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Abstrakt 
 
Lipoxygenasy jsou enzymatická rodina, která se vyskytuje v živočišné i rostlinné 

říši. Tyto enzymy katalyzují dioxygenaci polynenasycených mastných kyselin. 

V jarním ječmeni najdeme dvě lipoxygenasy – LOX-1 a LOX-2. Oba enzymy se liší 

ve svém účinku v tvorbě derivátů polynenasycených mastných kyselin. 

Dioxygenovány jsou primárně kyselina linolová a linolenová. Z jejich hydroperoxidů 

pak vznikají látky trans-2-nonenal (T2N) a trihydroxyoktadekenová kyselina 

(THOD), jenž mají negativní vliv na chuť a stabilitu pěny piva. Šlechtění odrůd 

se sníženou či nulovou lipoxygenasovou aktivitou je tedy velmi atraktivní z pohledu 

pivovarnického průmyslu. Cílem této práce bylo charakterizovat transgenní rostliny 

generace T1 jarního ječmene (Hordeum vulgare) odrůdy Golden Promise, u nichž 

je předpokládána mutace v genu LOX-1, která byla vyvolána pomocí technologie 

CRISPR/Cas9. Byl proveden PCR screening T1 generace a identifikovány 

transgenní rostliny nesoucí kazetu s sgRNA. Cílová sekvence v genu LOX-1 byla 

amplifikována a charakterizována Sangerovým sekvenováním. Analýzou 

získaných sekvencí bylo zjištěno, že transgenní rostliny v T1 generaci nenesly 

mutaci v genu LOX-1.  
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Abstract 
 
Lipoxygenases are an enzymatic family that occurs in both the animal and plant 

kingdoms. These enzymes catalyze the dioxygenation of polyunsaturated fatty acids. 

In barley we can find two lipoxygenases – LOX-1 and LOX-2. Both enzymes differ 

in their effect in the formation of polyunsaturated fatty acid derivatives. Linoleic acid 

and linolenic acid are primarily dioxygenated. Their hydoperoxides then produce 

trans-2-nonenal (T2N) and trihydroxyoctadecenoic acid (THOD), which have 

a negative effect on the taste and stability of beer foam. Breeding varieties with 

reduced or no lipoxygenase activity is therefore very attractive from the perspective 

of the brewing industry. The aim of this study was to characterize transgenic plants 

of the T1 generation of barley (Hordeum vulgare) Golden Promise variety, which are 

expected to be mutated in the LOX-1 gene, which was induced by CRISPR/Cas9 

technology. PCR screening of T1 generation was performed and transgenic plants 

carrying the sgRNA cassette were identified. The target sequence in the LOX-1 gene 

was amplified and characterized by Sanger sequencing. Analysis of the obtained 

sequences showed that transgenic plants in the T1 generation did not carry 

a mutation in the LOX-1 gene. 
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1 Úvod 
 

 

Lipoxygenasy jsou enzymatická rodina, která se vyskytuje v živočišné i rostlinné říši. 

Tyto enzymy katalyzují dioxygenaci polynenasycených mastných kyselin, které 

ve své struktuře obsahují aspoň jednu jednotku cis,cis-1,4,-pentadien. Produkty 

těchto reakcí jsou konjugované deriváty – hydroperoxidy mastných kyselin – ty jsou 

pak pomocí isomeras přeměňovány na organické karbonylové sloučeniny, ketony, 

kyseliny či vyšší alkoholy. 

V jarním ječmeni najdeme dvě lipoxygenasy – LOX-1 a LOX-2. Oba enzymy 

se liší ve svém účinku v tvorbě derivátů polynenasycených mastných kyselin 

v pozici vznikající hydroperoxidové funkční skupiny v řetězci mastné kyseliny. 

Dioxygenovány jsou primárně kyselina linolová a linolenová. Z jejich hydroperoxidů 

pak vznikají látky trans-2-nonenal (T2N) a trihydroxyoktadekenová kyselina 

(THOD), jenž mají negativní vliv na chuť a stabilitu pěny piva. Šlechtění odrůd 

se sníženou či nulovou lipoxygenasovou aktivitou je tedy velmi atraktivní z pohledu 

pivovarnického průmyslu. 

Mutací je dosaženo editováním genomu pomocí technologie CRISPR/Cas9, což 

jsou místně specificky programovatelné nukleasy, které jsou schopné tvořit 

dvouvláknové zlomy DNA na předdefinovaných pozicích v genomu. Mechanismus 

CRISPR byl objeven u bakterií a archeí jakožto adaptivní imunitní systém vůči DNA 

a RNA virům. Principem tohoto mechanismu při napadení virem je začlenění 

krátkých úseků DNA viru do genomu prokaryoty. Když je pak prokaryota napadena 

tímto virem znovu, vytváří tzv. crRNA, které jsou exprimovány právě ze začleněných 

úseků DNA. Následně je nukleo-proteinový komplex obsahující crRNA a nukleasu 

Cas naváděn na vlákno DNA viru na základě komplementarity a Cas pak virovou 

DNA štěpí. 
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2 Cíle práce 

 

 

• Cílem práce bylo v části teoretické zpracovat literární rešerši na zadané 

téma.  

• Cílem části praktické je charakterizace transgenních rostlin generace T1 

jarního ječmene (Hordeum vulgare) odrůdy Golden Promise, u nichž je 

předpokládána mutace v genu LOX-1, která byla vyvolána pomocí 

technologie CRISPR/Cas9. Mutace a transgeny identifikovány pomocí 

molekulárních technik, PCR a sekvenování. 
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3 Současný stav řešené problematiky 
 

 

3.1 Ječmen setý (Hordeum vulgare) 

 

Ječmen jarní (Hordeum vulgare) je zástupcem čeledi Lipnicovitých a řadí se mezi 

diploidní organismy. Je to jednoděložná, krytosemenná, jednoletá rostlina. 

U ječmene rozlišujeme dvě varianty – ozimý a jarní. Hlavní rozdíl těchto dvou variant 

spočívá ve výnosu, kdy jarní ječmen má o 20-30 % nižší výnosy než ozimý ječmen 

(Špunar a kol., 2002). U této rostliny se nachází dutý stonek, který se nazývá stéblo. 

V raných fázích vegetativního růstu má výsostní postavení kořen hlavní, jeho funkci 

později přebírají kořeny postranní a hlavní kořen zaniká. Květenství je u ječmene 

klas a plod obilka. Ječmen spadá mezi obilniny, tedy mezi jedny z nejdůležitějších 

a hospodářsky velmi významných plodin na světě. Výživově bohaté obilky se již 

po tisíciletí využívají jako zdroj potravy lidí, krmivo pro zvířectvo a v neposlední řadě 

v pivovarství, konkrétně sladovnictví (Dyson, 1999; Glombik, 2015).  

 Se šlechtěním ječmene za účelem vytvoření odolnějších (abiotický a biotický 

stres) a výnosnějších odrůd se začalo již ve 20. století. Jednou z odrůd je Golden 

Promise, jenž byla vytvořena vědci ve Velké Británii v druhé polovině 50. let 

minulého století. Golden Promise byla získána z odrůdy Maythorpe za užití účinků 

gama záření. Nově vytvořená odrůda přinesla unikátní kombinaci žádaných 

zemědělských vlastností – rychlý růst a celkově rychlý vývoj, krátká a tuhá stébla, 

značná odolnost vůči vytřípání klasů a semen a kvalitní slad. Nevýhodou této odrůdy 

však byla náchylnost k napadení padlí ječmene (Erisiphe graminis sp. Hordei). 

Nicméně tento problém byl vyřešen díky užívání ochranných chemických 

prostředků (Forster, 2001; Glombik, 2015). Pro účely biotechnologií je tato odrůda 

využívána od 90. let minulého století. Vhodný pro transformaci je Golden Promise 

zejména díky vlastnosti snadno tvořit kalusy a snadno regenerovat rostliny (Lemaux 

a kol., 1999). 
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3.2 Lipoxygenasy 

 

3.2.1 Charakteristika a funkce lipoxygenas 

 

Lipoxygenasy (LOXs) jsou rodina enzymů – bílkoviny s katalytickou aktivitou – 

(LOXs; EC 1.13.11.12) vyskytující se jak u rostlin, tak i živočichů. Tato enzymatická 

rodina zahrnuje železo-kompatibilní dioxygenasy katalyzující dioxygenaci 

(hydroperoxidaci) polynenasycených mastných kyselin (Andreou a Feussner, 2009; 

Feussner a Wasternack, 2002; Porta a Rocha-Sosa, 2002). Oxygenace probíhá 

u nenasycených mastných kyselin s jednou či více cis,cis-1,4-pentadien 

jednotkami, jejímž výsledkem je produkce konjugovaných derivátů – hydroperoxidy 

mastných kyselin (Obr. 1) (Andreou a Feussner, 2009; Feussner a Wasternack, 

2002; Foster a Caradonna, 2003; Harwood, 1997; Porta a Rocha-Sosa, 2002). 

Vlivem příslušných isomeras a lyas jsou tyto reaktivní deriváty dále metabolizovány 

na soubor organických karbonylových sloučenin, ketonů, kyselin či vyšších alkoholů 

(Vanko a kol., 2007). 

