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Abstrakt

Lipoxygenasy jsou enzymaticka rodina, ktera se vyskytuje v ZivociSné i rostlinné
fiSi. Tyto enzymy katalyzuji dioxygenaci polynenasycenych mastnych kyselin.
V jarnim je€meni najdeme dvé lipoxygenasy — LOX-1 a LOX-2. Oba enzymy se li8i
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generace T1 jarniho je€mene (Hordeum vulgare) odridy Golden Promise, u nichz
je predpokladana mutace v genu LOX-1, ktera byla vyvolana pomoci technologie
CRISPR/Cas9. Byl proveden PCR screening T1 generace a identifikovany
transgenni rostliny nesouci kazetu s sgRNA. Cilova sekvence v genu LOX-1 byla
amplifikovana a charakterizovana Sangerovym sekvenovanim. Analyzou
ziskanych sekvenci bylo zjisténo, ze transgenni rostliny v T1 generaci nenesly

mutaci v genu LOX-1.
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1 Uvod

Lipoxygenasy jsou enzymaticka rodina, ktera se vyskytuje v zivociSné i rostlinné fisi.
Tyto enzymy katalyzuji dioxygenaci polynenasycenych mastnych kyselin, které
ve své struktufe obsahuji aspon jednu jednotku cis,cis-1,4,-pentadien. Produkty
téchto reakci jsou konjugované derivaty — hydroperoxidy mastnych kyselin —ty jsou
pak pomoci isomeras pfeméfovany na organické karbonylové slouceniny, ketony,
kyseliny Ci vySsSi alkoholy.

V jarnim jeCmeni najdeme dvé lipoxygenasy — LOX-1 a LOX-2. Oba enzymy
se lisi ve svém ucinku v tvorbé derivatl polynenasycenych mastnych kyselin
v pozici vznikajici hydroperoxidové funkéni skupiny v fetézci mastné kyseliny.
Dioxygenovany jsou primarné kyselina linolova a linolenova. Z jejich hydroperoxidu
pak vznikaji latky trans-2-nonenal (T2N) a trihydroxyoktadekenova Kkyselina
(THOD), jenz maji negativni vliv na chut a stabilitu pé&ny piva. Slechténi odrd
se snizenou ¢i nulovou lipoxygenasovou aktivitou je tedy velmi atraktivni z pohledu
pivovarnického pramyslu.

Mutaci je dosazeno editovanim genomu pomoci technologie CRISPR/Cas9, coz
jsou mistné specificky programovatelné nukleasy, které jsou schopné tvofit
dvouvlaknové zlomy DNA na pfeddefinovanych pozicich v genomu. Mechanismus
CRISPR byl objeven u bakterii a archei jakozto adaptivni imunitni systém vici DNA
a RNA virdm. Principem tohoto mechanismu pfi napadeni virem je zaclenéni
kratkych useku DNA viru do genomu prokaryoty. KdyZ je pak prokaryota napadena
timto virem znovu, vytvari tzv. crRNA, které jsou exprimovany praveé ze zaclenénych
usekd DNA. Nasledné je nukleo-proteinovy komplex obsahujici crRNA a nukleasu
Cas navadén na vlakno DNA viru na zakladé komplementarity a Cas pak virovou
DNA $&tépi.



2 Cile prace

e Cilem prace bylo v Casti teoretické zpracovat literarni reSerSi na zadané
téma.

e Cilem Casti praktické je charakterizace transgennich rostlin generace T1
jarniho je€mene (Hordeum vulgare) odrlidy Golden Promise, u nichz je
predpokladana mutace v genu LOX-1, ktera byla vyvolana pomoci
technologie CRISPR/Cas9. Mutace a transgeny identifikovany pomoci

molekularnich technik, PCR a sekvenovani.



3 Soucasny stav feSené problematiky

3.1 Jeémen sety (Hordeum vulgare)

Je€men jarni (Hordeum vulgare) je zastupcem Celedi Lipnicovitych a fadi se mezi
diploidni organismy. Je to jednodélozna, krytosemenna, jednoleta rostlina.
U jeCmene rozliSujeme dvé varianty — ozimy a jarni. Hlavni rozdil téchto dvou variant
spociva ve vynosu, kdy jarni je€men ma o 20-30 % niZSi vynosy nez ozimy jeCmen
(Spunar a kol., 2002). U této rostliny se nachazi duty stonek, ktery se nazyva stéblo.
V ranych fazich vegetativniho rastu ma vysostni postaveni kofen hlavni, jeho funkci
pozdéji pfebiraji kofeny postranni a hlavni kofen zanika. Kvétenstvi je u je€mene
a hospodarsky velmi vyznamnych plodin na svété. Vyzivové bohaté obilky se jiz
po tisicileti vyuZzivaji jako zdroj potravy lidi, krmivo pro zvifectvo a v neposledni fadé
v pivovarstvi, konkrétné sladovnictvi (Dyson, 1999; Glombik, 2015).

Se Slechténim je€mene za ucelem vytvoreni odolnéjSich (abioticky a bioticky
stres) a vynosnéjSich odrid se zacalo jiz ve 20. stoleti. Jednou z odrid je Golden
Promise, jenz byla vytvofena védci ve Velké Britanii v druhé poloviné 50. let
minulého stoleti. Golden Promise byla ziskana z odrlidy Maythorpe za uziti ucink(
gama zareni. Nové vytvorena odrida pfinesla unikatni kombinaci zadanych
zemeédeélskych vlastnosti — rychly rist a celkové rychly vyvoj, kratka a tuha stébla,
znacna odolnost vaci vytfipani klast a semen a kvalitni slad. Nevyhodou této odrady
vSak byla nachylnost k napadeni padli je€mene (Erisiphe graminis sp. Hordei).
Nicméné tento problém byl vyfeSen diky uzivani ochrannych chemickych
prostiedku (Forster, 2001; Glombik, 2015). Pro ucely biotechnologii je tato odrida
vyuzivana od 90. let minulého stoleti. Vhodny pro transformaci je Golden Promise
zejména diky vlastnosti snadno tvofit 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 enzym( — bilkoviny s katalytickou aktivitou —
(LOXs; EC 1.13.11.12) vyskytujici se jak u rostlin, tak i Zivo€ichu. Tato enzymaticka
rodina zahrnuje Zelezo-kompatibilni dioxygenasy katalyzujici dioxygenaci
(hydroperoxidaci) polynenasycenych mastnych kyselin (Andreou a Feussner, 2009;
Feussner a Wasternack, 2002; Porta a Rocha-Sosa, 2002). Oxygenace probiha
u nenasycenych mastnych Kkyselin sjednou ¢&i vice cis,cis-1,4-pentadien
jednotkami, jejimz vysledkem je produkce konjugovanych derivatl — hydroperoxidy
mastnych kyselin (Obr. 1) (Andreou a Feussner, 2009; Feussner a Wasternack,
2002; Foster a Caradonna, 2003; Harwood, 1997; Porta a Rocha-Sosa, 2002).
Vlivem pfislusnych isomeras a lyas jsou tyto reaktivni derivaty dale metabolizovany
na soubor organickych karbonylovych sloucenin, keton(, kyselin &i vysSich alkohol(
(Vanko a kol., 2007).

0,

AN\, 100 L, HaC—,[H CW H C]/HOOC
HC—lHCl =" =" N\ [H,Cf ¥l "2

OOH

cis, cis-1,4-pentadien jednotka hydroperoxidova funk&ni skupina

Obrazek 1. Reakéni schéma lipoxygenasové dioxygenace (prevzato a upraveno z Foster a
Caradonna, 2003)

U rostlinnych LOXs se jedna o dioxygenaci predevsim kyseliny linolové,
linolenové a a-linolenové, kdy vétSina LOXs katalyzuje oxidaci téchto kyselin
na polohach C-9 nebo C-13 uhlovodikového fetézce, pficemz vysledkem tohoto
procesu je vznik 9-hydroperoxida ¢i 13-hydroperoxidl. Tyto hydroperoxidy dale
spoustéji pfinejmensim Sest enzymatickych drah, které jsou pojmenovany dle
pfislusnych bilkovin s katalytickou aktivitou (Andreou a Feussner, 2009; Feussner
a Wasternack, 2002; Porta a Rocha-Sosa, 2002; Savchenko a kol., 2014). Prvnim
krokem spusténi kaskady vétvicich se reakci enzymU je oxidace kyseliny linolové.
Vlivem aktivity této kaskady dochazi, mimojiné, k syntéze tzv. oxylipinu, tedy
bioaktivnich slou€enin. Oxylipiny jsou participovany v obrannych reakcich, kdy je

rostlina vystavena abiotickému a biotickému stresu (Gdébel a kol., 2001; Maccarrone
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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).
Biosynteticka draha LOXs (Obr. 2) obsahuje nékolik paralelnich vétvi —
nejméné Sest pojmenovanych dle danych enzymu v téchto drahach. Napf¥. to jsou
allenoxid cyklasa (AOC), hydroperoxid lyasa (HPL) i peroxygenasa. Z primarnich

produktt aktivity LOXs, tedy hydroperoxidd nenasycenych mastnych kyselin,
postupné dale vznikaji lipoxiny a hepoxiliny.

POLYNENASYCENA
MASTNA KYSELINA
Lipoxygenasa
&y
a Peroxygenasa Hydroperoxylyasa béﬁ‘ﬁ
T - HYDROPEROXY -
& Epoxyalkohol syntasa MASTNA 0y
PT Al
I KYSELINA . RS
% i J”[ é}{jf
= y
. F
Allenoxid syntasa K s,
divinyl ether
piisluiné kyseliny

| ALLEN OXDY |

Allenoxid cyklasa
a /vy ketoly

CYKLOPENTENOVE
OXOKYSELINY

l B-oxidace

JASMONOVA
KYSELINA

Obrazek 2. Schéma biosyntetické drahy LOX

Oxylipiny vznikajici vétvicimi reakcemi podmifiuji syntézu proteinli, enzymu (napf.
glutation-S-transferasa), a také rostlinnych antibiotik (fenylpropan fytoalexiny)
(Fukuda a kol., 1997), které se ucastni eliminace pro rostlinu toxickych sloucenin

pfi napadeni patogenem (Fukuda a kol., 1997; Feussner a Wasternack, 2002; Porta
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a Rocha-Sosa, 2002; Savchenko a kol., 2014). Mezi vyznacné produkty téchto drah
patfi napf. monomerni sloZky pro heteropolymerni kutin, ktery tvofi hlavni sloZku
ochranného obalu nadzemnich €asti rostlin. Dal8im dulezitym produktem je kyselina
jasmonova (JK), ktera je produktem AOC cesty (Feussner a Wasternack, 2002;
Porta a Rocha-Sosa, 2002; Santino a kol., 2013; Savchenko a kol., 2014). JK,
respektive jasmonaty, se fadi do rodiny oxylipint (Delporte a kol., 2011). Jasmonaty
hraji dlezitou roli napf. pfi regulaci klic¢eni semen, starnuti semen, syntéze ethylenu
atd. V reakcich na bioticky a abioticky stres rostlina vyuziva rlznych signalnich
systému. Soucasti téchto signalnich drah je praveé i JK, ktera se svoji ¢innosti podili
na pfenosu signalu jako reakce na tyto stresy a zaroven spolu s ethylenem
zprostfedkovavaji systémovou odpovéd (Babenko a kol., 2015; Ballaré, 2011;
Piotrowska a Bajguz, 2011; Van der Ent a kol., 2009; Wasternack a Hause, 2013).

V dasledku ucinkd biotického a abiotického stresu rostlina zapojuje
komplexni obranné systémy. Pro aplikaci co nejlepsi a nejefektivnéjSi odpovédi
rostliny na dany stres se vzdy spousti jen urCité obranné systémy. Ty se spousti
na zakladé danych faktorli jako typ patogenu a abiotického stresu. Signalni
molekuly v téchto drahach se vzajemné neovliviuji, nebo naopak spolu interaguji
jako synergisté Ci antagonisté (Savchenko a kol., 2014; Lorenzo a Solano, 2005).
Zvyseni aktivity LOXs nastava napf. v disledku po$kozeni mechanickymi 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 ¢i infekci
patogenem (Maccarrone a kol., 2001) a reakce na ucinky elicitorll — slouceniny
schopné stimulovat uvnitf buné&ného organismu tvorbu jiné slou¢eniny (Chandra
a kol., 1996).

3.2.2 Lipoxygenasy ve sladovnictvi jeémene

U jeCmene se vyskytuji dvé lipoxygenasy, a to konkrétné LOX-1 a LOX-2
(Hamalainen, 1995). Bylo dokazano, ze zvySeni aktivity LOXs, a pfedev§im exprese
genu LOX-1, je uzce spjato s rostlinnym hormonem kyselinou abscisovou. Z velké
Casti pfi stresu z mechanického poskozeni (Pena-Cortés a kol., 1995). Naopak
exprese genu LOX-2 je kyselinou abscisovou potlatovana (Babenko a kol., 2017).

