma anotovanych pies 100 000 (Hu, 2017).
Funk¢ni genomika pomaha odhalit geny ovlivitujici obsah oleji v semenech, regulaci
fertility, odolnost vii¢i chorobam, sktidcim a abiotickému stresu, stejné jako efektivitu

vyuziti Zivin a odolnost proti pukani $esuli (Hu, 2017).

Slechténi pomoci molekularnich markert se difve provadélo s vyuzitim technik
RFLP, SSR, AFLP, SRAP a TRAP. Dnes jsou tyto techniky pomalu nahrazovany
metodami NGS (Next Generation Sequencing) s vyuzitim jednonukleotidovych
polymorfisma (SNP markery) a GEM (gene expression-based) markert (Hu, 2017).
Pro zrychleni produkce modernich odriid jsou vsak i dnes metody tkanovych kultur,

nejen u fepky olejky, naprosto nepostradatelné.
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2.2 Tkanové kultury

Tkanové kultury (kultury rostlinnych explantatt in vitro) se zabyvaji rustem a
mnozenim bungk, tkdni a organti rostlin na pevném nebo tekutém mediu v fizenych
aseptickych podminkach (Gaikwad, 2017). Medium dodava explantatiim, nebo in vitro
kulturam, vSechny potiebné Ziviny, energii a vodu, aby mohly rist. Kontrolované
podminky rastu umoznuji dodavat pravé tolik svétla a takovou teplotu, aby kultury
rostly v optimalnich podminkach. Rist kultur a regenerace rostlin mtize byt dale fizen
pomoci ristovych regulatort (fytohormont) — ty mohou byt pfirodni, ale Casto se

pouzivaji i jejich syntetické verze (Phillips, 2019).

Aplikace tkanovych kultur v riznych biologickych studiich se neustale rozsifuje.
Jsou pouzivany pro ucely védecké a komercni (Yancheva, 2017). Komer¢ni ¢ast se
Castéji vénuje tzv. mikropropagaci — vyuziti velmi rychlého namnozeni rostlin z fizk?,

axilarnich pupend, ale i ze somatickych embryi (Gamborg, 1995; Hussein, 2006).

Tkéanové kultury vyuzivaji izolované ¢asti rostlin (musi byt sterilni), které nasledné
rostou na uméle vytvoreném mediu, ve sterilnich podminkach. Jedna se obecné 0 velmi
starou metodu, ktera je zaloZena na specialni vlastnosti rostlinnych bunék — totipotenci
(Schleiden, 1838; Schwann, 1839). Schleiden a Schwann formulovali bunéénou teorii
a spole¢né s ni i teorii totipotence. Tato schopnost rostlinam umoziuje z jedné bunky

regenerovat celou, dospélou, rozmnoZovani schopnou rostlinu.

Bunééna teorie vysvétluje pochody, které se uvniti buiiky odehravaji a stala se tak

zakladnim kamenem biologie (Tavassoli, 1980).

Za otce tkanovych kultur se povazuje Gottlieb Haberlandt, ktery se v roce 1902
pokousel kultivovat dvoudélozné rostliny (Haberlandt, 2003). Buriky se kvili nizkému
mnozstvi rastovych regulatortt v médiu viibec nedé€lily, pokus se nezdatil. Haberlandt
si také postupné zacal uvédomovat potiebu sterilniho prostfedi. Az Hanning v roce
1904 dokazal uspésné vypéstovat neékolik izolovanych rostlinnych embryi (Hanning,
1904).

Po roce 1920 se metoda in vitro kultur zac¢ala vyznamné zlepSovat. Byly objeveny
auxiny a demonstrovana schopnost rostlin regenerovat v celou rostlinu
z nediferenciované tkané (Gautheret, 1939; White, 1934).




Casem byla objevena spousta i dnes kliovych znalosti. Mezi takové patii objev
bezvirové kofenové Cepicky (White, 1934) a vrcholovych meristéma u rostlin,
Dale byl pochopen vliv poméru auxinu a kinetinu na vyvoj rostlinného kalusu a
regeneraci rostlin (Skoog, 1957) a obecné je tato studie platna dodnes. V roce 1959
byl panem Bergmanem poprvé indukovan rist rostlinnych embryi z kalusu (Bergman,
1959). Ozdravovanim rostlin technikou tkanovych kultur je dosazeno bezvirové
rostliny, ¢ehoz jinak v pfirodé neni mozné dosahnout (Limasset, 1952; Morel, 1952;
Quak, 1961). Vroce 1962 bylo vytvofeno MS medium, pojmenované po jeho
vynalezcich — panové Murashige a Skoog (Murashige a Skoog, 1962), je dodnes
nejpouzivanéj$i medium (Phillips, 2019). Rok 1974 piinesl objev rychlého namnozeni
rostlin, tzv. mikropropagace (Murashige, 1974).

2.2.1 Media pouzivana pro rostlinné tkanové kultury

Nejpouzivangj§i medium je MS medium a jeho rizné modifikace. Bylo pouZito
v 82 % publikovanych pracich mezi lety 2011-2015 (Herman, 2015). Je bé&ézné
pouzivané pro jednodélozné i dvoudé€lozné rostliny. Vhodné je pro sviij vysoky obsah
dusiku — ve formé¢ nitratovych i amonnych soli. Pro nékteré explantaty je toto medium
nevhodné, kviili vy$§imu obsahu amonnych iontii. Potom je moZno pouZzit medium BS,
BDS, popiipadé BABI, které maji rizné¢ upraveny podil amonnych, a vapenatych
iontli. Pokud se nejedna o velmi specifické pouziti in vitro kultur, postaci media MS
nebo BABI. Pro dfevnaté rostliny se pouzivaji média MMS, WPM nebo DKW
(Phillips, 2019).

2.2.2 Kaultiva¢ni podminky

VétSina laboratofi je vybavena rlstovymi mistnostmi, které dovoluji tUpravu
teploty, svételného rezimu (fotoperioda, vinova délka svétla) a Casto i vlhkosti
(Gamborg, 1995). Teplota byva konstantni s odchylkou = 1°C. Svételna intenzita mezi
50 az 100 umol m 2 s™* a fotoperiodou 16 hodin (8 h tma). Kultury je nutné pravidelng
prenaset na Cerstvé kultivaéni medium (pasazovat). Frekvence pasazovani zavisi na
konkrétnim druhu a kultivacnich podminkach, obvykle to byva kazdé 3-4 tydny
(Gamborg, 1995; Phillips, 2019).




2.2.3 Riistové hormony

Ristové hormony stimuluji rist riznych rostlinnych tkani v zavislosti na jejich
poméru V pouzitém mediu. Existuji ptirodni a syntetické ristové hormony, bézn¢ se
pouzivaji obé varianty. DéEli se do n€kolika skupin podle jejich ucinku: auxiny,
cytokininy, gibereliny, ethylen a v neposledni fadé kyselina abscisova. Nejéastéji se
pouzivaji hormony ze skupiny auxind a cytokinind. Pfi pouzivani je potieba mit na
paméti, ze syntetické analogy pfirodnich fytohormoni maji mnohem silngjsi efekt.
Proto je potieba pouzité mnozstvi vztahovat k Gi¢innosti. Napiiklad: synteticky hormon
2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (2,4D) je az 1000 x silngjsi nez pfirodni auxiny

(naptiklad indol-3-octova kyselina — IAA) (Phillips, 2019).

Auxiny
Nejcastéji pouzivané auxiny jsou a-naftyloctova kyselina (NAA), indol-3-maselna
kyselina (IBA), 2-4D a IAA. Jakykoliv ze zminénych auxini mize byt pouzit pro

stimulaci rastu kalusu, nebo proliferaci bunék (Phillips, 2019).

Cytokininy

Nejpouzivangjsi cytokininy jsou: N®-benzyladenin (BA) a kinetin (KIN). Zeatin
(ZEA) je ptirodni cytokinin a oproti svym syntetickym funkénim analogim je znaéné
méné chemicky stabilni (Phillips, 2019). Podle Hermana (2015) je v 89 % studii
dostacujici, pokud je v mediu upraven pouze pomér obsahu cytokininu a auxinu.

Ostatni hormony neni nutné do media ptidavat.

AgNOs3

Dusi¢nan stiibrny (AgNO3) je pouzivan, jelikoz dobte inhibuje produkci ethylenu
(Ali, 2007) a tim neptimo zlepsuje regeneraci rostlin (Uliaie, 2008). Ethylen inhibuje
déleni bunék, syntézu DNA a rist kofenovych a prytovych meristéma. Také je
zodpovédny za inhibici ristu axilarnich pupent. Nicméng, sttibrné ionty se v rostlinné

tkani akumuluji a jejich nadbytek zptisobuje vyrazné omezeni rustu pryti (Roh, 2012).




Vzajemné plisobeni auxinu a cytokininu

Na Obrazek 1 jsou zndzornény ucinky auxinu a cytokininu na rostlinnou tkan

v riiznych koncentracich tak, jak ji interpretovali v roce 1957 Skoog a Miller. Tento

systém je bézné uznavan i dnes (Skoog a Miller, 1957; Phillips, 2019). Vyssi relativni
koncentrace auxini vede k diferenciaci kofenti, zatimco vyssi relativni koncentrace

cytokinint indukuje rist pryti. Pokud jsou si relativni koncentrace obou fytohormont

rovny, formuje se kalus.

Relativni koncentrace auxinu
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Obrazek 1: Formace riznych typii thkani v zavislosti na pomérii relativnich koncentraci cytokininii a auxinii

(Phillips, 2019).

Nedlouho po objevu vlivu koncentrace fytohormont na explantat (Skoog a Miller,

1957) bylo zjisténo, ze vysoké koncentrace syntetického hormonu 2,4-D formuji

namisto kofenl celé embryo. Toto ,,umélé” embryo podléha stejnym vyvojovym

stadiim jako vyvoj zygotického embrya (Reinert, 1958). Vyviji se ale ze somatickych

bunck, proto se tomuto procesu fikd somatickd embryogeneze — znazornéna na

Obrazek 2.