 

 U rostlinných LOXs se jedná o dioxygenaci především kyseliny linolové, 

linolenové a α-linolenové, kdy většina LOXs katalyzuje oxidaci těchto kyselin 

na polohách C-9 nebo C-13 uhlovodíkového řetězce, přičemž výsledkem tohoto 

procesu je vznik 9-hydroperoxidů či 13-hydroperoxidů. Tyto hydroperoxidy dále 

spouštějí přinejmenším šest enzymatických drah, které jsou pojmenovány dle 

příslušných bílkovin s katalytickou aktivitou (Andreou a Feussner, 2009; Feussner 

a Wasternack, 2002; Porta a Rocha-Sosa, 2002; Savchenko a kol., 2014). Prvním 

krokem spuštění kaskády větvících se reakcí enzymů je oxidace kyseliny linolové. 

Vlivem aktivity této kaskády dochází, mimojiné, k syntéze tzv. oxylipinů, tedy 

bioaktivních sloučenin.  Oxylipiny jsou participovány v obranných reakcích, kdy je 

rostlina vystavena abiotickému a biotickému stresu (Göbel a kol., 2001; Maccarrone 

Obrázek 1. Reakční schéma lipoxygenasové dioxygenace (převzato a upraveno z Foster a 
Caradonna, 2003) 
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a kol., 2001; Mosblech a kol., 2009; Santino a kol., 2013; Savchenko a kol., 2014; 

Taki a kol., 2005; Vellosillo a kol., 2007;  Wasternack a Hause, 2013). 

 Biosyntetická dráha LOXs (Obr. 2) obsahuje několik paralelních větví – 

nejméně šest pojmenovaných dle daných enzymů v těchto drahách. Např. to jsou 

allenoxid cyklasa (AOC), hydroperoxid lyasa (HPL) či peroxygenasa. Z primárních 

produktů aktivity LOXs, tedy hydroperoxidů nenasycených mastných kyselin, 

postupně dále vznikají lipoxiny a hepoxiliny.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oxylipiny vznikající větvícími reakcemi podmiňují syntézu proteinů, enzymů (např. 

glutation-S-transferasa), a také rostlinných antibiotik (fenylpropan fytoalexiny) 

(Fukuda a kol., 1997), které se účastní eliminace pro rostlinu toxických sloučenin 

při napadení patogenem (Fukuda a kol., 1997; Feussner a Wasternack, 2002; Porta 

Obrázek 2. Schéma biosyntetické dráhy LOX 
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a Rocha-Sosa, 2002; Savchenko a kol., 2014). Mezi význačné produkty těchto drah 

patří např. monomerní složky pro heteropolymerní kutin, který tvoří hlavní složku 

ochranného obalu nadzemních částí rostlin. Dalším důležitým produktem je kyselina 

jasmonová (JK), která je produktem AOC cesty (Feussner a Wasternack, 2002; 

Porta a Rocha-Sosa, 2002; Santino a kol., 2013; Savchenko a kol., 2014). JK, 

respektive jasmonáty, se řadí do rodiny oxylipinů (Delporte a kol., 2011). Jasmonáty 

hrají důležitou roli např. při regulaci klíčení semen, stárnutí semen, syntéze ethylenu 

atd. V reakcích na biotický a abiotický stres rostlina využívá různých signálních 

systémů. Součástí těchto signálních drah je právě i JK, která se svojí činností podílí 

na přenosu signálu jako reakce na tyto stresy a zároveň spolu s ethylenem 

zprostředkovávají systémovou odpověď (Babenko a kol., 2015; Ballaré, 2011; 

Piotrowska a Bajguz, 2011; Van der Ent a kol., 2009; Wasternack a Hause, 2013). 

 V důsledku účinků biotického a abiotického stresu rostlina zapojuje 

komplexní obranné systémy. Pro aplikaci co nejlepší a nejefektivnější odpovědi 

rostliny na daný stres se vždy spouští jen určité obranné systémy. Ty se spouští 

na základě daných faktorů jako typ patogenu a abiotického stresu. Signální 

molekuly v těchto drahách se vzájemně neovlivňují, nebo naopak spolu interagují 

jako synergisté či antagonisté (Savchenko a kol., 2014; Lorenzo a Solano, 2005). 

Zvýšení aktivity LOXs nastává např. v důsledku poškození mechanickými ranami 

(Fabbri a kol., 2000), hypertermie (Kosakivska a kol., 2012; Kosakivska a kol., 2014; 

Babenko a kol., 2014), hypotermie (Kopich a kol., 2010), vlivem ozonu či infekcí 

patogenem (Maccarrone a kol., 2001) a reakce na účinky elicitorů – sloučeniny 

schopné stimulovat uvnitř buněčného organismu tvorbu jiné sloučeniny (Chandra 

a kol., 1996). 

  

 

3.2.2 Lipoxygenasy ve sladovnictví ječmene 

 

U ječmene se vyskytují dvě lipoxygenasy, a to konkrétně LOX-1 a LOX-2 

(Hämäläinen, 1995). Bylo dokázáno, že zvýšení aktivity LOXs, a především exprese 

genů LOX-1, je úzce spjato s rostlinným hormonem kyselinou abscisovou. Z velké 

části při stresu z mechanického poškození (Peña-Cortés a kol., 1995). Naopak 

exprese genů LOX-2 je kyselinou abscisovou potlačována (Babenko a kol., 2017). 

Obě lipoxygenasy vykazují zvýšenou aktivitu ve fázi klíčení zrn (Baxter, 1982) – 
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ve sladovnictví tzv. rozluštění. Enzym LOX-1 je biologicky aktivní již od fáze máčení, 

která předchází samotnému klíčení. Ovšem během fáze klíčení oproti fázi máčení 

aktivita LOX-1 znatelně vzrůstá. LOX-2 započíná svoji aktivitu oproti LOX-1 až 

s nástupem fáze samotného klíčení (Yang a Schwarz, 1995). LOX-1 katalyzuje 

primárně oxidaci linolové kyseliny (taktéž linolenové) za vzniku (10E,12Z)-9-

hydroperoxyoktadeka-10,12-dienové kyseliny → 9-hydroperoxid. Isoenzym LOX-2 

má obdobné účinky a primárně produkuje kyseliny s hydroperoxidovou funkční 

skupinou na C-13 (Hämäläinen, 1995; Yang a kol., 1993), které jsou dále 

metabolizovány na hexanal, jehož chuťový práh1 je cca 0.4 ppm (Yang a kol., 1993). 

Z 9-hydroperoxidů mastných kyselin se pak utvářejí trans-2-nonenal (T2N) 

a trihydroxyoktadekenová kyselina (THOD) (Kuroda a kol., 2003; Skadhauge a kol., 

2011). Zkoumáním těchto látek bylo zjištěno, že tyto sloučeniny jsou faktory mající 

negativní vliv na kvalitu piva. T2N má hlavní podíl na „kartónově-papírové“ pachuti 

u staršího piva. Látka THOD negativně ovlivňuje stabilitu pěny a chuť piva. 

Při pokusech, kdy byl pro přípravu piva využit slad z ječmene, jenž měl sníženou 

lipoxygenasovou aktivitu a prokazatelně nižší koncentrace T2N a THOD, bylo 

dosaženo výsledků vyšší míry čerstvosti a taktéž pozitivního vlivu na stabilitu pěny 

piva oproti pivu připraveného ze sladu s normální aktivitou LOXs (Hirota a kol., 

2006; Yu a kol., 2014). Tento fakt je samozřejmě velmi atraktivní z pohledu 

pivovarnického průmyslu, pro který by byly tyto kultivary, ať už s nízkou, nebo ještě 

lépe nulovou lipoxygenasovou aktivitou, velmi zajímavé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1 Minimální koncentrace, při které lze vnímat citlivost chuti na konkrétní látku či jídlo 
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3.3 Transformace 
 

3.3.1 Charakteristika 

 

Transformace je proces zakomponování DNA z jednoho organismu do genomu 

dalšího organismu. Byla objevena roku 1928 u bakterie Streptococcus pneumoniae 

(Griffith, 1928). U přírodních bakteriálních populací dochází k zakomponování 

molekul DNA z okolního prostředí, kdy tyto molekuly pochází zejména z odumřelých 

mikroorganismů, které uvolnily svůj obsah do okolí (Trevors, 1999). Nevýhoda 

takovéhoto způsobu výměny genetického materiálu však může tkvět ve vystavení 

tzv. holé DNA (bez vázaných chromosomálních proteinů) vlivu extracelulárního 

prostředí, v němž se nachází řada enzymů (např. nukleas) a dalších látek, které 

poškozují genetickou informaci. Taková DNA je v tomto prostředí stabilizována 

např. vazbou na částice písku, kdy genetická informace navázaná v takovémto 

komplexu vykazuje vyšší odolnost vůči štěpícím enzymům než DNA volně se 

nacházející v prostředí (Lorenz a kol., 1981). Možnost užití jakékoli holé DNA, a ne 

pouze z totožného bakteriálního druhu, se hojně uplatňuje v laboratorní praxi, kdy 

k začlenění DNA do zájmového organismu se využívá převážně bakteriálních 

plasmidových vektorů (Alberts, Bray a kol., 1998). Bakterie, které jsou schopny 

přijmout cizorodou DNA a skrze buněčnou membránu ji transportovat do svého 

vnitřního prostředí, nazýváme jako kompetentní. Kompetentní mohou být bakterie 

přirozeně, kdy tuto schopnost nabývají během pozdní fáze růstového cyklu (Stewart 

a Carlson, 1986; Trevors, 1999), či se dá kompetence indukovat např. chemickými 

metodami, elektroporačními metodami a teplotním šokem (Davison, 1999). 