Obé lipoxygenasy vykazuji zvySenou aktivitu ve fazi kliceni zrn (Baxter, 1982) —
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ve sladovnictvi tzv. rozlusténi. Enzym LOX-1 je biologicky aktivni jiz od faze maceni,
ktera pfedchazi samotnému kli¢eni. OvSem béhem faze kliCeni oproti fazi maceni
aktivita LOX-1 znatelné vzrasta. LOX-2 zapocina svoji aktivitu oproti LOX-1 az
s nastupem faze samotného kliceni (Yang a Schwarz, 1995). LOX-1 katalyzuje
primarné oxidaci linolové kyseliny (taktéZ linolenové) za vzniku (10E,127)-9-
hydroperoxyoktadeka-10,12-dienové kyseliny - 9-hydroperoxid. Isoenzym LOX-2
ma obdobné ucinky a primarné produkuje kyseliny s hydroperoxidovou funkéni
skupinou na C-13 (Hamalainen, 1995; Yang a kol., 1993), které jsou dale
metabolizovany na hexanal, jehoz chutovy prah' je cca 0.4 ppm (Yang a kol., 1993).
Z 9-hydroperoxidi mastnych kyselin se pak utvareji trans-2-nonenal (T2N)
a trinydroxyoktadekenova kyselina (THOD) (Kuroda a kol., 2003; Skadhauge a kol.,
2011). Zkoumanim téchto latek bylo zjisténo, Ze tyto slou€eniny jsou faktory majici
negativni vliv na kvalitu piva. T2N ma hlavni podil na ,kartébnové-papirové“ pachuti
u starSiho piva. Latka THOD negativné ovliviiuje stabilitu pény a chut piva.
PFi pokusech, kdy byl pro pfipravu piva vyuZzit slad z jeCmene, jenz mél snizenou
lipoxygenasovou aktivitu a prokazatelné niz8i koncentrace T2N a THOD, bylo
dosazeno vysledku vySsi miry Cerstvosti a taktéz pozitivniho vlivu na stabilitu pény
piva oproti pivu pfipraveného ze sladu s normalni aktivitou LOXs (Hirota a kol.,
2006; Yu a kol., 2014). Tento fakt je samoziejmé velmi atraktivni z pohledu
pivovarnického pramysilu, pro ktery by byly tyto kultivary, at uz s nizkou, nebo jesté

Iépe nulovou lipoxygenasovou aktivitou, velmi zajimaveé.

! Minimalni koncentrace, pfi které Ize vnimat citlivost chuti na konkrétni latku ¢i jidlo
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3.3 Transformace

3.3.1 Charakteristika

Transformace je proces zakomponovani DNA z jednoho organismu do genomu
dalSiho organismu. Byla objevena roku 1928 u bakterie Streptococcus pneumoniae
(Griffith, 1928). U pfirodnich bakterialnich populaci dochazi k zakomponovani
molekul DNA z okolniho prostfedi, kdy tyto molekuly pochazi zejména z odumfelych
mikroorganism, které uvolnily svij obsah do okoli (Trevors, 1999). Nevyhoda
takovéhoto zpusobu vymény genetického materialu vSak maze tkvét ve vystaveni
tzv. holé DNA (bez vazanych chromosomalnich proteinll) vlivu extracelularniho
prostfedi, v némz se nachazi fada enzymu (napf. nukleas) a dalSich latek, které
poskozuji genetickou informaci. Takova DNA je vtomto prostfedi stabilizovana
napf. vazbou na Castice pisku, kdy genetickd informace navazana v takovémto
komplexu vykazuje vySSi odolnost vici Stépicim enzymim nez DNA volné se
nachazejici v prostfedi (Lorenz a kol., 1981). Moznost uZziti jakékoli holé DNA, a ne
pouze z totoZzného bakterialniho druhu, se hojné uplatiuje v laboratorni praxi, kdy
k zaClenéni DNA do zajmového organismu se vyuziva pfevazné bakterialnich
plasmidovych vektor( (Alberts, Bray a kol., 1998). Bakterie, které jsou schopny
pfijmout cizorodou DNA a skrze bunéfnou membranu ji transportovat do svého
vnitiniho prostiedi, nazyvame jako kompetentni. Kompetentni mohou byt bakterie
pfirozené, kdy tuto schopnost nabyvaji béhem pozdni faze ristového cyklu (Stewart
a Carlson, 1986; Trevors, 1999), i se da kompetence indukovat nap¥. chemickymi

metodami, elektroporacnimi metodami a teplotnim Sokem (Davison, 1999).
Plazmidy jako vektory v genetice

Plazmidy jsou dvouvlaknove, kruhové molekuly extrachromosomalni DNA, jenz
maji schopnost se replikovat nezavisle na chromozomech (Ebersbach and Gerdes,
2005; Wegrzyn, 2005; Ghosh a kol., 2006). Pfirozené plazmidy najdeme u bakterii,
archea, kvasinek a nékterych eukaryotickych bunék (Del Solar a kol., 1998) (napf.
u zastupcu fiSe Fungi). Geneticka informace obsazena v plazmidech muize
predstavovat pro dany mikroorganismus urcitou vyhodu, jakou muize byt napfr.
rezistence proti antibiotikim, lepSi adaptace na zmény v okolnim prostiedi,
popfipadé rozSifeni zdroji zivin (Sherratt, 1974; Eberhard, 1989).
Pro mikroorganismus vSak nejsou geny kddované v plazmidech nezbytna geneticka

informace pro preziti. Plazmidy se v hostitelské burice chovaji bud jako symbionti,
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kdy hostitely poskytuji urCité zvyhodnéni, nebo jako parazité vyuzivajici hostitele
pouze jako médium K jejich preziti (Bergstrom a kol., 2000; Slater a kol., 2008).
(kolicogenni) a R-plazmidy (Datta, 1977; Kline a Palchaudhuri, 1980; Seelke a kol.,
1982; Zverev a kol., 1984). F-plazmidy maji zabudovanou schopnost konjugace
a prenosu mezi bunikami. Rezistencni plazmidy (R) poskytuji svym hostitelim
vyhodu v podobé obrannych mechanismu, které normalné nemaji. Zpravidla se
jedna o odolnost vuci antibiotikim a dalSim antibakterialnim latkam (Sherratt, 1974).
Col-plazmidy nesou geny pro tvorbu proteint (bakteriocin(), které usmrcuiji citlivé i
jiné bakterialni buriky (Reeves, 1972). Soucasna klasifikace vyuziva komplexné&jsi
soustavu kritérii pro fazeni do ruznych tfid. Plazmidy se rozliSuji dle replikacniho
pocCatku, selekéniho markeru a promotorové sekvence. Na zakladé replikacniho
poCatku a promotorové sekvence rozliSujeme tfi skupiny — prokaryotické,
eukaryotické a virové. Skupin dle selekéniho markeru je podstatné vice —
mezi nejznaméjsSi patfi napf. ampicilin, kanamycin, streptomycin i gentamycin
(Wang a kol., 2009). Dale mUzeme plazmidové vektory rozliSit jako klonovaci,
do kterych Ize snadno vkladat pozadované sekvence DNA, a expresni vektory, jenz
diky silnym promotoram poskytuji efektivni transkripci inzerované DNA do mRNA
v hostitelské burice (Vondrejs a Storchova, 1997).

Plazmidy pfirozené samy o sobé& maiji potencial byt vyuZity jako nastroj
v rekombinantnich technoligiich. Pro ziskani ucinného a kvalitniho mechanismu
klonovani vSak bylo zapotiebi jejich genetické upravy. Dulezitymi rysy jsou
jedine€na mista v sekvenci DNA rozpoznavana pomoci enzymu restrik&nich
endonukleas, ktera nazyvame jako restrik€ni mista (Obr. 3), a selek&ni marker, ktery
umozni identifikovat recipientni buriky nesouci plazmid s vloZzenou pozadovanou
sekvenci DNA (Thompson, 1988). Pro vlozeni useku DNA do plazmidového vektoru
je nezbytné zdrojovou genetickou informaci $tépit stejnou restrikéni endonukleasou,
ktera rozpoznava a Stépi restrikCni mista plazmidu. Restrik¢ni mista jsou obvykle 4-
8 bp dlouhé specifické sekvence (Zheleznaya a kol., 2009), které jsou stejné
na kazdém vlidknu DNA ve sméru &teni 5° > 3' (Obr. 3). Retézce plazmidové
a inserované DNA se spojuji na zakladé komplementarity bazi, ¢ehoz je docileno
vlivem $tépeni jednim restrik&nim enzymem, ktery tvofi stejné ,lepivé” (kohezivhni)
konce na obou téchto usecich DNA (Szybalski a kol., 1991). Spojeni

komplementarnich Uusekl zdrojové a plazmidové DNA se déje za spotieby energie
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ziskané z adenosintrifosfatu (ATP) prostfednictvim tvorby fosfodiesterovych vazeb

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

restrikéni
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Obrazek 3. llustraéni schéma mechanismu S$tépeni restriknich mist enzymem restrikeni
endonukleasou

3.3.2 Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens

Spole¢né s mikroprojektilovym pfenosem(particle bombardment; ,genové délo®),
jehoz podstatou je vstfelovani zlatych &i wolframovych &astic s navazanou DNA
do bunék rostlin, patfi transformace pomoci A. tumefaciens k velmi C&asto
pouzivanym metodam slouzicim k pfenosu genetické informace. DalSi metodou je
napfiklad elektroporace, ktera vyuziva k vneseni genetické informace do buriky
elektrickych pulst pro penetraci membrany a vytvofeni péru. Je€men jarni byl
poprvé transformovan metodou mikroprojektilového pfenosu v roce 1994 (Ritala
a kol., 1994). Transformace jeCmene jarniho zprostfedkovana A. tumefaciens byla
prvné provedena roku 1997 (Tingay a kol., 1997). Metoda vyuZiti této bakterie
pro transformaci je vhodna hned z nékolika aspektl — jednoducha inserce
transgenu s jasné danymi hranicnimi sekvencemi, ustalena integrace, stalost
exprese genu (Tzfira a Citovsky, 2006). Tyto aspekty velmi pfispély k vyvoiji
reprodukovatelnych a ucinnych postupld pro transformaci dvoudéloznych
i jednodéloznych rostlin, ackoli pfirozené A.tumefaciens jednodélozné rostliny
neinfikuje (Hiei a kol., 1994; Zhang-Hua a kol., 2005).

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni pudni bakterie, ktera
u infikovanych dvoudéloznych rostlin vyvolava rust krékovych nadort (Fabre
a Dunal, 1853; Smith a Townsend, 1907; Gelvin, 2003). Krékové nadory nazyvané
proto, ze nejCastéji se tyto nadory nachazi na rozhrani kofene a stonku (kréek) —
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obvykle povrch pady. Zde mlze dojit ke snadnému poranéni epidermis rostlin napf.
vlivem ohybani ve vétru a tfenim o povrch pady. Infikovana vSak muze byt rostlina
v kterékoli ¢asti svého téla, kde dojde ke zranéni. Dulezitou roli pfi tomto zplsobu
transformace zde hraje schopnost totipotence rostlinnych bunék, tedy ze kazda dilCi
bunka je schopna diferenciace v jakoukoli burfiku dospélé rostliny, coz ve vysledku
znamena, Ze z jedné bunky lze zregenerovat celou rostlinu (Gelvin, 2003; Snustad
a Simmons, 2017).

Po infikovani poranéného mista A. tumefaciens dochazi ke dvéma klicovym
krokdm: (1) déleni rostlinnych bunék a tvorba nadoru a (2) syntéza opinu — derivat
argininu. V zavislosti na kmenu A. tumefaciens jsou syntetizovany bud oktopin Ci
nopalin, kdy bakterie vyuziva schopnosti pfesmérovat metabolické zdroje rostlinné
bunky k tvorbé opinl. Ty jsou posléze degradovany a vyuzity jako zdroj energie
bakterie (Escobar a Dandekar, 2003; Valentine, 2003; Brown, 2007; Pacurar a kol.,
2011). Molekularni podstatou této transformace je pfenos genetické informace
ze specifického segmentu bakterialniho plazmidu do genomu rostlinné buriky.
Tento specificky segment je nazyvan jako T-DNA (z angl. Transferred DNA) a je
soucasti velkého Ti-plazmidu (z angl. tumor-inducing) (Gelvin, 2003).
Pro transformaci jsou nezbytné dveé ¢asti, a to vySe zminéna T-DNA a tzv. virulentni
(vir) oblast, ktera obsahuje geny kodujici enzymy potfebné k vystépeni, pfenosu
a zakomponovani T-DNA do genomu rostlinné bunky (Valentine, 2003; Pacurar a
kol., 2011). Oblast Ti-plazmidu, v niz se nachazi T-DNA, oznaCujeme jako T-oblast.
Délka jeji nukleotidové sekvence je v rozmezi cca 10-30 kbp a predstavuje tak méné
nez 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 ramci Ti-plazmidu vymezena hrani¢nimi sekvencemi (prava a leva hranice). Tyto
sekvence jsou dlouhé 25 bp, jsou homologni a slouzi jako restrikCni mista
pro specifické VirD1/VirD2 endonukleasy, které vysStépuji 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). Prava hranice ma
nepostradatelny vyznam pro vystépeni a pfenos T-DNA, kdy delece této sekvence
zpusobi blokaci jejiho pfenosu (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 nasledné se navazat na poranéné pletivo,
které Casto byva u baze stonku, diky rozpoznani signalnich molekul (fenolové
a cukerné slouceniny), a to i v tak riznorodém a komplexnim prostiedi, jako je puda.
Smérem ke zdroji téchto specifickych molekul, které jsou vylu€ovany poranénymi
rostlinami, se bakterie pohybuje na principu chemotaxe (Shaw, 1991; Zambryski,
1992). Nasledné po prvotnim pfipojeni bakterie zacne syntetizovat sit
z celulézovych vidken, pomoci které se pevné uchyti na povrchu rostlinné bunky
(Matthysse, 1983). Fenolové slou€eniny (kumaryl alkohol, koniferylalkohol, sinapyl
alkohol) stimuluji aktivitu vir genua Ti-plazmidu (Kado a Hooykaas, 1991). Celkem 25
vir genu je umisténo v Ti-plazmidu v ramci nejméné osmi operonl (Brown, 2007;
Glick, Pasternak, Patten, 2010). V nasledujicich krocich je T-DNA pfenesena
mechanismem podobnym pfenosu plazmidu konjugaci u bakterii. Enzymy
kédované vir geny Stépi plazmid v restrikénich mistech (prava a leva hranice)
za vzniku linearnich jednovlaknovych T-DNA s 5" koncem, na kterém je nesena
sekvence pravé hranice, jenz obsahuje geny dulezité pro integraci (De Vos
a Zambryski, 1989; Gelvin, 2003). VétSina genu T-DNA je aktivovana teprve
po inzerci do genomu rostliny, coZ poukazuje na skute€nost, Ze to jsou v podstaté
rostlinné geny, které nemohou exprimovat sami bakterie skrze rozdily transkripcni
a translaéni regulace (Kado a Hooykaas, 1991). V oblasti T-DNA jsou kédovany
enzymy, které jsou odpovédné za syntézu indoloctové kyseliny (auxin). Jedna se
0 geny iaaM a iaaH. Syntéza indoloctové kyseliny spociva v preméné tryptofanu
na indol-3-acetamid pomoci enzymu tryptofan-2-monooxygenasou, ktera je
kédovana genem iaaM, a naslednou pfeménou indol-3-acetamidu enzymem indol-
3-acetamidhydrolasou, jenz je produktem genu iaaH, na vyslednou kyselinu (Inze
a kol., 1984; Schroder a kol., 1984). Dale je v T-DNA pfitomen gen tmr, ktery kdduje
enzym isopentenyltransferasu. Tento enzym katalyzuje pfenos isopentenylového
postranniho fetézce na 5-AMP za tvorby isopentenyladenosin-5'-fosfatu, tedy
prvniho produktu v syntetické draze cytokininu isopentenyladeninu. Hydroxylaci
téchto molekul pak vznikaji cytokininy transzeatin a transribosylzeatin. V dusledku
lokalné zvySené koncentrace rostlinnych ristovych regulatort (auxinu a cytokininu)
je indukovana tvorba krékového nadoru (Akiyoshi a kol., 1983; Barry a kol., 1984;
Kado a Hooykaas, 1991).