Oddéleni bunék

Obrazek 2:

Délen Shlukovani
bunék

bunék Srdcovity tvar  Torpédovity tvar Zralé embryo
embrva embrva Kligeni Dozréni

-2,4-D

Somatickd embryogeneze u mrkve (Phillips, 2019).
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2.3 Vyuziti tkanovych kultur pri vyzkumu a Slechténi
repky olejky

Repka olejka je intenzivné studovana plodina, u které naslo uplatnéni spousta
technik rostlinnych tkanovych kultur. Kazda technika se pouziva pro jiny ucel, od
zkoumani vlivu raznych faktorti na rostlinu, po genetické upravy, ¢i haploidizaci

genomu.

2.3.1 Kalusové kultury

StéZejni metoda tkanovych kultur jsou kalusové kultury. Jedna se o indukci rustu
kalusu, coz je nediferenciované a neorganizované rostlinné pletivo, respektive masa
bunék. Je mozné jej indukovat z téméf jakékoliv rostlinné tkané. Nejucinngji se kalus
zaéne tvofit v kolmém fezu na stonku nebo kofenu (Bhatia, 2015). Rust kalusu je
iniciovan na specialnim, obvykle gelovém mediu (Bhatia, 2015). U rostliny
Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, Ze rizné typy kalust maji rizné profily genové
exprese (lwase, 2011).

Kalusovych kultur je u fepky olejky bézné vyuzivano (Chandler, 1987; Akasaka-
Kennedy, 2005; Jonoubi, 2005; Benincasa, 2013; Iwase, 2018; Nasir, 2019).

2.3.2 Neprima organogeneze

Tvorba rostlinnych organt, kde jeden z mezikrokl je tvorba kalusu, se nazyva
nepiima organogeneze. Tato metoda nezarucuje genetickou stabilitu, ale je vhodna pro
selekci somaklonalnich variant pozadovanych charakteristik a také pro masové
mnozeni rostlin. Regenerace rostlin prostfednictvim kalusu se vyuziva i pro tvorbu
transgennich rostlin. MoZznosti transformace jsou dvé — geneticka transformace kalusu
a naslednd regenerace rostliny, nebo transformace pivodni rostlinné tkané a jeji

nasledné pouziti pro indukci kalusu a regeneraci v celou rostlinu (Bhatia, 2015).

Organogeneze je tvorba rostlinnych organt — prytti a kofeni. Je zavisla na poméru
auxintll a cytokinind v mediu a na schopnosti rostlinné tkané na fytohormony reagovat.
Organogeneze ma 3 hlavni faze. V prvni fazi se ptivodni buiiky stdvaji kompetentnimi,
ve druhé¢ fazi diferencuji. Tteti faze zahrnuje morfogenezi — ta uZ probiha nezavisle na

stimulaci fytohormony z media (Bhatia, 2015).

Schopnost regenerace fepky olejky nepfimou organogenezi je siln€ zéavisld na

genotypu, respektive odradé (Burbulis, 2009). Burbulis v roce 2009 zkoumal nékolik

(n)



ruznych genotypt fepky olejky. Nékteré dosahuji ispésnosti regenerace az 34 % a jiné

genotypy neregeneruji vibec, bez ohledu na pouzité medium.

Nepiima organogeneze se bézné pouziva (Moghaieb, 2006; Ali, 2007; Munir, 2008;
Burbulis, 2008; Burbulis, 2009; Knecht, 2011; Knecht, 2011; Attaya, 2017), navic i
jako metoda pro genetické modifikace fepky olejky (De Block, 1989; Kohno-Murase,
1994; Karim Zarhloul, 2006; Moghaieb, 2006; Karim Zarhloul, 2006; Braatz, 2017),
nekteré 1 S pomoci pokroc€ilych transformac¢nich metod (CRISPR, ZFN, TALEN) a

bakterie Agrobacterium tumefaciens (Yancheva, 2017).

2.3.3 Somaticka embryogeneze

Pro indukci riistu embrya je zapotiebi navozeni signalu pouze jednim hormonem,
ve veétsiné pripadu se jedna o hormon 2,4-D (auxin). Cytokinin neni zpravidla viibec
zapotiebi pro navozeni somatické embryogeneze, avSak n¢které druhy jednodéloznych
rostlin potfebuji mirné davky cytokininli. Problém nastava v tom, ze vysoké davky
auxind inhibuji nasledny vyvoj embrya v dospé&lou rostlinu. Proto je potfeba vzniklé
embryo pasazovat do media, které neobsahuje zadné fytohormony. Pro indukci
somatického embrya je zpravidla zapotiebi jednoho signalu (auxin), kdezto somaticka
organogeneze potiebuje signaly dva. Jeden pro rist prytl, druhy pro zakotfenéni prytu

(Phillips, 1995; Phillips, 2019).

U fepky olejky neni somatickd embryogeneze pfili§ Casto se vyskytujici technika,
ale provadéna je (Shu, 1991; Raemakers, 1995; Turgut, 1998; Majd, 2006; Zeynali,
2010; Ardebili, 2011). Castéji se vyskytuje sekundarni somaticka embryogeneze —
primarni embrya se vyviji z epidermalnich bun€k hypokotylu a z bun¢k téchto embryi

regeneru;ji dal$i somaticka embrya (Graman, 1998).

Somaticka embryogeneze je u fepky olejky navozena kultivaci kotyledonalnich
nebo hypokotylovych fizkd na Y2 MS mediu s riznym pomérem fytohormont. Bylo
zjisté€no, Ze existuje n€kolik proménnych, které ovliviiuji G¢innost embryogeneze.
Nejvyznamngj$im faktore, je genotyp rostliny — existuji velké rozdily v indukci
embryogeneze napii¢ odridami. Dal§im faktorem je pouZity vychozi materiadl —

z hypokotylu rostly embrya s lepsi uc¢innosti (Zeynali, 2010; Majd, 2006).




2.3.4 Prasnikové kultury

Technika prasnikovych kultur vyuziva prasniky asepticky odebrané z rostlinného
kvétu v pfesné¢ daném vyvojovém stadiu. Ziskana rostlina ma genom pouze po otci
(vznika z pylovych zrn) (Corral-Martinez, 2020). Rostliny se vyvijeji z mikrospor,
kterym je hormondlné pozménén vyvoj z gametofytické vyvojové dréhy na
embryogenezi (Segui-Simarro, 2010). Toho je dosahnuto odebranim prasnikt ve velmi
specifické vyvojové fazi (Segui-Simarro, 2008a) a naslednym stressovym oSetienim
(Shariatpanahi, 2006). Regenerované rostliny mohou zustat haploidni, nebo se z nich
stavaji dihaploidi — spontanné€, ¢i s pomoci metod pro duplikaci genomu (napf.
kolchicin)  (Segui-Simarro, 2008b). Modelovymi rostlinami pro techniku
prasnikovych kultur jsou Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum,
ale i Brassica napus (Corral-Martinez, 2020). U fepky se prasnikové kultury provadi
bézné uz pomémné dlouho dobu (Lichter, 1981; Lichter, 1982; El-Hennawy, 2016;
Sood, 2019; Corral-Martinez, 2020).

Mikrosporové kultury

Z pra$nikti mohou byt izolované mikrospory pro techniku mikrosporovych kultur,
pomoci které se tvoti dihaploidni rostliny. Tvorba dihaploidl procesem konvencniho
Slechténi trva zhruba 8-9 let, tvorbou dihaploidui in vitro je mozné je ziskat béhem 10—
18 mésicl, Vv zavislosti na konkrétni rostliné. Tvorba dihaploidnich linii pomoci
mikrosporovych kultur je popsédna v metodice produkce dihaploidnich linii pro

Slechténi fepky ozimé (Vyvadilova, 2008).

Pylova embryogeneze
Embryogeneze byla také uspésné navozena kratkodobym (az 45 minut, ¢ <45 mg/l)
vystavenim pylovych zrn fepky olejky vysokym koncentracim fytohormonu 2,4-D

(Ardebili, 2011).




2.3.5 Protoplastové kultury

Rostlinné protoplasty jsou ziskavany kontrolovanym enzymatickym Stépenim,
které odstrani bunécnou sténu rostlinné bunky, bez poskozeni bunééné membrany
(Sahab, 2019). Z jediného protoplastu je teoreticky mozné pomoci tkanovych kultur
vypéstovat dospélou, rozmnozovani schopnou rostlinu (Sahab, 2019), avsak troven
regenerace rostlin z protoplasti je velmi nizka (Graman, 1998). Protoplasty je mozné
ziskat z riznych rostlinnych tkani — listli, stonki, kofend, prasnikii, pylu, okvétnich
listkii apod. Protoplastové kultury jsou vhodné pro zakladni vyzkum, ale i pro
genetické upravy rostlin. U fepky olejky je vyzkum protoplastovych kultur velmi
pokrocily, diky jeji velmi dobré odpovédi na metody tkanovych kultur (Sahab, 2019).
Protoplastové kultury jsou pouzivany pro genetickou tGpravu, naptiklad technikou
CRISPR (Murovec, 2018; Sahab, 2019) nebo napiiklad splynuti protoplasta — tzv.
protoplastova faze (Kao, 1991; Kang, 2017).

Protoplastova fuze umoznuje vnitrodruhové a mezidruhové kiizeni (prekonani
rostlinné inkompatibility) pfenos extranukledrnich genetickych elementti — naptiklad
mitochondrialni DNA, chloroplasty, cytoplazma. U fepky olejky je pomoci

protoplastovych kultur vyvinut specialni systém sam¢i sterility (El-Esawi, 2016).