Plazmidy jako vektory v genetice 
 

Plazmidy jsou dvouvláknové, kruhové molekuly extrachromosomální DNA, jenž 

mají schopnost se replikovat nezávisle na chromozomech (Ebersbach and Gerdes, 

2005; Wegrzyn, 2005; Ghosh a kol., 2006). Přirozeně plazmidy najdeme u bakterií, 

archea, kvasinek a některých eukaryotických buněk (Del Solar a kol., 1998) (např. 

u zástupců říše Fungi). Genetická informace obsažená v plazmidech může 

představovat pro daný mikroorganismus určitou výhodu, jakou může být např. 

rezistence proti antibiotikům, lepší adaptace na změny v okolním prostředí, 

popřípadě rozšíření zdrojů živin (Sherratt, 1974; Eberhard, 1989). 

Pro mikroorganismus však nejsou geny kódované v plazmidech nezbytná genetická 

informace pro přežití. Plazmidy se v hostitelské buňce chovají buď jako symbionti, 
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kdy hostitely poskytují určité zvýhodnění, nebo jako parazité využívající hostitele 

pouze jako médium k jejich přežití (Bergstrom a kol., 2000; Slater a kol., 2008). 

Dřívější klasifikace rozdělovala plazmidy do tří skupin – F-plazmidy, Col-plazmidy 

(kolicogenní) a R-plazmidy (Datta, 1977; Kline a Palchaudhuri, 1980; Seelke a kol., 

1982; Zverev a kol., 1984). F-plazmidy mají zabudovanou schopnost konjugace 

a přenosu mezi buňkami. Rezistenční plazmidy (R) poskytují svým hostitelům 

výhodu v podobě obranných mechanismů, které normálně nemají. Zpravidla se 

jedná o odolnost vůči antibiotikům a dalším antibakteriálním látkám (Sherratt, 1974). 

Col-plazmidy nesou geny pro tvorbu proteinů (bakteriocinů), které usmrcují citlivé či 

jiné bakteriální buňky (Reeves, 1972). Současná klasifikace využívá komplexnější 

soustavu kritérií pro řazení do různých tříd. Plazmidy se rozlišují dle replikačního 

počátku, selekčního markeru a promotorové sekvence. Na základě replikačního 

počátku a promotorové sekvence rozlišujeme tři skupiny – prokaryotické, 

eukaryotické a virové. Skupin dle selekčního markeru je podstatně více – 

mezi nejznámější patří např. ampicilin, kanamycin, streptomycin či gentamycin 

(Wang a kol., 2009). Dále můžeme plazmidové vektory rozlišit jako klonovací, 

do kterých lze snadno vkládat požadované sekvence DNA, a expresní vektory, jenž 

díky silným promotorům poskytují efektivní transkripci inzerované DNA do mRNA 

v hostitelské buňce (Vondrejs a Storchová, 1997). 

 Plazmidy přirozeně samy o sobě mají potenciál být využity jako nástroj 

v rekombinantních technoligiích. Pro získání účinného a kvalitního mechanismu 

klonování však bylo zapotřebí jejich genetické úpravy. Důležitými rysy jsou 

jedinečná místa v sekvenci DNA rozpoznávaná pomocí enzymů restrikčních 

endonukleas, která nazýváme jako restrikční místa (Obr. 3), a selekční marker, který 

umožní identifikovat recipientní buňky nesoucí plazmid s vloženou požadovanou 

sekvencí DNA (Thompson, 1988). Pro vložení úseku DNA do plazmidového vektoru 

je nezbytné zdrojovou genetickou informaci štěpit stejnou restrikční endonukleasou, 

která rozpoznává a štěpí restrikční místa plazmidu. Restrikční místa jsou obvykle 4-

8 bp dlouhé specifické sekvence (Zheleznaya a kol., 2009), které jsou stejné 

na každém vláknu DNA ve směru čtení 5‘ → 3‘ (Obr. 3). Řetězce plazmidové 

a inserované DNA se spojují na základě komplementarity bází, čehož je docíleno 

vlivem štěpení jedním restrikčním enzymem, který tvoří stejné „lepivé“ (kohezivhní) 

konce na obou těchto úsecích DNA (Szybalski a kol., 1991). Spojení 

komplementárních úseků zdrojové a plazmidové DNA se děje za spotřeby energie 
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získané z adenosintrifosfátu (ATP) prostřednictvím tvorby fosfodiesterových vazeb 

enzymem DNA ligasou (Takagi a kol., 1968). 

 

  

 

3.3.2 Transformace rostlin pomocí Agrobacterium tumefaciens 

 

Společně s mikroprojektilovým přenosem(particle bombardment; „genové dělo“), 

jehož podstatou je vstřelování zlatých či wolframových částic s navázanou DNA 

do buněk rostlin, patří transformace pomocí A. tumefaciens k velmi často 

používaným metodám sloužícím k přenosu genetické informace. Další metodou je 

například elektroporace, která využívá k vnesení genetické informace do buňky 

elektrických pulsů pro penetraci membrány a vytvoření pórů. Ječmen jarní byl 

poprvé transformován metodou mikroprojektilového přenosu v roce 1994 (Ritala 

a kol., 1994). Transformace ječmene jarního zprostředkovaná A. tumefaciens byla 

prvně provedena roku 1997 (Tingay a kol., 1997). Metoda využití této bakterie 

pro transformaci je vhodná hned z několika aspektů – jednoduchá inserce 

transgenu s jasně danými hraničními sekvencemi, ustálená integrace, stálost 

exprese genů (Tzfira a Citovsky, 2006). Tyto aspekty velmi přispěly k vývoji 

reprodukovatelných a účinných postupů pro transformaci dvouděložných 

i jednoděložných rostlin, ačkoli přirozeně A. tumefaciens jednoděložné rostliny 

neinfikuje (Hiei a kol., 1994; Zhang-Hua a kol., 2005).  

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativní půdní bakterie, která 

u infikovaných dvouděložných rostlin vyvolává růst krčkových nádorů (Fabre 

a Dunal, 1853; Smith a Townsend, 1907; Gelvin, 2003). Krčkové nádory nazývané 

proto, že nejčastěji se tyto nádory nachází na rozhraní kořene a stonku (krček) – 

Obrázek 3. Ilustrační schéma mechanismu štěpení restrikčních míst enzymem restrikční 
endonukleasou 
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obvykle povrch půdy. Zde může dojít ke snadnému poranění epidermis rostlin např. 

vlivem ohýbání ve větru a třením o povrch půdy. Infikována však může být rostlina 

v kterékoli části svého těla, kde dojde ke zranění. Důležitou roli při tomto způsobu 

transformace zde hraje schopnost totipotence rostlinných buněk, tedy že každá dílčí 

buňka je schopna diferenciace v jakoukoli buňku dospělé rostliny, což ve výsledku 

znamená, že z jedné buňky lze zregenerovat celou rostlinu (Gelvin, 2003; Snustad 

a Simmons, 2017). 

 Po infikování poraněného místa A. tumefaciens dochází ke dvěma klíčovým 

krokům: (1) dělení rostlinných buněk a tvorba nádoru a (2) syntéza opinu – derivát 

argininu. V závislosti na kmenu A. tumefaciens jsou syntetizovány buď oktopin či 

nopalin, kdy bakterie využívá schopnosti přesměrovat metabolické zdroje rostlinné 

buňky k tvorbě opinů. Ty jsou posléze degradovány a využity jako zdroj energie 

bakterie (Escobar a Dandekar, 2003; Valentine, 2003; Brown, 2007; Pacurar a kol., 

2011). Molekulární podstatou této transformace je přenos genetické informace 

ze specifického segmentu bakteriálního plazmidu do genomu rostlinné buňky. 

Tento specifický segment je nazýván jako T-DNA (z angl. Transferred DNA) a je 

součástí velkého Ti-plazmidu (z angl. tumor-inducing) (Gelvin, 2003). 

Pro transformaci jsou nezbytné dvě části, a to výše zmíněná T-DNA a tzv. virulentní 

(vir) oblast, která obsahuje geny kódující enzymy potřebné k vyštěpení, přenosu 

a zakomponování T-DNA do genomu rostlinné buňky (Valentine, 2003; Pacurar a 

kol., 2011). Oblast Ti-plazmidu, v níž se nachází T-DNA, označujeme jako T-oblast. 

