UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulatort

Detekce transgennich rostlin jarniho
jeémene v T0 a T1 generaci kédujicich

Cas9 nukleazu k ziskani tolerance

k WDV

BAKALARSKA PRACE
Autor: Michal Nakladal
Studijni program: B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezenéni
Vedouci prace: Ing. Ludmila Ohnoutkova, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 2021



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté
Vedouci prace
Abstrakt

Klicova slova

Podet stran
Pocet pfiloh
Jazyk

Michal Nakladal

Detekce transgennich rostlin jarniho jeCmene

v TO a T1 generaci kodujicich Cas9 nukleazu

k ziskani tolerance k WDV

Bakalarska

Laboratof ristovych regulatord

Ing. Ludmila Ohnoutkova, Ph.D.

Virus zakrslosti pSenice (WDV), je zavazny virovy
patogen, zpusobujici vysoké ekonomické ztraty pfi
péstovani pSenice a jeCmene. Pomoci metod
genového inzenyrstvi by bylo mozné ziskat
rezistentni rostliny. Bakalarska prace se zabyva
detekci rekombinantni DNA v TO a T1 generaci rostlin
jarniho je€mene, nesouci systém CRISPR/Cas9.
Rostliny jarniho je€mene odriady Golden Promise
byly  transformovany pomoci  Agrobacterium
tumefaciens, tfemi  rlznymi typy sgRNA
komplementarni k usekim virovych gend CP, MP,
Rep. K detekci transgend na urovni DNA byla pouzita
metoda PCR.

jeEmen, transformace, CRISPR/Cas9,

rezistence, WDV

81

0

Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Surname Michal Nakladal

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation
Abstrakt

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Detection of transgenic spring barley plants

in TO and T1 generation encoding Cas9
nuclease to obtain tolerance to WDV

Bachelor

Laboratory of grow regulators

Ing. Ludmila Ohnoutkova, Ph.D.

2021

Wheat Dwarf virus (WDV) is a serious viral
pathogen, causing high economic losses in the
wheat and barely cultivation. Using genetic
engineering methods, it would be possible to
obtain resistant plants. The bachelors thesis
deals with the detection of recombinant DNA in
TO and T1 generation plants of the spring
barley, which carry CRISPR/Cas9 system.
Golden Promise spring barely plants were
transformed by three different types of SgRNA
complementary to the stretches of viral genes
CP, MP, Rep using Agrobacterium
tumefaciens. The PCR method was used to
detect transgenes at the DNA level.

Barley, transformation, CRISPR/Cas9,
resistance,WDV

81

0

Czech



,Prohlasuji, ze jsem pfedlozenou bakalarskou praci vypracoval samostatné

za pouziti citované literatury.”

VOIOMOUCI AN@...oooeeiiee e



Dékuji Ing. Ludmile Ohnoutkové, Ph.D. za odborné vedeni mé bakalarské prace,
za jeji cenné rady, ochotu, trpélivost a vstficny pristup.
Dékuiji také Mgr. Tomasi VICkovi, Ph.D. za podporu a cenné rady a mym blizkym,

ktefi mi za kazdé situace pomahali.



OBSAH

Y = N TN A (5 ¥ AN I = 8
T UVOD e ———— 10
2 CILE PRACE ...ttt 12
3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....covoveiveeeieieeeceeieeeeeeeens 13
3.1 JECIMEN .o 13
3.1.1 Zakladni charakteristika jemene ............ccccooeei 13
3.1.2 Kulturni formy JeCmMeNe..........cooviriiiiiii e 13
3.1.3 Kultivar Golden PromiSe........cccoeveeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 14
3.1.4 JeEmen v Ceské repubIiCe ........cccouviueieeeeee e 14

3.2 Virus zaKrslosti PSENICE .....ccccvuiiiiiiiii e 16
3.2.1 Zakladni charakteristika WDV ..........ccooiiiiiiiiiiiiii e 16
3.2.2 Patogenita WDV ......cooo oo 17
3.2.3 PFENOS WDV ...t 18
3.2.4 GENOM WDV ...eiiiii et 19
3.2.5 Replikacni protein WDV ......ccooiiiiiiiiii e 21

3.3 TransformMace FOSHIN .........uuuuueiiiiiiiiiiiiiii e 22
3.3.1 Mechanismus transformace pomoci A. tumefaciens........................ 22
I O ] 1] o 7 O] T 23
3.4.1 CRISPR/Cas SYStemY .....ccoooiiiieeeeeeeeee e 23
3.4.2 Historie metody CRISPR/CaS9..........ccooooiiiiiii 27
3.4.3 Technologie CRISPR/CASY ... 31

3. 4.4 Protein Cas9......ccceiieeiieiiiiie et 33

3.5 Pravni statut GMO ..........cooiiii e 36
3.5.1 GMO, védecké a etické problémy ...........ccooovrmiiiiiiiiieeieeeee e, 36
3.5.2 GMO V CeSK& rePUDIICE ........cveeeieeeeeeeeee oot 39

4 MATERIAL A METODY ..ottt 41
S V= =Y - | SRR 41
4.1.1 Rostlinny material ... 41
4.1.2 ChemiKAlI©........ccoovviiiiiiiiiiee e 42
4.3 PHISIIOJ@ .o 43
4.1.4 VeKtory a ProtOSPACEIY......ccouuuuiieiiiiieeeeeeii e e e e et e e e e e eaaaas 44

v S e = Toto )Y a1 oY1= (1] )V SEPPURRN 46
4.2.1 Kultivace a péstovani rostlin TO generace..........cccccccvvvviiiiiiiiiinnnnnn. 46

4.2.2 In vitro kultivace embryi rostlin T1 generace .........cccccccvvvvvvviiiinnnnnn. 47



4.2.2.1 Pfiprava 1/2 MS mMédia..........ccoeviiiiiiiiiiiieieeeee e 47

4.2.2.2 Povrchova sterilizace obilek.............ccccooiie 48
4.2.2.3 Kultivace nezralych zygotickych embryi jeCmene ..................... 49
4.2.31Z01aCe DNA ....cooiiiiiiiiii 50
4.2.4 Stanoveni pritomnosti expresni kazety pomoci PCR ....................... 52

5 VYSLEDKY A DISKUZE ......cooviieeeeeeeeeeeeeeee e 55
ST VYSIEAKY ..o 55
5.1.1 Detekce transgennich rostlin v TO generaci ............ccccoeeeeeeeeeeeeeee. 57
5.1.2 In vitro kultivace zygotickych embryi rostlin T1 generace................. 59
5.1.3 Detekce transgennich rostlin v T1 generaci ............ccccooeeeeeeeeee. 64

5.2 DISKUZE ...ttt 70

B ZAVER ...ttt 73
T ZDROUJE ... as 74
7.1 Seznam pouZité literatury .........cccoveeieiiiiic e 74

7.2 DalSi ZAMOJ@....eeeiiiiiiiiiiie e 81



SEZNAM ZKRATEK

AP (alkaline phosphatase) — alkalicka fosfataza

bp (base pairs) — par bazi

Cas (CRISPR-associated) — pfidruzeny ke CRISPR

COA (cyclic oligoadenylat) — cyklicky oligoadenylat

CK GMO — Ceska komise pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty

CP (coat protein) — obalovy protein
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) — shluk

pravidelné rozmisténych kratkych palindromatickych repetic

crRNA (CRISPR RNA) — CRISPR RNA

DNA (deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina

DSB (double-strand break) — dvouretézcovy zlom

dsDNA (double-stranded DNA) — dvoufetézcova DNA

dsRED (discosoma red fluorescent protein) — ¢erveny fluorescenéni protein

Discosoma sp.

GM (genetic modification) — geneticka modifikace

GMO (genetically modified organism) — geneticky modifikovany organismus
gRNA (guide RNA) — navadéci RNA

HB (helix bridge) — Sroubovity most

HD doména (histidine-aspartic domain) — histidin-aspartatova doména

HUH (histidine-nonpolar residue-histidine motif) — histidin-nepolarni zbytek-

histidin motiv

HUH-tag (HUH endonuclease) — HUH endonukleaza

iap (isozyme of alkaline phosphatase) — izoenzym alkalické fosfatazy
kb (kilobase) — kilobaze

LIR (long intergenic region) — dlouha intergenni oblast

MP (movement protein) — pohybovy protein



MRNA (messenger RNA) — informacni RNA

NBT (new breeding techniques) — nové techniky Slechténi

NUC (nuclease) — nukleazovy

ORF (open reading frame) — otevieny ¢teci ramec

PAM (protospacer adjacent motif) — pfilehly protospacerovy motiv
PCR (polymerase chain reaction) — polymerazova fetézova reakce

Pl doména (PAM-interacting domain) — doména interagujici s PAM
pre-crRNA (pre-CRISPR RNA) — primarni CRISPR RNA

RAMP (repeat-associated mysterious protein) — necharakterizovany s

CRISPR repeticemi asociovany protein

RCR (rolling-circle replication) — replikace otacivé kruznice

REC (recognition) — rozpoznavaci

Rep (replication protein) — replikacni protein

RNA (ribonucleic acid) — ribonukleova kyselina

RRM (RNA recognition motif) — RNA rozpoznavajici motiv

RT-PCR (reverse transcription PCR) — reverzni transkripce PCR

SgRNA (single-guide RNA) — samostatna navadéci RNA

ShRNA (short hairpin RNA) — kratka vlasenkova RNA

SIR (short intergenic region) — kratka intergenni oblast

SRSR (short regularly spaced repeats) — kratké pravidelné rozmisténé repetice
ssDNA (single-stranded DNA) — jednovlaknova DNA

TALEN (transcription aktivator-like effector nuclease) — transkripci aktivované

efektorové nukleazy

T-DNA (transfer DNA) — pfenosova DNA

Ti (tumor inducing) — tumor indukujici

Tracr RNA (transactivating CRISPR RNA) — transaktivujici CRISPR RNA
VURYV, v. v. i. — Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby

WDV (wheat dwarf virus) — virus zakrslosti pSenice

WDV-H (WDV-hordeum) — kmen WDV jeCmene

WDV-W (WDV-wheat) — kmen WDV pSenice

ZFN (zinc finger nuclease) — nukleaza zinkového prstu



1 UVOD

hospodaiska zvifata. Jejich celkovy podil na lidské vyzivé je odhadovan
na 60 az 70 %. PSenice je nejvyznamnéjsi plodinou zajistujici vyzivu ve svéte,
jeémen je pak &tvrtou nejvyznamnéjsi plodinou. V Ceské republice byly obiloviny
v roce 2019 péstovany na 1 272 357 ha, z toho pSenice na 839 406 ha a jeCmen
na 319 583 ha.

V pribéhu rastu jsou obilniny napadany nejriznéjSimi patogeny, z nichz
zakrslosti pSenice (wheat dwarf virus — WDV). Taxonomicky je WDV fazen
do rodu Mastrevirus z &eledi Geminiviridae. Celed Geminiviridae tvofi velka
skupina rostlinnych virG s jednovlaknovou DNA (single-stranded DNA — ssDNA)
napadajici Siroky okruh hostitelt, které celosvétové zplsobuji velké ztraty
na vynosu a kvalité produkce. Z divodu absence pfirozené genetické rezistence
je WDV rizikovym faktorem v produkci obilovin. Virus napada zastupce z Celedi
lipnicovitych (Poaceae) predevsim pSenici (Triticum) a jeCmen (Hordeum), dale
pak triticale (Triticosecale), Zito (Secale) a oves (Avena). Napadené rostliny
Zloutnou a zpomali svOj rust. Virus zpUsobuje znacné ztraty obilovin
na vynosech, kterymi ohrozuje produkci rostlin. Ochrana rostlin se soustfedi
pouze na preventivni opatfeni. Virus je pfenasen kfiskem polnim (Psammotettix
alienus), kterému vyhovuje teplé a suché pocasi.

V souCasné dobé se ukazuje, ze jednou z moznosti, jak u rostlin ziskat
rezistenci k WDV, je pouziti technologie genového inzenyrstvi CRISPR/Cas.
CRISPR/Cas je plUvodné mechanismus adaptivni imunity prokaryotickych
organizml skladajici se ze shluku pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetic (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats — CRISPR) a ke CRISPR pfidruzené (CRISPR-associated — Cas)
nukleazy. CRISPR je tvofen useky deoxyribonukleové kyseliny
(deoxyribonucleic acid — DNA) nazyvanymi spacery oddélenymi kratkymi
repeticemi. Tyto spacery pochdazeji z viru nebo plazmidu, jejichz prvotni
napadeni bakterie pfezila. Sekvence spaceru navadi protein Cas s nukleazovou
aktivitou na komplementarni useky virové DNA. Upraveny systém CRISPR/Cas
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lze vyuZzit k editaci rostlinného genomu a predpoklada se, Ze lze vyuzit
i kK vytvoreni rezistence proti virovym chorobam.