19



T-DNA

sekvence levé hranice sekvence pravé hranice

vir oblast Ti-plazmid Inokulace v misté poran&ni rostliny

E— ,

chromosomalni DNA

A tumefaciens

Rust nadoru

~
rostlinna chromosomaini DNA

—
o —
—

transformovana burika rostiiny

Obrazek 4. llustraCni schéma transformace rostlinné buriky A. tumefaciens

A. tumefaciens jako biotechnologicky nastroj

Poté, co byl objasnén proces transformace hostitele A. tumefaciens a vznik nadord,
zacCalo se nad touto bakterii uvazovat jako nad potencionalnim biotechnologickym
nastrojem. Pro vyuziti v laboratofi bylo ovSem nutné upravit nékteré z pfirozenych
rysu. Ti-plazmid bylo nezbytné upravit tak, aby v rostlinném pletivu nedochazelo
k indukci ristu nadoru a syntéze opinu. Biotechnologické vyuziti této bakterie
se odviji od funkci a struktury T-DNA. Pro pfenos této sekvence je dulezité pouze
zachovani vymezujicich hranicnich sekvenci, coZ umoznilo nahradit pfirozenou
genetickou informaci za jakoukoli pozadovanou DNA (Lacroix a kol., 2006; Klee
a kol., 1987; Pacurar a kol., 2011), a tim dosahnout pfenosu do hostitelské bunky.
T-DNA vSak pro svuj pfenos a nasledné zabudovani genetické informace potfebuje
vir geny. Bylo prokazano, ze upravou jejich regulace (Ankebauer a kol., 1991)
a zménou poctu kopii (Rogowsky a kol., 1987), Ize docilit vy§Si u€innosti procesu

transformace (Klee a kol., 1987). Uginnost transformace vSak nemusi byt pokazdé
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a vliv dalSich faktor( jako napf. volba rostlinného explantatu, transformacni protokol
(Gelvin, 2003). Na zakladé schopnosti vir gent fungovat v riznych druzich
organismu doSlo k vyvoji binarnich a super-binarnich transformacnich vektora,
a tedy rozSifeni rozsahu rostlinnych druhd pro transformaci pomoci A. tumefaciens
(Lee a kol.,, 2008). Snahou bylo také zvySit ucinnost transformace u jiz
transformovatelnych druhl. Toho bylo uspésSné dosazeno identifikaci i tvorbou
vysoce virulentnich kmenu Agrobacteria (Hansen a kol., 1994), nebo optimalizaci
kultivacnich podminek (Newell, 2000). Tyto postupy vSak pfes svoji u€innost mély
své limity v robustnosti a rozsahu danych metod (Gelvin, 2003). Naopak nejprve
sekundarni pfistup genové manipulace samotného hostitele otevfel potencionalné
zajimaveé okruhy k dosazeni pozadované ucinnosti. Pro dalSi moznou optimalizaci
metody transformace bylo nezbytné urcit geny rostlin zapojené do transformaéniho
procesu. Genetickym screeningem byly identifikovani mutanti Arabidopsis
rezistentnich vici transformaci Agrobacteriem (Nam a kol., 1999; Zhu a kol., 2003).
Geny a jejich produkty participujici v transformaci pokryvaji v rostlinach Sirokou
Skalu funkci. Mezi né patfi napf. geny, které jsou interesované do tvorby slozek
bunécnych stén (Zhu a kol., 2003; Gaspar a kol., 2004), importu latek (Bako a kol.,
2003; Bhattacharjee a kol., 2008), po geny kdédujici chromatinové proteiny, které
maji funkci pfi 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). Zaporny ucinek
na transformaci byl shledan u genld obranného systému rostlin. (Gelvin, 2009).
Postupné byly identifikovany a nasbirany potfebné informace o rostlinnych
receptorech pro bakterialni proteiny (Hwang a Gelvin, 2004), jadernych
transportérech (Bhatacharjee a kol., 2008) a proteinech ucastnicich se cileni
(Lacroix a kol., 2008) a lokalizace T-DNA (Lee a kol., 2008). Transkrip&nim
profilovanim a naslednym vyuzitim dalSich technik genového inzenyrstvi (napf.
knockout genl nebo jejich nadmérna exprese) byly uréeny geny, jejichz aktivita se
po napadeni Agrobacteriem méni (Ditt a kol., 2001; Ditt a kol., 2006; Veenaliang
a kol., 2003; Deeken a kol., 2006), a byla objasnéna funkce téchto gena (Gelvin,
2009). Pokud by se podafilo u¢inné a uspésné aplikovat zminéné metody a postupy
na rGzné druhy hostitell, muze tak byt Agrobacterium velmi vSestrannym

biotechnologickym nastrojem pro transformaci (Pacurar a kol., 2011).
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3.4 CRISPR/Cas9

3.4.1 Charakteristika a funkce

Systémy CRISPR/Cas tvofi adaptivni imunitni systém vyskytujici se u vétsiny
zastupcl archea a mnoha bakterii (Deveau a kol., 2010; Marraffini a Sontheimer,
2010; Koonin a Makarova, 2013; Makarova a kol., 2013; Barrangou a Marraffini,
2014). Tento imunitni systém slouzi mikroorganismum jako ochrana pfed DNA
a RNA viry (Barrangou a kol., 2007). Modul CRISPR (z angl. clustered regularly
interspersed palindromic repeats) sestava z kratkych repetitivnich sekvenci, mezi
néz jsou vloZzeny kratké variabilni sekvence odvozené z cizorodé DNA, které
se nazyvaji spacer (mezernik). Pfi procesu této adaptivni imunity dochazi nejprve
k adaptaci, béhem niz se Useky genetické informace — nové spacery — pochazejici
z patogenu zabudovavaji do ,paméti“ (modulu) CRISPRu (Barrangou a kol., 2007).
Fazi adaptace nasleduje faze exprese, pfi niz vznikad molekula pre-crRNA, ktera
slouzi jako prekurzorovy transkript pro finalni molekuly crRNA (CRISPR RNA).
Konecnou fazi je interference, v niz jsou vyuzivany molekuly crRNA jako navadéci
prostfedek na specifickou cilovou sekvenci genetické informace patogenu, jenz ma
byt rozStépena (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 tvofi ¢etnou a velmi rozmanitou skupinu. Lze je rozdélit do Ctyr
ruznych funk&nich modull — adaptaéni (ziskavani spacertl), expresni (zpracovani
cr-RNA a vazba na cilovou sekvenci), interferenéni (cilové $tépeni) a pomocné
(rtzné regulacni funkce CRISPRu). Adaptace se v CRISPR/Cas systémech ucastni
proteiny Casl a Cas2, pfipadné v systémech typu | je také pfitomen enzym Cas4 a
v systémech typu Il jde o enzym Cas9. Tento fakt tedy vypovida o znacné
podobnosti adapta¢nich moduld (Hooton a kol., 2014; Heler a kol., 2015; Wei a kol.,
2015). Funkce Casl spociva ve vkladani novych spaceri do CRISPRu pomoci
Stépeni specifickych repetitivnich mist. Lze tedy fici, Ze tento protein zastava funkci
integrasy (Nunez a kol., 2014; Nunez a kol., 2015; Wiedenheft a kol., 2009).
Expresni a interferenéni moduly vykazuji vyS$Si variabilitu a jsou tvofeny
efektorovymi komplexy, které se skladaji z multipodjednotkovych 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 pfipadé systému typu Il jsou tyto multipodjednotkové
komplexy nahrazeny jednim velkym proteinem Cas9 (Deltcheva a kol., 2011; Jinek
a kol., 2012; Jinek a kol., 2014). Béhem exprese dochazi k pfipojeni pre-crRNA
na interferencni modul, ktery je v systému typu | a lll tvofen multipodjednotkovym
crRNA efektorovym komplexem a pre-crRNA je za katalyzy RNA endonukleasy
(Casb) pretvarena na crRNA (Carte a kol., 2008; R. Wang a kol., 2011). V pfipadé
systému typu Il neni pre-crRNA pfeménéna pomoci enzymu Cas6, jako
v pfedchozim pfipadé, nybrz alternativnim mechanismem pomoci RNasy |lI
a transaktivujicich CRISPR RNA (tracrRNA) (Deltcheva a kol., 2011). Stépeni cilové
genetické informace je dusledkem aktivity nukleas pfitomnych v interferenénim
modulu. Nedilnou soucasti tohoto modulu jsou také vyhrazené domény vazajici
CrRNA, ktera zprostfedkovava vazbu na nukleovou kyslinu (DNA ¢i RNA)
na zakladé komplementarity bazi sekvence genetické informace patogenu a crRNA.
V systému typu | a lll je $tépeni katalyzovano proteiny Cas3 (Beloglazova a kol.,
2011; Huo a kol., 2014) v kombinaci s plsobenim 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 Il je angazovan protein Cas9 (Jinek a kol., 2012;). Pomocny
modul se sklada z riznych proteinl — napf. Csn2 a DinG. Kromé ulohy v adaptaci
je mu také pfisuzovana ucast v programované bunécné smrti a kontrole aktivity
CRISPR/Cas systému. Funkce téchto genu v§ak nejsou detailné znamy (Koonin a
Makarova, 2013; Makarova a kol., 2012; Makarova a kol., 2014).

Systémy CRISPR/Cas se rozdéluji do dvou tfid. Tfida I|. je definovana
multipodjednotkovym crRNA efektorovym komplexem, kdy tato tfida zahrnuje typ |
a typ lll CRISPR/Cas systémdu. Tfida Il. je definovana jednou podjednotkou crRNA
efektorového modulu — Cas9. Tato tfida zahrnuje typ Il systému CRISPR/Cas
(Makarova a kol., 2019).

3.4.2 Vyuziti CRISPR technologie

Technologie CRISPR/Cas ma obrovsky potencial, ktery spoCiva zejména v podpofre
vyzkumu funkce genu pro budouci klinické vyuziti, jako mize byt genova terapie, Ci
v modifikovani zemédélsky vyznamnych plodin. CRISPR je velmi pokrokovy nastroj
pro editaci genomu kteréhokoli organismu. O této technologii pojednava fada

autoru, kdy hodné z nich mize byt az pfehnané optimisticka a nedostate¢né kriticka,
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¢i na druhé strané jsou autofi pfili$ kritiCti az konzervativni. Nicméné vétSina védcu
pfipousti ur€ité namitky ohledné CRISPRU — potfeba dalSich zlepSovani tohoto
systému, zejména pak on-target efektu.

Systémy CRISPR/Cas byly shledany jako dulezity a uzite€ny nastroj v Upravé
genetické informace rostlin a plodin, kdy diky této technologii a dalSim metodam,
které z ni byly odvozeny, bylo mozno stanovit postaveni a ulohu riznych kédujicich
a nekddujicich sekvenci DNA v genomu predevSim modelovych organismu (Duan
a kol., 2016; Yan a kol., 2016; Wang a kol., 2016; Meng a kol., 2017; Minkenberg
akol.,, 2017). Dalsi mozné vyuziti systtmu CRIPSR/Cas je v oblasti vyvoje
pozadovanych vlastnosti — od tolerance abiotického a biotického stresu, pfes
zlepSeni vynosovych vysledkl, az po zvySeni kvality plodin — u vyznamnych
hospodarskych plodin. Toleranci k biotickému stresu se mysli zejména indukovana
tolerance vuci patogenum. U stresu abiotického je hlavni pozornost upfena smérem
tolerance k environmentalnim stresim, jako je v poslednich letech sucho
a zasolovani pad. Vyhoda prace s CRISPRem se skryva také v moznosti vytvareni
dédi¢né, cilené mutace, aniz by dany vysledny organismus obsahoval transgen,
jelikoz obsah cizorodé DNA v organismu je obava mnoha lidi (Ricroch a kol., 2017).
Vytvorenim stabilni linie CRISPR/Cas mutantt bez expresniho modulu a postupem
genetické segregace lze ziskat rostliny s poZzadovanou mutaci bez pfitomnosti
transgenu (Zhang a kol., 2016; Andersson a kol., 2016).

CRISPR jako biotechnologie nachazi Siroké vyuziti v zemédélstvi, kde je
kladen velky duraz na vynosnost plodin. Jednim z faktord, ktery negativné ovliviiuje
vynosnost, jsou plevelové rostliny. Tyto rostliny péstovanym plodinam ubiraji viahu,
probiha zde kompetice o prostor a pfistup ke zdroji svétla a zivin (Delye a kol.,
2013). V dusledku tohoto jsou pak hojné uzivany k odstranéni nebo sniZeni poctu
plevele na minimum herbicidy. Aby bylo mozné uzivat herbicidy, je nutné u danych
plodin docilit odolnosti vac&i témto latkam. Ta se mUze u rostliny vyskytovat pfirozené
a Ize tedy vyuzit klasickych Slechtitelskych a genetickych metod, nebo Ize odolnost
navodit editaci genomu (Endo a Toki, 2013). V rychle se ménicich podminkach
Zivotniho prostredi je zapotfebi vytvaret rostliny s pozadovanymi vlastnostmi
v co nejkrat§im Casovém intervalu. Oproti klasickym Slechtitelskym a genetickym
metodam je CRISPR velmi rychlym a efektivnim biotechnologickym nastrojem
k tvofeni mutaci u pozadovanych genu participujicich v reakcich na dané herbicidni
latky. Technologie CRISPR/Cas byla vyuzita pro modifikaci gent napf. u plodin jako

je rajce, u néhoz bylo modifikovano 14 gen(; pSenice, u které bylo modifikovano 7
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genu; a v neposledni fadé hospodarsky velmi vyznamna plodina — ryze, u niz bylo

modifikovano celkem pfes 30 genu (Korotkova a kol., 2017).