Délka její nukleotidové sekvence je v rozmezí cca 10-30 kbp a představuje tak méně 

než desetinu celkové velikosti Ti-plazmidu (Barker a kol., 1983; Byrne a kol., 1983;  

Lemmers a kol., 1980; Suzuki a kol., 2000; Zambryski a kol., 1980). T-DNA je 

v rámci Ti-plazmidu vymezena hraničními sekvencemi (pravá a levá hranice). Tyto 

sekvence jsou dlouhé 25 bp, jsou homologní a slouží jako restrikční místa 

pro specifické VirD1/VirD2 endonukleasy, které vyštěpují T-DNA z plazmidu 

(Jouanin a kol., 1989; Yadav a kol., 1982; Hepburn a White, 1985; Jen a Chilton; 

1986; Sen a kol., 1989; Wang a kol., 1984; Wang a kol., 1987). Pravá hranice má 

nepostradatelný význam pro vyštěpení a přenos T-DNA, kdy delece této sekvence 

způsobí blokaci jejího přenosu (Wang a kol., 1984; Hepburn a White, 1985; Jen a 

Chilton, 1986; Wang a kol., 1987;). 
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Mechanismus transformace 
 

A. tumefaciens je schopna lokalizovat a následně se navázat na poraněné pletivo, 

které často bývá u báze stonku, díky rozpoznání signálních molekul (fenolové 

a cukerné sloučeniny), a to i v tak různorodém a komplexním prostředí, jako je půda. 

Směrem ke zdroji těchto specifických molekul, které jsou vylučovány poraněnými 

rostlinami, se bakterie pohybuje na principu chemotaxe (Shaw, 1991; Zambryski, 

1992). Následně po prvotním připojení bakterie začne syntetizovat síť 

z celulózových vláken, pomocí které se pevně uchytí na povrchu rostlinné buňky 

(Matthysse, 1983). Fenolové sloučeniny (kumaryl alkohol, koniferylalkohol, sinapyl 

alkohol) stimulují aktivitu vir genů Ti-plazmidu (Kado a Hooykaas, 1991). Celkem 25 

vir genů je umístěno v Ti-plazmidu v rámci nejméně osmi operonů (Brown, 2007; 

Glick, Pasternak, Patten, 2010). V následujících krocích je T-DNA přenesena 

mechanismem podobným přenosu plazmidu konjugací u bakterií. Enzymy 

kódované vir geny štěpí plazmid v restrikčních místech (pravá a levá hranice) 

za vzniku lineárních jednovláknových T-DNA s 5´ koncem, na kterém je nesena 

sekvence pravé hranice, jenž obsahuje geny důležité pro integraci (De Vos 

a Zambryski, 1989; Gelvin, 2003). Většina genů T-DNA je aktivována teprve 

po inzerci do genomu rostliny, což poukazuje na skutečnost, že to jsou v podstatě 

rostlinné geny, které nemohou exprimovat sami bakterie skrze rozdíly transkripční 

a translační regulace (Kado a Hooykaas, 1991). V oblasti T-DNA jsou kódovány 

enzymy, které jsou odpovědné za syntézu indoloctové kyseliny (auxin). Jedná se 

o geny iaaM a iaaH. Syntéza indoloctové kyseliny spočívá v přeměně tryptofanu 

na indol-3-acetamid pomocí enzymu tryptofan-2-monooxygenasou, která je 

kódována genem iaaM, a následnou přeměnou indol-3-acetamidu enzymem indol-

3-acetamidhydrolasou, jenž je produktem genu iaaH, na výslednou kyselinu (Inze 

a kol., 1984; Schroder a kol., 1984). Dále je v T-DNA přítomen gen tmr, který kóduje 

enzym isopentenyltransferasu. Tento enzym katalyzuje přenos isopentenylového 

postranního řetězce na 5´-AMP za tvorby isopentenyladenosin-5´-fosfátu, tedy 

prvního produktu v syntetické dráze cytokininu isopentenyladeninu. Hydroxylací 

těchto molekul pak vznikají cytokininy transzeatin a transribosylzeatin. V důsledku 

lokálně zvýšené koncentrace rostlinných růstových regulátorů (auxinu a cytokininu) 

je indukována tvorba krčkového nádoru (Akiyoshi a kol., 1983; Barry a kol., 1984; 

Kado a Hooykaas, 1991). 
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Obrázek 4. Ilustrační schéma transformace rostlinné buňky A. tumefaciens 

 

 

A. tumefaciens jako biotechnologický nástroj 
 

Poté, co byl objasněn proces transformace hostitele A. tumefaciens a vznik nádorů, 

začalo se nad touto bakterií uvažovat jako nad potencionálním biotechnologickým 

nástrojem. Pro využití v laboratoři bylo ovšem nutné upravit některé z přirozených 

rysů. Ti-plazmid bylo nezbytné upravit tak, aby v rostlinném pletivu nedocházelo 

k indukci růstu nádoru a syntéze opinů. Biotechnologické využití této bakterie 

se odvíjí od funkcí a struktury T-DNA. Pro přenos této sekvence je důležité pouze 

zachování vymezujících hraničních sekvencí, což umožnilo nahradit přirozenou 

genetickou informaci za jakoukoli požadovanou DNA (Lacroix a kol., 2006; Klee 

a kol., 1987; Pacurar a kol., 2011), a tím dosáhnout přenosu do hostitelské buňky. 

T-DNA však pro svůj přenos a následné zabudování genetické informace potřebuje 

vir geny. Bylo prokázáno, že úpravou jejich regulace (Ankebauer a kol., 1991) 

a změnou počtu kopií (Rogowsky a kol., 1987), lze docílit vyšší účinnosti procesu 

transformace (Klee a kol., 1987). Účinnost transformace však nemusí být pokaždé 
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v závislosti na expresi vir genů a získaná data poukazují na složitější mechanismus 

a vliv dalších faktorů jako např. volba rostlinného explantátu, transformační protokol 

(Gelvin, 2003). Na základě schopnosti vir genů fungovat v různých druzích 

organismu došlo k vývoji binárních a super-binárních transformačních vektorů, 

a tedy rozšíření rozsahu rostlinných druhů pro transformaci pomocí A. tumefaciens 

(Lee a kol., 2008). Snahou bylo také zvýšit účinnost transformace u již 

transformovatelných druhů. Toho bylo úspěšně dosaženo identifikací či tvorbou 

vysoce virulentních kmenů Agrobacteria (Hansen a kol., 1994), nebo optimalizací 

kultivačních podmínek (Newell, 2000). Tyto postupy však přes svoji účinnost měly 

své limity v robustnosti a rozsahu daných metod (Gelvin, 2003). Naopak nejprve 

sekundární přístup genové manipulace samotného hostitele otevřel potencionálně 

zajímavé okruhy k dosažení požadované účinnosti. Pro další možnou optimalizaci 

metody transformace bylo nezbytné určit geny rostlin zapojené do transformačního 

procesu. Genetickým screeningem byly identifikování mutanti Arabidopsis 

rezistentních vůči transformaci Agrobacteriem (Nam a kol., 1999; Zhu a kol., 2003). 

Geny a jejich produkty participující v transformaci pokrývají v rostlinách širokou 

škálu funkcí. Mezi ně patří např. geny, které jsou interesované do tvorby složek 

buněčných stěn (Zhu a kol., 2003; Gaspar a kol., 2004), importu látek (Bako a kol., 

2003; Bhattacharjee a kol., 2008), po geny kódující chromatinové proteiny, které 

mají funkci při integraci T-DNA (Zhu a kol., 2003; Mysore a kol., 2000; Yi a kol., 

2002; Gelvin a Kim, 2007) a expresi transgenu (Tenea a kol., 2009). Záporný účinek 

na transformaci byl shledán u genů obranného systému rostlin. (Gelvin, 2009). 

Postupně byly identifikovány a nasbírány potřebné informace o rostlinných 

receptorech pro bakteriální proteiny (Hwang a Gelvin, 2004), jaderných 

transportérech (Bhatacharjee a kol., 2008) a proteinech účastnících se cílení 

(Lacroix a kol., 2008) a lokalizace T-DNA (Lee a kol., 2008). Transkripčním 

profilováním a následným využitím dalších technik genového inženýrství (např. 

knockout genů nebo jejich nadměrná exprese) byly určeny geny, jejichž aktivita se 

po napadení Agrobacteriem mění (Ditt a kol., 2001; Ditt a kol., 2006; VeenaJiang 

a kol., 2003; Deeken a kol., 2006), a byla objasněna funkce těchto genů (Gelvin, 

2009). Pokud by se podařilo účinně a úspěšně aplikovat zmíněné metody a postupy 

na různé druhy hostitelů, může tak být Agrobacterium velmi všestranným 

biotechnologickým nástrojem pro transformaci (Pacurar a kol., 2011).  
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3.4 CRISPR/Cas9 

 

3.4.1 Charakteristika a funkce 

 

Systémy CRISPR/Cas tvoří adaptivní imunitní systém vyskytující se u většiny 

zástupců archea a mnoha bakterií (Deveau a kol., 2010; Marraffini a Sontheimer, 

2010; Koonin a Makarova, 2013; Makarova a kol., 2013; Barrangou a Marraffini, 

2014). Tento imunitní systém slouží mikroorganismům jako ochrana před DNA 

a RNA viry (Barrangou a kol., 2007). Modul CRISPR (z angl. clustered regularly 

interspersed palindromic repeats) sestává z krátkých repetitivních sekvencí, mezi 

něž jsou vloženy krátké variabilní sekvence odvozené z cizorodé DNA, které 

se nazývají spacer (mezerník). Při procesu této adaptivní imunity dochází nejprve 

k adaptaci, během níž se úseky genetické informace – nové spacery – pocházející 

z patogenu zabudovávají do „paměti“ (modulu) CRISPRu (Barrangou a kol., 2007). 