Pfipravené vektory jsou do rostlinnych bunék nejCastéji transformovany
bakterii Agrobacterium tumefaciens. A. tumefaciens je pfirozené se vyskytujici
patogenni bakterie schopna inkorporovat ¢ast své plazmidové DNA do genomu
rostlinné bunky. Této vlastnosti se vyuziva v genovém inzenyrstvi.

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly pomoci metody polymerazové
fetézoveé reakce (polymerase chain reaction — PCR) analyzovany rostliny jarniho
jeémene (Hordeum vulgare, L.), odrady Golden Promise TO a T1 generace.
Rostliny byly transformovany vektory nesouci Cas9 a samostatnou navadéci
RNA (single guide RNA — sgRNA), komplementarni s usekem geni WDV CP,
MP, Rep. Detekovany byly expresni kazety, amplikony byly separovany pomoci

elektroforézy v 1% agarézovem gelu.
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2 CiLE PRACE

Teoreticka Cast:
e Vypracovani literarni reSerse.
— JeCmen sety (Hordeum vulgare).
— WDV a jeho dopady na zemédélskou produkci obilovin.
— Transformace rostlin pomoci (A. tumefaciens).
— Technologie CRISPR/Cas a jeji vyznam v genovém inZenyrstvi.
— Etické otazky a pravni statut GMO
Experimentalni Cast:
e Detekce expresni kazety v TO a T1 generaci rostlin jarniho je€mene
pomoci PCR.
— lzolace DNA z rostlin jarniho jeCmene.
— PCR, amplifikace useku expresni kazety koédujici sgRNA/CP,
sgRNA/MP, sgRNA/Rep.

— Elektroforeticka separace DNA v 1% agar6zovém gelu.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Jeémen

3.1.1 Zakladni charakteristika je€mene

JeCmen predstavuje z botanického hlediska samostatny rod z Celedi
lipnicovitych (Poaceae). Tradi¢ni taxonomie jej odliSuje od ostatnich zastupcl
Celedi, napfiklad pfitomnosti jednokvétych klasku vyrUstajicich na vieteni (licho)
klasu vzdy po trojicich. Rod (Hordeum) pavodné zahrnoval zhruba 150 druhd,
avSak s nastupem molekularné genetickych poznatkl se pocet samostatnych
druhd snizil na 32 druhd, dohromady 45 taxon(. JeCmeny Ize podle poctu
chromozomu rozdélit na diploidni (2n = 2x = 14), tetraploidni (4n = 4x = 28)
a hexaploidni (6n = 6x = 42). Kulturni odridy jeEmene tvofi jediny druh, jeCmen
sety (Hordeum vulgare), ktery je diploidni (2n = 2x= 14); podle uspofadani klasu
rozliSujeme klas dvourady nebo Sestifady.

Historie jeCmene je pfimo spojena s pocCatky zemédélstvi na blizkém
vychodé (Von Bothmer et al.,, 2003). V souasné dobé je jeCmen cCtvrtou
nejpéstovanéjsi plodinou na svété. Pfedkem kulturnich je€mend je Hordeum
spontaneum, divoka forma, ktera je velmi dobfe adaptovana na sucho a nejméné
tolerantni na chladné podminky prostfedi. Z toho ddvodu dozrava dfive nez

ostatni divoké cerealie (Willcox, 2005).

3.1.2 Kulturni formy je€émene

JeCmen sety (Hordeum vulgare L.) (2n = 2x = 14), délime na nékolik convariet.
H. v. convar. vulgare — jeCmen sety, vicefady; u néj rozliSujeme dva typy:
Sestifady (hexastichon) a Ctyffady (tetrastichon) — se v8emi tfemi plodnymi
klasky. DalSi je H. v. convar. intermedium — jeCmen sety, pfechodny; prostfedni
klasky plodné, postranni bud Castecné, nebo zcela sterilni. Tfeti H. v. convar.
distichon — je€men sety, dvourady; se tfemi klasky, jen stfedni je plodny. JeCmen
dvourady dale délime na varietu nutans (je€men nici, hackujici), varietu erectum

(je€men vzpfimeny), varietu zeocrithon (je€men pavi) a varietu nudum (jeCmen
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nahy). Posledni convarietou je H. v. convar. labile — je€men sety, riznotvary;
s nestejnym poctem plodnych klaskd (Zimolka et al., 2006).

Je€men je pro svou znacnou biologickou plasti¢nost schopen pfizpusobit
se znacné rozdilnym rastovym podminkam. Kratka vegetacni doba, zvlast
nékterych forem je€mene, spolu s pomérné nizkymi meznimi teplotami jeho
pocatec€nich rastovych fazi dovoluje jeho péstovani i v chladnéjSich podminkach
(Skladal et al., 1967).

3.1.3 Kultivar Golden Promise

Kultivar Golden Promise, je sladovnicky jeCmen, ktery byl vySlechtén
ve Skotsku; registrovan vroce 1968. Je to radiomutant vznikly ovlivnénim
kultivaru Maythorpe y-paprsky (Forster, 2002). Nese mutaci projevujici se ztratou
funkce jeémenného homologu (orthologu) pro gen ryze DENSE AND ERECT
PANICLE 1 (HvVDEP1), genu koédujicim podjednotku heterotrimerického typu
G-proteinu AGG3, ktery reguluje prodluZzovani stébla a velikost zrna (Wendt
et al., 2016). Kultivar Golden Promise je v sou€asné dobé, diky vlastnostem
V in vitro nejpouzivanéjSim genotypem pro transformace, pro rychle se rozvijejici
nové techniky Slechténi (new breeding techniques — NBT). Tyto nové metody
upravy genomu jsou stale vice vyuzivany ve vyzkumu a Slechténi zemédélskych
plodin (Kapusi et al., 2017).

3.1.4 Jeémen v Ceské republice

Celkova osevni plocha jarniho jeémene a ozimého jeémene roce 2019 v Ceské
republice &inila dle udaji Ceského statistického tufadu 319 583 ha. Z toho osevni
plocha jarniho je€mene 211 876 ha.
(https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-
objekt&pvo=ZEM02A&z=T&I=TABULKA&skupld=346&katalog=30840&pvo=ZE
MO2A&evo=v533 ! ZEM02A-2019 1).

Vyuziti jeCmene je mnohostranné. V souCasné dobé jeCmen délime dle

uzitkovych smérd na: sladovnicky, krmny, prdmyslovy, potravinaisky
a picninarsky. V podminkach Ceské republiky je jeémen vyuzivan ve sladovnictvi

a je vyznamnym krmivem pro monogastricka zvifata. JeCmen ma také

14


https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupId=346&katalog=30840&pvo=ZEM02A&evo=v533_!_ZEM02A-2019_1
https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupId=346&katalog=30840&pvo=ZEM02A&evo=v533_!_ZEM02A-2019_1
https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupId=346&katalog=30840&pvo=ZEM02A&evo=v533_!_ZEM02A-2019_1

hypocholesterolemicky ucinek, zejména pro obsah B-glukand, antioxidantt
a podil vlakniny. Je€mene je také vyuzivan pfi Slechténi novych druhd obilnin

napf. (tritordeum) (Zimolka et al., 2006).
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3.2 Virus zakrslosti pSenice

3.2.1 Zakladni charakteristika WDV

WDV je ekonomicky zavazny, floém limitovany, hmyzem pfenaseny virus
zafazeny do rodu Mastrevirus z Celedi Geminiviridae (Tholt et al., 2018).
Geminiviry, velka rodina rostlinnych DNA virQ, zpUsobuji vazné ztraty vynosu
plodin s ekonomickymi dusledky, které ohrozuji celosvétovou dostupnost
potravin, zvlasté pak v malo rozvinutych oblastech jako je subsaharska Afrika
(Hanley-Bowdoin et al.,, 2013). Viry z celedi Geminiviridae maji dvojitou
ikosahedrickou strukturu kapsidy, ktera obaluje kruhovou ssDNA o délce mezi
2,3 a 3 kilobazi (kilobase — kb) (Obrazek 1). Replikace genomu GeminivirQ
probiha bud replikaci otacivé kruznice (rolling-circle replication — RCR) pfes
replikacni formu dvouvlaknové DNA (double-stranded — dsDNA), nebo
rekombinaci zprostfedkovanou replikaci (Gutierrez, 1999). Geminiviry nekéduiji
svou vlastni DNA polymerazu, misto toho reaktivuji S fazi bunééného cyklu
a vyuzivaji bunécny aparat pro replikaci vlastniho genomu (Hanley-Bowdoin
et al., 2000). Replikace virového genomu probiha v bunécném jadre (Gafni,
2003). Celed Geminiviridae se taxonomicky dé&li na 7 rodd (Begomovirus,
Mastrevirus, Curtovirus, Becurtovirus, Eragrovirus, Turncurtovirus
a Topocuvirus) na zakladé organizace genomu, hostitelského okruhu, hmyzich

vektor a sekvenéni podobnosti genomu (Lapidot et al., 2014).

CP protein

Obr. 1. Morfologie virionu ¢eledi Geminiviridae
Prevzato z: https://Geminiviridae ~ ViralZone (expasy.org)/109
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3.2.2 Patogenita WDV

WDV je schopen infikovat Siroky okruh hostitelt z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae)
vCetné ekonomicky vyznamnych obilnin zahrnujicich pSenici, jeCmen, oves
a ryzi a divoké travy (Fuchs et al., 2000). Poprvé byl popsan Dr. Vacke
z byvalého Ceskoslovenska (Vacke, 1961). Nasledné byl diikladné& popsan
v nékolika zemich. Z evropskych zemich se jedna o Némecko, Madarsko,
Francii, Finsko a Turecko (Koklu et al., 2007). Mimo Evropu pak v Tunisku (Najar
et al., 2000), Zambii (Kapooria and Ndunguru, 2004) a Ciné (Xie et al., 2007).
V Ceské republice byl z polnich vzorkd pSenice a jeémene potvrzen vyskyt dvou
kmenu WDV, z nichz jeden je adaptovan na pS$enici (WDV wheat — WDV-W)
a jeden na jeCmen (WDV hordeum — WDV-H) (Lindsten and Vacke, 1991).
prirodni zdroje rezistence jsou omezené (Nygren et al., 2015). Oba kmeny WDV
(WDV-W a WDV-H) jsou pfi€inami zakrslosti, mramorovani, pruhovani listd,
silného zakrnéni, a dokonce mohou zpusobit az odumfieni rostlin (hlavné
u pSenice, jeCmene a ovsa) (Lindsten and Vacke, 1991).