3.5 GMO legislativa v ramci Evropské Unie (EU)

Ke garanci, Zze vyvoj moderni biotechnologie, pfesnéji pak tedy geneticky
modifikovanych organismu (GMO), bude probihat v bezpe¢nych podminkach,
existuje v ramci EU pravni ramec. Ten se zaméfuje pfedevsim na:

i.  Ochranu zdravi lidi, zvifat a Zivotniho prostfedi zavedenim posouzeni
bezpecnosti na nejvy§si mozné urovni v ramci EU pfed uvedenim GMO
na trh,

ii. Zavedeni ucinnych, Casové omezenych a transparentnich postupl
pro posuzovani rizik a povolovani GMO,

iii. Zajisténi jasného oznaCovani GMO uvadénych na trh za ucCelem
informovanosti spotfebitell i odborniku,

iv. Zajisténi dohledu nad GMO pfivedenym na trh

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

3.5.1 GMO legislativa v CR

Geneticky modifikované organismy

Za geneticky modifikovany organismus je povazovan takovy organismus
(s vyjimkou Cclovéka), ktery je schopen rozmnozovani a do jehoz genetického
materialu bylo zasazeno modifikacnim technickym postupem stanovenym zakonem
€. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve znéni pozdéjsSich pfedpisti a vyhlaskou &. 209/2004 Sb., o blizSich
podminkach nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve znéni pozdéjSich predpis

Za ucCelem ochrany zdravi Clovéka a zvirat, zZivotniho prostredi a biologicke
rozmanitosti je nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty umoznéno pouze na zakladé téchto pravnich predpisu. Za geneticky

produkt je povazovano vse, co obsahuje jeden a vice GMO a bylo vyrobeno i jinak
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opatfeno bez ohledu na stupenl zpracovani a je stanoveno k uvedeni na trh

(https://www.mzp.cz/cz/geneticky modifikovane organismy).

Legislativa

V Ceské republice je nakladani s GMO a genetickymi produkty upraveno zakonem
€. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve znéni pozdéjSich predpisl, a vyhlaskou €. 209/2004 Sb., o blizSich
podminkach nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve znéni pozdéjSich predpisu.

(https://www.mzp.cz/cz/narodni legislativa gmo)

GM plodiny v CR

Na uzemi Ceské republiky byla jako prvni geneticky modifikovana hospodafska
plodina péstovana ve velkém kukufice MON 810. Osev poli touto plodinou zacal
v roce 2005, kdy bylo oseto pouhych 270 ha na celém nasem uzemi. NejvétSi mira
osetych ploch byla zaznamenana v roce 2008, kdy bylo oseto pfes 8300 ha pudy.
Od té doby se vyméra ploch zmensovala a v poslednich 3 letech se tato geneticky
modifikovana plodina pfestala vysévat uplné. V roce 2019 byly nahlaSeny polni
pokusy s celkem tfemi geneticky modifikovanymi plodinami. Jedna se o slivon klon
C5, jenz ve své genetické vybavé nese odolnost vuci Sarce — virové onemocnéni
napadaijici peckoviny zpusobujici vyznamné hospodarské Skody. Dale je to soja
lustinata, ktera nese gen LTB, a v CR hospodafsky nejvyznamnéjsi geneticky
modifikovana plodina — je€men jarni, ktery produkuje lidsky 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)
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4  Experimentalni ¢ast

4.1 Material

Pristroje

Centrifuga model 5418, Eppendorf

Centrifuga model BR4i, Jouan

Termo cyklér T100 Thermal Cycler, Bio-RAD

UV transiluminator G:Box iChemi XR UV/White Light, SYNGENE
Elektroforeticky napajeci zdroj PowerPac™ Basic, Bio-RAD
Elektroforetickd komora Wide Mini-Sub Cell GT cell, Bio-RAD
Pfedvazky BWL-51, Boeco

Minicentrifuga M-6, Boeco

Spektrofotometr / Fluorometr DS-11, DeNovix

Termoblok Bio TDB-100, Biosan

Magneticky stojan pro izolaci DNA 16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack,
Bio-RAD

Chemikalie

Extrakéni pufr Edwards Buffer (200 mM Tris HCI, 250 mM NacCl, 25 mM
EDTA, 10% SDS)
Basic lysis buffer (5 M NaCl, 1 M Tris HCI, 0,5 M EDTA, pH =7,2)
Lyza¢ni pufr (Basic lysis buffer, bisulfat sodny, kyselina askorbova,
merkaptoethanol)
Marker molekulové hmotnosti HyperLadder™ 50bp (HyperLadder I1), Bioline
(Cat. No. BIO-33054)
Agarosa UltraPure™ Agarose, ThermoFisher (Cat. No. 16500500)
PCR master mix REDTaq® ReadyMix™ 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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e Primery pro sekvenovani LOX-1:
o SEQLoxFwd — GGA GGG AGA GAG GGG AGA AG
o SEQLoxRev — ACC AGA GAG CAG AGG AGA GG

e |sopropanol

e Ethanol 75%

e DNA/RNA free H20

e 50x TAE pufr (50 mM EDTA, 2 M Tris, 1 M kyselina octova)

Biologicky material
e T1 generace rostlin jarniho jeémene (Hordeum vulgare) odrlida Golden

Promise

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

Linie rostlin Pocet
LOX-16 11
LOX-18 8
LOX-1 40-2 11
LOX-1 40-15 1
LOX-1 42 12

Pouzity software
e Chromas

e ApE
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4.2 Metody

4.2.1 Izolace genomové DNA z listd rostlin jarniho jeGmene

Z rostliny jarniho jeCmene byl odebran vzorek listu (pfiblizné 4-5 cm), vlozen
do mikrozkumavky (Eppendorf) a zmrazen ponofenim uzaviené mikrozkumavky
do tekutého dusiku. Pomoci homogenizacnich ty€inek byl zmrazeny vzorek listu
v mikrozkumavce dukladné homogenizovan. K homogenizovanému materialu bylo
pfidano 400 pl extrakéniho pufru (Edwards buffer) a promichano. Extrahovany
vzorek byl centrifugovan pfi 13000 rpm po dobu 5 min. Po centrifugaci bylo 300 pl
supernatantu preneseno do nové mikrozkumavky a pfidano stejné mnoZzstvi
isopropanolu. Smés byla promichana pozvolnym otacenim mikrozkumavky
a ponechana pfi teploté 4 °C po dobu cca 15 min. Nasledna centrifugace probihala
pfi 14000 rpm a 4 °C po dobu 15 min. Po centrifugaci byl odstranén supernatant
a k peletu bylo pfidano 400 ul 75% ethanolu a znovu centrifugovano pfi 5000 rpm
5 min. Supernatant byl opatrné a dukladné odstranén a pelet suSen v laminarnim
boxu (cca 15 min), a poté rozpustén v DNA/RNA free H2O. Vzorek byl ulozen
do druhého dne pfi 4 °C. Nasledné byl vzorek kratce centrifugovan (0,5 min; 10000
rom) a supernatant pfenesen do nové mikrozkumavky. Koncentrace DNA a jeji

Cistota byly stanoveny spektrofotometricky.

4.2.2 PCR screening rostlin T1 generace

Pripravené vzorky DNA byly pouzity pro PCR screening. Prace byla provadéna
na ledu v laminarnim boxu.
REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix byl pfed pouzitim promichan. Reakéni
smés byla pfipravena na objem 10 ul pro jeden vzorek (viz Tab. 2).
Do mikrozkumavky (Eppendorf) bylo postupné pfidano 2,5 pl ddH20; 5 yl REDTaqg®
ReadyMix™ PCR Reaction Mix; 0,25 pl primer forward (10 uM) a 0,25 ul primer
reverse (10 uM). Vysledna smés byla dikladné promichana.

Do tenkosténnych PCR mikrozkumavek bylo rozpipetovano 8 ul reakéni
smési a smichano s 2 pl vzorku izolované DNA. U vzorku negativni kontrola (c-)

bylo pfidano 2 pl DNA izolované z netransgenni kontrolni rostliny jarniho jeCmene.
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V pfipadé pfipravy kontrolniho vzorku ddH2>O bylo misto DNA pfidano 2 pl vody.

Jako pozitivni kontrola (c+) byly uzity 2 pl izolované DNA z transgennich rostlin.

Tabulka 2 SloZeni PCR reakéni smési

ReagentMix Mix 1x10 pl
ddH20 2,5 ul
ReadyMix 2x 5,0 pl 8 ul
Primer F 10 yM | 0,25 pl
Primer R 10 uM | 0,25 pl

DNA 2 ul
Celkem 10 pl

Pripravené vzorky byly vioZzeny do termo cykléru (T100 Thermal Cycler)
a zvolen program PROTO_CK, reak¢ni podminky viz Obr. 5. Po ukon&eni reakce

byly vzorky uchovavany pfi 4 °C az do dalSiho zpracovani.

Krok Krok Krok Krok Krok Krok Krok
1 2 3 4 5 6 7
o L o L d
72°C , 72°C
Krok 2
3:00 0:20 0:20 0:55 38x 5:00 oo

Obrazek 5 Schéma programu polymerazoveé fetézové reakce PROTO_CK

4.2.3 Analyza PCR produktu

Byl pfipraven 1% agarosovy gel, do kterého byl pro vizualizaci DNA pfidan roztok
Ethidium Bromidu v koncentraci 10 mg/l. Pro pfipravu gelu byl pouzit pufr TAE.
Vzorky byly naneseny do jamek v gelu. Vzdy bylo naneseno 8 ul PCR
produktu, a pro vyhodnoceni marker molekulové hmotnosti HyperLadder Il (5 pl).
Elektroforeticka komora byla pfipojena k napajecimu zdroji PowerPac™ Basic a

spusténa separace pfi konstantnim napéti 100 V.
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Po skonCeni separace byl gel pfemistén do UV transiluminatoru (G:Box iChemi XR
UV/White Light) a pod UV svétlem porizen fotograficky zaznam s vizualizovanou
DNA a vzorky vyhodnoceny.

U pozitivnich rostlin, tedy obsahujicich kazetu s sgRNA, byla opétovné
provedena izolace genomické DNA magnetickymi ¢asticemi pro zaru€eni vysoké

Cistoty vyizolované DNA a amplifikace useku s genem LOX-1 pomoci PCR.

4.2.4 l1zolace genomové DNA paramagnetickymi ¢asticemi

Z rostliny jarniho je€mene byl odebran vzorek listu (pfiblizné 4-5 cm), vlozen
do mikrozkumavky (Eppendorf) a zmrazen ponofenim uzaviené mikrozkumavky
do tekutého dusiku. Pomoci homogenizacnich ty€inek byl zmrazeny vzorek listu
v mikrozkumavce didkladné homogenizovan. Poté bylo pfidano 250 ul lyzaéniho
pufru a mikrozkumavka vloZzena na dobu 45 minut do termobloku (Bio TDB-100)
pfi teploté 65 °C. Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu 2 minut pfi 10 000
rpm. Do nové mikrozkumavky bylo pfidano 11 pl paramagnetickych €astic, 100 pl
supernatantu a 80 ul isopropanolu. Takto pfipraveny vzorek byl vlozen
do magnetického stojanu (16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack) a ponechano
do vycCefeni roztoku (cca 5 min). Mimo magneticky stojan byl supernatant odstranén
a k peletu pfidano 100 pl 70% ethanolu. Tyto dva kroky byly 2x opakovany. Poté byl
odstranén supernatant a pelet ponechan k vysuseni v laminarnim boxu. Pelet byl
nasledné rozpustén v DNA/RNA free H>O a opét vioZen na magneticky stojan. Dale
byl supernatant pfenesen do nové mikrozkumavky. Koncentrace a Cistota DNA byly

stanoveny spektrofotometricky.
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4.2.5 Priprava vzorkul pro sekvenovani

Postup obdobné jako v bodé 4.2.2 s odchylkou ve slozeni reakéni smési viz Tab. 3.

Tabulka 3 Slozeni PCR reakéni smési

ReagentMix Mix 1x20 pl
ddH20 5,0 pl
ReadyMix 2x 10,0 i 16
Primer F10 uM | 0,5 pl

Primer R 10 uM | 0,5 pl

DNA 4 ul
Celkem 20 pl

Pripravené vzorky byly vioZzeny do termo cykléru (T100 Thermal Cycler)
a zvolen program, reakéni podminky viz Obr. 6. Po amplifikaci useku obsahujici gen
LOX-1 byly PCR produkty zkontrolovany elektroforeticky. Vzorky pak byly pfedany
k sekvenovani na Ustav experimentalni botaniky. Pfitomnost mutace z vysledk

sekvenovani byla vyhodnocena pomoci software Chromas.

Krok Krok Krok Krok Krok Krok Krok
1 2 3 4 5 6 7
T T J
o L o L d
72°C , 72°C
Krok 2
4:00 0:20 0:30 1:50 39x 5:00 oo

Obrazek 6 Schéma programu polymerazove fetézové reakce pro amplifikaci
useku obsahujici gen LOX-1
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4.3 Vysledky

Bylo vyseto celkem 48 obilek z 5 linii jarniho jeCmene. Po 1-2 tydnech od vyseti byla

vyizolovana genomicka DNA z listu, celkem z 43 rostlin. Spektrofotometricky byla

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

do 700 ng/pl. V pfipadé vysSich koncentraci byly DNA vzorky zfedény vodou

na koncentraci 300 ng/ul. VSech 43 vzorku izolované DNA bylo pouzito pro PCR

screening.