Fázi adaptace následuje fáze exprese, při níž vzniká molekula pre-crRNA, která 

slouží jako prekurzorový transkript pro finální molekuly crRNA (CRISPR RNA). 

Konečnou fází je interference, v níž jsou využívány molekuly crRNA jako naváděcí 

prostředek na specifickou cílovou sekvenci genetické informace patogenu, jenž má 

být rozštěpena (Garneau a kol., 2010; Barrangou, 2013; Westra a kol., 2012; 

Wiedenheft a kol., 2012; van der Oost a kol., 2009; Makarova a kol., 2011). 

 Proteiny Cas tvoří četnou a velmi rozmanitou skupinu. Lze je rozdělit do čtyř 

různých funkčních modulů – adaptační (získávání spacerů), expresní (zpracování 

cr-RNA a vazba na cílovou sekvenci), interferenční (cílové štěpení) a pomocné 

(různé regulační funkce CRISPRu). Adaptace se v CRISPR/Cas systémech účastní 

proteiny Cas1 a Cas2, případně v systémech typu I je také přítomen enzym Cas4 a 

v systémech typu II jde o enzym Cas9. Tento fakt tedy vypovídá o značné 

podobnosti adaptačních modulů (Hooton a kol., 2014; Heler a kol., 2015; Wei a kol., 

2015). Funkce Cas1 spočívá ve vkládání nových spacerů do CRISPRu pomocí 

štěpení specifických repetitivních míst. Lze tedy říci, že tento protein zastává funkci 

integrasy (Nunez a kol., 2014; Nunez a kol., 2015; Wiedenheft a kol., 2009). 

Expresní a interferenční moduly vykazují vyšší variabilitu a jsou tvořeny 

efektorovými komplexy, které se skládají z multipodjednotkových crRNA (Staals 

a kol., 2013; Staals a kol., 2014; Tamulaitis a kol., 2014; Jackson a kol., 2014; 

Mulepati a kol., 2014; Zhao a kol., 2014; Taylor a kol., 2015; Brouns a kol., 2008; 
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Rouillon a kol., 2013), nebo v případě systému typu II jsou tyto multipodjednotkové 

komplexy nahrazeny jedním velkým proteinem Cas9 (Deltcheva a kol., 2011; Jinek 

a kol., 2012; Jinek a kol., 2014). Během exprese dochází k připojení pre-crRNA 

na interferenční modul, který je v systému typu I a III tvořen multipodjednotkovým 

crRNA efektorovým komplexem a pre-crRNA je za katalýzy RNA endonukleasy 

(Cas6) přetvářena na crRNA (Carte a kol., 2008; R. Wang a kol., 2011). V případě 

systému typu II není pre-crRNA přeměněna pomocí enzymu Cas6, jako 

v předchozím případě, nýbrž alternativním mechanismem pomocí RNasy III 

a transaktivujících CRISPR RNA (tracrRNA) (Deltcheva a kol., 2011). Štěpení cílové 

genetické informace je důsledkem aktivity nukleas přítomných v interferenčním 

modulu. Nedílnou součástí tohoto modulu jsou také vyhrazené domény vázající 

crRNA, která zprostředkovává vazbu na nukleovou kyslinu (DNA či RNA) 

na základě komplementarity bází sekvence genetické informace patogenu a crRNA. 

V systému typu I a III je štěpení katalyzováno proteiny Cas3 (Beloglazova a kol., 

2011; Huo a kol., 2014) v kombinaci s působením Cas7 a Cas10 (Samai a kol., 

2015; Taylor a kol., 2015; Ramia a kol., 2014; Zhu a Ye, 2015; Tamulaitis a kol., 

2014). U systému typu II je angažován protein Cas9 (Jinek a kol., 2012;). Pomocný 

modul se skládá z různých proteinů – např. Csn2 a DinG. Kromě úlohy v adaptaci 

je mu také přisuzována účast v programované buněčné smrti a kontrole aktivity 

CRISPR/Cas systému. Funkce těchto genů však nejsou detailně známy (Koonin a 

Makarova, 2013; Makarova a kol., 2012; Makarova a kol., 2014). 

 Systémy CRISPR/Cas se rozdělují do dvou tříd. Třída I. je definována 

multipodjednotkovým crRNA efektorovým komplexem, kdy tato třída zahrnuje typ I 

a typ III CRISPR/Cas systémů. Třída II. je definována jednou podjednotkou crRNA 

efektorového modulu – Cas9. Tato třída zahrnuje typ II systému CRISPR/Cas 

(Makarova a kol., 2019). 

 

3.4.2 Využití CRISPR technologie 

 

Technologie CRISPR/Cas má obrovský potenciál, který spočívá zejména v podpoře 

výzkumu funkce genů pro budoucí klinické využití, jako může být genová terapie, či 

v modifikování zemědělsky významných plodin. CRISPR je velmi pokrokový nástroj 

pro editaci genomu kteréhokoli organismu. O této technologii pojednává řada 

autorů, kdy hodně z nich může být až přehnaně optimistická a nedostatečně kritická, 
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či na druhé straně jsou autoři příliš kritičtí až konzervativní. Nicméně většina vědců 

připouští určité námitky ohledně CRISPRU – potřeba dalších zlepšování tohoto 

systému, zejména pak on-target efektu.  

 Systémy CRISPR/Cas byly shledány jako důležitý a užitečný nástroj v úpravě 

genetické informace rostlin a plodin, kdy díky této technologii a dalším metodám, 

které z ní byly odvozeny, bylo možno stanovit postavení a úlohu různých kódujících 

a nekódujících sekvencí DNA v genomu především modelových organismů (Duan 

a kol., 2016; Yan a kol., 2016; Wang a kol., 2016; Meng a kol., 2017; Minkenberg 

a kol., 2017). Další možné využití systému CRIPSR/Cas je v oblasti vývoje 

požadovaných vlastností – od tolerance abiotického a biotického stresu, přes 

zlepšení výnosových výsledků, až po zvýšení kvality plodin – u významných 

hospodářských plodin. Tolerancí k biotickému stresu se myslí zejména indukovaná 

tolerance vůči patogenům. U stresu abiotického je hlavní pozornost upřena směrem 

tolerance k environmentálním stresům, jako je v posledních letech sucho 

a zasolování půd. Výhoda práce s CRISPRem se skrývá také v možnosti vytváření 

dědičné, cílené mutace, aniž by daný výsledný organismus obsahoval transgen, 

jelikož obsah cizorodé DNA v organismu je obava mnoha lidí (Ricroch a kol., 2017). 

Vytvořením stabilní linie CRISPR/Cas mutantů bez expresního modulu a postupem 

genetické segregace lze získat rostliny s požadovanou mutací bez přítomnosti 

transgenu (Zhang a kol., 2016; Andersson a kol., 2016). 

 CRISPR jako biotechnologie nachází široké využití v zemědělství, kde je 

kladen velký důraz na výnosnost plodin. Jedním z faktorů, který negativně ovlivňuje 

výnosnost, jsou plevelové rostliny. Tyto rostliny pěstovaným plodinám ubírají vláhu, 

probíhá zde kompetice o prostor a přístup ke zdroji světla a živin (Delye a kol., 

2013). V důsledku tohoto jsou pak hojně užívány k odstranění nebo snížení počtu 

plevele na minimum herbicidy. Aby bylo možné užívat herbicidy, je nutné u daných 

plodin docílit odolnosti vůči těmto látkám. Ta se může u rostliny vyskytovat přirozeně 

a lze tedy využít klasických šlechtitelských a genetických metod, nebo lze odolnost 

navodit editací genomu (Endo a Toki, 2013). V rychle se měnicích podmínkách 

životního prostředí je zapotřebí vytvářet rostliny s požadovanými vlastnostmi 

v co nejkratším časovém intervalu. Oproti klasickým šlechtitelským a genetickým 

metodám je CRISPR velmi rychlým a efektivním biotechnologickým nástrojem 

k tvoření mutací u požadovaných genů participujících v reakcích na dané herbicidní 

látky. Technologie CRISPR/Cas byla využita pro modifikaci genů např. u plodin jako 

je rajče, u něhož bylo modifikováno 14 genů; pšenice, u které bylo modifikováno 7 
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genů; a v neposlední řadě hospodářsky velmi významná plodina – rýže, u níž bylo 

modifikováno celkem přes 30 genů (Korotkova a kol., 2017).  