Poznatky souvisejici s WDV naznacuiji, ze nékteré izolaty pfednostné infikuji
pSenici, zatimco jiné pfednostné infikuji je€men. To umoznilo definovat kmen
WDV-W a kmen WDV-H. V literatufe vSak existuji protichidné zaveéry tykajici
se schopnosti obou kmenl infikovat svého nepreferovaného hostitele.
Pro zlepSeni znalosti o interakcich obou kment WDV s pSenici a je€menem byly
Dr. Isabelle Abt provedeny pfenosové experimenty obou kmend
zprostfedkované jedinci P. alienus identifikovanymi na zakladé pritomnosti
specifickych genu. Vysledky experimentu ukazaly: (I) kmeny WDV jsou
pfenaseny se stejnou ucinnosti samci, samicemi a larvami P. alienus, (II) WDV-
W a WDV-H kmeny nedokazi samostatné infikovat nepreferované druhy obilnin,
(1) funkéni pfekfizeni mezi pSeni¢nymi a jeCmennymi kmeny dovoluje smisené

infekce pSenice a je€mene (Abt et al.,2020).
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3.2.3 Pfenos WDV

WDV je pfenasen mezi rostlinami v perzistentnim, neaktivnim stavu (Brault
et al., 2010) prostfednictvim kfist z rodu Psammotettix. Jedna se o holarktické
druhy bézné se vyskytujici v obilnych polich a na pastvinach (Lindblad
and Areno, 2002). Vétsina publikovanych udaju oznacuje za hlavniho pfenasece
WDV P. alienus (Obrazek 2, Obrazek 3) (Zhang et al., 2010), jehoz Zivotni cyklus
byl dikladné studovan (Manurung et al., 2005). Nicméné WDV muze kromé

P. alienus pfenasSet i P. provincialis (Ekzayez et al., 2011).

Obr. 2. KFisek polni (Psammotettix alienus) ¢ Imago
Pfevzato z: https://truehopperswp.com/species/psammotettix-alienus #image-1
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Obr. 3. Kfisek polni (Psammotettix alienus) & Imago
Pfrevzato z: https://truehopperswp.com/species/psammotettix-alienus #image-2

3.2.4 Genom WDV

Genom WDV (Obrazek 4) se sklada ze &tyf otevienych Ctecich ramca (open
reading frame — ORF), spojenych do dvou oddélenych celku: virion-sense ORFs,
kodujici pohybovy protein (movement protein — MP) zapojeny do systémové
infekce a obalovy protein (coat protein — CP); complementary-sense ORFs,
kodujici replikacni proteiny (replication protein — Rep) RepA a RepB (Mullineaux
et al., 1990). Genom WDV obsahuje také dvé nekoddujici sekvence; dlouhou
a kratkou intergenni oblast (LIR a SIR), které obsahuji sekvence dulezité
pro replikaci viru a pro regulaci genové exprese (Hofer et al., 1992). Dlouha
intergenni oblast (long intergenic region — LIR) a kratka intergenni oblast (short
intergenic region — SIR) jsou nejvice variabilnimi ¢astmi genomu (Schubert et al.,
2007).
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Obr. 4. Schéma genomu WDV
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3.2.5 Replikaéni protein WDV

Doména Rep WDV je HUH endonukledza (HUH endonuclease — HUH-tag)
(Lovendahl et al.,, 2017). Tyto proteiny byly identifikovany jak ve virovych
(Eisenberg et al., 1977) tak bakterialnich (llyina and Koonin, 1992) genomech
a hraji dulezitou roli v procesech jako je RCR. Histidinovy nepolarni zbytek —
histidinovy motiv (histidine-nonpolar residue-histidin motif — HUH), od kterého je
odvozen nazev proteinové skupiny, umoznuje koordinaci kovovych iontu
nezbytnych pro funkci endonukleazy. Po navazani specifické, konzervativni
sekvence ssDNA protein Stépi vlakno a nasledné se vaze na jeho 5 konec
fosfotyrosinovou vazbou. To umoznuje zahajeni replikace kruhové ssDNA
oddélenim 5" konce DNA (Chandler et al., 2013).
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3.3 Transformace rostlin

3.3.1 Mechanismus transformace pomoci A. tumefaciens

Virulentni kmeny bakterie A. tumefaciens nesouci tumor indukujici (tumor
inducing — Ti) plazmid o velikosti 200 kb jsou schopné integrovat ¢ast své DNA
do genomu rostlinnych bunék (Labereke et al., 1974). Tento pfenos bakterialni
DNA do genomu rostlinné buriky vede k tvorbé& nadort zpusobenych indukci
bunéfného déleni (Schilperoort et al., 1967). K integraci DNA dochazi
na jadernych chromozomech, nikoli v genomech chloroplastl a mitochondrii.
Fragment Ti plazmidu o velikosti 23 kb, oznaCovany jako pfenosova DNA
(transfer DNA — T-DNA), je pomoci bakterialnich endonukleaz vystfizen
z plazmidu a dalSimi bakterialnimi proteiny pfemistén do jadra rostlinné buriky,
kde dochazi k nahodné integraci (Chilton et al., 1980).

Objev moznosti pfenosu DNA do rostlin prostfednictvim A. tumefaciens
nasel vyuziti v genovém inzenyrstvi. Jakmile se endonukleazy staly dostupnymi,
byly geny T-DNA odstranény rekombinantnimi technologiemi a nahrazeny
zajmovymi geny. Tento pfirozeny a efektivni mechanismus pfenosu genl mezi
bakterii a rostlinami se rychle zménil na standardni a rutinni technologii
k dosazeni rostlinné transgenoze. Tato Siroce pouzivana technika je vyuzivana
jak v zakladnim, tak i v aplikovaném vyzkumu. S jejim vyuzitim jsou vytvareny
geneticky modifikované rostliny (genetically modified organism — GMO)

se zménénymi agronomickymi vlastnostmi (Horsch et al., 1985).
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3.4. CRISPR/Cas9

3.4.1 CRISPR/Cas systémy

V pfirozené podobé maji systémy CRISPR/Cas funkci mechanismu adaptivni
imunity, ktera v bakteriich a archeach zajiStuje sekvencné specifickou imunitu
proti cizi DNA nebo ribonukleové kyseliné (ribonucleic acid — RNA); (Marraffini
and Sontheimer, 2008). CRISPR/Cas systémy se vyskytuji pfiblizné ve 40 %
bakterialnich genomt a v 70 % sekvenovanych druhd archea (Burstein et al.,
2016). CRISPR/Cas lokus se sklada z CRISPR segmentu a cas genu. CRISPR
segment obsahuje kratké repetice oddélené kratkymi variabilnimi sekvencemi
DNA, nazyvanymi spacery. Imunitni odezva CRISPR/Cas systému se sklada
ze tfi hlavnich fazi: adaptacni, expresni a interferencni (Barrangou, 2013).

V adaptacni fazi se komplex rozdilnych Cas proteint navaze na vlakno cizi
invazni DNA, Casto po rozpoznani konkrétniho, kratkého motivu oznacovaného
jako prilehly protospacerovy motiv (protospacer adjacent motif — PAM)
a vystfihne ¢ast cilové DNA, protospacer. Na 5° konci CRISPR segmentu
nasledné dojde k duplikaci repetice. Adaptacni komplex Cas proteint viozi DNA
protospaceru mezi tyto nové repetice v CRISPR segmentu. Zaclenénim
do CRISPR lokusu se z protospacerové DNA stava novy spacer. Nékteré
systémy CRISPR/Cas vyuzivaji alternativni mechanismus adaptace, konkrétné
ziskavani spacerli z RNA prostfednictvim reverzni transkripce pomoci reverzni
transkriptazy kddované v CRISPR/Cas lokusu.

V expresni fazi se segment CRISPR obvykle pfepisuje v celku jako jediny
transkript. Tato primarni CRISPR RNA (pre-CRISPR RNA — pre-crRNA)
je nasledné zpracovana na jednotlivé funkéni CRISPR RNA (crRNA), z nichz
kazda obsahuje spacerovou sekvenci a repetici. U popsanych variant
CRISPR/Cas systému je zpracovani pre-crRNA zprostfedkovano specifickou
podjednotkou multiproteinového Cas komplexu, jednim multidoménovym Cas
proteinem nebo jinou nukleazou.

V interferencni fazi slouzi crRNA, ktera obvykle zUstava vazana na Cas
protein, jako navadéci sekvence Kk rozpoznavani protospaceru nebo velmi
podobné sekvence v invaznim genomu viru nebo plazmidu, ktery je poté Stépen

a inaktivovan Cas nukleazou nebo nukleazami (Koonin and Makarova, 2019).
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Podobné jako jiné biologické obranné mechanismy, i CRISPR/Cas systémy
bakterii a archea vykazuji Sirokou rozmanitost stavby proteinu Cas, skladbu gen
a usporadani genomovych lokust (Klompe et al., 2018). Znalosti o této
rozmanitosti se neustale rozsifuji diky skriningu stale obsahlejSich genomickych
a metagenomickych databazi (Makarova et al., 2018). Nova klasifikace z roku
2020 zahrnuje 2 tfidy, 6 typl a 33 podtypl ve srovnani s 5 typy a 16 podtypy
v roce 2015. Vyznamnym je zejména rozsifeni klasifikace CRISPR/Cas o mnoho
novych systému tfidy 2, kterd nyni zahrnuje 3 typy a 17 podtypu. Druhou
vyznamnou novinkou je objev mnoha odvozenych variant CRISPR/Cas, €asto
asociovanych s mobilnimi genetickymi prvky, které postradaji nukleazy potfebné
pro interferenci (Makarova et al., 2020). Nékteré ztéchto variant typu |
zprostfedkovavaji navadéci RNA (guide RNA — gRNA) fizenou transpozici
(Klompe et al., 2019). Zatimco u jinych se pfedpoklada, ze budou vykonavat
funkce odlisné od adaptivni imunity, jako napfiklad pfenos signalu, pfechod
do dormance nebo apoptdzu, které je tfeba experimentalné charakterizovat
(Shmakov et al., 2018). Tfetim vyznamnym poznatkem je objev mnoha skupin
pomocnych genu asociovanych s CRISPR, které jsou <&asto zapojeny
do pFfenosu bunéénych signald (Makarova et al.,, 2020). Funkce téchto
pomocnych genu v systémech CRISPR/Cas zatim nebyla s vyjimkou genu
ribonukleazy Csm6 objasnéna. Ribonukledaza Csm6 je alostericky enzym
zapojeny v systému CRISPR/Cas podtypu Ill-A do obrany pfed invaznimi
plazmidy, nespecificky $tépi plazmidovou RNA. Enzym Csm6 je aktivovan
rozStépenim cyklického oligoadenylatu (cyclic oligoadenylat — coA), ktery
je syntetizovan cas10 polymerazou (Koonin and Makarova, 2018).

Klasifikace systémO CRISPR/Cas je zaloZena pfedevSim na rozdilech
ve slozeni Cas proteinu a rozdilnych funkénich modelech (Obrazek 5) (Makarova
et al., 2018). Efektorové komplexy tfidy 1 zapojené do zpracovani
pre-crRNA a rozpoznavani cild maji podobnou strukturu mezi typy I, lll a 1V,
ackoli zachovani sekvence mezi tdmito tfemi typy je minimalni (Ozcan et al.,
2019). Zaklad efektorovych komplexti ve vSech tfech typech tfidy 1 tvofi
necharakterizované s CRISPR repeticemi asociované proteiny (repeat-
associated mysterious protein — RAMP) Cas5 a Cas7. Jedna se o vzdalené
pfibuzné proteiny obsahujici RNA rozpoznavajici motiv (RNA recognition motif —

RRM), které jsou obvykle v genomu pfitomny ve vice kopiich. Ve vétSiné
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systém CRISPR/Cas tfidy 1 je tfetim RAMP Cas6, ribonukleaza vyhrazena pro
zpracovani pre-crRNA, ktera muze nebo nemusi byt fyzicky spojena
s efektorovym komplexem. RAMP jsou charakterizovany extrémni riznorodosti
aminokyselinovych sekvenci, takze spojitost mezi sekvencemi Cas5, Cas6
a Cas7 z rlznych podtyptd mohla byt prokazana pouze pomoci nejcitlivéjSich
metod pro srovnani sekvenci proteinovych profill nebo pfimym porovnanim

proteinovych struktur (Makarova et al., 2020).
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Obr. 5. Systémy CRISPR/Cas
Prevzato z Makarova et al., 2020

Efektorové komplexy tfidy 1 se dale skladaji z velké a malé podjednotky.
Velka podjednotka, tvofena v systému typu | proteinem Cas8 a v systému typu
[Il proteinem Casl10, zaujima v efektorovych komplexech analogické pozice.
Nevykazuje v8ak Zzadnou sekvencéni podobnost a pouze vzdalenou strukturni
podobnost. Otazka, zda jsou Cas8 a Cas10 homologni zlistava nadale oteviena
(Makarova et al., 2011). Sekvence proteinl Cas8 navic nevykazuji Zzadnou
detekovatelnou podobnost ani mezi nékterymi podtypy tfidy 1, takze pfisludné
varianty mohou slouzit k rozliSeni podtypu. Mala podjednotka efektorovych
komplexu tfidy 1 (Cas11) nevykazuje zadnou statisticky vyznamnou sekvenc&ni
podobnost mezi systémy typu | a lll, ale strukturni podobnosti mezi proteiny

Cas11, stejné jako mezi Cas11 a C-terminaini a-helix doménou Cas10 silné
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naznacuji, ze se jedna o velmi odliSné homology (Venclovas, 2016). V systému
typu | je kliCovou samostatnou sloZkou efektorového modulu Cas3. Tento velky
protein, ktery se obvykle sklada z fuzované helikazy a histidin-aspartatovych
nukleazovych domén (histidine-aspartic domain — HD), je pfimo zodpovédny
za Stépeni cilové DNA. Typ Il se zasadné odliSuje zaclenénim HD nukleazy
do Cas10, ¢imz vznika velka podjednotka komplexu podilejici se na transkripéné
zavislém Stépeni cilové DNA.