Z celkového poctu charakterizovanych rostlin byl transgen detekovan
u celkem 3 rostlin pochazejicich z linie rostlin LOX-1 6, LOX-1 8 a LOX-1 42

(viz Tab. 4).

Tabulka 4 Detekce sgRNA kazety v T1 generaci

. .| Pocet charakterizovanych | Po€et rostlin obsahujicich T-DNA
Linie rostlin ;
rostlin kazetu s sgRNA

LOX-16 11 1
LOX-18 8 1
LOX-1 40-2 11 0
LOX-1 40-15 1 0
LOX-1 42 12 1

4.3.1 Ovéreni pritomnosti transgenu u charakterizovanych rostlin

Rostlina LOX-1 6

Z transgenni linie rostliny TO generace oznacené jako LOX-1 6 byla metodou PCR

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

605 bp

Obrazek 7 PCR analyza rostlin T1 generace LOX-1 6.

1000 bp
600 bp

1-11 — vzorky DNA rostlin, H2O — voda, C- — negativni kontrola (netransgenni rostlina), C+ —

pozitivni kontrola (DNA transgenni rostliny), L — velikostni marker HyperLadder Il, PCR produkt —

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

Z transgenni linie rostliny TO generace oznacené jako LOX-1 8 byla metodou PCR
prokazana pfitomnost T-DNA kazety s sgRNA u 1 z 8 rostlin T1 generace (Obr. 8).
Z linie rostliny TO generace oznacené jako LOX-1 40-15 nebyla pfitomnost T-DNA
kazety s sgRNA rostliny T1 generace prokazana (Obr. 8).

1000 bp

605 bp 600 bp

L
=
v
—
—
—
-
]
—
-—

Obrazek 8 PCR analyza 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, H20 — voda, C- — negativni
kontrola (netransgenni rostlina), C+ — pozitivni kontrola (DNA transgenni rostliny), L — velikostni
marker HyperLadder Il, PCR produkt — 605 bp

Rostlina LOX-1 42

Z transgenni linie rostliny TO generace oznacené jako LOX-1 42 byla metodou PCR

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

1000 bp

Obrazek 9 PCR analyza rostlin T1 generace LOX-1 42.

1-12 — vzorky DNA rostlin, H20 — voda, C- — negativni kontrola (netransgenni rostlina), C+ — pozitivni

kontrola (DNA transgenni rostliny), L — velikostni marker HyperLadder II, PCR produkt — 605 bp
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Rostlina LOX-1 40-2

Z transgenni linie rostliny TO generace oznacené jako LOX-1 40-2 nebyla metodou
PCR prokazana pfitomnost T-DNA kazety s sgRNA u zZadné z 11 rostlin T1
generace (Obr. 10).

Obrazek 10 PCR analyza rostlin T1 generace LOX-1 40-2.

1-11 — vzorky DNA rostlin, H20 — voda, C- — negativni kontrola (netransgenni rostlina), C+ — pozitivni
kontrola (DNA transgenni rostliny), L — velikostni marker HyperLadder I, o¢ekavany PCR produkt —
605 bp

Transgenni rostliny T1 generace byly dale analyzovany sekvenovanim
cilového lokusu. Byla izolovana genomickda DNA o vysoké Cistoté pomoci
magnetickych Castic. Hodnoty koncentraci byly 586, 1225 a 633 ng/ul. Tyto vzorky
byly zfedény vodou na vyslednou koncentraci cca 50 ng/ul. Byla provedena PCR
amplifikace cilové sekvence s pouzitim specifickych primerd s o€ekavanou velikosti

produktu 292 bp a vzorky pfedany k sekvenovani na Ustav experimentalni botaniky.

4.3.2 Amplifikace useku obsahujici gen LOX-1

U tfi transgennich rostlin T1 generace LOX-1 6, LOX-1 8 a LOX-1 42 byla provedena
amplifikace useku obsahujiciho gen LOX-1 pro naslednou detekci mutace pomoci

metody sekvenovani (Obr. 11).
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1000 bp

292 bp 300 bp

Obrazek 11 PCR amplifikace useku obsahujiciho 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, H20 — voda, L — velikostni marker HyperLadder I, PCR produkt — 292 bp

4.3.3 Detekce mutace metodou sekvenovani

Byly sekvenovany tfi PCR produkty pochazejici ze tfi nezavislych linii. Z vefejné
dostupné databaze byla stazena sekvence genu LOX je€mene setého (Obr. 12).
V software Chromas byly vysledky sekvenovani porovnany s plavodni sekvenci.

V analyzovanych sekvencich nebyla nalezena Zzadna mutace (Obr. 13-15).

ITTCAGTTTCCC

Obrazek 12 Sekvence genu LOX s vyznaCenymi primery. F primer znacen zelené, R primer znacen
razové; protospacer znacen zluté.

36



,.. o= I A P T AR O A O D T T AR R I T
<<q T J ST IO Y i‘j‘j

Obrazek 13 Chromatogram sekvenovani LOX-1 genu u LOX-1 6 rostliny (vyznaCena sekvence

protospaceru)
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Obrazek 14 Chromatogram sekvenovani LOX-1 genu u LOX-1 8 rostliny (vyznacena sekvence
protospaceru)
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Obrazek 15 Chromatogram sekvenovani LOX-1 genu u LOX-1 42 rostliny (vyznacena sekvence
protospaceru)

39



4.4 Diskuze

V této praci byly analyzovany potomstva transgennich rostlin T1 generace. Bylo
analyzovano celkem 43 rostlin pdvodem z 5 nezavislych transgennich udalosti. Byly
ziskany 3 transgenni rostliny, u kterych byla identifikovana kazeta s sgRNA. Tyto
identifikované transgenni rostliny byly dale analyzovany sekvenovanim vybraného
useku genu LOX-1. Sekvenovanim bylo zjiSténo, Zze zadna z charakterizovanych
rostlin neobsahovala mutaci v cileném genu LOX-1. Tato skute€nost mohla byt
zpusobena nékolika faktory, které ovliviiuji aktivitu a efektivitu systému
CRISPR/Cas?9.

Jednim z hlavnich nedostatkt technologie CRISPR je vysoka frekvence
(2 50%) ucinku mimo pozadovany cil — off-target — zplisobena RNA-navadénou
endonukleasou (Zhang a kol., 2015). Pro vyuziti CRISPRU u eukaryoty jsou dulezité
— Cas9, crRNA urcujici specifiCnost a transaktivaéni tracrRNA (Cong a kol., 2013;
Hsu a kol., 2013). Systém vS8ak mlze byt aktivni i v pfipadé vzniku chimérické
sgRNA. Prvnich 20 nukleotidi sgRNA je komplementarnich k cilové sekvenci DNA.
Za témito nukleotidy nasleduje v sekvenci cilové DNA tzv. protospacer sousedici
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). Pfedpoklada
se, Ze cilova specifita Cas9 je striktné fizena dvacetinukleotidovou sekvenci sgRNA
a pritomnosti PAM v genomu, avSak potencionalni off-target §tépeni mize nastat
dokonce i v pfipadé, Zze se sekvence DNA liSi o 3-5 part bazi (Cong a kol., 2013;
Hsu a kol., 2013). Rozbory ukazaly, Ze kriticka pro vazbu a aktivaci Cas9 je také
sekvence na 3‘ konci crRNA (Nishimasu a kol., 2014; Jinek a kol., 2014). Nékteré
studie ukazaly, Ze pfimym dodanim purifikovaného proteinu Cas9 a sgRNA
do bunék lze dosahnout snizeni frekvence off-target ucinkd oproti uziti
plasmidovych vektorud, protoze komplexy Cas9-sgRNA §tépi chromozomalni DNA
témeér okamzité po dodani a timto zplsobem jsou pak i rychle degradovany (Kim
akol., 2014; Ramakrishna a kol., 2014). Uginky off-target mohou byt taktéz
specifické pro dany typ bunék a velmi se tyto u€inky mohou odvijet také od integrity
opravnych drah dvouvlaknovych zlomd konkrétnich bunék (Duan a kol., 2014).
V souCasné dobé nelze predikovat, zda naprogramovana sgRNA bude mit
pozadovanou ucinnost Ci nikoliv. Nékteré sgRNA maiji efektivitu vyssi, nékteré nizsi.
Nizka efektivita pak muze zpusobit, Ze pfi ziskani malého mnozstvi transgennich
rostlin nemusi byt dana rostlina s mutaci objevena (Graf a kol., 2019).
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Bylo popsano, ze snizit off-target ucinek Ize napf. pomoci editace sekvence
sgRNA, at’ uz na jejim 5” &i 3" konci, kdy se sekvence sgRNA muze zkratit az o 3
nukleotidy nebo naopak prodlouzit o 2 guaninové nukleotidy. Takovou upravou lze
zvysSit specificnost a snizit off-target az 5000-krat (Pattanayak a kol., 2013; Cho
a kol., 2014; Fu a kol., 2014). Nicméné na druhou stranu tyto zplsoby mohou snizit
aktivitu on-target (Cho a kol., 2014). DalSim zpusobem je kontrola koncentrace
komplexu Cas9-sgRNA titraci mnoZstvi obou dodanych slozek. ZvySovani specifity
sniZzenim mnozstvi transfektované DNA taktéz vede ke snizeni off-target Stépeni
(Hsu a kol., 2013; Pattanayak a kol., 2013). Obecné Ize fici, Ze je nezbytné peclivé
navrhnout jednotlivé kliCové komponenty systému CRISPR/Cas9 (Zhang a kol.,
2015).

Dal$i moznou pfi¢inou absence mutace v genu LOX-1 muze byt tzv. gene
silencing. Jedna se o zpusob regulace exprese genu pomoci modifikace DNA ¢i
degradace mRNA. Umi¢eni genu mlze nastat vlivem methylace promotoru, ¢imz
dochazi k zamezeni transkripce, nebo na posttransla¢ni urovni degradaci mRNA
transgenu v cytosolu (Rajeevkumar a kol., 2015). U rostlin se methylace DNA ¢asto
vyskytuje u opakujicich se sekvenci, a jesté vice v pfipadé invertnich opakujicich
se sekvenci. Invertni repetitivni sekvence se typicky objevuji u transgenl vnesenych
do organismu (Selker, 1999). Fenomén nezadouciho umli€ovani genu je tedy jeden
z problém pfi vytvareni transgennich rostlinnych linii (Rajeevkumar a kol., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze nebyla detekovana mutace, bude experiment dale
optimalizovan. V potaz pfichazi vyuziti nového vektoru &i pouziti komplexu Cas9-
sgRNA, kterym by bylo zajisténo zvySeni on-target efektu, dale také budou navrzeny

nové protospacery.
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5 Zaver

Vramci této bakalarské prace byla zpracovana literarni reSerSe na téma
lipoxygenasy, konkrétné LOX-1 ve sladovnictvi jeCmene, transformace rostlin
zprostfedkovanou A. tumefaciens a editace genomu pomoci inovativniho systému
CRISPR/Cas9. Lipoxygenasy jsou dullezitym faktorem ve sladovnictvi, kdy tyto
enzymy, a zejmeéna pak metabolity vznikajici v biosyntetickych drahach s participaci
téchto enzymd, ovliviuji kvalitu a stabilitu piva.

Cilem experimentalni Casti byla stanovena charakterizace a identifikace
mutagennich rostlin T1 generace v genu LOX-1 je€mene jarniho (Hordeum vulgare)
odrudy Golden Promise. Analyzovany byly rostliny T1 generace, které byly ziskany
z transgennich rostlin generace T0. Charakterizace a identifikace rostlin v sobé
zahrnovala izolaci genomické DNA a detekci pfitomnosti T-DNA kazety s sgRNA.
Z celkového mnozstvi analyzovanych rostlin pouze 3 obsahovaly kazetu s sgRNA.
U téchto rostlin byla provedena opakovana izolace genomické DNA a nasledné tyto
vzorky byly podrobeny amplifikaci useku DNA obsahujici gen LOX-1. Detekce
mutaci byla provedena metodou sekvenovani. Mutace detekovana nebyla, a tedy
nebyl ziskan biologicky material s mutaci v genu LOX-1. Proto budou dale
studovany mozné pficiny nizké efektivity CRISPR systému. Exprese transgen(
bude také predmétem zkoumani. Predpoklada se také navrzeni novych

protospaceru nebo pouziti jiného vektoru pro transformaci.

42



6 Literatura

Akiyoshi, D. E., Morris, R. O., Hinz, R., Mischke, B. S., Kosuge, T., Garfinkel, D. J.,
Gordon, M. P., and Nester, E. W. (1983). Cytokinin/auxin balance in crown gall
tumor is regulated by specific loci in the T-DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80,
407.

Alberts, B.; Bray, D.; Hopkin, K.; Johnson, A.; Lewis, N.; Raff, M.; Roberts, K,
Walter, P. (1998). Essential Cell Biology: An Introduction to Molecular Biology of the
Cell. Garland Publishing, Inc.: New York, ISBN 978-0-81532-971-8.

Anders, C., Niewoehner, O., Duerst, A., and Jinek, M. (2014). Structural basis of
PAM-dependent target DNA recognition by the Cas9 endonuclease. Nature, 513,
569-573.

Andersson, M., Turesson, H., Nicolia, A., Falt, A.-S., Samuelsson, M. and
Hofvander, P. (2016). Efficient targeted multiallelic mutagenesis in tetraploid potato
(Solanum tuberosum) by transient CRISPR-Cas9 expression in protoplasts. Plant
Cell Rep., 36, 117-128.

Andreou, A., Feussner, I. (2009). Lipoxygenases - Structure and reaction
mechanism. Phytochemistry, 70(13-14), 1504-1510.

Ankebauer, R.G., Best, E.A., Palanca, C.A., Nester, E.W. (1991). Mutants of the
Agrobacterium tumefaciens virA gene exhibiting acetosyringone-independent

expression of the vir region. Mol Plant-Microbe Interact,4, 400—6.