Embryo rescue

Metoda embryo rescue se u fepky pouziva k rozsifeni genetické variability pfi
Slechténi. V Ceské republice byla vyvinuta certifikovana metodika pro tvorbu
resyntetizované fepky olejky (Klima, 2018). K tomu se vyuziva vzdalena hybridizace
genotypu brukve fepaku (fepice vodnice — matetska komponenta) a brukve olejné

(kadetavka, zeli, kapusta — otcovska komponenta) (Klima, 2018).




2.4 CRISPR-Cas systémy

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) a pfidruzené
proteiny, které se souhrnné oznacuji jako CRISPR-Cas systém jsou piivodné soucasti
adaptivni imunity mnoha bakterii a vétSiny archeobakterii (kolem 50,
respektive 90 %) proti exogennim elementim (Sternberg, 2016). Narozdil od systému
restrikéné-modifika¢niho je systém CRISPR-Cas velmi specificky, adaptivni a
déditelny. Tuto imunitu bakterie ziskavaji zaclenovanim kratkych fragmenti cizi DNA
do lokusu CRISPR. Transkripty tohoto lokusu se poté spojuji s Cas proteiny
(kodované na stejném lokusu) a degraduji transkriptu podobné nukleové kyseliny
(Lohrasbi, 2019).

2.4.1 Funkce in natura

CRISPR-Cas systém je lokus, ktery je tvofen sérii opakujicich se motivi (repetic)
délka motivu obvykle 23-55 bazovych pard), které jsou od sebe oddélovany
unikatnimi mezerniky (spacery; 21-72 bp). Tomu piedchazi oblast bohata na A a T
baze (tzv. leader neboli zavadéci sekvence), obsahujici promotor (Obrazek 3).

Zpravidla jsou v blizkosti jesté geny pro Cas proteiny (Van der Oost, 2014).
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Obradzek 3: Struktura a funkce systému CRISPR-Cas (Lohrasbi, 2019).




Sekvence a délka jednotlivych repetic je vcelém CRISPR lokusu vysoce
konzervovana, ale velmi se 1i$i mezi jednotlivymi CRISPR systémy — at’ uz ve stejném
organismu, nebo napfi¢ jinymi prokaryoty (Lohrasbi, 2019). Ve stejném genomu muze
byt pfitomno vice CRISPR-Cas systémi. Nejvice bylo zaznamenano u bakterie
Methanocaldococcus jannaschii - 18 riznych CRISPR lokust (Grissa, 2007; Lohrasbi,
2019).

Gen CAS koduje Cas nukleazu, jejiz substrat je dvouvlaknovda DNA (dsDNA).
Pokud je u Cas pritomna tzv. guiding RNA (gRNA), dokéze Cas nukleaza rozpoznat
specifické misto na dsDNA, které je homologni k sekvenci gRNA. Po rozpoznani je
dsDNA seviena Cas nukleazou a je vytvoren dvouvldknovy zlom (Liu, 2015;
Broeders, 2020). Sekvence gRNA je homologni k nékterému z mezerniki do genomu

integrovanych, ne v8ak k repeticim (Liu, 2015).

Mechanismus u¢inku CRISPR-Cas systému se obecn¢ se déli do 3 hlavnich kroki:

adaptace, exprese a interference.

Adaptace

Cas protein se sam prichyti k cizorodé DNA — za tzv. PAM sekvenci (protospacer
adjacent motif) a po pfichyceni vystiihne ¢ast cizi nukleové kyseliny (Makarova,
2020).

PAM je 2 az 6 bp dlouha sekvence DNA, nasleduje ihned za mistem pfichyceni
nukleazy Cas (Shah, 2013). PAM je misto, které se vyskytuje na cizi DNA (respektive
RNA; Obrazek 3). Nevyskytuje se na genomu bakteridlnim. Cas nukledza se na misto
nepfichyti, pokud neni nasledovano sekvenci PAM (Sternberg, 2014), timto

mechanismem je zabranéno tomu, aby bakterie §tépila vlastni DNA (Mali, 2013).

Nasledné je vysStépena ¢ast inkorporovana do lokusu CRISPR v genomu bakterie
jako mezernik. Tim je zajisténa imunitni odpovéd’ pfi opétovném setkani prokaryotni
bunky s patogenem, respektive cizi DNA. Nékteré CRISPR-Cas systémy dokézou
mezernik do CRISPR lokusu vloZit pomoci reverzni transkriptazy (ta je také kodovana
CRISPR lokusem). Déje se tak u nékterych bakterii, pokud je vetfelec RNA vir
(Makarova, 2020).




Exprese

Obvykle je cely CRISPR lokus exprimovan jako jediny transkript, tzv.
pre-CRISPR RNA (pre-crRNA). Ten je dale zpracovan na mensi CRISPR RNA
(crRNA). Kazda crRNA obsahuje pravé jednu mezernikovou sekvenci a jeji
doprovodnou repetici (Obrazek 4). V zavislosti na typu CRISPR-Cas systému mize
byt pre-CRISPR RNA upravovana pomoci riznych Cas proteinid, nebo nativnimi
RNazami buniky (Makarova, 2020)
Interference

V posledni fazi je vyuzita upravend crRNA pro navedeni Cas nukledzy k cizorodé
DNA, poptipadé RNA (vir, plazmid). Cizi molekula nukleové kyseliny je po navedeni

Cas nukleazy rozstépena a inaktivovana (Makarova, 2020).
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Obrdzek 4: Funkce CRISPR-Cas systému v Zivé burice a pfi editaci genomu (Lino, 2018).




2.4.2 Klasifikace CRISPR-Cas systémii

V soucasnosti se jsou CRISPR-Cas systémy déleny do dvou hlavnich tfid a v nich
jsou déleny na 6 riznych typt a na dalSich 33 podtypt (Makarova, 2020). Hlavni
odliSnosti mezi prvni a druhou tfidou spoc¢iva v rizném slozeni a poctu proteinti, které
jsou do procesu adaptace, exprese a interference zapojeny (Obrazek 5).
Tridy

Systémy prvni tiidy obsahuji ve svém lokusu vice menSich genti, které jsou
postupné translatovany v proteinové podjednotky. Tyto podjednotky poté tvoii crRNA
ptipojovaci komplex. Ten se uplatituje v pfipojeni a degradaci cizi DNA. Druha tfida
CRISPR-Cas systému obsahuje jeden gen (cas9, casl2, nebo casl3). Tento
multidoménovy ctRNA pfipojovaci protein je poté funkénim analogem proteinovych

podjednotek 1. ttidy (Makarova, 2020).
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Obrdzek 5: Tridy CRISPR-Cas systémi (Makarova, 2020).

Typy

Systémy CRISPR-Cas se dale d¢€li na celkem 6 typi, podle slozeni jejich funkénich
moduld. Na obrazku 6 jsou zobrazeny typické vazby mezi genetickou, strukturalni a
funkéni organizaci kazdého ze Sesti typt. Hvézdicka zobrazuje malou podjednotku
(SS), ktera je nejspise sloucena s velkou podjednotkou (LS) v systému typu 1. Kiizek
(#) zobrazuje zatim malo prozkoumané ¢asti mechanismu, které¢ jsou nejspise soucasti
signalnich drah. Podjednotky ohranicené pferuSovanou ¢arou mohou byt u nékterych

podtypt vynechany zcela, poptipadé jsou postradatelné (Makarova, 2020).
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Obradzek 6: Organizace jednotlivych typi CRISPR-Cas systém( (Makarova, 2020).
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2.4.3 Aplikace CRISPR-Cas systémii in vitro

Od svého objeveni byly tyto techniky pouzity v mnoha riznych odvétvich biologie
— genotypizace, editace genomu, regulace exprese, ipravy RNA a podobné. V dnesni
dobé¢ se uz pouzivaji pro lécbu genetickych poruch u zvirat, poméhaji ve Slechténi
zvifat a rostlin, usnadnuji hledani novych antibiotik a v blizké budoucnosti by mohly

byt pouzity pro 1é¢bu lidi (Lohrasbi, 2019; Broeders, 2020).

V porovnani s ostatnimi technikami genového inzenyrstvi (ZFNs, TALENSs) je
puvodni metoda CRISPR-Cas9 (pochazejici z bakterie Streptococcus pyogenes) méné
piesna a fyzicka velikost celé molekuly, kterou je potfeba dopravit na misto Stépeni,
je relativné vétsi (Fernandez, 2017; Guha, 2017). Dalsi modifikace tohoto pfistupu ale
celkovou spolehlivost a presnost zlepsuji a piinaseji nové moznosti upravy organismui
(Ran, 2013a; Zhang, 2016). S pomoci dalsich, specifickych funkénich efektorovych
domén je mozné ovliviiovat i ucinnost transkripce, epigenetické modifikace c¢i

genovou expresi. Navic je mozné pouzit tento systém i pro znaceni DNA (Lohrasbi,
2019).

Navadéci RNA (gRNA)

Cas9 je jednoproteinova endonukleaza schopna interagovat s RNA. Tyto RNA se
nazyvaji navadéci RNA (gRNA) a navadi endonukledzu na misto, kde ma prob&hnout
Stépeni v genomu. Pro endonukledzu Cas9 je gRNA slozena ze dvou ¢asti. Sklada se
z CRISPR RNA (crRNA) a trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA). Cast gRNA,
nazyvana crRNA, obsahuje tisek mezerniku (spacer), ktery je zodpoveédny za specifitu.
Sekvence crRNA je ta, kterd dopravi nukledzu na misto, které chceme Stépit. Druhd
cast gRNA — tracrRNA je Castecné¢ komplementarni s crRNA a je zodpoveédnd za
navazani Cas9 nukleazy na ribonukleovy komplex. Mnoho aplikaci systému CRISPR-
Cas9 pro genové upravy si vysta¢i pouze sjednim vldknem RNA, tzv. sgRNA
(Obrazek 4, dole). Jde o spojeni crRNA a tractrRNA v jeden cca 100 bazovych part
dlouhy celek (Robb, 2019; Broeders, 2020).