Systémy CRISPR/Cas typu IV jsou vysoce odvozené varianty, které obvykle
postradaji adapta¢ni moduly i nukleazy potfebné pro interferenci. Kromé toho
pouze proteiny Casb5 a Cas7 jsou v lokusech typu IV snadno identifikovatelné
podle sekvenéni podobnosti s jejich analogy v jinych typech. Nedavné srovnani
struktur efektorovych komplext systému typu IV a | identifikovalo podobnost
u velké podjednotky efektorového komplexu typu IV (Ozcan et al., 2019), coz
naznacuje, ze systémy typu IV mohou byt vysoce odliSnymi derivaty typu | nebo
typu Il

Systémy tfidy 2 tvofi typy I, V a VI, které se funkénim modelem a stavbou
své domeény zfetelné odliSuji od ostatnich typl. V systémech tfidy 2 vykonavaji
efektorovou funkci samostatné velké proteiny. (Shmakov et al., 2017). Typy
a podtypy se ve tfidé 2 podstatné liSi v ohledu mechanismli zpracovani
pre-crRNA (Chyou and Brown, 2019). V systémech typu VI a podtypu V-A
zajistuje velky efektorovy protein také aktivitu ribonukleazy zpracovavajici
pre-crRNA, zatimco u typu Il a nékolika podtypu typu V je tato aktivita obvykle
pfenesena na ribonukleazu lll, ktera nepatfi mezi Cas proteiny (Liu et al., 2017).
V pfipadé typu Il a nékolika podtypl typu V zahrnuje efektorovy modul dalsi
molekulu RNA, transaktivujici CRISPR RNA (transactivating CRISPR RNA —
tracrRNA), ktera vytvari stabilni duplexy s ¢aste¢né komplementarnim pfimym
opakovanim pre-crRNA. Po odstépeni RNA duplexu pomoci ribonukleazy Ili
zUustava funkéni gRNA, komplex crRNA-tracrRNA, stabilné navazana
na efektory, coz umoznuje specifické Stépeni DNA (Chyou and Brown, 2019).

Sada proteind Cas1 az Cas13, ktera obsahuje adaptacni a efektorové
moduly, definuje typy a podtypy v 2. tfidé CRISPR/Cas. Toto jadro
je doprovazeno fadou pomocnych proteinli, které jsou volnéji asociovany
s CRISPR/Cas. Mnozstvi identifikovanych pomocnych genu se v posledni dobé

podstatné rozsifilo, a to pfedevsim diky vyuzivani specializovanych vypocetnich
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protokolt pro systematickou detekci genl spojenych s CRISPR (Shah et al.,
2019).

3.4.2 Historie metody CRISPR/Cas9

Historie objevu metody CRISPR/Cas9 zacCina v roce 1987, kdyz Yoshizumi
Ishino se svymi kolegy jako prvni objevil sekvenci CRISPR bé&hem studia
izoenzymové prestavby alkalické fosfatazy (alkaline phosphatase — AP).
Pfi hledani proteinu zodpovédného za prestavbu izoenzymu AP v periplazmé
bunék E. coli K-12 sekvenovali fragment DNA o velikosti 1,7 kb nesouci gen
izoenzymu alkalické fosfatazy (isozyme of alkaline phosphatase — iap). BEéhem
sekvenovani fragmentu DNA objevili zvlastni opakujici se sekvenci
za terminacnim kodonem genu iap. Tato sekvence se nepodobala zadné
doposud znameé sekvenci v sekvencnich databazich (Ishino et al., 1987). Brzy
poté byly objeveny podobné sekvence pomoci Southern blotu i v dalSich
kmenech E. coli (Nakata et al., 1989) stejné jako v dalSich druzich bakterii
(Hermans et al., 1991).

Objev metody CRISPR/Cas9 dale pokracuje v roce 1993, kdyz Francisco
Mojica s kolegy objevil zvlastni strukturu ve fragmentu DNA z halofilniho
mikroorganismu archea Haloferax mediterranei. Strukturu tvofilo nékolika kopii,
témeér dokonalych, zhruba palindromickych, opakujicich se sekvenci 30 bazi,
oddélenych spacery o zhruba 36 bazich. (Mojica et al., 1993). Mojica s kolegy
nasledné objevil podobné repetice i v dalSich archeach a v odborné literatufe
nasel spojitost repetic s bakteriemi. Mojica a jeho spolupracovnici si uvédomili,
Ze pritomnost tak podobnych struktur u velmi vzdalenych mikrobu signalizuje jeji
dllezitou funkci u prokaryot (Mojica et al., 1995). Do roku 2000 Mojica s kolegy
objevil CRISPR lokus v dalSich 20 mikrobech, aniz by vSak objevil jejich funkci
(Mojica et al., 2000). Proto se Mojica a jeho kolegové rozhodli podivné repetice
prozkoumat pomoci bioinformatiky. Samotné repetice nazvali kratkymi
pravidelné rozmisténymi repeticemi (short regularly spaced repeats — SRSR)
(Mojica and Garrett, 2012). Nazev repetic pozdéji zménil Jansen
s kolegy na shluk pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic
(CRISPR), ktery lépe charakterizoval strukturu repetic a byl pfijat i ostatnimi

védci studujicimi tyto repetice. Jansen s kolegy také objevil existenci Ctyf
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konzervativnich gend nachazejicich se v tésné blizkosti CRISPR segmentu. Tyto
geny nazvali jako cas geny 1 az 4 (Jansen et al., 2002).

Vroce 2003 Mojica s kolegy prenesl svoji pozornost od repetic
ke spacerum, které je oddéluji. U jednoho spaceru z CRISPR lokusu
pochazejiciho z E. coli nakonec objevili odpovidajici sekvenci v genomu
bakteriofaga P1, ktery napada mnoho kmenu E. coli. AvSak u konkrétniho kmene
E. coli, ktery nesl spacer byla znama rezistence kinfekci P1 fagem.
Z 88 spaceru, u nichz se podafilo objevit shodnou sekvenci, se dvé tfetiny
shodovaly s viry nebo konjugovanymi plazmidy, které souvisely s mikrobem
nesoucim spacer. Mojica s kolegy si uvédomil, ze CRISPR lokusy musi kédovat
instrukce pro adaptivni imunitni systém, ktery chrani mikroby pfed konkrétnimi
infekcemi (Mojica et al., 2005).

Vroce 2005 se doktor Philippe Horvath ve spolupraci s Rodolphem
Barrangouem, Sylvainem Moineauem a dalSimi kolegy rozhodl pfimo otestovat
hypotézu, Ze CRISPR je adaptivni imunitni systém. Pokus byl zalozen
na genetické selekci pro ziskani bakterii rezistentnim k bakteriofagum. K selekci
byl pouZit dobfe charakterizovany kmen S. thermophilus citlivy k infekci
bakteriofagy a dva druhy bakteriofagl. U ziskanych rezistentnich kment doslo
k ziskani sekvenci odvozenych od bakteriofaga v CRISPR lokusech. Dale
pozorovali, Ze mnozstvi vloZzenych spaceru souvisi se zvySenim odolnosti.
Horvath a jeho spolupracovnici tedy prokazali funkci CRISPR jako systému
ziskané imunity. Studovali dale roli dvou cas genu, cas7 a cas9. Bakterie
vyzadovaly cas7 pro ziskani rezistence. AvSak bakterie jiz nesouci spacer
odvozeny z bakteriofaga gen cas7 pro zachovani rezistence nevyzadovaly. Toto
zZjisténi naznacovalo, Zze Cas7 se ucastni tvorby novych spaceru a repetic, ale
ne samotné imunity. Naopak cas9 byl nezbytny pro rezistenci k bakteriofagu.
Z toho usoudili, ze protein Cas9 je aktivnim komponentem bakterialniho
imunitnihno systému. Zavérem zjistili, Zze imunita zavisi na pfesné shodé
sekvence DNA mezi spacerem a cilem (Barrangou et al., 2007).

DalSi vyznamny posun v pochopeni mechanismu CRISPR ucinil s kolegy
John van der Oost. CRISPR systém bakterie E. coli vloZili do odliSného kmene
E. coli postradajiciho svij viastni CRISPR systém. To umoznilo biochemicky
charakterizovat komplex péti Cas proteint, oznacenych jako CasCade (Brouns

et al., 2008). Oddélenou inaktivaci jednotlivych slozek prokazali, Ze CasCade
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je potfebny pro odstépeni 61 nukleotidd dlouhé crRNA 2z precrRNA,
transkribované z CRISPR lokusu. Po naklonovani a sekvenaci souboru crRNA,
které vyizolovali spole¢né s CasCade komplexem zjistili, Ze vSechny zacCinaji
osmi poslednimi bazemi z opakujici se sekvence, nasledovanymi kompletnim
spacerem a zacCatkem dalSi opakujici se sekvence. Toto zjiSténi podpofilo
dfivéj8i hypotézy, Ze palindromicka povaha repetic muze slouzit k tvorbé
sekundarni struktury crRNA (Sorek et al., 2008). Aby prokazali, Ze sekvence
crRNA jsou zodpovédné za rezistenci zalozenou na CRISPR, rozhodli se vytvorit
prvni umély segment CRISPR. Naprogramovali CRISPR, aby cilil na Ctyfi
vyznamné geny bakteriofagu lambda. Podle o¢ekavani byly kmeny nesouci nové
sekvence CRISPR rezistentni vuci bakteriofagu lambda (Brouns et al., 2008).

Luciano Marraffini usuzoval, Ze CRISPR musi $tépit DNA a ve skuteCnosti
funguje jako restrikCni enzym. Pfi svém vyzkumu navazal spolupraci s Erikem
Sontheimerem a spole¢né zkoumali, zda dokaze CRISPR systém bakterie
Staphylococcus zabranit konjugaci plazmidd. VSimli si, Zze kmen Staphylococcus
epidermidis nese sekvenci, ktera se shoduje s usekem plazmidu, kédujicim gen
nes, ve kmeni Staphylococcus aureus. Zjistili, ze tento plazmid lze pFenést
do Staphylococcus epidermidis pouze po naruseni nes sekvence plazmidu nebo
odpovidajicich sekvenci spacert v CRISPR lokusu. Jejich vyzkum tim prokazal,
ze CRISPR poskytuje adaptivni imunitu nejen proti virdm ale i plazmidam.
Marraffini a Sontheimer upravili nes gen v plazmidu na néjz cilii CRISPR,
vloZzenim intronu doprostied sekvence. Pokud by CRISPR cilil na informativni
RNA (messenger RNA — mRNA), zména by neovlivnila jeho funkci, protoze
intronova sekvence bude vystfizena. Pokud by naopak CRISPR cilil na DNA,
inzerce narusi jeho funkci, protoZe sekvence spaceru se jiz nebude shodovat.
Vysledek experimentu jednoznacné prokazal, ze systém CRISPR cili na DNA
(Marraffini and Sontheimer 2008).

Sylvain Moineau se s kolegy zabyval pochopenim mechanismu, kterym
CRISPR $tépi DNA. Problém spocival v tom, Zze CRISPR byl obvykle tak u€inny,
Ze Moineau a jeho kolegové nemohli snadno pozorovat, jak byla invazni DNA
rozlozena. Vyzkumna skupina objevila nékolik bakterialnich kmen
S. thermophilus, u nichz CRISPR poskytoval pouze ¢aste¢nou ochranu pfed
plazmidy vloZzenymi elektroporaci. Proces S$tépeni plazmidi byl dostate¢né

zpomalen, aby mohli pozorovali funkci pfimych produktl CRISPR (Garneau
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vr wvivos

zprostfedkovava Cas9 nukleaza (Barrangou et al., 2007). Pfi sekvenovani
linearizovanych plazmidu objevili jedinou pozici $tépeni s tupymi konci, ktera
se nachazi 3 nukleotidy pfed PAM sekvenci. Tato PAM sekvence je klicovym
znakem S$tépené sekvence. Pfi dalSich analyzach zjistili, Ze konkrétni pozice
Stépeni virové DNA se také vztahuje k PAM sekvenci. Jejich vysledky definitivné
prokazali, Zze Cas9 nukleazy stépi DNA v pfesnych mistech kddovanych
specifickymi sekvencemi crRNA (Horvath et al., 2008).