 

 

3.5 GMO legislativa v rámci Evropské Unie (EU) 

 

Ke garanci, že vývoj moderní biotechnologie, přesněji pak tedy geneticky 

modifikovaných organismů (GMO), bude probíhat v bezpečných podmínkách, 

existuje v rámci EU právní rámec. Ten se zaměřuje především na: 

i. Ochranu zdraví lidí, zvířat a životního prostředí zavedením posouzení 

bezpečnosti na nejvyšší možné úrovni v rámci EU před uvedením GMO 

na trh, 

ii. Zavedení účinných, časově omezených a transparentních postupů 

pro posuzování rizik a povolování GMO, 

iii. Zajištění jasného označování GMO uváděných na trh za účelem 

informovanosti spotřebitelů i odborníků, 

iv. Zajištění dohledu nad GMO přivedeným na trh 

(https://ec.europa.eu/food/plant/gmo/legislation_en)  

 

3.5.1 GMO legislativa v ČR 

 

Geneticky modifikované organismy 
 
Za geneticky modifikovaný organismus je považován takový organismus 

(s výjimkou člověka), který je schopen rozmnožování a do jehož genetického 

materiálu bylo zasaženo modifikačním technickým postupem stanoveným zákonem 

č. 78/2004 Sb., o nakládání s geneticky modifikovanými organismy a genetickými 

produkty, ve znění pozdějších předpisů a vyhláškou č. 209/2004 Sb., o bližších 

podmínkách nakládání s geneticky modifikovanými organismy a genetickými 

produkty, ve znění pozdějších předpisů  

 Za účelem ochrany zdraví člověka a zvířat, životního prostředí a biologické 

rozmanitosti je nakládání s geneticky modifikovanými organismy a genetickými 

produkty umožněno pouze na základě těchto právních předpisů. Za genetický 

produkt je považováno vše, co obsahuje jeden a více GMO a bylo vyrobeno či jinak 

https://ec.europa.eu/food/plant/gmo/legislation_en
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opatřeno bez ohledu na stupeň zpracování a je stanoveno k uvedení na trh 

(https://www.mzp.cz/cz/geneticky_modifikovane_organismy). 

 

Legislativa  
 

V České republice je nakládání s GMO a genetickými produkty upraveno zákonem 

č. 78/2004 Sb., o nakládání s geneticky modifikovanými organismy a genetickými 

produkty, ve znění pozdějších předpisů, a vyhláškou č. 209/2004 Sb., o bližších 

podmínkách nakládání s geneticky modifikovanými organismy a genetickými 

produkty, ve znění pozdějších předpisů.  

(https://www.mzp.cz/cz/narodni_legislativa_gmo) 

 

GM plodiny v ČR 
 

Na území České republiky byla jako první geneticky modifikovaná hospodářská 

plodina pěstovaná ve velkém kukuřice MON 810. Osev polí touto plodinou začal 

v roce 2005, kdy bylo oseto pouhých 270 ha na celém našem území. Největší míra 

osetých ploch byla zaznamenána v roce 2008, kdy bylo oseto přes 8300 ha půdy. 

Od té doby se výměra ploch zmenšovala a v posledních 3 letech se tato geneticky 

modifikovaná plodina přestala vysévat úplně. V roce 2019 byly nahlášeny polní 

pokusy s celkem třemi geneticky modifikovanými plodinami. Jedná se o slivoň klon 

C5, jenž ve své genetické výbavě nese odolnost vůči šarce – virové onemocnění 

napadající peckoviny způsobující významné hospodářské škody. Dále je to sója 

luštinatá, která nese gen LTB, a v ČR hospodářsky nejvýznamnější geneticky 

modifikovaná plodina – ječmen jarní, který produkuje lidský peptid katelicidin. 

(https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/aktualni_informace/$FILE/OERES-

polni_pokusy_2019-20191104.pdf; 

https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/aktualni_informace/$FILE/OERES-

Plochy_MON810-20190711.pdf.pdf)  

 

 

 

 

 

 

https://www.mzp.cz/cz/narodni_legislativa_gmo
https://www.mzp.cz/cz/narodni_legislativa_gmo
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/aktualni_informace/$FILE/OERES-polni_pokusy_2019-20191104.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/aktualni_informace/$FILE/OERES-polni_pokusy_2019-20191104.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/aktualni_informace/$FILE/OERES-Plochy_MON810-20190711.pdf.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/aktualni_informace/$FILE/OERES-Plochy_MON810-20190711.pdf.pdf
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4 Experimentální část 

 

4.1 Materiál 

 

Přístroje 

• Centrifuga model 5418, Eppendorf 

• Centrifuga model BR4i, Jouan 

• Termo cyklér T100 Thermal Cycler, Bio-RAD 

• UV transiluminátor G:Box iChemi XR UV/White Light, SYNGENE 

• Elektroforetický napájecí zdroj PowerPacTM Basic, Bio-RAD 

• Elektroforetická komora Wide Mini-Sub Cell GT cell, Bio-RAD 

• Předvážky BWL-51, Boeco 

• Minicentrifuga M-6, Boeco 

• Spektrofotometr / Fluorometr DS-11, DeNovix 

• Termoblok Bio TDB-100, Biosan 

• Magnetický stojan pro izolaci DNA 16-Tube SureBeadsTM Magnetic Rack, 

Bio-RAD 

 

Chemikálie 

• Extrakční pufr Edwards Buffer (200 mM Tris HCl, 250 mM NaCl, 25 mM 

EDTA, 10% SDS) 

• Basic lysis buffer (5 M NaCl, 1 M Tris HCl, 0,5 M EDTA, pH = 7,2) 

• Lyzační pufr (Basic lysis buffer, bisulfát sodný, kyselina askorbová, 

merkaptoethanol) 

• Marker molekulové hmotnosti HyperLadderTM 50bp (HyperLadder II), Bioline 

(Cat. No. BIO-33054) 

• Agarosa UltraPureTM Agarose, ThermoFisher (Cat. No. 16500500) 

• PCR master mix REDTaq® ReadyMixTM PCR Reaction Mix, Sigma-Aldrich 

(Cat. No. R2523) 

• Ethidium bromid, Sigma-Aldrich (Cat. No. E1510) 

• Primery:  

o PROTO CK 2 Fwd – GAC CAA GCC CGT TAT TCT GA  

o PROTO CK 2 Rev – TGT GGA ATT GTG AGC GGA TA 
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• Primery pro sekvenování LOX-1: 

o SEQLoxFwd – GGA GGG AGA GAG GGG AGA AG 

o SEQLoxRev – ACC AGA GAG CAG AGG AGA GG 

 

• Isopropanol 

• Ethanol 75% 

• DNA/RNA free H2O 

• 50x TAE pufr (50 mM EDTA, 2 M Tris, 1 M kyselina octová)  

 

Biologický materiál 

• T1 generace rostlin jarního ječmene (Hordeum vulgare) odrůda Golden 

Promise 

 

Tabulka 1 Linie rostlin T1 generace pro charakterizaci a identifikaci mutace v genu LOX-1 

Linie rostlin Počet 

LOX-1 6 11 

LOX-1 8 8 

LOX-1 40-2 11 

LOX-1 40-15 1 

LOX-1 42 12 

 

 
 
Použitý software 

• Chromas 

• ApE 
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4.2 Metody 

 

4.2.1 Izolace genomové DNA z listů rostlin jarního ječmene 

 

Z rostliny jarního ječmene byl odebrán vzorek listu (přibližně 4-5 cm), vložen 

do mikrozkumavky (Eppendorf) a zmrazen ponořením uzavřené mikrozkumavky 

do tekutého dusíku. Pomocí homogenizačních tyčinek byl zmrazený vzorek listu 

v mikrozkumavce důkladně homogenizován. K homogenizovanému materiálu bylo 

přidáno 400 µl extrakčního pufru (Edwards buffer) a promícháno. Extrahovaný 

vzorek byl centrifugován při 13000 rpm po dobu 5 min. Po centrifugaci bylo 300 µl 

supernatantu přeneseno do nové mikrozkumavky a přidáno stejné množství 

isopropanolu. Směs byla promíchána pozvolným otáčením mikrozkumavky 

a ponechána při teplotě 4 °C po dobu cca 15 min. Následná centrifugace probíhala 

při 14000 rpm a 4 °C po dobu 15 min. Po centrifugaci byl odstraněn supernatant 

a k peletu bylo přidáno 400 µl 75% ethanolu a znovu centrifugováno při 5000 rpm 

5 min. Supernatant byl opatrně a důkladně odstraněn a pelet sušen v laminárním 

boxu (cca 15 min), a poté rozpuštěn v DNA/RNA free H2O. Vzorek byl uložen 

do druhého dne při 4 °C. Následně byl vzorek krátce centrifugován (0,5 min; 10000 

rpm) a supernatant přenesen do nové mikrozkumavky. Koncentrace DNA a její 

čistota byly stanoveny spektrofotometricky. 

 

4.2.2 PCR screening rostlin T1 generace 

 

Připravené vzorky DNA byly použity pro PCR screening. Práce byla prováděna 

na ledu v laminárním boxu. 

REDTaq® ReadyMixTM PCR Reaction Mix byl před použitím promíchán. Reakční 

směs byla připravena na objem 10 µl pro jeden vzorek (viz Tab. 2). 

Do mikrozkumavky (Eppendorf) bylo postupně přidáno 2,5 µl ddH2O; 5 µl REDTaq® 

ReadyMixTM PCR Reaction Mix; 0,25 µl primer forward (10 µM) a 0,25 µl primer 

reverse (10 µM). Výsledná směs byla důkladně promíchána. 