Editace genomu

Pro editaci genomu je nutné navrhnout spravnou sekvenci navadéci RNA
(guideRNA, gRNA). Jejim tkolem je dovést Cas neukleazu na misto $t€peni. Navrh
gRNA (respektive sgRNA, Obrazek 4) lze provést pomoci online nastrojd, které
dokaZou odhadnout u¢innost modifikace, hrozbu nespecifického Stépeni a existenci

PAM, ktery je pro navazani nukleazy klicovy (Ran, 2013a).
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Vytvorena gRNA musi byt dopravena do buiky. Podle typu transformované tkané
je mozné vybirat z nékolika zptsobl. Vlozeni jako PCR amplikon obsahujici expresni

kazety nebo pomoci SgRNA-expresniho plazmidu (Ran, 2013b).

Dalsi moznosti, kterd se vyuziva predevSim u rostlinnych tkéni, je transformace
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Pro to je nutné navrhnout CRISPR-Cas9
vektory. Ty jsou vlozeny do bakterie A. tumefaciens pomoci elektroporace (2,5 kV /9
minut). Po elektroporaci nasleduje kultivace v LB médiu. Kdyz OD600 dosahne
hodnoty 1,6-2, je odebrano 500 pl pro infekci hypokotyla (Zhang, 2019).

Dalsim krokem je klonélni izolace bunécnych linii. Tu je mozné provadét pomoci
metody FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting), nebo pomoci sériového fedéni.
Po izolaci se nechd kazd4 buiika délit individualng, aby vzniklo vice na sobé
nezavislych bunéénych linii. Kazd4 linie ma prave jednoho transformovaného predka

(Ran, 2013Db).

Kone¢né je na fadé tzv. funkéni test. NHEJ (Non-Homologous End Joining)
obvykle zplsobuje inzerce a delece. Pro zjisténi, jestli byl na misto inkorporovan
spravny plazmid, nebo PCR amplikon (spravnost transformace), je mozné vyuzit
sekvenovani, popiipadé SURVEYOR nukleazy, které po denaturaci opétovné
renaturaci DNA §tépi v mistech, kde DNA neni komplementarni (Ran, 2013b).

Ne vSechny alely museji byt nutné transformovany. Muze dojit k tvorbé
heterozygotni mutace (jen jeden homologni chromozom), bialelické mutace (oba
homologni chromozomy, ale kazdy nese jinou mutaci) nebo homozygotni mutaci (oba

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

Pii vyuziti HDR (Homology-Directed Repair) piistupu muize byt produkt
detekovan pomoci sekvenovani, nebo napiiklad RFLP (Ran, 2013b).

Regulace genové exprese

Existuji modifikace proteinu Cas9, které umoziuji regulovat genovou expresi.
Pouzitim Cas9 bez schopnosti §tépit DNA (dCas9) je mozné navazovat dCas9 na
DNA, ale nestépit ji (Dominguez, 2016). Spojenim dCas9 sumélou sgRNA je
vytvofen komplex dCas9:sgRNA, ktery blokuje funkci RNA polymerdzy a tim
zabranuje elongaci transkripce. Tento komplex také dokaZze blokovat iniciaci
transkripce tim, Ze narusuje navazovani transkripénich faktora (Bikard, 2013; Larson,

2013).
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Zemédélstvi a primysl

Mnoho primyslovych odvétvi, které ve vyrobé pouzivaji zivé organismy, mohou
suspéchem systém CRISPR-Cas9 také vyuzivat. Naptiklad v mlékarenském a
vinaiském pramyslu mize pomahat v boji proti bakteriofagim, ktefi dokazou

zdecimovat celé mlékarenské i vinarské kultury (Sturino, 2006; Lohrasbi, 2019).

Prvni komer¢ni vyuziti nasla metoda CRISPR-Cas9 pravé v mlékarenstvi — posileni
imunity bakterialnich kultur pouzivanych pro vyrobu syri a jogurti (Barrangou,
2012). Vyvoj v primyslu bude nejspiSe sméfovat k modifikaci bakterii, kvasinek a

plisni schopnych produkovat biopaliva a biomaterialy (Ryan, 2014).

V zemédé@lstvi je systém CRISPR-Cas9 vyuzivan u komercnich a modelovych
rostlin pro zvySeni vynosu, zlepSeni odolnosti vuci suchu, zlepSeni ristu rostlin
V mistech se snizenym obsahem Zivin v pid¢ a v neposledni fadé také pro zlepSeni

nutriéni hodnoty potravin (Ricroch, 2016).

Lécba nemoci

Vyuziti systému CRISPR-Cas9 pro upravu savcéiho genomu je intenzivné
diskutované téma. Diky této technice je teoreticky mozné 1€€it i lidské genetické vady
a nemoci (Doudna, 2014). Nékolik na sobé nezavislych studii uspésné odstranily
mutaci v genu pro protein dystrophin u mysi. Mutace v tomto genu zpusobuje
Duchenneovu muskularni dystrofii (Tabebordbar, 2016; Nelson, 2016; Phimister,
2016; Nelson, 2019).

CRISPR-Cas9 byl uspésné pouzit pro 1é¢bu sedého zakalu u mysi (Wu, 2015),
navozeni Parkinsonovy choroby u prasat pro jejich vyuZiti jako modelovy organismus
s touto chorobou (Yang, 2016). Nebo napfiklad tvorba alelickych p53 mutantti u opic

— modelové organismy pro vyzkum rakoviny (Chen, 2016)

Nejvétsi prekazkou pro pouZiti u lidi je stale jeSté mala pfesnost a pomérné vysoky
podil off-target zdsahti do genomu. Navic musi mit metoda minimdlni toxicitu pro
organismus a je dulezité zvazit 1 imunitni odpovéd upravovaného organismu

(Broeders, 2020).




Antibakterialni a antivirotické pouziti CRISPR-Cas9

Né&kdy mezi lety 2017 a 2018 zadal v Ciné experiment s geneticky upravenymi
détmi. Pomoci CRISPR-Cas9 bylo upraveno 13 lidskych embryi. Modifikace
spocivala v deleci 32 bazovych part genu CCRS5 (po transformaci oznacovan jako
CCR5A32), coz mélo mit za nasledek doZivotni odolnost proti onemocnéni AIDS.
Upravena embrya byla pfenesena celkem do péti ndhradnich matek, znichz 2
otéhotnély a jen jedna porodila — neidenticka dvojcata. Problém nastal v tom, ze obé
déti maji chimérické bunky. Nekteré buiiky v jejich téle transformované jsou, jiné
nikoliv. Dal$i problém je fakt, Ze se stale pfesné nevi, co tato delece mize zplisobit

(Greely, 2019).

Antivirotické terapie funguji uz se star§i metodou genového inZenyrstvi — Zinc
Fingers (ZFN) — pomahala v boji proti HIV. ZFN jsou v soucasnosti nahrazovany
systémem CRISPR-Cas9. Ten dokaZe buniku ochranit pted infekci virem a zabranit
replikaci viru v jiz napadené bunice (Price, 2015). Studie se zabyvaji viry HIV,
Zloutenkou typu B, C a herpesvirem (Dong, 2015; Price, 2015; Van Diemen, 2016;
Kaminski, 2016).

2.4.4 Legislativa
Inovace metod genového inzenyrstvi u rostlin, ale i dal$ich organismu s sebou nese
otazky, zdali existuje adekvatni judikatura, ktera by této neustéle se rozvijejici oblasti

veédy davala hranice.

Momentalné neni legislativa oSetfujici geneticky upravené plodiny celosvétove
sjednocena. VétSina zemi, které jiz moderni techniky produkce GMO plodin
diskutovaly, dodrzuji definici LMO (Living Modified Organism), ktera je uvedena
v Cartagenském protokolu o biologické bezpecnosti (Jorasch, 2020). Tento protokol
byl doposud ratifikovan 172 staty svéta, véetné Evropské unie. Ceska republika
protokol ratifikovala 11. zati 2003 (CBD, 2020).

Co se tyce vyzkumu a Slechténi geneticky modifikovanych plodin, jsou zemé
Evropské unie pomérné konzervativni, Casteéné to mize byt kvili legislativé fesici
otazku Slechténi GMO plodin. V Asijskych zemich bylo vydano 53 % veskerych
publikaci fesicich problematiku $lechténi GMO, V severni Americe 34 % a v Evropé

pouhych 13 % (Jorasch, 2020).
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Vétsina zemi, véetné zemi EU, mé regulacni zdkony orientované na proces vyroby
a péstovani GMO. Naopak v zemich jako napfiklad USA a Kanada jsou regula¢ni
zakony nastaveny az podle kone¢nych produktdt GMO (Eckerstorfer, 2019).

Legislativa GMO

Geneticky modifikované organismy predstavuji pro mnoho zemi politicky velmi
naroc¢ny ukol. Technologie genového inzenyrstvi se nikdy ptedtim nerozvijely takovou
rychlosti jako dnes. V rtiznych zemich se zdkaznici, politici a nevladni organizace
snazi zamezit rozsifovani GMO, jelikoz je vidi jako hrozbu pro biodiverzitu a lidské
zdravi. Také tvrdi, Ze¢ mohou zpusobit zanik malého zemé&d¢€lstvi na venkove a ze
predstavuji riziko vzniku monopolt mezi firmami, které se zabyvaji vyrobou osevniho
materialu. Néktefi je odmitaji z diivodd etickych. V jinych zemich na né farmafi,
politici 1 védci pohlizeji jako na moznost zachovani ekonomické a enviromentalni

udrzitelnosti, ktera by dokazala zajistit potraviny pro cely svét (Wesseler, 2019).