Emmanuelle Charpentier a Jorg Vogel pfi identifikaci regulacnich RNA
v mikrobech objevili, ze tfeti nejvice zastoupenou tfidou transkriptd, hned
po ribozomalni a transferové RNA, je nové objevena mala RNA. Tato RNA
o velikosti 25 bazi s témér dokonalou komplementaritou ke CRISPR repeticim
byla transkribovana ze sekvence bezprostifedné sousedici s CRISPR lokusem.
Komplementarita sekvence tracrRNA se sekvenci RNA nesouci jednotlivé
crRNA naznacovala, Ze spolu obé& RNA hybridizuji a jsou zpracovany na hotove
produkty Stépenim ribonukleazou lll. Experimentalni genetické pokusy zaloZzené
na deleci tuto teorii potvrdily a prokazaly, Zze tracrRNA je nezbytna pro zpracovani
crRNA a tedy pro funkci CRISPR (Deltcheva et al., 2011). Nasledné biochemické
studie ukazaly, ze tracrRNA se neuplathuje pouze pfi zpracovani crRNA, ale
je také nezbytna pro funkci nukleazového komplexu Cas9 pfi Stépeni DNA
(Siksnys et al., 2012).

Virginius Siksnys se spolu se svymi spolupracovniky rozhodl zjistit, zda Ize
systtm CRISPR ze S. thermophilus znovu sestavit v plné funkéni podobé
ve vzdalené bakterii E. coli. Zjistili, Zze cely pfeneseny CRISPR lokus byl
dostateéné ucCinny, aby zplsoboval cilené Stépeni jak plazmidové tak
bakteriofagové DNA (Sapranauskas et al., 2011). Pomoci svého heterologniho
systému také dokazali, ze Cas9 je jedinym proteinem potfebnym pro Stépeni
DNA, konkrétné jeho RuvC a HNH nukledzové domény (Makarova et al., 2006).

Siksnys a jeho kolegové izolovali komplex Cas9-crRNA ze S. thermophilus
navazanim proteinu Cas9 na streptavidin a nasledné studovali jeho aktivitu
in vitro (Gasiunas et al., 2012). Pozorovali, Ze komplex CRISPR/Cas9 S&tépi
cilovou DNA in vitro, tvorbou tupych dvouvlaknovych zlom( (double-stranded
break — DSB) pfesné tfi nukleotidy od PAM sekvence. NejvyznamnéjSim

poznatkem experimentu bylo prokazani moznosti pfeprogramovat Cas9 pomoci
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uméle navrzenych spacert v CRISPR segmentu tak, aby v in vitro podminkach
Stépil zvolené misto. Mutacemi katalytickych zbytkh HNH a RuvC nukleazovych
domén také prokazali, Ze prvni doména Stépi vlakno komplementarni k crRNA
zatimco druha Stépi vlakno opacné. Dale pozorovali, ze i pfi zkraceni crRNA
na pouhych 20 nukleotidl stale dosahuji u€inného stépeni. V souhrnu Siksnys
prokazal, ze systém CRISPR/Cas9 Ize znovu sestavit i jinym zpUsobem,
kombinaci purifikovaného His-vazaného Cas9 a in vitro transkribované
tracrRNA, crRNA a ribonukleazy Il a ze oba druhy RNA jsou nezbytné pro
Stépeni DNA proteinem Cas9 (Siksnys et al., 2012). Emmanuelle Charpentier
a Jennifer Doudna pouzili rekombinantni Cas9 a in vitro transkribovanou crRNA
a tracrRNA. Stejné jako Syksnis prokazali, ze Cas9 mulze in vitro Stépit
purifikovanou DNA, Ze muUze byt naprogramovan pomoci uméle navrzenych
crRNA, Ze dvé nukleazové domény Stépi protilehlé Fetézce a Ze pro funkci Cas9
je zapotrebi jak crRNA tak tracrRNA. Kromé toho dokazali, Ze in vitro mohou obé
spojené RNA fungovat jako sgRNA. Po dalSich upravach pro efektivni funkci
in vivo, se koncept sgRNA stal Siroce pouzivany pfi editaci genomu (Jinek et al.,
2012).

3.4.3 Technologie CRISPR/Cas9

V pfirozené podobé systému CRISPR/Cas9 jsou zinvazivni virové nebo
plazmidové DNA pomoci nukleaz Cas1 a Cas2 vystfizeny kratké useky
(protospacer) nachazejici se pred 5-NGG-3° PAM motivem. Tyto useky jsou
v€lenény do bakterialniho genomu v podobé& nehomolognich sekvenci (spacer)
uspofadanych v pravidelnych opakovanich s kratkymi, vysoce homolognimi
repeticemi (interspaced) s nimiz tvofi CRISPR segment. CRISPR segment
je transkribovan v celku jako protocrRNA. Soucasné dochazi k transkripci
tracrRNA z odlisné ¢asti CRISPR/Cas9 lokusu, ktera je nezbytna pro pfestavbu
proteinu Cas9 do aktivni formy a zprostfedkovani vazby crRNA na Cas9
prostfednictvim komplementarni sekvence ke CRISPR repeticim. Jednotlivé
funk&ni crRNA jsou po vytvofeni vazby s komplexem tracrRNA/Cas9 nasledné
vystfizeny z protocrRNA pomoci ribonukledzy Ill. Funkéni transkripty spacer
sekvenci crRNA nasledné navadeéji endonukleazu Cas9 na komplementarni

sekvenci, za niz musi nasledovat PAM motiv (Makarova et al., 2020).
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Protein Cas9 Ize pfeprogramovat pro cilené Stépeni jakékoliv zajmove
sekvence DNA, po niz nasleduje PAM motiv pomoci jednodusSe navrzené gRNA
(Obrazek 6). Sekvence navrzené gRNA o velikosti 20 nukleotidi navadi Cas9
na zakladé komplementarity bazi na cilovou sekvenci. Spojenim crRNA
a tracrRNA lze sestrojit jedinou sgRNA nesouci 20 nukleotidovou gRNA
sekvenci na 5° konci (Wright et al., 2016). VIakno sgRNA se tedy sklada
ze sekvence 20 nukleotidd homolognich s cilovou genomickou oblasti,
nasledovanych kratkou vlasenkovou RNA (short hairpin RNA — shRNA). Protein
Cas9 indukuje tvorbu DSB, které jsou umistény tfi pary bazi smérem k 5° konci
od pozice PAM (Nekrasov et al., 2013). Sestrojeni sgRNA vyrazné zjednodusuje
systém CRISPR/Cas9 na minimalni poCet dvou komponent, Cas9 a sgRNA,
¢imz vznika velmi jednoduchy a ucinny nastroj pro genové inZenyrstvi (Obrazek
6). Systém CRISPR/Cas9 diky jednoduchosti sestaveni sgRNA prekonal starSi
systémy (Eid and Mahfouz, 2016).

tracrRNA CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) Engineered CRISPR cassette

transcription \.,
— —

pre-crRNA \
sgRNA
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crBNA processing ej{casg \
sgRMNA

unidentified nuclear-targeted
nuclease Cas9
v
\ AR\ DNA cleavage
£ ‘ /.‘

target locus

DNA degradation target DNA

tracrBNA
crRNA Cas;’gls

Obr. 6. Srovnani systému adaptivni imunity a technologie genového inzenyrstvi
CRISPR/Cas9
Pfevzato z Belhaj et al., 2015

Dfive vyvinuté a pouZzivané technologie nukleazy zinkového prstu (zinc
finger nuclease — ZFN) a ftranskripci aktivované efektorové nukleazy
(transcription activator-like effector nuclease — TALEN) jsou uméle navrzené
dvouslozkové enzymy, které se skladaji z upravitelné domény pro vazbu DNA

a nukleazové domény Fokl. U obou enzyml muze byt DNA vazebna doména
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navrzena pro rozpoznavani specifické DNA sekvence. Navrzeni a klonovani
velkych modulovatelnych proteind je pracné a nakladné. Navic existuje vysoka
mira selhani pfi rozpoznani a stépeni zamyslené DNA sekvence, alespon u ZFN
(Voytas, 2013).

3.4.4 Protein Cas9

Studium krystalové struktury rdznych podtypl Cas9 endonukleaz odhalilo
dvoulaloCnou strukturu proteinu s konzervovanym jadrem obsahujici
pfiléhajici aktivni mista a dva Zlabky pro vazbu nukleoveé kyseliny. Dvoulalo¢na
struktura proteinu se sklada z velké globularni ¢asti s rozpoznavaci (recognition
— REC) funkci a malé casti s nukledzovou (nuclease — NUC) funkci. REC
je funkéni doména specificka pro Cas9, ktera se sklada ze dvou domén REC1
a REC2 a dlouhé a-helikalni domény bohaté na arginin, oznaCované jako
Sroubovity most (helix bridge — HB). NUC nese dvé nukleazové domény RuvC
a HNH a doménu interagujici s PAM (PAM-interacting domain — Pl). Ze Zlabku
pro vazbu nukleové kyseliny se Siroky hlavni zlabek nachazi REC a uzky mensSi
Zlabek v NUC.

Elektronova mikroskopie odhalila, ze protein Cas9 se pfi absenci vazby
na nukleovou Kkyselinu nachazi v auto-inhibi¢ni konformaci. K pfechodu
do aktivni formy dochazi po vytvoreni vazby s gRNA (Jinek et al., 2014).
Ta spousti konformaéni zmény laloki REC a NUC vedouci k vytvoreni
centralniho kanalu, do néhoz je nasledné umistén heteroduplex RNA-DNA
(Jinek et al., 2014). Navadéci RNA interaguje primarné s lalokem REC za vzniku
binarniho komplexu Cas9-sgRNA (Nishimasu et al., 2014). Komplex Cas9-
sgRNA nasledné vyhledava PAM motiv ve dvouSroubovici DNA na
nekomplenentarnim Fetézci k navadéci RNA (Jinek et al.,, 2014). Protoze
helikazova aktivita Cas9 neni zavisla na energii z ATP, predpoklada se, ze
rozpoznani PAM vede k destabilizaci pfilehlé sekvence spusténim tvorby
R-smycCky (Sternberg et al., 2014).

Mechanismus rozpoznani a separace DNA zalozeny na PAM byl nedavno
objasnén (Obrazek 7). Experimenty zaloZzené na zesitovani proteind naznaduiji,

Ze do rozpoznavani PAM jsou zapojeny dvé nestrukturované flexibilni smycky

33



v Pl doméné obsahuijici tryptofan (Jinek et al., 2014). Krystalova struktura Cas9
v komplexu s ¢astecné separovanou cilovou DNA obsahujici PAM motiv
a sgRNA osvétluje molekularni pochody, které jsou zakladem rozpoznani PAM
a separace fetézct DNA (Anders et al., 2014). Rozpoznavani bazi ve hlavnim
zlabku pro vazbu PAM zajistuji dva argininové zbytky rozpoznavaji dinukleotidy
GG motivu PAM na nekomplementarnim Fetézci. Dale interakce dvou dalSich
zbytku lysinu a serinu v mensim zlabku s PAM duplexem tvofi K-S smycku, ktera
se spojuje s fosfatovou skupinou PAM sekvence v komplementarnim fetézci.
To umoznuje fosfatové skupiné orientovat komplementarni fetézec DNA
pro parovani bazi a hybridizaci s navadéci RNA, coz vede k oddéleni fetézcu
DNA. Komplex Cas9-sgRNA pak zkouma pfiléhajici fetézec DNA pro potencialni
komplementaritu s navadéci RNA (Sternberg et al., 2014). Parovani bazi
komplementarnich nukleotidd v konzervativni oblasti (o velikosti 8 — 12 bp)
umoznuje postupnou destabilizaci cilové DNA a vede k tvorbé RNA-DNA
heteroduplexu. Retézec je nasledné sevien mezi NUC a REC lalokem komplexu
Cas9 pro uchyceni HB bohatym na arginin pomoci ¢tyfmistného spoje (Anders
et al., 2014). V této konformaci jsou obé nukleazové domény NUC laloku
pfipravené pro Stépeni cilové DNA. Mobilni HNH doména Stépi komplementarni
vlakno v terciarnim  komplexu, zatimco RuvC doména pferusuje

nekomplementarni vlakno (Nishimasu et al., 2014).
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(a) Apo-state (b) Binary Cas9-sgRNA complex formation (c) Target DNA interrogation
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Obr. 7. Mechanismus stépeni DNA proteinem Cas9
Pfevzato z Belhaj et al., 2015
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3.5 Pravni statut GMO

3.5.1 GMO, védecké a etické problémy

V EU je nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a jejich produkty
regulovano smérnicemi 2001/18/ES, 2009/41/ES, ES 1829/2003, 1830/2003.
Pro EU jsou charakteristické pfisné pravni pfedpisy pro GMO, jejichz cilem
se zasadami predbézné opatrnosti. DUraz na predbéznou opatrnost je kladen
s ohledem na riziko trvalého a nezvratného poskozeni Zivotniho prostiedi. Cely
proces schvalovani povoleni pro uvedeni GMO na trh a péstovani je financné,
Casové a administrativné velmi naro¢ny; navic povoleni se v EU vydava na dobu
10 let. Hlavnim cilem pravidel péstovani GMO v EU je oddélit GMO a jejich
produkty od geneticky nemodifikovanych organizmi a produktu. Jednotlivé
Clenskeé staty EU mohou zakazat péstovani GMO na svém uzemi. VSechny GMO
a produkty z nich musi byt na trhu EU oznaceny.