Do tenkostěnných PCR mikrozkumavek bylo rozpipetováno 8 µl reakční 

směsi a smícháno s 2 µl vzorku izolované DNA. U vzorku negativní kontrola (c-) 

bylo přidáno 2 µl DNA izolované z netransgenní kontrolní rostliny jarního ječmene. 
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V případě přípravy kontrolního vzorku ddH2O bylo místo DNA přidáno 2 µl vody.  

Jako pozitivní kontrola (c+) byly užity 2 µl izolované DNA z transgenních rostlin. 

 

Tabulka 2 Složení PCR reakční směsi 

ReagentMix Mix 1x10 µl 

ddH2O 2,5 µl 

8 µl 
ReadyMix 2x 5,0 µl 

Primer F 10 µM 0,25 µl 

Primer R 10 µM 0,25 µl 

DNA   2 µl 

Celkem   10 µl 

 

 

Připravené vzorky byly vloženy do termo cykléru (T100 Thermal Cycler) 

a zvolen program PROTO_CK, reakční podmínky viz Obr. 5.  Po ukončení reakce 

byly vzorky uchovávány při 4 °C až do dalšího zpracování. 

 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4.2.3 Analýza PCR produktů 

 

Byl připraven 1% agarosový gel, do kterého byl pro vizualizaci DNA přidán roztok 

Ethidium Bromidu v koncentraci 10 mg/l. Pro přípravu gelu byl použit pufr TAE. 

Vzorky byly naneseny do jamek v gelu. Vždy bylo naneseno 8 µl PCR 

produktu, a pro vyhodnocení marker molekulové hmotnosti HyperLadder II (5 µl). 

Elektroforetická komora byla připojena k napájecímu zdroji PowerPacTM Basic a 

spuštěna separace při konstantním napětí 100 V.  

Obrázek 5 Schéma programu polymerázové řetězové reakce PROTO_CK 
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Po skončení separace byl gel přemístěn do UV transiluminátoru (G:Box iChemi XR 

UV/White Light) a pod UV světlem pořízen fotografický záznam s vizualizovanou 

DNA a vzorky vyhodnoceny. 

 U pozitivních rostlin, tedy obsahujících kazetu s sgRNA, byla opětovně 

provedena izolace genomické DNA magnetickými částicemi pro zaručení vysoké 

čistoty vyizolované DNA a amplifikace úseku s genem LOX-1 pomocí PCR. 

 

4.2.4 Izolace genomové DNA paramagnetickými částicemi 

 

Z rostliny jarního ječmene byl odebrán vzorek listu (přibližně 4-5 cm), vložen 

do mikrozkumavky (Eppendorf) a zmrazen ponořením uzavřené mikrozkumavky 

do tekutého dusíku. Pomocí homogenizačních tyčinek byl zmrazený vzorek listu 

v mikrozkumavce důkladně homogenizován. Poté bylo přidáno 250 µl lyzačního 

pufru a mikrozkumavka vložena na dobu 45 minut do termobloku (Bio TDB-100) 

při teplotě 65 °C. Následně byl vzorek centrifugován po dobu 2 minut při 10 000 

rpm. Do nové mikrozkumavky bylo přidáno 11 µl paramagnetických částic, 100 µl 

supernatantu a 80 µl isopropanolu. Takto připravený vzorek byl vložen 

do magnetického stojanu (16-Tube SureBeadsTM Magnetic Rack) a ponecháno 

do vyčeření roztoku (cca 5 min). Mimo magnetický stojan byl supernatant odstraněn 

a k peletu přidáno 100 µl 70% ethanolu. Tyto dva kroky byly 2x opakovány. Poté byl 

odstraněn supernatant a pelet ponechán k vysušení v laminárním boxu. Pelet byl 

následně rozpuštěn v DNA/RNA free H2O a opět vložen na magnetický stojan. Dále 

byl supernatant přenesen do nové mikrozkumavky. Koncentrace a čistota DNA byly 

stanoveny spektrofotometricky. 
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4.2.5 Příprava vzorků pro sekvenování 

 
Postup obdobně jako v bodě 4.2.2 s odchylkou ve složení reakční směsi viz Tab. 3. 

 

Tabulka 3 Složení PCR reakční směsi  

ReagentMix Mix 1x20 µl 

ddH2O 5,0 µl 

16 µl 
ReadyMix 2x 10,0 µl 

Primer F 10 µM 0,5 µl 

Primer R 10 µM 0,5 µl 

DNA   4 µl 

Celkem   20 µl 

 

 

Připravené vzorky byly vloženy do termo cykléru (T100 Thermal Cycler) 

a zvolen program, reakční podmínky viz Obr. 6. Po amplifikaci úseku obsahující gen 

LOX-1 byly PCR produkty zkontrolovány elektroforeticky. Vzorky pak byly předány 

k sekvenování na Ústav experimentální botaniky. Přítomnost mutace z výsledků 

sekvenování byla vyhodnocena pomocí software Chromas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6 Schéma programu polymerázové řetězové reakce pro amplifikaci 
úseku obsahující gen LOX-1 
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4.3 Výsledky 

 

Bylo vyseto celkem 48 obilek z 5 linií jarního ječmene. Po 1-2 týdnech od vysetí byla 

vyizolována genomická DNA z listu, celkem z 43 rostlin. Spektrofotometricky byla 

stanovena kvalita a kvantita DNA. Rozsah koncentrací byl v intervalu hodnot od 20 

do 700 ng/µl. V případě vyšších koncentrací byly DNA vzorky zředěny vodou 

na koncentraci 300 ng/µl. Všech 43 vzorků izolované DNA bylo použito pro PCR 

screening. 

Z celkového počtu charakterizovaných rostlin byl transgen detekován 

u celkem 3 rostlin pocházejících z linie rostlin LOX-1 6, LOX-1 8 a LOX-1 42 

(viz Tab. 4).  

 
Tabulka 4 Detekce sgRNA kazety v T1 generaci 

Linie rostlin 
Počet charakterizovaných 

rostlin 
Počet rostlin obsahujících T-DNA 

kazetu s sgRNA 

LOX-1 6 11 1 

LOX-1 8 8 1 

LOX-1 40-2 11 0 

LOX-1 40-15 1 0 

LOX-1 42 12 1 

 

 

4.3.1 Ověření přítomnosti transgenu u charakterizovaných rostlin 

 

Rostlina LOX-1 6 

 

Z transgenní linie rostliny T0 generace označené jako LOX-1 6 byla metodou PCR 

prokázána přítomnost T-DNA kazety s sgRNA u 1 z 11 rostlin T1 generace (Obr. 7). 

 

Obrázek 7 PCR analýza rostlin T1 generace LOX-1 6. 

1-11 – vzorky DNA rostlin, H2O – voda, C- – negativní kontrola (netransgenní rostlina), C+ – 

pozitivní kontrola (DNA transgenní rostliny), L – velikostní marker HyperLadder II, PCR produkt – 

605 bp 
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Rostlina LOX-1 8 a LOX-1 40-15 

 

Z transgenní linie rostliny T0 generace označené jako LOX-1 8 byla metodou PCR 

prokázána přítomnost T-DNA kazety s sgRNA u 1 z 8 rostlin T1 generace (Obr. 8). 

Z linie rostliny T0 generace označené jako LOX-1 40-15 nebyla přítomnost T-DNA 

kazety s sgRNA rostliny T1 generace prokázána (Obr. 8). 

 

Rostlina LOX-1 42 

 

Z transgenní linie rostliny T0 generace označené jako LOX-1 42 byla metodou PCR 

prokázána přítomnost T-DNA kazety s sgRNA u 1 z 12 rostlin T1 generace (Obr. 9). 

 

Obrázek 9 PCR analýza rostlin T1 generace LOX-1 42. 

1-12 – vzorky DNA rostlin, H2O – voda, C- – negativní kontrola (netransgenní rostlina), C+ – pozitivní 

kontrola (DNA transgenní rostliny), L – velikostní marker HyperLadder II, PCR produkt – 605 bp 

 

Obrázek 8 PCR analýza rostlin T1 generace LOX-1 8 a LOX-1 40-15 

1-8 – vzorky DNA rostlin LOX-1 8, 9 – vzorek DNA rostliny LOX-1 40-15, H2O – voda, C- – negativní 

kontrola (netransgenní rostlina), C+ – pozitivní kontrola (DNA transgenní rostliny), L – velikostní 

marker HyperLadder II, PCR produkt – 605 bp 
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Rostlina LOX-1 40-2 

 

Z transgenní linie rostliny T0 generace označené jako LOX-1 40-2 nebyla metodou 

PCR prokázána přítomnost T-DNA kazety s sgRNA u žádné z 11 rostlin T1 

generace (Obr. 10). 

 

Transgenní rostliny T1 generace byly dále analyzovány sekvenováním 

cílového lokusu. Byla izolována genomická DNA o vysoké čistotě pomocí 

magnetických částic. Hodnoty koncentrací byly 586, 1225 a 633 ng/µl. Tyto vzorky 

byly zředěny vodou na výslednou koncentraci cca 50 ng/µl. Byla provedena PCR 

amplifikace cílové sekvence s použitím specifických primerů s očekávanou velikostí 

produktu 292 bp a vzorky předány k sekvenování na Ústav experimentální botaniky.  