Evropska unie

Pravni ramec GMO Evropské unie se zamétuje na (European Comission, 2020):

- Ochranu lidského a zvifeciho zdravi a ochranu prostiedi zavedenim nejvyssich
moznych opatieni, pfed kterymi musi novy GMO projit, nez je mozné jej

nabidnout na trh.

- Zavedeni harmonizovanych postupt pro posouzeni rizik a pro povoleni GMO,

které jsou maximalné u¢inné, Casoveé omezené a transparentni.

- Zavedeni znadeni veskerych GMO, které jsou na trhu. Siroka vefejnost a

profesionalové diky tomu mohou ucinit informované rozhodnuti pti nakupu.
- Zavedeni zpétné dohledatelnosti GMO na trhu jiZ umisténych.

Pravni ramce potom upravuji nasledujici zdkony, coz jsou zaroven stavebni kameny

Evropské legislativy (EUR — Lex, 2020).

- Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2001/18/ES ze dne 12. bfezna 2001
o zamérném uvolnovani geneticky modifikovanych organismti do Zivotniho

prostfedi (EUR — Lex, 2020)

- Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1829/2003 ze dne
22. zati 2003 o geneticky modifikovanych potravinach a krmivech (EUR —
Lex, 2020)
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- Smérnice Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/412 ze dne 11. bfezna
2015, kterou se méni smernice 2001/18/ES, pokud jde o moznost ¢lenskych
stati omezit ¢i zakdzat péstovani geneticky modifikovanych organismi

(GMO) na svém tizemi (EUR — Lex, 2020)

- Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1830/2003 ze dne 22. zafi
2003 o sledovatelnosti a oznaCovani geneticky modifikovanych organismu a

sledovatelnosti potravin a krmiv vyrobenych z geneticky modifikovanych

organismi (EUR — Lex, 2020)

- Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2009/41/ES ze dne 6. kvétna 2009 o
uzavieném nakladani s geneticky modifikovanymi mikroorganismy (EUR —

Lex, 2020)

Dne 25. ¢ervence 2018 rozhodoval Soudni dvir Evropské unie, zdali by se mély na
rostliny modifikované modernimi metodami vztahovat stejné¢ piisné regulace

(Smérnice 18/2001/EC), nebo jestli na né plati vyjimka (Callaway, 2018).

Rozsudek zni: Organismy ziskané technikami, které modifikuji geneticky kod
jakymkoliv jinym pfistupem, nez ptirodnim patii mezi GMO. Vyjimku ziskaly
techniky mutageneze, které byly uz dfive mnohokrat pouzity a je tedy u nich ¢asem

provétena bezpecnost (Broll, 2019).

Regulace GMO Vv EU rozliSuje mezi schvalenim pro dovoz a schvalenim pro
péstovani. Historicky je schvalovani GMO pro dovoz velmi pomalé a zplisobuje na
trhu problémy. Predpoklada se, ze v budoucnu vznikne asynchronie, jejiz pti¢inou
bude zavadéni nové vzniklych GMO ve svété a neschopnost EU se tomuto trendu

pfizptsobit a schvalovat tyto nové GMO (Wesseler, 2019).
V EU jsou dvé urovné, na kterych mohou byt GMO schvaleny.

- Jako potraviny nebo krmivo které¢ je z GMO vyrobeno ¢i GMO obsahuje

(smérnice 1823 / 2003) — tyka se vSak pouze dovozu, ne péstovani.

- Pro umysIné vyseti do Zivotniho prostiedi, coz zahrnuje rtst rostliny v zemich
Evropské unie. Popiipadé import rostlinného materidlu, ktery je schopny
samostatného rustu a mnozeni (smérnice 2001/18).

Potraviny a krmiva z GMO odvozené, nebo obsahujici vice nez 0,9 % hmotnosti

schvaleného GMO musi byt znafené a dohledatelné. Diky tomuto systému maji
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zadkaznici na trhu v EU moznost ucinit informované rozhodnuti pii vybéru zbozi.

Produkty ze zvifat krmenych GMO krmivem znacené byt nemusi (Wesseler, 2019).

V EU je momentaln¢ povolena jen 1 GM odriada — Bt kukufice (MONS810) vyvinuta

spole¢nosti Monsanto v 90. letech.
Schvalovaci proces GMO v EU
1. Podani zadosti vyrobcem, dodani pottebnych informaci.

2. Piislusné vnitrostatni organy (zpravidla staty EU) zhodnoti enviromentalni

rizika a predaji Zzadost EFSA.

o Zveftejni zadost Siroké vefejnosti a informuji o ni ostatni ¢lenské staty

EU.

o EFSA (Evropsky ufad pro bezpecnost potravin) mize od vyrobce

pozadovat doloZeni dodate¢nych informaci o vyrobku.

3. Evropsky urad pro bezpecnost potravin hodnoti rizika pro lidské a zvifeci
zdravi. Pokud je zamér vyrobce rostlinu na izemi EU i péstovat, hodnoti EFSA
i rizika pro zivotni prostfedi. Nasledné vypracuje odborny posudek (ma na to

6 mé&sict od podani zadosti ¢lenskym statem).

o Veskeré¢ informace EFSA zvefejiiuje Siroké vetejnosti a poskytuje

ostatnim ¢lenskym statim EU.

o Joint research centre (JCR) je vyzkumné centrum Evropské unie, které
poskytuje objektivni nazor na feSenou problematiku z laboratorni

oblasti.

4. Evropska komise vydava navrh rozhodnuti do 3 mésict od vydani odborného

posudku EFSA.

5. Statni vybor pro potravinovy fetézec a zdravi zvifat (SCoFCAH) posoudi
navrh rozhodnuti Evropské komise hlasovanim kvalifikovanou vétSinou.
V piipadé, Ze navrh ziska dostatecny pocet hlast, je schvalen.

Pokud hlasovanim neprojde, postupuje se na krok 6.
6. Evropskd komise pozméni navrh a piedlozi ho k hlasovani SCoFCAH (2
mesice), popiipadé¢ mize originalni navrh predlozit Odvolacimu vyboru (AM)

(1 mésic).
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o AM muze podpofit navrh Evropské komise — GMO je schvaleno,

o Nebo nevyjadii zddny ndzor. Potom rozhodne Evropské komise, zda

bude GMO schvaleno,

o Posledni moznost je, ze je GMO zamitnuto Odvolaci komisi, a tedy

nemuze byt na uzemi EU pouzito (Wesseler, 2019)

Casto se viak stava, 7e Glenské staty EU zakazou péstovani GMO, které jsou
k péstovani Evropskou unii povolené. Tak mohou ucinit na zakladé ochranné dolozky
smérnice 2001/18 (¢lanek 23). Ta dovoluje Clenskym statim zakazat povolené GMO,
pokud ptedstavuji riziko pro zdravi ¢loveéka, nebo pro zivotni prostiedi (vysledky
dodate¢nych studii apod.). Navic, stale vétsi pocet ¢lenskych statli zakazuje péstovani
Bt kukufice, 1 piesto, Ze to je nejspiSe v rozporu se smérnici 2002/18 a nafizenim

1829/2003 (Wesseler, 2019)

Navzdory tomu, ze Bt kukufice nemé mezi ¢lenskymi staty velké sympatie, byla
Vv roce 2016 péstovana ¢tyfmi staty. Ceskou republikou (75 ha), Portugalskem (7069
ha), Slovenskem (112 ha) a Spanélskem (129 081 ha). Dohromady 136 337 hektart
osevni plochy (0,06 % celkové osevni plochy). To vsak bylo pro CR prozatim
naposledy, co se na jejim tizemi GM kukufice péstovala (Obrazek 7). Péstovani GMO
ma velky potencial, kterému v rozvinuti brani momentalné velmi pfisna legislativa

(Wesseler, 2019).
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Obradzek 7: Plochy kukurice MON 810 (Bt kukurice) v letech 2005-2019 (MZP, 2020).




3 Cile a hypotézy diplomové prace

Cile
1) Vytvofit a optimalizovat reprodukovatelny protokol pro regeneraci nékterych
odrtd fepky olejky.

2) Umoznit inkorporaci metody CRISPR do optimalizovaného protokolu.

3) Vyhodnotit Géinnost regenerace u jednotlivych odrid fepky olejky.

Hypotéza
1) Néktera z doporucenych odrid bude mit dobrou reakci na vytvotfeny

regeneracni protokol




4 Material a metody

4.1 4.1. Pouzité odrudy/genotypy

Pro pokus bylo vytipovano celkem Sest odrud rostliny fepky olejky, jmenovité:
Arabella, Cadeli, Ladoga, Lohana, Mirage a Obelix. Tyto odrudy byly vybrany po
konzultaci s pracovniky z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze Ruzyni
(VURV) a doktorem Klimou. V minulosti tyto genotypy prokazaly velmi dobrou
embryogenni schopnost, dobie reagovaly na podminky in vitro kultivace a jsou také
pouzivané v naSich Slechtitelskych programech. V minulosti se u téchto odrad
vyuzivala jenom metoda embryogeneze in Vitro, proto je regenerace nepiimou

organogenezi u téchto odrid metodicka novinka.

4.2 Sterilizace

Nadobi

Media a nadobi bylo klavovano 15 minut pfi teploté 121 °C. Nadobi, které neni
mozné sterilizovat autokldvem bylo sterilizovano pomoci NaClO a teplem
V horkovzdu$né troubé (Singh, 2018).
Sterilizace hormonu

Ackoliv je mozné nékteré pouzité rostlinné hormony (2,4-D, 1AA) sterilizovat
v autoklavu (Sigma Aldrich, 2020), byly vSechny pouzité hormony, MES, AgNOs a

antibiotika sterilizovany pomoci dvojitého 0,2 pm filtru.