Legislativa v USA je naproti tomu zaloZzena na konstatovani, ze potencialné
Skodliva neni samotna metoda pfipravy GMO, ale nékteré specifické vlastnosti
organismu, bez ohledu na to, jakym zpUsobem vznikly. Riziko konkrétniho
organismu tedy neni odvozovano od zpusobu pfipravy, ale od jeho vlastnosti.
Povoleni pro uvedeni na trh udéluji rozdilné kontrolni ufady v zavislosti
na vlastnostech produktu. Na uzemi Ruské federace je zadkonem z roku 2016
zakazan chov a péstovani GMO. Byl dale zpfisnén statni dohled nad dovozem
a zpracovanim produktd z GMO. Tento zakon se v§ak nevztahuje na GMO, které
vznikly pomoci novych technik Slechténi rostlin NBT. V Cinské lidové republice
musi byt GMO a produkty z nich viditeIné oznaceny.
(https://bezpecnostpotravin.cz/UserFiles/publikacel/Moderni_biotechnologie W
EB.pdf).

Uprava genomu pomoci NBT, mezi n&Z patii i metoda CRISPR/Cas9,

poskytuje nové moznosti pro efektivni vyzkum rostlin a zlepSeni jejich vliastnosti,
jako je odolnost rostlin proti abiotickému stresu, odolnost proti chorobam
a zvySeni vynosu rostlin.

V Cervenci 2018 vydal Soudni dvur EU rozhodnuti, Ze organizmy vcetné

rostlin,  vytvofené inovativnimi  biotechnologiemi,  editaci  genomu
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(napf. CRISPR/Cas), budou regulovany dle pravnich nafizeni vztahujicich
se ke GMO (Judgement of the Court of Justice of 25 July 2018. Case C-528/16.
ECLI:EU:C:2018:583). Stimto zavérem v3ak nesouhlasi fada vyznamnych
védcu, protoze podle nich toto rozhodnuti mize v budoucnu ovlivnit evropské
zemédélstvi z hlediska konkurenceschopnosti, produkce, kvality a zivotniho
prostfedi (van Erp et al., 2015).

Technologie CRISPR/Cas9 je zaloZzena na vyrazovani, vypinani funkce
zajmovych genl cilenou mutagenezi pomoci proteinu Cas9 navadéného
prostfednictvim navrzené sgRNA. Tato technologie se pouziva v fadé plodin
vCetné jeCmene, pSenice, Brassica oleracea, Brassica napus, brambor a rajCat.
CRISPR/Cas9 technologie je také vyuzivana pro vyzkum abiotického stresu,
odolnosti vuci chorobam, vyvoje rostlin, u€inného vyuziti dusiku a kvality potravin
a krmiv (Lawrenson et al., 2015).

Prikladem vyuziti technologie CRISPR/Cas9 jsou cilené upravy genomu
je€mene a tabaku pro ziskani vhodnéjSich a produktivnéjsich rostlin pro tvorbu
primyslové a farmaceuticky vyznamnych latek. Védci v Rakousku provedli
upravy rostlin, jejichz cilem bylo vypnuti genu zahrnujici stresové regulatory
metabolické drahy endoplazmatického retikula pomoci CRISPR/Cas9. Vysledné
rostliny neobsahuji rekombinantni nukleové kyseliny a nemély by tedy byt
regulovany jako GMO (Kapusi et al., 2017).

Od prvni publikované védecké prace v roce 2013, ktera se zabyvala vyuZzitim
technologie CRISPR/Cas9 bylo dosazeno znacného pokroku v editaci
rostlinného genomu. V souCasnosti je vedena odborna a politicka debata
zabyvajici se vztahem mezi GMO a pouzitim metody CRISPR/Cas9. Existuje
mnoho védeckych studii poukazujicich na tvorbu netransgennich rostlin pomoci
NBT, kterymi se védci snazi prokazat, ze technologie CRISPR/Cas9 je odlisna
od pfedchozich metod genetické modifikace (GM) (Zong et al., 2017).

Navzdory tomu, Zze CRISPR/Cas9 technologie je stale vice aplikovana
rostlinnymi biotechnology zejména jako nastroj pro editaci genomu, stale existuje
otazka, jak pfesna je tato technologie a jak vyznamny je mimocilovy efekt nebo
jakékoliv jiné nezamySlené zmény vyvolané technologii CRISPR/Cas9
v genomu (Hahn and Nekrasov, 2019). Existuji také znacné obavy ze zavaznych
etickych a socialnich dusledkl, zvlasté pfi modifikaci zvifat pomoci
CRISPR/Cas9 technologie (Bassett, 2017).
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Ackoliv védci i Slechtitelé v EU volaji po urychlené zméné pfistupu ke NBT,
zatim nedoslo k pfehodnoceni a vymezeni vuci novym technologiim. Pfiloha B1
smérnice EU 2001/18/EC uvadi seznam technik, které nejsou pokladany
za GMO a nespadaji do regulace. Mezi tyto techniky patfi i mutageneze.
Smérnice vSak pfesné neuvadi zadnou definici mutageneze. Definice GMO
je navic ponékud nejednoznacna, protoZze odkazuje na organismus, ve kterém
byl geneticky material zménén zplsobem, ktery se pfirozené nevyskytuje
(European Parliament, Council of the European Union, 2001). Védeckou
komunitou je definice GMO interpretovana tak, Ze pfi posuzovani, zda
organizmus spada pod regulacni legislativu GMO je tfeba zohlednit nejen
techniku pouzitou pfi jeho vzniku, ale i modifikace vysledného produktu.
Ne vSechny zucastnéné strany, které se podili na legislativhim procesu, vSak
s timto vykladem souhlasi. Tento nazorovy rozkol komplikuje snahy o zmény
regulacnich predpist pro GMO (Sprink et al., 2016).

Vroce 2019 fada védcu zrlznych statl EU, opét zadala otevienym
prohlasenim Evropsky parlament a Evropskou komisi o legislativni zménu.
Hlavnim iniciatorem vyzvy védcl ke zméné legislativy je Prof. Dirk Inzé, védecky
Feditel Centra pro systémovou biologii rostlin VIB z belgického Gentu. Cesti védci
se rovné&z pripojili k této jiz celoevropské iniciativé. V Ceské republice iniciativu
koordinuji védci z brnénského institutu CEITEC 2z Masarykovy univerzity
za aktivni podpory védcu z Centra regionu Hana pro biotechnologicky
a zemeédélsky vyzkum.

Podle védeckych pracovnikd, rostliny, u kterych byly provedeny cilené
upravy genomu pomoci technologie CRISPR a které neobsahuiji cizi geny, jsou
pfinejmensim stejné bezpecné, jako kdyby byly odvozeny od klasickych technik
Slechténi. Metoda CRISPR ma velky potencial zejména v souvislosti se zmé&nami
klimatu, pfi tvorbé novych odrid plodin, které jsou odolnéjSi k patogenim nebo
vUcCi suchu a poskytuji zvySené vynosy pfi souéasném snizeni pouzivani hnojiv
a pesticidd.

(Tiskova zprava: http://www.avcr.cz/cs/vyhledavani/index.html?query=GMO)
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3.5.2 GMO v Ceské republice

V Ceské republice Ize s GMO nakladat pouze na zakladé zakona 78/2004
Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty.
Zakonem je definovano, co je GMO a jak vznika:

Geneticky modifikovany organismus (GMO) je organismus (kromé c&lovéka)
schopny rozmnozovani, jehoz dédicny material byl zménén genetickou
modifikaci provedenou nékterym z technickych postupt uvedenych zakonem
78/2004 Sb.

1. Geneticky modifikované organismy mohou vzniknout mimo jiné pfi pouziti

a) techniky rekombinantni nukleové kyseliny vytvarejici nové kombinace
dédicného materialu vloZzenim useku nukleové kyseliny pfipravené jakymkoli
zplsobem mimo organismus do jakéhokoliv viru, bakterialniho plasmidu nebo
jiného vektorového systému a jeho naslednym zaclenénim do organismu
pfijemce, ve kterém se normalné nevyskytuje, ale ve kterém je schopen dalSiho
mnozeni,

b) techniky zavadéjici dédiCny material pfipraveny jakymkoli zpusobem
mimo organismus pfimo do organismu pfijemce, zahrnujici mikroinjekce,
makroinjekce, biolistické metody, mikroenkapsulace a umélé chromosomy, nebo

c) techniky bunécéné fuze, v€etné fuze protoplastl, nebo hybridizace bunék,
pfi nichz jsou fuzi dvou nebo nékolika bunék vytvareny Zivotaschopné buriky
s novou kombinaci dédi€ného materialu, a to metodami nebo prostfedky, které
se nevyskytuji pfirozené.

2. Ke vzniku geneticky modifikovanych organismu nemohou vést nasledujici
technické postupy, pokud sou€asné nezahrnuji pouZiti rekombinantniho
dédiéného materialu technikami podle bodu 1 této pfilohy nebo pouziti geneticky
modifikovanych organismu témito technikami vzniklych,

a) oplozeni in vitro,

b) bakterialni konjugace, transformace, transdukce a podobné pfirozené
procesy,

c) indukce polyploidie a haploidie.

Ceska komise pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty (CK GMO) na Ministerstvu Zivotniho prostiedi vydala
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stanovisko k technice zinkovych prstd 3 a dalSim podobnym technikam
vyuzivajicim cilenych nukleaz 3 (site-directed nuclease 3, SDN-3) kam spada
i TALEN. Pracovni skupina pro nové genoveé techniky pfi Vyboru kompetentnich
autorit doSla k zavéru, Ze technika zinkovych prstd 3 vede ke vzniku GMO
spadajicich do pusobnosti smérnice 2001/18/EC. Zdlvodnila to tim, Ze pokud
jsou v ramci této techniky vnaseny do recipienta velké funkéni celky DNA a to se
tyka pravé techniky SDN-3, pak se na né vztahuje legislativa pro pouzivani GMO.
(https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska ck amo/$FILE/oeres-
stanovisko CKGMO nove techniky ZnF3-20130722.pdf)

Pracovni skupina pro nové genetické techniky pfi Vyboru kompetentnich
autorit dale dosla k zavéru, Ze cisgenoze a intragenoze vedou ke vzniku GMO
spadajicich do pisobnosti smérnice 2001/18/EC. Obecné stanovisko CK GMO
k novym genovym technikdm zni: Rizika rostlin pfipravenych tradiénimi
Slechtitelskymi postupy, transgenozi nebo novymi genovymi technikami by méla
byt posuzovana v zavislosti na vlastnostech téchto rostlin, nikoliv podle techniky
jejich vzniku.

(https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska _ck amo/$FILE/oeres
nove_techniky cisgeneze 20151005.pdf)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material
4.1.1 Rostlinny material

V ramci bakalarské prace byly analyzovany transgenni rostliny je€mene jarniho
(Hordeum vulgare, L.), odridy Golden Promise nesouci Cas9 a sgRNA
komplementarni s usekem gend WDV CP, MP a Rep.

Transgenni jarni je€men nesouci Cas9 nukleazu byl transformovan pomoci
A. tumefaciens (Harwood et al., 2009). Nezrala zygoticka embrya byla
transformovana plazmidovym vektorem s jednou ze tfirozdilnych sgRNA:
SgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep.