 

4.3.2 Amplifikace úseku obsahující gen LOX-1 

 

U tří transgenních rostlin T1 generace LOX-1 6, LOX-1 8 a LOX-1 42 byla provedena 

amplifikace úseku obsahujícího gen LOX-1 pro následnou detekci mutace pomocí 

metody sekvenování (Obr. 11). 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 10 PCR analýza rostlin T1 generace LOX-1 40-2. 

1-11 – vzorky DNA rostlin, H2O – voda, C- – negativní kontrola (netransgenní rostlina), C+ – pozitivní 

kontrola (DNA transgenní rostliny), L – velikostní marker HyperLadder II, očekávaný PCR produkt – 

605 bp 
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4.3.3 Detekce mutace metodou sekvenování 

 

 

Byly sekvenovány tři PCR produkty pocházející ze tří nezávislých linií. Z veřejně 

dostupné databáze byla stažena sekvence genu LOX ječmene setého (Obr. 12). 

V software Chromas byly výsledky sekvenování porovnány s původní sekvencí. 

V analyzovaných sekvencích nebyla nalezena žádná mutace (Obr. 13-15). 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

Obrázek 11 PCR amplifikace úseku obsahujícího gen LOX-1 rostlin generace T1. 

1 – vzorek DNA rostliny LOX-1 6, 2 – vzorek DNA rostliny LOX-1 8, 3 – vzorek DNA rostliny LOX-1 

42, H2O – voda, L – velikostní marker HyperLadder II, PCR produkt – 292 bp 

Obrázek 12 Sekvence genu LOX s vyznačenými primery. F primer značen zeleně, R primer značen 
růžově; protospacer značen žlutě. 
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Obrázek 13 Chromatogram sekvenování LOX-1 genu u LOX-1 6 rostliny (vyznačena sekvence 
protospaceru) 
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Obrázek 14 Chromatogram sekvenování LOX-1 genu u LOX-1 8 rostliny (vyznačena sekvence 
protospaceru) 
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Obrázek 15 Chromatogram sekvenování LOX-1 genu u LOX-1 42 rostliny (vyznačena sekvence 
protospaceru) 
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4.4 Diskuze 

 

V této práci byly analyzovány potomstva transgenních rostlin T1 generace. Bylo 

analyzováno celkem 43 rostlin původem z 5 nezávislých transgenních událostí. Byly 

získány 3 transgenní rostliny, u kterých byla identifikována kazeta s sgRNA. Tyto 

identifikované transgenní rostliny byly dále analyzovány sekvenováním vybraného 

úseku genu LOX-1. Sekvenováním bylo zjištěno, že žádná z charakterizovaných 

rostlin neobsahovala mutaci v cíleném genu LOX-1. Tato skutečnost mohla být 

způsobena několika faktory, které ovlivňují aktivitu a efektivitu systému 

CRISPR/Cas9. 

Jedním z hlavních nedostatků technologie CRISPR je vysoká frekvence 

(≥ 50%) účinku mimo požadovaný cíl – off-target – způsobená RNA-naváděnou 

endonukleasou (Zhang a kol., 2015). Pro využití CRISPRU u eukaryoty jsou důležité 

– Cas9, crRNA určující specifičnost a transaktivační tracrRNA (Cong a kol., 2013; 

Hsu a kol., 2013). Systém však může být aktivní i v případě vzniku chimérické 

sgRNA. Prvních 20 nukleotidů sgRNA je komplementárních k cílové sekvenci DNA. 

Za těmito nukleotidy následuje v sekvenci cílové DNA tzv. protospacer sousedící 

motiv (angl. protospacer adjacent motif – PAM) – obvykle NGG (N = A, T, C nebo 

G) (Mojica a kol., 2009; Sternberg a kol., 2014; Anders a kol., 2014). Předpokládá 

se, že cílová specifita Cas9 je striktně řízena dvacetinukleotidovou sekvencí sgRNA 

a přítomností PAM v genomu, avšak potencionální off-target štěpení může nastat 

dokonce i v případě, že se sekvence DNA liší o 3-5 párů bází (Cong a kol., 2013; 

Hsu a kol., 2013). Rozbory ukázaly, že kritická pro vazbu a aktivaci Cas9 je také 

sekvence na 3‘ konci crRNA (Nishimasu a kol., 2014; Jinek a kol., 2014). Některé 

studie ukázaly, že přímým dodáním purifikovaného proteinu Cas9 a sgRNA 

do buněk lze dosáhnout snížení frekvence off-target účinků oproti užití 

plasmidových vektorů, protože komplexy Cas9-sgRNA štěpí chromozomální DNA 

téměř okamžitě po dodání a tímto způsobem jsou pak i rychle degradovány (Kim 

a kol., 2014; Ramakrishna a kol., 2014). Účinky off-target mohou být taktéž 

specifické pro daný typ buněk a velmi se tyto účinky mohou odvíjet také od integrity 

opravných drah dvouvláknových zlomů konkrétních buněk (Duan a kol., 2014). 

V současné době nelze predikovat, zda naprogramovaná sgRNA bude mít 

požadovanou účinnost či nikoliv. Některé sgRNA mají efektivitu vyšší, některé nižší. 

Nízká efektivita pak může způsobit, že při získání malého množství transgenních 

rostlin nemusí být daná rostlina s mutací objevena (Graf a kol., 2019). 
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Bylo popsáno, že snížit off-target účinek lze např. pomocí editace sekvence 

sgRNA, ať už na jejím 5´ či 3´ konci, kdy se sekvence sgRNA může zkrátit až o 3 

nukleotidy nebo naopak prodloužit o 2 guaninové nukleotidy. Takovou úpravou lze 

zvýšit specifičnost a snížit off-target až 5000-krát (Pattanayak a kol., 2013; Cho 

a kol., 2014; Fu a kol., 2014). Nicméně na druhou stranu tyto způsoby mohou snížit 

aktivitu on-target (Cho a kol., 2014). Dalším způsobem je kontrola koncentrace 

komplexu Cas9-sgRNA titrací množství obou dodaných složek. Zvyšování specifity 

snížením množství transfektované DNA taktéž vede ke snížení off-target štěpení 

(Hsu a kol., 2013; Pattanayak a kol., 2013). Obecně lze říci, že je nezbytné pečlivě 

navrhnout jednotlivé klíčové komponenty systému CRISPR/Cas9 (Zhang a kol., 

2015). 

 Další možnou příčinou absence mutace v genu LOX-1 může být tzv. gene 

silencing. Jedná se o způsob regulace exprese genů pomocí modifikace DNA či 

degradace mRNA. Umlčení genu může nastat vlivem methylace promotoru, čímž 

dochází k zamezení transkripce, nebo na posttranslační úrovni degradací mRNA 

transgenů v cytosolu (Rajeevkumar a kol., 2015). U rostlin se methylace DNA často 

vyskytuje u opakujících se sekvencí, a ještě více v případě invertních opakujících 

se sekvencí. Invertní repetitivní sekvence se typicky objevují u transgenů vnesených 

do organismu (Selker, 1999). Fenomén nežádoucího umlčování genů je tedy jeden 

z problémů při vytváření transgenních rostlinných linií (Rajeevkumar a kol., 2015). 

 Vzhledem k tomu, že nebyla detekována mutace, bude experiment dále 

optimalizován. V potaz přichází využití nového vektoru či použití komplexu Cas9-

sgRNA, kterým by bylo zajištěno zvýšení on-target efektu, dále také budou navrženy 

nové protospacery. 
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5  Závěr 

 

V rámci této bakalářské práce byla zpracována literární rešerše na téma 

lipoxygenasy, konkrétně LOX-1 ve sladovnictví ječmene, transformace rostlin 

zprostředkovanou A. tumefaciens a editace genomu pomocí inovativního systému 

CRISPR/Cas9. Lipoxygenasy jsou důležitým faktorem ve sladovnictví, kdy tyto 

enzymy, a zejména pak metabolity vznikající v biosyntetických drahách s participací 

těchto enzymů, ovlivňují kvalitu a stabilitu piva. 

 Cílem experimentální části byla stanovena charakterizace a identifikace 

mutagenních rostlin T1 generace v genu LOX-1 ječmene jarního (Hordeum vulgare)  

odrůdy Golden Promise. Analyzovány byly rostliny T1 generace, které byly získány 

z transgenních rostlin generace T0. Charakterizace a identifikace rostlin v sobě 

zahrnovala izolaci genomické DNA a detekci přítomnosti T-DNA kazety s sgRNA. 

Z celkového množství analyzovaných rostlin pouze 3 obsahovaly kazetu s sgRNA. 

U těchto rostlin byla provedena opakovaná izolace genomické DNA a následně tyto 

vzorky byly podrobeny amplifikaci úseku DNA obsahující gen LOX-1. Detekce 

mutací byla provedena metodou sekvenování. Mutace detekována nebyla, a tedy 

nebyl získán biologický materiál s mutací v genu LOX-1. Proto budou dále 

studovány možné příčiny nízké efektivity CRISPR systému. Exprese transgenů 

bude také předmětem zkoumání. Předpokládá se také navržení nových 

protospacerů nebo použití jiného vektoru pro transformaci. 
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