Babenko, L.M., Kosakivska, 1.V., Akimov, Yu.A., Klymchuk, D.O., Skaternya, T.D.
(2014). Effect of temperature stresses on pigment content, lipoxygenase activity and

cell ultrastructure of winter wheat seedlings. Genet Plant Physiol., 4(1-2), 117-125.

Babenko, L.M., Kosakivska, I.V., Skaterna, T.D. (2015). Jasmonic acid: a role in the
regulation of biotechnology and biochemical processes in plants. Biotechnologia
acta., 8(2), 36-51.

Babenko, L.M., Shcherbatiuk, M.M., Skaterna, T.D., Kosakivska, 1.V. (2017)
Lipoxygenases and their metabolites in formation of plant stress tolerance. Ukr
Biochem J., 89(1), 5-21.

43



Bailey, J. (2019). Genetic modification of animals: scientificand ethical concerns. In:
Herrmann, K., Jayne, K. (Eds.), Animal Experimentation: Working towards a
Paradigm Change. Brill, pp. 443-479

Bako, L., Umeda, M., Tiburcio, A.F., Schell, J., Koncz, C. (2003). The VirD2 pilot
protein of Agrobacterium-transferred DNA interacts with the TATA box binding
protein and a nuclear protein kinase in plants. Proc Natl Acad Sci USA, 100, 10108—
13.

Ballaré, C.L. (2011). Jasmonate-induced defenses: a tale of intelligence,
collaborators and rascals. trends Plant Sci., 16(5), 249-257.

Barker, R. F., K. B. Idler, D. V. Thompson, and J. D. Kemp. (1983). Nucleotide
sequence of the T-DNA region from the Agrobacterium tumefaciens octopine Ti-
plasmid pTil5955. Plant Mol. Biol., 2, 335-350.

Barrangou, R. & Marraffini, L. A. (2014). CRISPR-Cas systems: prokaryotes
upgrade to adaptive immunity. Mol. Cell, 54, 234—-244.

Barrangou, R. (2013). CRISPR-Cas systems and RNA-guided interference. Wiley
Interdiscip. Rev. RNA, 4, 267-278.

Barrangou, R. et al. (2007). CRISPR provides acquired resistance against viruses
in prokaryotes. Science 315, 1709-1712.

Barry, G. F., Rogers, S. G., Fraley, R. T., and Brand, L. (1984). Identification of a
cloned cytokinin bio-synthetic gene. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81, 4776.

Bassett, A.R. (2017). Editing the genome of hiPSC with CRISPR/Cas9: disease
models, Mamm. Genome, 28, 348-364.

Baxter, E. D. (1982). Lipoxidase in malting and mashing. J. Inst. Brew, 88, 390-396.

Beloglazova, N. etal. (2011). Structure and activity of the Cas3 HD nuclease
MJ0384, an effector enzyme of the CRISPR interference. EMBO J., 30, 4616—-4627.

Bergstrom, C.T., Lipsitch, M., and Levin, B.R. 2000. Natural selection, infectious
transfer and the existence conditions for bacterial plasmids. Genetics. 155(4), 1505-
1519.

44



Bhattacharjee, S., Lee, L.Y., Oltmanns, H., Cao, H., VeenaCuperus, J., Gelvin, S.B.
(2008). Atlmpa-4, an Arabidopsis importin a isoform, is preferentially involved in

Agrobacterium-mediated plant transformation. The Plant Cell, 20, 2661-80.

Brendel, J. et al. (2014). A complex of Cas proteins 5, 6, and 7 is required for the
biogenesis and stability of clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(crispr)-derived rnas (crrnas) in Haloferax volcanii. J. Biol. Chem., 289, 7164-7177.

Brouns, S. J. etal. (2008). Small CRISPR RNAs guide antiviral defense in
prokaryotes. Science, 321, 960-964.

Brown, T. A. (2007). Klonovani genu a analyza DNA, Univerzita Palackého

Olomouc, Olomouc, Ceska republika, pp. 141-150.

Byrne, M. C., Koplow, J., David, C., Tempe, J., and Chilton, M.-D. (1983). Structure
of T-DNA in roots transformed by Agrobacterium rhizogenes. J. Mol. Appl. Genet.,
2, 201-2009.

Carroll, D. (2018). p53 throws CRISPR a curve. Trends Pharmacol. Sci., 39, 783—
784.

Carte, J., Wang, R., Li, H., Terns, R.M., Terns, M.P. (2008). Cas6 is an
endoribonuclease that generates guide RNAs for invader defense in prokaryotes.
Genes Dev., 22(24), 3489-3496.

Cong, L, Ran, FA, Cox, D, Lin, S, Barretto, R, Habib, N. et al. (2013). Multiplex
genome engineering using CRISPR/Cas systems. Science, 339, 819-823.

Datta, N., (1977). Classification of plasmids as an aid to understanding their

epidemiology and evolution. J. Antimicrob. Chemother., 3 (Suppl. C), 19-23.

Davison, J. (1999). Genetic Exchange between Bacteria in the Environment.
Plasmid, 42(2), 73-91

De Vos, G., and Zambryski, P. (1989). Expression of Agrobacterium

nopalinespecific VirD1, VirD2, and VirC1 proteins and their requirement for T-strand

production in E. coli. Mol. Plant-Microbe Interact. 2, 43-52.

45



Deeken, R., Engelmann, J.C., Efetova, M., Czirjak, T., Muller, T., Kaiser, W.M., et
al. (2006). An integrated view of gene expression and solute profiles of Arabidopsis

tumors: a genome-wide approach. The Plant Cell, 18, 3617-34.

Del Solar, G., Giraldo, R., Ruiz-Echevarria, M. J., Espinosa, M., & Diaz-Orejas, R.
(1998). Replication and Control of Circular Bacterial Plasmids. Microbiology and
Molecular Biology Reviews. 62(2), 434—-464.

Delporte, A., Lannoo, N., Vandenborre, G., Ongenaert, M., Van Damme, E.J.
(2011). Jasmonate response of the Nicotiana tabacum agglutinin promoter in
Arabidopsis thaliana. Plant Physiol Biochem., 49(8), 843-851.

Deltcheva, E. et al. (2011). CRISPR RNA maturation by transencoded small RNA
and host factor RNase Ill. Nature, 471, 602—-607.

Delye, C., Jasieniuk, M., Le Corre, V. (2013). Deciphering the evolution of herbicide
resistance in weeds. Trends Genet. 29, 649-658

Deveau, H., Garneau, J. E. & Moineau, S. (2010). CRISPR/Cas system and its role

in phage-bacteria interactions. Annu. Rev. Microbiol., 64, 475-493.

Ditt, R.F., Kerr, K.F., de Figueiredo, P., Delrow, J., Comai, L., Nester, E.W. (2006).
The Arabidopsis thaliana transcriptome in response to Agrobacterium tumefaciens.
Mol Plant-Microbe Interact, 19, 665-81.

Ditt, R.F., Nester, E.W., Comai, L. (2001). Plant gene expression response to
Agrobacterium tumefaciens. Proc Natl Acad Sci USA, 98, 10954-9.

Duan, J., Lu, G., Xie, Z., Lou, M., Luo, J., Guo, L. et al. (2014). Genome-wide
identification of CRISPR/Cas9 off-targets in human genome. Cell Res, 24, 1009—
1012.

Duan, Y.-B., Li, J., Qin, R.-Y., Xu, R.-F., Li, H., Yang, Y.-C. et al. (2016).
Identification of a regulatory element responsible for salt induction of rice OsRAV2

through ex situ and in situ promoter analysis. Plant Mol. Biol., 90, 49-62.

Dyson, T. (1999). World food trends and prospects to 2025. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 96, 5929-5936.

46



Eberhard, W.G. (1989). Why do bacterial plasmids carry some genes and not
others? Plasmid, 21(3), 167-174.

Ebersbach, G., Gerdes, K. (2005). Plasmid segregation mechanisms. Annu. Rev.
Genet. 39, 453-479.

Endo, M., Toki, S. (2013). Creation of herbicide-tolerant crops by gene targeting. J
Pestic Sci. 38,49-59

Escobar, M.A., Dandekar, A.M. (2003). Agrobacterium tumefaciens as an agent of
disease. Trends Plant Sci, 8, 380-6.

Fabbri, A.A., Fanelli, C., Reverberi, M., Ricelli, A., Camera, E., Urbanelli, S., Rossini,
A., Picardo, M., Altamura, M.M. (2000). Early physiological and cytological events
induced by wounding in potato tuber. J exp Bot., 51(348), 1267-1275.

Fabre E, Dunal F. (1853). Observations sur les maladies regantes de la vigne. Bull
Soc Cent Agric Dep Herault, 40-46.

Feussner, |., Wasternack, C. (2002). The lipoxygenase pathway. annu rev Plant
Biol., 53, 275-297.

Forster, B. P. (2001). Mutation genetics of salt tolerance in barley: An assessment

of Golden Promise and other semi-dwarf mutants. Euphytica, 120, 317-328.

Foster, T. L., & Caradonna, J. P. (2003). Non-heme Mono-iron Enzymes.
Comprehensive Coordination Chemistry II, 343—-368.

Fu, Y., Sander, J.D., Reyon, D., Cascio, V.M. and Joung, J.K. (2014). Improving
CRISPR-Cas nuclease specificity using truncated guide RNAs. Nat Biotechnol, 32,
279-284.

Fukuda, A., Nakamura, Y., Ohigashi, H., Osawa, T., Uchida, K. (1997). Cellular
response to the redox active lipid peroxidation products: induction of glutathione S-
transferase P by 4-hydroxy-2-nonenal. Biochem Biophys res commun., 236(2), 505-
9.

Garneau, J. E. et al. (2010). The CRISPR/Cas bacterial immune system cleaves
bacteriophage and plasmid DNA. Nature ,468, 67—71.

47



Gaspar, Y.M., Nam, J., Schultz, C.J., Lee, L.Y., Gilson, P.R., Gelvin, S.B., et al.
(2004). Characterization of the Arabidopsis lysine-rich arabinogalactanprotein
AtAGP17 mutant (ratl) that results in a decreased efficiency of Agrobacterium
transformation. Plant Physiol, 135, 2162-71.

Gelvin, S. B. (2003). Agrobacterium-Mediated Plant Transformation: the Biology
behind the “Gene-Jockeying” Tool. Microbiology and Molecular Biology Reviews,
67(1), 16-37.

Gelvin, S.B. (2003). Improving plant genetic engineering by manipulating the host.
Trends Biotechnol, 21, 95-8.

Gelvin, S.B. (2009). Agrobacterium in the Genomics Age. Plant Physiol, 150, 1665-
76.

Gelvin, S.B., Kim, S.I. (2007). Effect of chromatin upon Agrobacterium T-DNA
integration and transgene expression. Biochim Biophys Acta, 1769, 410-21.

Ghosh, S.K., Hajra, S., Paek, A., Jayaram, M. (2006). Mechanisms for chromosome
and plasmid segregation. Annu. Rev. Biochem. 75, 211-241.

Glick, B. R., Pasternak, J. J., Patten, C. L. (2010). Molecular Biotechnology:
Principles and applications of recombinant DNA (4th Edition). ASM Press,
Washington D. C., USA., ISBN 978-1-55581-498-4.

Glombik, M. (2015). Fenotypova a proteomicka charakterizace je€mene (Hordeum

vulgare cv. Golden Promise) v podminkach chladového stresu. Olomouc.

Gobel, C., Feussner, ., Schmidt, A., Scheel, D., Sanchez-Serrano, J., Hamberg, M.,
Rosahl, S. (2001). Oxylipin profiling reveals the preferential stimulation of the 9-
lipoxygenase pathway in elicitor-treated potato cells. J Biol chem., 276(9), 6267-
6273.

Graf, R., Li, X., Chu, V. T., & Rajewsky, K. (2019). sgRNA Sequence Motifs Blocking
Efficient CRISPR/Cas9-Mediated Gene Editing. Cell Reports. 26(5), 1098-1103.e3.
Griffith, F. (1928). The Significance of Pneumococcal Types. Journal of Hygiene,
27(02), 113-159.

Haapaniemi, E. et al. (2018). CRISPR—-Cas9 genome editing induces a p53-
mediated DNA damage response. Nat.Med., 24, 927-930.

48



Hamalainen, J., Kaukovirta-Norja, A., Reinikainen, P., & Olkku, J. (1995). A
mathematical model for lipoxygenase activity during kilning of malt. In Proceedings
of the 25th Congress Brussels 1995, Oxford University Press.

Hansen, G., Das, A., Chilton, M.D. (1994). Constitutive expression of the virulence
genes improves the efficiency of plant transformation by Agrobacterium. Proc Natl
Acad Sci USA, 91, 7603-7.

Harwood, J. L. (1997). Plant Lipid Metabolism. Plant Biochemistry, 237-272.

Heler, R. et al. (2015). Cas9 specifies functional viral targets during CRISPR-Cas
adaptation. Nature, 519, 199-202.

Hepburn, A. G., and White, J. (1985). The effect of right terminal repeat deletion on
the oncogenicity of the T-region of pTiT37. Plant Mol. Biol., 5, 3-11.

Hiei Y., Ohta S., Komari T., Kumashiro T. (1994). Efficient transformation of rice
(Oryza sativa) mediated by Agrobacterium and sequence analysis of the boundaries
of the T-DNA. Plant Journal, 6, 271-282.

Hirota, N., Kuroda, H., Takoi, K., Kaneko, T., Kaneda, H., Yoshida, I., Takashio, M.,
Ito, K., Takeda, K. (2006). Brewing performance of malted Lipoxygenase-1 Null
barley and effect on the flavor stability of beer. Cereal Chem., 83, 250-254.

Hooton, S. P. & Connerton, I. F. (2014). Campylobacter jejuni acquire new host-
derived CRISPR spacers when in association with bacteriophages harboring a
CRISPR-like Cas4 protein. Front. Microbiol., 5, 744.

Hsu, P.D., Scott, D.A., Weinstein, J.A., Ran, F.A., Konermann, S., Agarwala, V. et
al. (2013). DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9 nucleases. Nat Biotechnol,
31, 827-832.