Kazety nesouci sgRNA byly navrzeny na pracovisti Laboratofe rastovych
regulatord PFF UPOL ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby
(VURV, v. v. i.) oddé&leni virologie. Zvolené sgRNA navadéji Cas9 nukleazu
na komplementarni sekvence v genech WDV. sgRNA/CP cili na sekvenci v genu
kodujicim protein CP, sgRNA/MP cili na sekvenci v genu kdédujicim protein MP

a sgRNA/Rep cili na sekvenci v genu kdédujicim protein Rep.
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4.1.2 Chemikalie

EDTA, SIGMA-ALDRICH, 129 K0015

Ethidium bromid, SIGMA-ALDRICH, 1.11608
Chlornan sodny (NaClO), SIGMA-ALDRICH, 71696-2,5L
Isopropanol, SERVA, 45629.01

Marker molekulové hmotnosti Bioline, BIO-33039
MS médium, Duchefa, MO 222.0050

NaCl, SIGMA-ALDRICH, 31658 1202

Phyto agar, Duchefa, P1003.1000

Primer F Generi Biotech

Primer R Generi Biotech

ReadyMix, SIGMA-ALDRICH, R2523-100RXN
Sacharosa, Lachner, 40135-APO

SDS, SIGMA-ALDRICH, 306040897

TRIS HCI, SIGMA-ALDRICH, 93362

UltraPure Agarose, Invitrogen, 16500-500

Voda (DNA/RNA free), SIGMA-ALDRICH, W5402
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4.1.3 Pristroje

Analytické vahy M124Ai, BELengineering, Italie

Binokularni lupa, VWR, USA

Centrifuga D1008, DLAB, Cina

Centrifuga 5418, Eppendorf, Némecko

Dokumentaéni zafizeni pro fluorescenci/luminiscenci G:BOX, SYNGENE, UK
Chlazena centrifuga Jouan BR4i, DJB, UK

Kultivaéni komora Adaptis A1000, Conviron, Kanada

Laminarni flowbox, GELAIRE, Australie

Laminarni flowbox, MERCI, CR

Magneticka michacka vicemistna bez topeni POLY 15, Thermo Scientific
pH metr, WTW, USA

Sestava PC ibronze Il 1702, HAL 3000, CZ

Spektrofotometr/Fluorometr DS-11 FX, DeNovix, USA

Technické vahy, BOECO GERMANY, Némecko

Termocycler T100™, Bio-Rad, USA

WARIOMAG, USA

Zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac™, BioRad, USA
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4.1.4 Vektory a protospacery

Transgenni jarni jeémen nesouci Cas9 nukleazu byl transformovan v roce 2019

pomoci A. tumefaciens (Harwood et al., 2009) vektorem nesoucim rozdilné
SgRNA:

1) pBract 214AS_sgRNA_CP
2) pBract 214AS_sgRNA_MP
3) pBract 214AS_sgRNA _Rep

Schéma vektoru pBract 214AS nesouci sg RNA (Obrazek 8), schéma genomu

WDV svyznaCenymi pozicemi protospaceru (Obrazek 9), sekvence
protospaceru v genech WDV s pfesahy pro klonovani (tabulka 1).
[
Beal site(l)
Bsal site

PBRACT214AS_sgRNA mini vector
4076 bp

e
2 Z 43 01 spunsd B0

f

a
S
ef PRDTD o ‘

'&,\‘H—‘_ Sengayping prim

Obr. 8. Schéma vektoru pBract 214AS nesouciho sgRNA
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Obr. 9. Schéma genomu WDV s vyznaenymi pozicemi protospaceru

WDV

2747 bp

Tabulka 1. Sekvence protospaceru v genech WDV s pFesahy pro klonovani

Nazev sekvence protospaceru Sekvence s presahy pro klonovani Cileny gen

PROTO_F_1st WDV-CP
PROTO_R_1st WDV-CP

CTTGgccactacccagttgtagegt
AAACacgctacaactgggtagtggc

WDV CP

PROTO_F_1st WDV-MP
PROTO_R_1st WDV-MP

CTTGgagcaagccaagcaacgccta
AAACtaggcgttgcttggcttgctc

WDV MP

PROTO_F_1st WDV-Rep
PROTO R 1st WDV-Rep

CTTGgcaatgccttaaacctccgta
AAACtacggaggtttaaggcattgc

WDV Rep
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace a péstovani rostlin TO generace

1. Regenerované rostliny jarniho jeCmene TO generace byly po transformaci
kultivovany v in vitro podminkach v Erlenmeyerovych bankach. Postupné byly
pfesazovany do raselinovych blocka (Jiffli), které byly umistény do plastovych
sacku a péstovany ve fytotronu.

2. Po dosazeni 10 cm byly rostliny pomoci PCR testovany na pfitomnost kazety
nesouci U6 promotor a sqRNA.

3. PCR pozitivni rostliny byly z Jiffi pfesazeny do zahradnického substratu B
(RaSelina Sobéslav) a péstovany v kontejnerech 10 x 10 cm, ve skleniku
pri fotoperiodé 16 hod. svétlo (intenzita osvétleni 400 umol/m?/s1), teplota 18 °C,
8 hod. tma pfi teploté 15 °C.
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4.2.2 In vitro kultivace embryi rostlin T1 generace

Za uCelem rychlejSiho ziskani rostlin T1 generace, byl pomoci in vitro kultivace
zkracen vyvojovy cyklus rostlin. Z nezralych obilek byla po sterilizaci extirpovana
nezrala zygoticka embrya (2 mm), ktera byla kultivovana na 1/2 MS médium

v Petriho miskach.

4.2.2.1 Priprava 1/2 MS média

1. Navazené slozky 1/2 MS média (Tabulka 2) byly rozpustény ve
sterilni deionizované vodé.

2. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 5,8.

3. Vlahvi s GL uzavérem byl smichan roztok 1/2 MS média s navazenym
mnozstvim fytoagaru.

4. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim (20 min. pfi 120 °C).

5. Vysterilizované kultivacni médium bylo v laminarnim boxu rozlito po 25

ml do Petriho misek, primér 9 cm.

Tabulka 2. Slozeni 1/2 MS média

Slozka média Hmotnost [g]
Sacharéza 15

MS vcetné vitamin( 2,2

Fytoagar 3
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4.2.2.2 Povrchova sterilizace obilek

1. Z pozitivnich rostlin TO generace byly vybrany klasy, které byly
oznaceny Stitkem s Cislem klasu.

2. Z kazdého vybraného klasu bylo odebrano osm obilek, které byly
zbaveny osin.

3. V odmérném valci byl pfipraven 6% roztok chlornanu sodného.

4. Obilky byly vlozeny do Erlenmeyerovych banék s magnetickym

michadlem a v nékolika krocich (Tabulka 3) povrchové sterilizovany.

Tabulka 3. Sterilizace obilek

Sterilizacni roztok Objem [ml] Délka pUsobeni [min]
70% etanol 25 2
Destilovana H20 25 2
6% NaClO 25 4
Destilovana H20 25 2
Destilovana H20 25 2
Destilovana H20 25 2

48



4.2.2.3 Kultivace nezralych zygotickych embryi je€mene

1. V laminarnim boxu byla pod binokularni lupou ze sterilizovanych obilek
pomoci pinzety a skalpelu vyjmuta embrya o velikosti 2 mm.

2. Embrya extirpovana vzdy z jednoho klasu byla pfenesena na 1/2 MS
meédium v Petriho misce.

3. Explantaty v Petriho miskach byly prfeneseny do kultivaéni komory
(Adaptis) a kultivovany pfi teploté 18 °C, pfi fotoperiodé 16 hod. svétlo,
8 hod. tma.

4. Po 14 dnech kultivace byly regenerujici rostliny pfesazeny do zeminy

v sadbovadich.
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4.2.3 1zolace DNA

DNA rostlin TO a T1 generace byla izolovana dle protokolu Edwards et al. 1991.

. List je€mene o délce pfiblizné 3 cm byl odebran ve vyvojové fazi

10-12 do plastové mikrozkumavky. Mikrozkumavka byla po odbéru
zchlazena tekutym dusikem.

Odebrany list byl v mikrozkumavce homogenizovan sterilni
homogenizacni tyCinkou za opakovaného chlazeni v tekutém dusiku.
K rozdrcenému vzorku bylo napipetovano 400 pl extrakéniho pufru EB
(Tabulka 4) o laboratorni teploté. Smés byla promichana
homogenizacni tyCinkou.

Centrifugace pfi 14 000 rpm trvajici 2 minuty.

5. 300 pl supernatantu bylo pfepipetovani do nové mikrozkumavky.

6. K 300 pl odebraného supernatantu bylo napipetovano 300 pl

isopropanolu. Smés byla promichana.

Centrifugace pfi 14 000 rpm trvajici 20 min.

8. Supernatant byl odpipetovan a k vysrazené DNA bylo napipetovano

9.

300 pl 70% etanolu. Smés byla promichana.

Centrifugace pfi 8 000 rpm trvajici 5 min.

10.Z mikrozkumavky byl odpipetovan ethanol. Precisténa DNA byla

vysuSena v laminarnim boxu (30 minut).

11.DNA byla rozpusténa v 50 ul sterilni vody (SIGMA-ALDRICH, W5402).

Vzorek byl uchovan 24 hod. v chladni¢ce pfi teploté 4 °C.

12.Koncentrace a Cistoty DNA byla zméfena pomoci spektrofotometru

(DeNovix), DNA byla zfedéna na koncentraci 300—400 ng/pl.
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Tabulka 4. Slozeni pufru EB

SloZka Koncentrace ve 100 ml [nM]
Tris HCI 200

NacCl 250

EDTA 25

SDS 0,5% (v/V)
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4.2.4 Stanoveni pritomnosti expresni kazety pomoci PCR

Ve vzorcich izolované genomické DNA byla pomoci PCR ovéfena pfitomnost
vloZenych expresnich kazet nesoucich sgRNA. Usek kazety nesouci sgRNA
komplementarni k useku jednoho z virovych gent CP, MP, Rep byl amplifikovan
metodou PCR. Amplifikované useky expresni kazety nesouci U6 promotor
a sgRNA byly nasledné elektroforeticky rozdéleny v 1% agar6zovém gelu

a detekovany.

1. Byla pfipravena reakéni smés pro PCR (Tabulka 5).

2. Reakéni smés pro PCR byla amplifikovana pomoci pfistroje
termocycler (Bio-Rad 100) nastaveném na program PROTO CK
(Tabulka 6).

3. Po ukonéeni amplifikace byly produkty PCR rozdéleny pomoci
elektroforetické separace v 1% agar6zovém gelu a detekovany
pomoci UV transiluminatoru (G:BOX,SYNGENE).

Tabulka 5. Slozeni reakéni smési PCR, pro jeden vzorek

Slozka reakéni smési  Objem [ul]

PCR voda 2,5
RedyMix 5
Primer F 0,25
Primer R 0,25
Templat DNA 2
Celkem 10

52



Tabulka 6. Amplifikace useku expresni kazety kodujici U6 promotor a sgRNA
probéhla podle programu PROTO CK

D&j Teplota [°C] Cas [min]  Pocet cykld
AktivaCni denaturace 95 3:00 1x
Denaturace 95 0:20

Nasedani primeru 57 0:20 38 x
Extenze 72 0:55

Zavérecna amplifikace 72 5:00 1Xx

Primery PROTO CK 1 a PROTO CK 2 (Tabulka 7) byly navrZzeny tak, aby
amplifikovaly expresni kazetu koduijici:
1) U6 promotor a sgRNA/CP

2) U6 promotor a sgRNA/MP

3) U6 promotor a sgRNA/Rep

Tabulka 7. Sekvence primeru pro amplifikaci useku expresni kazety tvofeného

U6 promotorem a sgRNA

Nazev primeru

Sekvence

Velikost amplikonu

PROTOCK1F & -CTCTCACTGATCTGGGTCGC-3’ 401 bp
PROTOCK1R 5 -CAAGCGCGCAATTAACCCTC-3°
PROTOCK2F 5-GACCAAGCCCGTTATTCTGA-3’ 605 bp
PROTO CK2 R 5-TGTGGAATTGTGAGCGGATA-3’
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Pfiprava 1% agar6zového gelu
V Erlenmeyerové barice byl pfipraven 1% agarozovy gel, do kterého byl

pfidan roztok ethidium bromidu o koncentraci 10 mg/ml
(Tabulka 8).