4.3 Osetieni a vysev semen

Povrchova sterilizace semen

Pted vysevem byla semena sterilizovana pomoci dvou ruznych chemikalii, pro
uréeni Setrngjs$i, ale zdroven ucinngjsi metody. Byly pouzity roztoky ethanolu
(c=75% objemovych) (Bates, 2017) a chlornanu sodného
(Savo — ¢ = 20 % objemovych) (Bhalla, 2008; Bates, 2017), respektive roztoku
chloridu rtutnatého (HgClz; ¢ = 1,5 % hmotnostnich) (Zheng, 2019).

Maceni probihalo nasledovné, v laminarnim boxu:
- roztok ethanolu - 1 minuta
- Roztok NaClO — 20 minut, respektive HgCl, — 13 minut
- Sterilni H20 — 3 x 5 minut

Sterilizace probihala ve sterilni kddince, semena s roztokem (vodou) byly kazdych

30 vtefin promichéna sterilnim michatkem.

Sterilizovana semena byla vyseta na sterilni medium MO, do kterého nebyly pfidany
zadné rostlinné hormony. Na medium bylo vysévano po + 20 semenech. Pro ziskani
etiolovanych rostlin probihal rast pfi teploté 24 °C ve tmé&. Kultivace probihala po
dobu 5-6 dni, nebo do délky vétSiny hypokotyli + 7 cm (Obrazek 88) (Knecht, 2011).

Slozeni média M0
- Y MS

- 85¢g/1l Agar




4.4 Priprava a kultivace hypokotylovych segmenti

Kdyz délka etiolizovanych hypokotyli dosahla zhruba 7 cm, byly jednotlivé
hypokotyly nafezany na kratké segmenty (8—10 mm). Rez nelze provadét sikmo. Pro
co nejvyssi ucinnost regenerace musi byt fez proveden jednim tahem a musi byt kolmy
k hypokotylu. Doporucuji ¢astéjsi vyménnych skalpelovych nastavci, aby zistala

¢epel co nejostiejsi.

Transfekce hypokotyli

Transfekce probiha pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktera do
rostlinnych bunck pfenese pozadovany vektor. Hypokotyly jsou na 30 minut vloZeny
do 50 ml tekutého DM media, které obsahuje bakterie s vektorem. Infekce probiha pfi

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

promichano.
SloZeni DM media
- MS
- 30g/l Sachardza
- 100 uM Acetosyringone
- pH=58

Po infekci (i pokud se infekce neprovadi) jsou hypokotyly osuseny na sterilnim
filtra¢nim papife a nasledné pasazovany na kokultivaéni medium M1. Toto medium
obsahuje fytohormony Kkinetin a 2,4-D, které indukuji rtst kalusu. Ptidany
acetosyringone zvySuje virulenci A. tumefaciens (Nakano, 2017). Na M1 zistanou

hypokotyly 2 dny, pti 24 °C a ve tmé.

SloZeni M1
- MS - 100 uM Acetosyringone (pokud
- 30¢g/l Sachar6za byla provedena infekce
- 184¢g/l Manitol -pH=5.8
- 1mg/l 2,4-D
- 0,3mg/lI Kinetin
- 85¢/l Agar




4.5 Kultivace kalusu

Nasledné byly hypokotyly pasazovany na M2 selekéni medium. V piipadé
provadéné transformace je medium obohacené o ATB kanamycin a carbenicillin pro
eradikaci A. tumefaciens a dalsi rist kalusu. Navic je do media pfidan i AgNOg, ktery

vyrazné zlepsuje ucinnost regenerace u fepky (De Block, 1989; Uliaie, 2008).

SloZeni M2
- MS
- 30g/l Sacharoza
- 18¢g/1 Manitol
- 1mg/l 2,4-D

- 03mg/l Kinetin

- 20mg/l| AgNOs3

- 85¢g/l Agar

- 25mg/l Kanamycin, hygromycin, nebo glyfosfat
- 250mg/1  Carbenicillin

- pH=58

Na M2 mediu (Obrazek 9) byly hypokotyly kultivovany 3 tydny, dokud nebyl dobte

viditelny kalus na fezu. Kultivace probihala ve tmé pti 24 °C.




4.6 Regenerace rostlin

Explantaty, které po 3 tydnech iniciovaly rlst kalusu, byly pasdZovany do

regenera¢niho media M3 (zeatin + IAA). Pasazovani do nového M3 media probihalo

kazdé 2 tydny do regenerace rostlin (Obrazek 10). Kultivace probihala ve fytotronu

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

Slozeni M3

MS
10g/1
0,259/l
069/l
2mg/ |
0,1mg/l
859/l
25mg /1
250 mg /|

pH=5,8

Glukéza

Xyloza

MES

Zeatin

IAA

Agar

Kanamycin, nebo glyfosfat

Carbenicillin

Obrdzek 10: Pryty na mediu M3 (foto: J. Harencdk).




4.7 Zakorenovani rostlin

Po regeneraci rostlinek na mediu M3 je nutné iniciovat rast kofenli. Toho se

dosahne pomoci media M4 bez fytohormont.

Rostlinkam byl odstranén zbytek kalusu a byly vpichnuty do media M4 (Obrazek
1111). Zakotenovani trva zhruba 3 tydny, poté byly rostlinky pieneseny do sadbovact
se substratem. Kultivace probihala ve fytotronu pti 24 °C, 70 % vlhkosti, fotoperiodou
16 h svétlo / 8 h tma.

Slozeni M4
- MS
- 109/l Sacharoza
- 85¢g/l Agar
- pH=538

Obrdzek 11: Zakorefiovaci medium s explantdtem (foto: J. Harencdk).




4.8 Prevod regeneranti do pidy

Jako substrat byl pouzit substrat ,,PROFIK — Propafovany substrat pro vysev a
mnozeni* od firmy Forestina (Obrazek 1212). Rostliny s dobfe vyvinutym kofenovym
systémem byly (v nesterilnich podminkach) vyjmuty z kultivaéniho media. Nasledné
byl jejich kotfenovy systém oplachnut sterilni vodou, aby se odstranily veskeré zbytky
media na kotfenech. Po oplachnuti byly rostliny vloZzeny do dilku v mirné udusaném
substratu a zakryty ptrebyteCnym substratem. Kultivace probihala zprvu v plastovém
boxu, ktery zarucoval 100 % relativni vlhkost. Po 3 dnech bylo viko plastového boxu
pozvolna otevirano — zhruba 0,5 cm / den po dobu prvnich 3 dni, pozd&ji 3 cm / den
do uplného otevieni. Rust probihal opét ve fytotronu pii 24 °C, s postupnym
snizovanim vlhkosti a fotoperioda byla nastavena na 16 / 8.

K72
profik

Obrdzek 12: Substrdt pouZity pro pfenos explantatd ze sterilniho prostredi do sadbovaci (foto: Jan Harencdk).




5 Vysledky

Pokus byl proveden ve dvou nezavislych opakovanich. Konec druhého opakovani
bohuzel provéazela technicka zdvada na fytotronu, ktery jejim néasledkem nedokézal

udrzovat podminky potifebné ke spravnému rastu explantatu.

Rostliny byly regenerovany z vice nez 1500 hypokotylovych tizkl ( 250 fizki / 1
odrida). Béhem pokusu dochézelo k odstrafiovani kalust, které vyrazné ztmavly,
iniciovaly rust kofenll na regeneraénim mediu a téch, které po dlouhou dobu (vice nez
4 pasdzovani na regenera¢ni medium) neiniciovaly rist pryti. Také zpravidla nebylo
mozné zachranit kontaminované explantaty.

OSetieni semen a kli¢eni v in vitro podminkach

Semena rostlin byla pfed vysetim na medium MO sterilizovana. Byla ozkouSena
sterilizace pomoci NaClO a HgClo. Obé metody zptusobovaly u nékterych odrud
snizeni kli¢ivosti. Odridy Arabella a Obelix nemély téméf zadnou negativni reakci na

metodu sterilizace — pti pouziti NaClO i HgCla.

Prvotni fazi celého pokusu bylo napéstovani etiolovanych hypokotyli. Bylo
zkouseno péstovani v uzaviratelnych sklenicich (Obrdzek 13) a falkonkach, které
vyskou presné odpovidaly pozadované délce hypokotyli (Obrazek 14). Lehci a
ucinngjsi prace byla s hypokotyly napéstovanymi ve falkonkach. Po napé&stovani bylo
jednoduse mozné pomoci sterilni pinzety extrahovat veskeré hypokotyly z falkonky
naraz, v jednom celistvém svazku. Ze svazku hypokotyl bylo mozné jednoduse
odfiznout ¢ast s ptichycenym mediem a ¢ast s déloznimi listky. Zbylé hypokotyly se
pridrzi sterilni pinzetou a ostrym skalpelem se nakraji na kratké segmenty. Krajeni
bylo provadéno na sterilni Petriho misce, ta byla pro kazdy soubor hypokotyli z jedné

falkonky pouZita nova.

Obrdzek 13 a 14: Péstovdni ve sklenici (vlevo) a ve falkonce (vpravo) (foto: J. Harencdk)




Kultivace hypokotylii a kalusii
Media byla vzdy Cerstva, pfipravovana tésné pred jejich pouzitim. Zamezilo se tak

nechténé degradaci ne¢kterych komponent, ke které by mohlo postupem casu dojit.

Veskeré hormony byly sterilizovany pomoci filtrovani skrz 0,2 um filtr. Filtrovani
probihalo v co nejvétsim objemu nardz. Sterilni hormony byly uskladnény ve
falkonkach, v podminkach doporucenych vyrobcem. Pied kazdym pouzitim sterilniho
hormonu vyjmutého z lednice je nutné oSetfit falkonku steriliza¢nim roztokem (75 %
ethanol, popi. Sterilium). Zanedbani sterilizace falkonky vede k nezadouci

kontaminaci media.