Huo, Y. et al. (2014). Structures of CRISPR Cas3 offer mechanistic insights into
Cascade-activated DNA unwinding and degradation. Nat. Struct. Mol. Biol. 21, 771—
777.

Hwang, H.H., Gelvin, S.B. (2004). Plant proteins that interact with VirB2, the
Agrobacterium tumefaciens pilin protein, mediate plant transformation. The Plant
Cell, 16, 3148-67.

Chandra, S., Heinstein, P.F., Low, P.S. (1996). Activation of Phospholipase A by
Plant Defense Elicitors. Plant Physiol., 110(3), 979-986.
49



Cho, S.W., Kim, S., Kim, Y., Kweon, J., Kim, H.S., Bae, S. et al. (2014). Analysis of
off-target effects of CRISPR/Cas-derived RNA-guided endonucleases and
nickases. Genome Res, 24, 132-141.

Inze, D., Follin, A., Van Lijsebettens, M., Simoens, C., Genetello, M., Van Montagu,
M., and Schell, J. (1984). Genetic analysis of the individual T-DNA genes of
Agrobacterium tumefaciens: further evidence that two genes are involved in indole-
3-acetic acid synthesis. Mol. Gen. Genet. 194, 265.

Jackson, R. N. Lavin, M., Carter, J., & Wiedenheft, B. (2014). Fitting CRISPR-
associated Cas3 into the helicase family tree. Curr Opin Struct Biol., 24, 106-114.

Jen, G. C., and M.-D. Chilton. 1986. The right border region of pTiT37 T-DNA is
intrinsically more active than the left border region in promoting T-DNA
transformation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 3895-3899.

Jinek, M., Jiang, F., Taylor, D.W., Sternberg, S.H., Kaya, E., Ma, E. et al. (2014).
Structures of Cas9 endonucleases reveal RNA-mediated conformational activation.
Science, 343, 1247997.

Jinek, M. etal. (2012). A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in
adaptive bacterial immunity. Science 337, 816-821.

Jinek, M. et al. (2014). Structures of Cas9 endonucleases reveal RNA-mediated

conformational activation. Science, 343, 1247997.

Jouanin, L., Bouchez, D., Drong, R. F., Tepfer, D., and Slightom, J. L. (1989).
Analysis of TR-DNA/plant junctions in the genome of a Convolvulus arvensis clone

transformed by Agrobacterum rhizogenes strain A4. Plant Mol. Biol., 12, 75-85.

Kado, C. I., & Hooykaas, P. J. J. (1991). Molecular mechanisms of crown gall

tumorigenesis. Critical Reviews in Plant Sciences. 10(1), 1-32.

Kanchiswamy, C.N. et al. (2016). Fine-tuning next-generation genome editing tools.
Trends Biotech., 34, 562-574.

Kim, S., Kim, D., Cho, S.W., Kim, J., and Kim, J.S. (2014). Highly efficient RNA-
guided genome editing in human cells via delivery of purified Cas9

ribonucleoproteins. Genome Res, 24, 1012-1019.

50



Klee, H., Horsch, R., Rogers, S. (1987). Agrobacterium-mediated plant
transformation and its further applications to plant biology. Ann Rev Plant Physiol,
38, 467-86.

Kline, B.C., Palchaudhuri, S., (1980). Genetic studies of F plasmid maintenance
genes. Plasmid, 4, 281-291.

Koonin, E. V. & Makarova, K. S. (2013). CRISPR-Cas: evolution of an RNA-based
adaptive immunity system in prokaryotes. RNA Biol., 10, 679—-686.

Kopich, V.N., Kretynin, S.V., Kharchenko, O.V., Litvinovskaya, R.P., Chashina,
N.M., Khripach, V.A. (2010). Effect of 24-epibrassinolide on lipoxygenase activity in
maize seedlings under cold stress. Biopolym cell., 26(3), 218-224.

Korotkova A.M., Gerasimova S.V., Shumny V.K., Khlestkina E.K. (2017). Crop
genes modified using the CRISPR/Cas system. Russ. J. Genet.: Appl. Res. 7(8),
822-832.

Kosakivska, 1.V., Babenko, L.M., Skaterna, T.D., Ustinova, A.Yu. (2014). Influence
of hypo- and hyperthermia on lipoxygenase activity, content of pigments and soluble
proteins in triticum aestivum L. cv. Yatran 60 seedlings. Fiziol rast Genet., 46(3),
212-220.

Kosakivska, 1.V., Babenko, L.M., Ustinova, A.Yu., Skaterna, T.D. (2012). The
influence of temperature conditions on lipoxygenase activity in seedling of rape

Brassica napus var. Oleifera. Dopov Nac akad Nauk Ukr., 6, 134-137.

Kuroda, H., Furusho, S., Maeba, H., Takashio, M. (2003). Characterization of factors
involved in the production of 2(E)-nonenal during mashing. Biosci. Biotechnol.
Biochem., 67, 691-697.

Lacroix, B., Li, J., Tzfira, T., Citovsky, V. (2006). Will you let me use your nucleus?
How Agrobacterium gets its T-DNA expressed in the host plant cell. Can J Physiol
Pharmacol, 84, 333-45.

Lacroix, B., Loyter, A., Citovsky, V. (2008). Association of the Agrobacterium T-DNA
protein complex with plant nucleosomes. Proc Natl Acad Sci USA, 105, 15429-34.

Lee, L.Y., Fang, M.J., Kuang, L.Y., Gelvin, S.B. (2008). Vectors for multi-color
bimolecular fluorescence complementation to investigate protein-protein

interactions in living plant cells. Plant Methods, 4, 24.

51



Lemaux, P. G., Cho, M.-J., Zhang, S., & Bregitzer, P. (1999). Transgenic Cereals:
Hordeum vulgare L. (barley). Advances in Cellular and Molecular Biology of Plants,
255-316.

Lemmers, M., DeBeuckeleer, M., Holsters, M., Zambryski, P., Depicker, A.,
Hernalsteens, J. P., Van Montagu, M., and Schell, J. (1980). Internal organization,
boundaries and integration of Ti-plasmid DNA in nopaline crown gall tumours. J.
Mol. Biol., 144, 353—-376.

Liang, P. et al. (2015). CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human tripronuclear
zygotes, Protein Cell, 6, 363-372.

Lodish, H., Berk, A., Zipursky, S.L., etal. (2000). Molecular Cell Biology (4th edition).
New York: W. H. Freeman. Section 7.1, DNA Cloning with Plasmid Vectors.
Available from: https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK21498/

Lorenz, M. G., Aardema, B. W., Krumbein, W. E. (1981). Interaction of marine
sediment with DNA and DNA availability to nucleases. Mar. Bioi. 64, 225-30.

Lorenzo, O., Solano, R. (2005). Molecular players regulating the jasmonate

signalling network. curr opin Plant Biol., 8(5), 532-540.

Maccarrone, M., Melino, G., Finazzi-Agro, A. (2001). Lipoxygenases and their

involvement in programmed cell death. Cell Death Differ., 8(8), 776-784.

Magadan, A. H., Dupuis, M. E., Villion, M. & Moineau, S. (2012). Cleavage of phage
DNA by the Streptococcus thermophilus CRISPR3-Cas system. PLoS ONE, 7,
e40913

Makarova, K. S., Wolf, Y. I., Alkhnbashi, O. S., Costa, F., Shah, S. A., Saunders, S.
J., Koonin, E. V. (2015). An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas
systems. Nature Reviews Microbiology, 13(11), 722—736.

Makarova, K. S., Wolf, Y. I., Iranzo, J., Shmakov, S. A., Alkhnbashi, O. S., Brouns,
S. J. J.,, ... Koonin, E. V. (2019). Evolutionary classification of CRISPR-Cas

systems: a burst of class 2 and derived variants. Nature Reviews Microbiology.

Makarova, K. S. etal. (2011). Evolution and classification of the CRISPR-Cas
systems. Nat. Rev. Microbiol., 9, 467-477.

52



Makarova, K. S., Anantharaman, V., Aravind, L. & Koonin, E. V. (2012). Live virus-
free or die: coupling of antivirus immunity and programmed suicide or dormancy in

prokaryotes. Biol. Direct, 7, 40.

Makarova, K. S., Anantharaman, V., Grishin, N. V., Koonin, E. V. & Aravind, L.
(2014). CARF and WYL domains: ligand-binding regulators of prokaryotic defense
systems. Front. Genet., 5, 102.

Makarova, K. S., Wolf, Y. I. & Koonin, E. V. (2013). The basic building blocks and
evolution of CRISPR—Cas systems. Biochem. Soc. Trans., 41, 1392-1400.

Marraffini, L. A. & Sontheimer, E. J. (2010). CRISPR interference: RNA-directed
adaptive immunity in bacteria and archaea. Nat. Rev. Genet., 11, 181-190.

Matthysse, A.G. (1983). Role of bacterial cellulose fibrils in Agrobacterium
tumefaciens infection. Journal of Bacteriology. 154(2), 906-915.

Meng, Y., Hou, Y., Wang, H., Ji, R., Liu, B., Wen, J. et al. (2017). Targeted
mutagenesis by CRISPR/Cas9 system in the model legume Medicago truncatula.
Plant Cell Rep., 36, 371-374.

Minkenberg, B., Xie, K. and Yang, Y. (2017). Discovery of rice essential genes by
characterizing a CRISPR-edited mutation of closely related rice MAP kinase genes.
Plant J., 89, 636—648.

Mojica, F.J., Diez-Villasenor, C., Garcia-Martinez, J., and Almendros, C. (2009).
Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR defence
system. Microbiology, 155(3), 733—740.

Mosblech, A., Feussner, |., Heilmann, I. (2009). Oxylipins: structurally diverse
metabolites from fatty acid oxidation. Plant Physiol Biochem., 47(6), 511-517.

Mulepati, S., Heroux, A. & Bailey, S. (2014). Crystal structure of a CRISPR RNA-
guided surveillance complex bound to a ssDNA target. Science, 345, 1479-1484.

Mysore, K.S., Nam, J., Gelvin, S.B. (2000). An Arabidopsis histone H2A mutant is
deficient in Agrobacterium T-DNA integration. Proc Natl Acad Sci USA, 97, 948-53.

Nam, J., Mysore, K.S., Zheng, C., Knue, M.K., Matthysse, A.G., Gelvin, S.B. (1999).
Identification of T-DNA tagged Arabidopsis mutants that are resistant to
transformation by Agrobacterium. Mol Gen Genet, 261, 429-38.

53



Newell, C.A. (2000). Plant transformation technology: developments and
applications. Mol Biotechnol, 16, 53—65.

Nishimasu, H., Ran, F.A., Hsu, P.D., Konermann, S., Shehata, S.l., Dohmae, N. et
al. (2014). Crystal structure of Cas9 in complex with guide RNA and target DNA.
Cell, 156, 935-949.

Nunez, J. K. etal. (2014). Casl-Cas2 complex formation mediates spacer
acquisition during CRISPR—Cas adaptive immunity. Nat. Struct. Mol. Biol., 21, 528—
534.

Nunez, J. K., Lee, A. S., Engelman, A. & Doudna, J. A. (2015). Integrase-mediated
spacer acquisition during CRISPR—Cas adaptive immunity. Nature, 519, 193-198.

Osawa, T., Inanaga, H., Sato, C. & Numata, T. (2015). Crystal structure of the
CRISPR—-Cas RNA silencing Cmr complex bound to a target analog. Mol. Cell, 58,
418-430.

Pacurar, D. |., Thordal-Christensen, H., Pacurar, M. L., Pamfil, D., Botez, C., &
Bellini, C. (2011). Agrobacterium tumefaciens: From crown gall tumors to genetic

transformation. Physiological and Molecular Plant Pathology, 76(2), 76—81.

Pattanayak, V., Lin, S., Guilinger, J.P., Ma, E., Doudna, J.A. and Liu, D.R. (2013).
High-throughput profiling of off-target DNA cleavage reveals RNA-programmed
Cas9 nuclease specificity. Nat Biotechnol, 31, 839-843.

Pena-Cortés, H., Fisahn, J., Willmitzer, L. (1995). Signals involved in wound-
induced proteinase inhibitor 1l gene expression in tomato and potato plants. Proc
Natl acad Sci USA., 92(10), 4106-4113.

Piotrowska, A., Bajguz, A. (2011). Conjugates of abscisic acid, brassinosteroids,

ethylene, gibberellins, and jasmonates. Phytochemistry., 72(17), 2097-2112.

Porta, H., Rocha-Sosa, M. (2002). Plant lipoxygenases. Physiological and
molecular features. Plant Physiol., 130(1), 15-21.

Rajeevkumar, S., Anunanthini, P., & Sathishkumar, R. (2015). Epigenetic silencing

in transgenic plants. Frontiers in Plant Science, 6.

54



Ramakrishna, S., Kwaku Dad, A.B., Beloor, J., Gopalappa, R., Lee, S.K. and Kim,
H. (2014). Gene disruption by cell-penetrating peptide-mediated delivery of Cas9
protein and guide RNA. Genome Res, 24, 1020-1027.

Ramia, N. F. etal. (2014). Essential structural and functional roles of the Cmr4
subunit in RNA cleavage by the Cmr CRISPR-Cas complex. Cell Rep., 9, 1610—-
1617.

Reeves, P. (1972). The Bacteriocins (London: Chapman and Hall; Berlin: Springer-

Verlag).

Ricroch, A., Clairand, P., & Harwood, W. (2017). Use of CRISPR systems in plant
genome editing: toward new opportunities in agriculture. Emerging Topics in Life
Sciences, 1(2), 169-182.

Ritala, A., Aspegren, K., Kurtén, U., Salmenkallio-Marttila, M., Mannonen, L.,
Hannus, R., Kauppinen, V., Teeri, T., H., Enari, T. M. (1994). Fertile transgenic
barley by particle bombardment of immature embryos. Plant Molecular Biology,
24(2), 317-325.

Rogowsky, P.M., Close, T.J., Chimera, J.A., Shaw, J.J., Kado, C.l. (1987).
Regulation of the vir genes of Agrobacterium tumefaciens plasmid pTiC58. J
Bacteriol,169, 5101-12.

Rouillon, C. etal. (2013). Structure of the CRISPR interference complex CSM

reveals key similarities with cascade. Mol. Cell, 52, 124-134.

Samai, P. et al. (2015). Co-transcriptional DNA and RNA cleavage during type I
CRISPR—-Cas immunity. Cell, 161, 1164-1174.

Santino, A., Taurino, M., De Domenico, S., Bonsegna, S., Poltronieri, P., Pastor, V.,
Flors, V. (2013). Jasmonate signaling in plant development and defense response
to multiple (a)biotic stresses. Plant cell, 32(7), 1085-1098.

Savchenko, T.V., Zastrijnaja, O.M., Klimov, V.V. (2014). Oxylipins and plant abiotic
stress resistance. Biochemistry (Mosc), 79(4), 362-375.

Seelke, R.W., Kline, B.C., Trawick, J.D., Ritts, G.D. (1982). Genetic studies of F
plasmid maintenance genes involved in copy number control, incompatability, and
partitioning. Plasmid, 7, 163-179.

55



Selker, E. U. (1999). Gene Silencing: Repeats that Count. Cell. 97(2), 157-160.

Sen, P., Pazour, G. J., Anderson, D., and Das, A. (1989). Cooperative binding of
Agrobacterium tumefaciens VirE2 protein to single-stranded DNA. J. Bacteriol., 171,
2573-2580.

Shaw, CH. (1991). Swimming against the tide-chemotaxis in agrobacterium.
Bioessays, 13, 25-9.

Sherratt, D.J. (1974). Bacterial Plasmids. Cell. 3(3), 189-195.

Schroder, G., Waffenschmidt, S., Weiler, E. W., and Schroder, J. (1984). The T-
region of Ti plasmids codes for an enzyme synthesizing indole-3-acetic acid. Eur. J.
Biochem. 138, 387.

Skadhauge, B., Lok, F., Breddam, K., Olsen, O., Bech, M., Knudsen, S. (2011).
Barley with reduced lipoxygenase activity and beverage prepared therefrom. US
Patent 0318469 Al.

Slater, F.R., Bailey, M.J., Tett, A.J., and Turner, S.L. (2008). Progress towards
understanding the fate of plasmids in bacterial communities. FEMS Microbiol. Ecol.
66, 3-13.

Smith, E. F., & Townsend, C. O. (1907). A PLANT-TUMOR OF BACTERIAL
ORIGIN. Science, 25(643), 671-673.

Snustad, D.P., a Simmons, M.J. (2017). Genetika (2. vydani). MUNI PRESS, Brno,
Ceska republika, ISBN 978-80-210-8613-5.

Staals, R. H. et al. (2013). Structure and activity of the RNAtargeting Type 1lI-B
CRISPR—-Cas complex of Thermus thermophilus. Mol. Cell, 52, 135-145.

Staals, R. H. etal. (2014). RNA targeting by the type llI-A CRISPR—-Cas Csm
complex of Thermus thermophilus. Mol. Cell, 56, 518-530.

Sternberg, S.H., Redding, S., Jinek, M., Greene, E.C., and Doudna, J.A. (2014).
DNA interrogation by the CRISPR RNA-guided endonuclease Cas9. Nature, 507,
62—-67.

56



Stewart, G.J. & Carlson, C.A. (1986). The biology of natural transformation. Annual
Review of Microbiology 40, 211-235.

Suzuki, K., Hattori, Y., Uraji, M., Ohta, N., lwata, K., Murata, K., Kato, A., and
Yoshida, K. (2000). Complete nucleotide sequence of a plant tumorinducing Ti
plasmid. Gene, 242, 331-336.

Szybalski, W., Kim, S. C., Hasan, N., & Podhajska, A. J. (1991). Class-IIS restriction
enzymes — a review. Gene. 100, 13-26.

Spunar, J., Vaculova, K., Spunarova, M., Nesvadba, Z. (2002). Comparison of
important parameters of spring and winter barley cultivated in sugar beet production
area of Czech Republic. Rostlinna Vyroba, 48, 237-242.

Takagi, J., Ando, T., & lkeda, Y. (1968). Repair of single strand breaks in
transforming DNA by polynucleotide ligase. Biochemical and Biophysical Research
Communications. 31(4), 540-544.

Taki, N., Sasaki-Sekimoto, Y., Obayashi, T., Kikuta, A., Kobayashi, K., Ainai, T.,
Yagi, K., Sakurai, N., Suzuki, H., Masuda, T., Takamiya, K., Shibata, D., Kobayashi,
Y., Ohta, H. (2005). 12-oxophytodienoic acid triggers expression of a distinct set of
genes and plays a role in woundinduced gene expression in arabidopsis. Plant
Physiol., 139(3), 1268-1283.

Tamulaitis, G. etal. (2014). Programmable RNA shredding by the type IlI-A
CRISPR—-Cas system of Streptococcus thermophilus. Mol. Cell, 56, 506-517.

Taylor, K.D. (2018). Harms versus benefits: a practical critique of utilitarian
calculations. In: Linzey, A., Linzey, C.(Eds.),The Ethical Case against Animal

Experiments. University of lllinois Press, pp. 148—-159.

Taylor, D. W. et al. (2015). Structures of the CRISPR-Cmr complex reveal mode of
RNA target positioning. Science, 348, 581-585.

Tenea, G.N., Spantzel, J., Lee, L.Y., Zhu, Y., Lin, K., Johnson, S.J., et al. (2009).
Overexpression of several Arabidopsis histone genes increases Agrobacterium-
mediated transformation and transgene expression in plants. The Plant Cell, 21,
3350-67.

57



Tingay, S., McElroy, D., Kalla, R., Fieg, S., Wang, M., Thornton, S., Brettell, R.
(1997). Agrobacterium tumefaciens-mediated barley transformation. The Plant
Journal, 11(6), 1369-1376.

Trevors, J. T. (1999). Evolution of gene transfer in bacteria. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 15(1), 1-6.

Tzfira T., Citovsky V. (2006). Agrobacterium-mediated genetic transformation of
plants: biology and biotechnology. Current Opinion in Biotechnology, 17, 147-154.

Valentine, L. (2003). Agrobacterium tumefaciens and the plant: the David and
Goliath of modern Genetics. Plant Physiol, 133, 948-55.

Van der Ent, S., Van Wees, S.C., Pieterse, C.M. (2009). Jasmonate signaling in
plant interactions with resistance-inducing beneficial microbes. Phytochemistry.,
70(13-14), 1581-1588.

van der Oost, J., Jore, M. M., Westra, E. R., Lundgren, M. & Brouns, S. J. (2009).
CRISPR-based adaptive and heritable immunity in prokaryotes. Trends Biochem.
Sci., 34, 401-407.

Vanko, M., Holkova, I., ObloZinsky, M., Bilka, F., Bezakova, L. (2007). Rastlinné
lipoxygenazy — Struktura a mechanizmus biokatalyzy. Chem. Listy, 101(5), 384-390.

Veenaldiang, H., Doerge, R.W., Gelvin, S.B. (2003). Transfer of T-DNA and Vir
proteins to plant cells by Agrobacterium tumefaciens induces expression of host
genes involved in mediating transformation and suppresses host defense gene
expression. Plant J, 35, 219-36.

Vellosillo, T., Martinez, M., Lopez, M.A., Vicente, J., Cascén, T., Dolan, L.,
Hamberg, M., Castresana, C. (2007). Oxylipins produced by the 9-lipoxygenase
pathway in arabidopsis regulate lateral root development and defense responses

through a specific signaling cascade. Plant cell., 19(3), 831-846.

Vondrejs V., Storchova Z. (1997). Genové inzenyrstvi |., Karolinum — nakladatelstvi
Univerzity Karlovy, Praha, Ceska republika, ISBN 382-110-97.

Wang, K., Herrera-Estrella, L., Van Montagu, M., and Zambryski, P. (1984). Right
25 bp terminus sequence of the nopaline T-DNA is essential for and determines
direction of DNA transfer from Agrobacterium to the plant genome. Cell, 38, 455—
462.

58



Wang, K., S. E. Stachel, B. Timmerman, M. Van Montagu, and P. C. Zambryski.
(1987). Site-specific nick in the T-DNA border sequence as a result of

Agrobacterium vir gene expression. Science, 235, 587-591.

Wang, L., Wang, L., Tan, Q., Fan, Q., Zhu, H., Hong, Z. et al. (2016). Efficient
inactivation of symbiotic nitrogen fixation related genes in Lotus japonicus using
CRISPR-Cas9. Front Plant. Sci., 7, 1333.

Wang, Z., Jin, L., Yuan, Z., Wegrzyn, G., & Wegrzyn, A. (2009). Classification of
plasmid vectors using replication origin, selection marker and promoter as criteria.
Plasmid, 61(1), 47-51.

Wang, R., Preamplume, G., Terns, M. P., Terns, R. M. & Li, H. (2011). Interaction
of the Cas6 riboendonuclease with CRISPR RNAs: recognition and cleavage.
Structure, 19, 257-264.

Wasternack, C., Hause, B. (2013). Jasmonates: biosynthesis, perception, signal
transduction and action in plant stress response, growth and development. An
update to the 2007 review in Annals of Botany. ann Bot., 111(6), 1021-1058.

We, grzyn, G. (2005). What does “plasmid biology” currently mean? Summary of the
Plasmid Biology 2004 Meeting. Plasmid. 53, 14-22.

Wei, Y., Terns, R. M. & Terns, M. P. (2015). Cas9 function and host genome
sampling in Type II-A CRISPR—-Cas adaptation. Genes Dev., 29, 356—-361.

Westra, E. R. et al. (2012). The CRISPRs, they are a-changin’: how prokaryotes

generate adaptive immunity. Annu. Rev. Genet., 46, 311-339.

Wiedenheft, B. etal. (2009). Structural basis for DNase activity of a conserved

protein implicated in CRISPRmediated genome defense. Structure, 17, 904-912.

Wiedenheft, B., Sternberg, S. H. & Doudna, J. A. (2012). RNA-guided genetic

silencing systems in bacteria and archaea. Nature, 482, 331-338.

Yadav, N. S., Van der Leyden, J., Bennett, D. R., Barnes, W. M., and Chilton, M.-D.
(1982). Short direct repeats flank the T-DNA on a nopaline Ti plasmid. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 79, 6322—-6326.

59



Yan, W., Chen, D. and Kaufmann, K. (2016). Efficient multiplex mutagenesis by
RNA-guided Cas9 and its use in the characterization of regulatory elements in the
AGAMOUS gene. Plant Methods, 12, 23.

Yang, G., & Schwarz, P. B. (1995). Activity of Lipoxygenase Isoenzymes During
Malting and Mashing. Journal of the American Society of Brewing Chemists, 53(2),
45-49.

Yang, G., Schwarz, P.B., Vick, B.A. (1993). Purification and characterization of

lipoxygenase isozymes in germinating barley. Cereal Chem., 70, 589-595.

Yi, H., Mysore, K.S., Gelvin, S.B. (2002). Expression of the Arabidopsis histone
H2A-1 gene correlates with susceptibility to Agrobacterium transformation. Plant J,
32, 285-98.

Yu, J., Huang, S., Dong, J., Fan, W., Huang, S., Liu, J., Chang, Z., Tian, Y., Hao, J.,
Hu, S. (2014). The influence of LOX-less barley malt on the flavour stability of wort
and beer. J. Inst. Brew., 120, 93-98.

Zambryski, P., Holsters, M., Kruger, K., Depicker, A., Schell, J., Van Montagu, M.,
and Goodman, H. M. (1980). Tumor DNA structure in plant cells transformed by A.
tumefaciens. Science, 209, 1385-1391.

Zambryski, P.C. (1992) Chronicles from the Agrobacterium-plant cell DNA transfer
story. Ann Rev Plant Physiol Plant Mol Biol, 43, 465-90.

Zhang, X.-H., Tee, L. Y., Wang, X.-G., Huang, Q.-S., & Yang, S.-H. (2015). Off-
target Effects in CRISPR/Cas9-mediated Genome Engineering. Molecular
Therapy - Nucleic Acids, 4, e264.

Zhang, Y., Liang, Z., Zong, Y., Wang, Y., Liu, J., Chen, K. et al. (2016). Efficient and
transgene-free genome editing in wheat through transient expression of
CRISPR/Cas9 DNA or RNA. Nat. Commun., 7, 12617.

Zhang-Hua, H., Jin-Qing, C., Guan-Ting, W., Wei, J., Chun-Xiu, L., Rui-Zhi, H., Fu-
Lin, W., ZhiHong, L., Xiao-Yun, C. (2005). Highly efficient transformation and plant
regeneration of tall fescue mediated by Agrobacterium tumefaciens. Journal of Plant

Physiology and Molecular Biology, 31, 149-159.

Zhao, H. et al. (2014). Crystal structure of the RNA-guided immune surveillance
Cascade complex in Escherichia coli. Nature, 515, 147-150.
60



Zheleznaya, L. A., Kachalova, G. S., Artyukh, R. I, Yunusova, A. K., Perevyazova,
T. A., & Matvienko, N. I. (2009). Nicking endonucleases. Biochemistry (Moscow).
74(13), 1457-1466.

Zhu, Y., Nam, J., Carpita, N.C., Matthysse, A.G., Gelvin, S.B. (2003).
Agrobacterium-mediated root transformation is inhibited by mutation of an

Arabidopsis cellulose synthase-like gene. Plant Physiol, 133, 1000-10.

Zhu, Y., Nam, J., Humara, J.M., Mysore, K.S., Lee, L.Y., Cao, H., et al. (2003).
Identification of Arabidopsis rat mutants. Plant Physiol, 132, 494-505.

Zhu, X. & Ye, K. (2015). Cmr4 is the slicer in the RNA-targeting Cmr CRISPR
complex. Nucleic Acids Res., 43, 1257-1267.

Zverev, V.V., Kuzmin, N.P., Zuyeva, L.A., Burova, E.l., Alexandrov, A.A., Khmel,
I.A. (1984). Regions of homology in small colicinogenic plasmids. Plasmid, 12, 203—
205.

61