Do media M2 byl pfidan dusic¢nan stiibrny AgNOs. Jeho pfitomnost vyrazné zvysila
podil zelenych kalust (Obrazek 15 a 16).

Obrdzek 16: M2 medium s pridavkemAgNO; (foto: Jan Harencdk)

Pro pasazovani bylo nutné vybrat spravny nastroj. OzkouSeno bylo nékolik
velikosti pinzet. Pro co nejpfesnéjs$i manipulaci s kalusy (nesmi dochéazet k ruptute
hypokotylu) se jako nejlepsi osvédcila hladka pinzeta s délkou cca 120 mm a tlustou
Spi¢kou. Pro manipulaci s pryty byly pouzity pinzety o délce odpovidajici hloubce

kultiva¢ni nadoby.




Hodnoceni regenerac¢ni schopnosti pouzitych odrud a ziskani
regenerovanych rostlin

Odruda Arabella se vyznacuje relativné silnym hypokotylem (Obrazek 16), dobrou
odolnosti vii€¢i pouzitym sterilizacnim chemikdliim a v porovnani s ostatnimi
odridami dobrou regenera¢ni schopnosti (Obrazky 16-22). Spolu s odriidou Obelix
byla jedind, u které se podafilo regenerovat z kalusii rostliny a ptevést je do pudy
(Obrazek 22). Z celkem 250 hypokotylovych fizki této odridy bylo ziskano 49 pryta

a po jejich zakofenéni bylo 5 rostlin Gspé$né pievedeno do ex vitro podminek.

Obradzky 16 aZ 22: Regenerace in vitro odrudy Arabella. Obrdzky jsou sefazeny chronologicky tak, jak za sebou
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harencdk).

Mezi semeny odridy Ladoga se vzdy vyskytovalo minimalné jedno, které
kontaminovalo celou klic¢ici sadu na mediu MO (Obrazek 23). Proto nebylo mozné
s touto odriiddou dale pracovat a dopéstovat do faze cca 7 cm dlouhych hypokotyli. Pii
niz§im vysevku by byla prace neefektivni a bylo by zapotiebi spousta laboratorniho

materialu.

Obrdzky 23 a 24: Regenerace in vitro odridy Ladoga. Obrdzky jsou sefazeny chronologicky tak, jak za sebou
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harencdk).
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Odrtda Cadelli byla ¢aste¢né kontaminovana na ptidé MO0, coz je nejspiSe nasledek
vyskytu endofytnich mikroorganismti v semenech. Hypokotyly neochotné tvofily
kalus a nezfidka na mediu vysychaly (Obrazek 27 a 28). Také velmi ziidka tvoftily
pryty (Obrazek 29). Regeneranti asto postradali zelené barvivo. Obecné se da fict, Ze

tato odrida ma velmi $patnou reakci na regeneraci in vitro.

Obrdzky 25 aZ 29: Regenerace in vitro odrudy Cadeli. Obrdzky jsou sefazeny chronologicky tak, jak za sebou
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harencdk).

Odrtdu Lohana se nepodatilo dopéstovat do faze 7 cm hypokotyli, jelikoZ méla
velmi silnou negativni reakci na metodu sterilizace. Kli¢ila velmi zpomalené, az
vibec. Po 5 dnech kdy uz dochazelo k fezani hypokotyll ostatnich odriid, nezapocala
u Lohany ani faze liceni. Kontrola bez osetieni sterilizaéni chemii ukazala, Ze rostliny
byly jinak schopné kli¢it velmi dobte (kli¢ivost az 95 % po 5 dnech). Regenerace byla

proto neuspésna.

Obrdzek 30: Regenerace in vitro odridy Lohana (foto: Jan Harencdk).




Odrtda Mirage byla sterilizaci mirné ovlivnéna — jeji hypokotyly byly slabsi,
rychlost ristu byla relativné nizsi a kli¢ivost ¢astecné snizena. Celkové neméla
Zadnou, az velmi nizkou reakci na regeneraci in vitro. V regeneraénim mediu ¢asto
tvorila kofinky piimo z kalusu a pryty postradaly zelené barvivo, proto se z 250

hypokotylovych fizk této odridy nepodafilo zregenerovat ani jednu rostlinu.

Obrdzky 31 aZ 34: Regenerace in vitro odriidy Mirage. Obrdzky jsou sefazeny chronologicky tak, jak za sebou
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harencdk).

Odrtda Obelix byla regenerovana uspésné. KliCivost nebyla sterilizaci vyrazné
sniZzena, hypokotyly dosahovaly optimalni délky a tloustky. Po sterilizaci se na MO
neprojevovaly zadné endofytické mikroorganismy. Pryty tvofila zelené, bez Castého
vyskytu ristu kofinku z kalusu. Z celkem 250 hypokotylovych fizki této odridy bylo

ziskano 18 prytl a z nich Usp&$né regenerovany 3 rostliny.

Obradzky 35 aZ 42: Regenerace in vitro odrtdy Obelix. Obrdzky jsou sefazeny chronologicky tak, jak za sebou
postupovaly jednotlivé kroky regenerace (foto: Jan Harencdk).
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5.1 Protokol pro regeneraci irepky olejKy in vitro

1. Priprava semen

Semena macet v ethanolu (75 %) 1 minutu, poté v roztoku NaClO (20 %) 20 minut.
Nakonec macet v Cisté Sterilni vodé 3x na 5 minut. Semena v (kterémkoliv) roztoku
promichavat kazdych 30 vtefin. Po sterilizaci vysit na MO (%2 MS; 8,59 agar / 1 ).
Kultivovat ve tmé pii 24 °C 5-6 dni.

2. Infekce hypokotyli (moZno piesko¢it)

Etiolované hypokotyly natfezat kolmym fezem na segmenty (8-10 mm). Smichat
s50 ml A. tumefaciens v tekut¢ém DM mediu (MS; 30 g / 1 sacharéza; 100 uM
acetosyringone; pH = 5,8; OD = ~ 2). Kultivovat 30 minut, michat kazdych 5 minut.

3. Prenos hypokotyli

Lehce ususit hypokotyly na filtracnim papife. UsuSené pasazovat na medium
M1 (MS; 30 g / | sacharoza; 18 g / | manitol; 1 mg / | 2,4-D; 0,3 mg /Kinetin;
8,5 g/l agar; 100 uM acetosyringone; pH = 5,8). Acetosyringone ptidat jen pokud byl
proveden 2. krok. Kultivovat 2 dny t = 24 °C, ve tm¢.

4. Prenos na selekéni medium

Pasazovat hypokotyly z M1 na M2 MS; 30 g / 1 sacharéza; 18 g / 1 manitol;
1 mg/ 2,4-D; 0,3 mg /kinetin; 20 mg / | AgNOs; 8,5 g / | agar; 25 mg / | kanamycin,
nebo hygromycin, nebo glyfosfat; 250 mg / 1 carbenicillin; pH = 5,8). Kultivovat 3
tydny, t = 24 °C ve tmé¢, dokud nebude na fezu dobie patrny kalus.

5. Prenos na regenera¢ni medium

Hypokotyly, kde je dobfe vidét kalus, pasazovat na medium M3 (MS;
10 g / | glukoza; 0,25 g / | xyléza; 0,6 g/ | MES; 2 mg / | zeatin; 0,1 mg / | 1AA;
8,5 g/l agar; 25 mg / | kanamycin, nebo hygromycin, nebo glyfosfat; pH = 5,8). Na
Cerstvé medium pasazovat kazdé 2 tydny, do zregenerovani rostlinek. Kultivovat pfi

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

6. Prenos na zakorenovaci medium

Odstranit z rostlinek zbytek kalusu a zapichnout do media M4 (MS; 10 g / |
sachardza; 8,5 g / | agar; pH = 5,8). Kultivovat 3 tydny, t = 24 °C, vlhkost = 70 %,
fotoperioda = 16 h svétlo, 8 h tma. Po zakofenéni prenést do sadbovaci se substratem.
Zpocatku udrzovat 100 % vlhkost, poté postupné snizovat, fotoperioda = 16 h svétlo,

8 h tma.
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6 Diskuse

Pokusem byla zjisténa pomérné vysoka zavislost schopnosti regenerace rostlin
z hypokotyla kultivovanych in vitro na pouzité¢ odrude. Ze Sesti vybranych odriad se
podafilo ziskat regeneranty a uspésné je pievést do pudy pouze u dvou odrud: Arabella
a Obelix. U ostatnich odrid se béhem kultivace vyskytly problémy, které se nepodatilo
odstranit. Jako nejvétsi problém vnimam silnou kontaminaci semen a vyskyt
endofytnich mikroorganismu (plisni) uvnitf semen odriady Ladoga, ale i u odrudy

Cadeli.

6.1 Sterilizace semen

Byly pouzity dvé techniky sterilizace semen — pomoci NaClO (Savo) a HgCls
(chlorid rtutnaty). Savo dosahuje nizké sterilizacni UC€innosti u vysoce
kontaminovanych semen pSenice a baviny (Barampuram, 2014). Toto se projevilo i
Vv piipadé experimentd provadénych v této diplomové praci, a proto byl pouzit chlorid
rtutnaty — se stejnym vysledkem jako u Sava. Povrchova sterilizace nebyla dostatecna
a semena byla i po provedené sterilaci infikovana fadou hub a bakterii. To se projevilo
zvys$enou kontaminaci kli¢nich rostlin péstovanych in vitro. Moznost pro odstranéni
tohoto problému muze byt pouziti jiné sterilizacni techniky, napiiklad pomoci
miconazole (Tynan, 1993), PPM (Paul, 2001), nebo H20. (Oprica, 2011). Jedno
zmoznych feSeni pro ziskani neinfikovaného osiva je dopéstovani rostlin
V izolatorech, ve skleniku. Poptipadé€ pouZiti osiva dihaploidnich linii, opét z izolatoru,

tak aby byl minimalizovany vyskyt hub a bakterii v 0sivu.

Uginnost steriliza¢nich &inidel v pouzitych koncentracich je téméf shodna. Otazkou
vSak zlstava, jak bezpecné jsou tyto chemikalie pro laboranta. Savo pro tyto ucely
hodnotim jako lepsi moznost. Jedna se o bézné dostupnou chemikalii. Jeji vyhodou
oproti chloridu rtutnatém je zejména velmi nizkd nebezpecnost. Naopak, chlorid
rtut'naty dokaze zpusobit vazné podrazdéni kiize a dychacich cest (Perna, 2007). Navic
poskozuje ledviny a centralni nervovou soustavu. Do organismu pronikd inhalaci par
roztoku, pozitim nebo absorpci kiizi (Perna, 2007). Jeho dalsim minusem je i negativni
ovlivnéni vyvoje rostlin in vitro (Singh, 2018). Naproti tomu chlornan sodny
(komer¢né znamy jako Savo), je celosvétové bézné€ pouzivana a také relativné

bezpec¢na chemikalie (Bruch, 2006). Chlorid rtutnaty jako steriliza¢ni ¢inidlo je podle
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mého nazoru az prili§ nebezpecna latka, kterd neumérné zvySuje riziko prace. AvSak

ptindsi srovnatelné vysledky jako Savo.

Dalsi moznosti sterilizace semen je oSetieni nizkoteplotnim plazmatem, které bylo
na semenech fepky olejky jiz pouzito. Dalsi optimalizace této metody navic slibuje
eradikaci téméf vSech mikroorganismt semene (Kolarova, 2020). Velkou vyhodou
této metody je zlepSeni kli¢ivosti a ¢asto 1 vyssi vynos u rostlin, jejichZ semena byla

touto metodou oSetiena (Puligundla, 2017).

6.2 Koncentrace H* ionta

Hodnota pH media byla vzdy upravena na 5,8 a to pied sterilizaci v autoklavu a po
dokonalém rozpusténi veskerych pevnych komponent. Nerozpusténé latky mohou pH
pozdé&ji vyrazné ovlivnit (Msogoya, 2008). Sterilizace agarového média v autoklavu
zpravidla pH vyrazné snizuje. Pti Spatné Gprave této hodnoty se stava, ze po sterilizaci
agarové medium neztuhne (Msogoya, 2008). Pro upravu pH byl pouzit roztok NaOH,
respektive HCI (Murashige a Skoog, 1962).

6.3 Regenerace explantati

U kazdé odridy byl v nekteré z fazi regenerace in vitro zaznamenan vyskyt prytt
uplné nebo ¢astecné postradajicich chlorofyl (Ptiloha 1, b)Pfiloha 1:. Takové rostliny
uz dale nereagovaly na regeneraci. Chlorofyl deficientni pryty se ¢asto vyskytovaly na
jednom mediu spole¢né s normalné se vyvijejicimi pryty. Bylo zjisténo, Ze klicici
rostliny fepky olejky vystavené antibiotiku kanamycin nejsou schopny syntetizovat
chlorofyl (Li, 2010) a u fazoli byl potvrzen zastaveny vyvoj chloroplasti (Wolf, 1977).
Mozné feSeni by bylo pouzit pro selekci jiné antibiotikum, naptiklad hygromycin B,
ktery nebrani syntéze chlorofylu (Harrison, 2006). Jedno z doporuc¢ovanych feSeni je
ptidat do media dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs) az do koncentrace
300mg/ I. Toto feSeni je uvadéno pouze v odborné diskusi na ResearchGate
(Karpova, 2018). Dale mtze byt tento jev napiiklad zptisobovan kolisanim teplot
béhem rustu. To je vSak v tomto pokusu nepravdépodobné, jelikoz explantaty byly

kultivovany ve fytotronu, ktery zajist'uje konstantni teplotu, vlhkost a fotoperiodu.
Néktere z diivéjsich studii tvrdi, Ze je mozné vytvofit protokol pro regeneraci fepky
olejky tak, aby nebyl zavisly na konkrétni odrad¢ — aby fungoval na vétsi mnozstvi

riznych odrid se stejnou ucinnosti (De Block, 1989). Tohoto univerzalniho protokolu
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dosahl De Block (1989) jenom diky pfidavku AgNOs do media. Dusi¢nan stiibrny je
podle n¢j zakladni prerekvizita pro tvorbu univerzalniho protokolu. To je castecné
vV rozporu Stvrzenim, ze zavislost regeneracni schopnosti je silné¢ ovlivnéna
genotypem (Burbulis, 2009; Attaya, 2017). Burbulis (2009) ve své praci také zminuje,
Ze mimo jiné, je také potfeba tvotit hormonalné optimalizovany protokol pro kazdou
odridu zvlast. Tedy, Ze kazda odruda fepky olejky reaguje na metodu in vitro nepiimé
organogeneze jinak, navic jeSté v zavislosti na druhu explantatu (hypokotyl, délozni
listky, stonek...). Knecht (2011) ve své praci pouzil thiosiran stiibrny (STS) a diky
nému regenerovalo az 97 % explantati (pii C240 =1 mg /| pak 57 %; bez STS 0 az
par desitek %). Tato latka se spolu s dusi¢nanem stiibrnym pouziva v metodach
tkanovych kultur jako inhibitor produkce ethylenu (Roh, 2012). V této diplomové
praci byl jako inhibitor ethylenu pouzit dusi¢nan stéibrny. Nebylo sice dosazeno takto
vysoké uspéSnosti, ovSem jeho pritomnost byla patrné velmi dualezita. Kalusy na
Petriho miskach obsahujici AgNOz3 tvoftily znatelné zelenéjsi kalusy (viz obrazky 15 a

16) a frekvence regenerace prytt u nich byla vyssi.

Byl také zaznamenén vyskyt explantati hnéd¢, az cerné barvy. Nejcastéji se Cernani
projevovalo na mediu M1 a M2. To je u tkanovych kultur pomérné Casty jev. Je
zpusoben oxidaci fenolickych latek ve tkani, které se uvoliluji zejména z mista fezu
(Singh, 2018). Vyskyt zoxidovanych fenolickych latek ma za nasledek neschopnost
explantatu ptijimat ziviny z media, coZ nakonec vede k zastaveni metabolismu a jeho
nekrotizaci (Ahmad, 2013). Ptidavek antioxidantu (kyselina askorbova) do media

snizi vyskyt hnédych a ¢ernych explantati.

6.4 Kontaminace

Nekolikrat bylo nutné fesit vyskyt kontaminace u zakotenujicich rostlin (Ptiloha 2)
na mediu M4. Jedna se o posledni krok, po kterém nasleduje ptenos do substratu.
Navzdory obecnému dogmatu kontaminované rostliny nezachranovat, jsem se rozhodl
pro opak. Rostliny byly ze zakotfenovaciho media odstranény, dikladné omyty sterilni
vodou a vloZeny do substratu. Jejich vyvoj probihal zcela normalné. Nebyl pouzit
ethanol, jelikoz hrozi usmrceni rostliny (Singh, 2018). Také jsem se rozhodl nevyuzit
metody s pouzitim antibiotik, ani metodu celkového odstranéni kontaminovaného
mista (Rayaprolu, 2015). Kontaminované byly i nékteré Petriho misky, v riznych

stadiich regenera¢niho procesu. Nejcastéji se jednalo o bézné kontaminanty
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z prostedi. Na jednotlivych Petriho miskéch bylo zhruba po 20 fizcich. Diky tomu
bylo jednoduse mozné kontaminaci nezasazené¢ hypokotyly pasdzovat na cCerstvé
médium a pokracovat v regeneraci (Ptiloha 3). Ani zde nebylo zapotiebi vyuzit metod

které popisuje Rayaprolu (2015).

6.5 Transformace

Tato prace se primarné zabyva tvorbou protokolu, do kterého lze implementovat
krok zajist'ujici genetickou transformaci rostliny pomoci Agrobacterium tumefaciens
ve spojeni se systtmem CRISPR-Cas. Transformace je mozné docilit aplikovanim
¢asti protokolu s ndzvem ,, Transfekce hypokotylt“, ktery se nachézi na strané 30 této
prace. Vynechanim ¢asti ,, Transfekce hypokotyli“ Ize ziskat regeneranty fepky olejky

bez cilenych zmén v genetickém kodu.




[ Zavér
Protokol pro in vitro regeneraci fepky olejky byl tGspé$né vytvoten, avsSak

reprodukovatelny pouze na odridach fepky olejky Arabella a Obelix. U zbylych ¢tyt

odrtid nebylo z riznych divodii regeneraci provést nebo dokoncit.

Je mozné jej pouzit spolecné s metodou pro upravy genetické informace CRISPR-

Cas9, prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens jako ptenasece vektoru.

Dosazend uc¢innost regenerace byla u odridy Arabella 5 rostlin ze 49 prytd které
vyras$ily z 250 hypokotylovych tizkl. U odrady Obelix pak 3 rostliny z celkovych 18
prytl, které vyraSily z 250 hypokotylovych tizk.

Uspé&sné se podatilo vytvofit protokol, pomoci kterého byly ziskany regenerované

rostliny alesponl U jedné odrady fepky olejky.
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9 Prilohy

Priloha 1: Vyskyt pryti bez chlorofylu
A — Spravné se vyvijejici pryt

B — Pryt, s porusenou syntézou chlorofylu, pravdépodobné zplisobeno antibiotikem

kanamycin

Priloha 2: Kontaminovand rostlina (foto: Jan Harencdk).

Priloha 3: Kontaminované medium

Vybér A nebyl pasazovan

Vybér B pasdZovan byl

Priloha 3: Kontaminované medium (foto: Jan Harencdk).