Tabulka 8. Slozeni 1% agar6zového gelu

Slozka MnoZstvi
1% TRIS pufr 80 ml
Agarosa ultrapure 0,89
Ethidium bromid 2 ul
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky

Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana ze 138 rostlin TO generace a ze 139 rostlin T1
generace. Koncentrace izolované DNA se pohybovala od 60 do 1200 ng/ul.
Napfiklad u rostliny T1 CP28, 1-3 byla naméfena koncentrace 908,158 ng/ul
a Cistota vzorku 260/230 byla 1,93 (Obrazek 10).
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Obr. 10. Méfeni Cistoty a koncentrace DNA izolované z rostliny T1 generace

CP28, 1-3
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5.1.1 Detekce transgennich rostlin v TO generaci

Pomoci metody PCR byl amplifikovan usek expresni kazety nesouci U6
promotor a sgRNA. Pritomnost useku expresni kazety v testované rostliné byla
urCena pomoci PCR na zakladé elektroforetické separace v 1% agar6zovém
gelu.

Pritomnost kazety nesouci U6 promotor a sgRNA byla celkem testovana
u 138 rostlin TO generace. Pfitomnost kazety byla potvrzena u 53 rostlin (38 %),

u 85 rostlin pfitomnost kazety nebyla prokazana.

Kazeta nesouci U6 promotor a sSgRNA/CP byla testovana u 42 rostlin, pfitomnost
kazety byla potvrzena u 17 rostlin (40 %). Pfiklad PCR detekce amplikonu kazety
sgRNA/CP u rostlin 7, 10 a 17 (Obrazek 11).

Kazeta nesouci U6 promotor a sgRNA/MP byla testovana u 52 rostlin, pfitomnost

kazety byla detekovana u 17 rostlin (33 %).

Kazeta nesouci U6 promotor a sgRNA/Rep byla testovana u 44 rostlin,
pFitomnost kazety byla detekovana u 19 rostlinach (43 %) (Tabulka 9).

1000 bp

300 bp

cp MP

Obr. 11. Detekce amplikonu kazety nesouci U6 promotor a sgRNA/CP nebo
SgRNA/MP o velikosti 605 bp, v 1% agarézovém gelu. Transgenni rostliny TO
CP, Transgenni rostliny TO MP, DNA/RNA free voda, C+ trasngenni rostlina,
L2 HypperLader Il Bioline, kat. €. (BIO-33039)
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Tabulka 9. Detekce transgennich rostlin v TO generaci

SgRNA  Testované rostliny PCR+ PCR- Pozitivni rostliny [%]
CP 42 17 25 40
MP 52 17 35 33
Rep 44 19 25 43
Celkem 138 53 85 38
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5.1.2 In vitro kultivace zygotickych embryi rostlin T1 generace

Pro urychleni vyvoje T1 generace rostlin byla z obilek extirpovana nezrala
zygoticka embrya, ktera byla nasledné kultivovana na 1/2 MS médiu.
V in vitro podminkach bylo celkem kultivovano 296 embryi z 15 transgennich
linii. Rostliny se béhem kultivace dobfe vyvijely (Obrazek 12), ojedinéle se také
vyskytly i albikatni rostliny (Obrazek 13). Celkem regenerovalo 296 rostlin
T1 generace. Ztoho 105 rostlin ze 4 transgennich linii nesouci kazetu
SgRNA/CP, 112 rostlin z 5 transgenni linii nesoucich kazetu sgRNA/MP
a 79 rostlin z 6 transgennich linii nesouci kazetu sgRNA/Rep (Tabulka 10).
Prehled regenerovanych rostlin v jednotlivych transgennich liliich je uveden
v Tabulce 11, 12, 13. Dobfe vyvinuté rostliny, v rlstové fazi 11, byly pfesazeny
do sadbovacu (Obrazek 14).

Tabulka 10. Regenerované rostliny T1 generace

SgRNA Pocet Transgennich linii PocCet regenerovanych rostlin
CP 4 105

MP 5 112

Rep 6 79

Celkem 15 296

Tabulka 11. Regenerované rostliny transgennich linii sgRNA/CP

Transgenni linie TO Regenerované rostliny T1

CP27 12
CP28 4
CP50A 63
CP50B 26
celkem 105
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Tabulka 12. Regenerované rostliny transgennich linii sgRNA/MP

Transgenni linie TO Regenerované rostliny T1

MP34 8
MP36 26
MP41 9
MP43 28
MP53 41
celkem 112

Tabulka 13. Regenerované rostliny transgennich linii sgRNA/Rep

Transgenni linie TO Regenerované rostliny T1

Rep26 19
Rep33 33
Rep38 6
Rep39 6
Rep43A 7
Rep43B 8
celkem 79
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Obr. 12. Nezrala zygoticka embrya z rostliny TO generace MP53 kultivovana na
1/2 MS médiu
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Obr. 13. Regenerované rostliny transgenni linie Rep33 T1 generace vykazujici

albinismus
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Obr. 14. Regenerované rostliny T1 generace pfesazené do sadbovace
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5.1.3 Detekce transgennich rostlin v T1 generaci

U 88 rostlin ze 13 transgennich linii T1 generace byla pomoci PCR ovéfena
pritomnost kazety nesouci U6 promotor a sgRNA. Pro detekci kazety byly
pouzity dva razné druhy primer. Primery PROTO CK 1 vykazovali velikost
amplikonu 401 bp (Obrazek 15). Primery PROTO CK 2 vykazovali velikost
amplikonu 605 bp (Obrazek 16). Rostliny T1 generace testované metodou PCR
byly oznaCeny Stitkem s vysledkem detekce (Obrazek 17). U jedné rostliny

T1 generace CP50A-3 se projevil zakrsly vzrust (Obrazek 18).

1000 b

1+ | 2+ | 3+ | 4+ | 5+ | 6 | 7+ | 8+ | 9+ |10+ | Al+ |[H,O C- — C+ — L

Rep 26

Obr. 15. Detekce amplikonu kazety nesouci U6 promotor a sgRNA/Rep o
velikosti 401 bp, v 1% agarézovém gelu. Transgenni rostliny T1 Rep26 1-10,
albikantni rostlina, DNA/RNA free voda, C- netransformovana rostlina, C+

trasngenni rostlina, L2 HypperLader Il Bioline, kat. €. (BIO-33039)
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1000 bp
605 bp

300 bp
300 bp

1 d, 2 3+ |1+ |1+ 2+ 3+ |1+ 2+ 3+ 4 5+ 6+ 7+ |H,0 C — C+ LI

Obr. 16. Detekce amplikonu kazety nesouci U6 promotor a SgRNA/CP o velikosti
605 bp, v 1% agarézovém gelu. Transgenni rostliny T1 CP50A 1 (1), 2 (1-3), 3
(1), 5 (1-3). 6 (1-7), DNA/RNA free voda, C- netransformovana rostlina, C+
trasngenni rostlina, L2 HypperLader Il Bioline, kat. €. (BIO-33039)

Obr. 17. Testované rostliny T1 generace v sadbovaci
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Obr. 18. Transgenni rostliny T1 generace linie CP50A, vlevo rostlina
s normalnim rdstem a vyvojem, vpravo rostlina CP50A-3 zakrsla, pomaleji

rostouci
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Z 88 testovanych rostlin T1 generace byla pfitomnost kazety nesouci UG
promotor a sgRNA detekovana u 40 rostlin (45 %), u 48 rostlin kazeta nebyla
detekovana (Tabulka 14).

Tabulka 14. Detekce kazety sgRNA v rostlinach T1 generace

Transgenni Testované

SgRNA . . PCR+ PCR-
linie rostliny

CP 4 34 20 14

MP 4 28 7 21

Rep 5 26 13 13

Celkem 13 88 40 48

Pfitomnost kazety sgRNA/CP byla testovana u 34 rostlin T1 generace
pochazejicich ze 4 transgennich linii. Pfitomnost kazety sgRNA/CP byla
detekovana u 20 rostlin (59 %); 14 rostlin nevykazovalo pfitomnost kazety
(Tabulka 15).

Tabulka 15. Detekce kazety s sgRNA pro gen CP v rostlinach T1 generace

PCR detekce

Tran_sgennl Cislo klasu  PCR testované rostliny PCR+ PCR-
rostlina TO
CP27 1 1 1 0
2 2 0 2
3 1 0 1
4 6 2 4
CP28 1 4 0 4
CP50A 1 1 1 0
2 3 2 1
3 1 1 0
5 3 3 0
6 7 6 1
CP50B 1 5 4 1
Celkem 4 11 34 20 14
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Pritomnosti kazety sQRNA/MP byla testovana u 28 rostlin rostlin T1 generace
pochazejicich ze 4 transgennich linii. Pfitomnost kazety sgRNA/MP byla
detekovana u 7 rostlin (25 %); 21 rostlin nevykazovalo pfitomnost kazety
(Tabulka 16).

Tabulka 16. Detekce kazety s sgRNA pro gen MP v rostlinach T1 generace

PCR detekce

Tran_sgennl Cislo klasu PCR testované rostiny PCR+ PCR-
rostlina TO
MP34 1 2 1 1
2 3 0 3
MP41 1 5 0 5
MP43 2 5 0 5
MP53 2 1 0 1
3 4 1 3
4 4 1 3
5 2 2 0
6 2 2 0
Celkem 4 9 28 7 21

Pritomnost kazety sgRNA/Rep byla testovana u 26 rostlin T1 generace
pochazejicich z 5 transgennich linii. Pfitomnost kazety sgRNA/Rep byla
pozitivné detekovana ve 13 rostlinach (50 %); ve 13 rostlinach kazeta

detekovana nebyla (Tabulka 17).

Tabulka 17. Detekce kazety s sgRNA pro gen Rep v rostlinach T1 generace

PCR detekce

Transgenni Cislo klasu PCR testované rostliny PCR+ PCR-
rostlina TO
Rep26 1 11 10 1
Rep38 1 5 0 5
Rep39 1 3 2 1

2 3 0 3
Rep43A 1 2 1 1
Rep43B 1 2 0 2
Celkem 5 6 26 13 13
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Na zakladé vysledku bakalarské prace bylo potvrzeno, Ze rostliny TO generace,
tak i rostliny T1 generace obsahuji sgRNA, ktera je komplementarni s useky
genu WDV CP, MP a Rep. Pomoci PCR byl detekovan pfenos vsech tfi typu
expresnich kazet sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep. U sgRNA/CP bylo v T1
generaci detekovano 20 pozitivnich rostlin. U sgRNA/MP bylo v T1 generaci
detekovano 7 pozitivnich rostlin. U sgRNA/Rep bylo v T1 generaci detekovano

13 pozitivnich rostlin.
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5.2 Diskuze

Technologie upravy genomu se Vv poslednich péti letech staly jednim
u vysSich rostlin. Pomoci technologie CRISPR/Cas9 se u modelovych rostlin
i u hospodarsky vyznamnych plodin testuji moznosti vyvolani rezistence
k virovym a bakterialnim chorobam. U tabaku a husenicku jsou experimentalni
prace prevazné zameéfeny na virové choroby; u plodin, jako je ryze, rajcCe,
pSenice, citrusy jsou strategie zaméfeny na ziskani odolnosti vuci bakterialnim
a houbovym chorobam (Borrelli et al., 2018).

Prvni dvé studie zabyvajici se vyuzitim CRISPR/Cas9 zprostiedkované
rezistence proti geminivirm provedli v roce 2015 Ji et al. a Baltes et al.
Vroce 2015 Ji et al. transformoval pomoci A. tumefaciens rostliny tabaku
a husenicku CRISPR/Cas9 systémem cilicim na oblasti kodujici obalovy
a replikacni protein a na intergenni oblasti viru Zluté zakrslosti fazoli. Baltes
et al. vroce 2015 transformoval pomoci A. tumefaciens rostliny tabaku
CRISPR/Cas9 systémem cilicim na replikaCni protein a dlouhou intergenni
oblast viru tézké vrcholové kadefavosti fepy.

Do soucasné doby neni mnoho védeckych praci tykajicich se vyvolani
rezistence vaci WDV u je€mene a pSenice pomoci NBT. Pouze v roce 2019 byla
publikovana jedina prace zabyvajici se moznosti vytvoreni rezistence vici WDV
u jeCme a pSenice pomoci CRISPR/Cas. Kis et al. publikoval v roce 2019
vysledky studie zabyvajici se vytvorfenim rezistence proti WDV v rostlinach
je€mene pomoci systému CRISPR/Cas9. Soucasti prace je lokalizace
potencialnich cilovych mist v genomu WDV pfiléhajicich k PAM maotivu.
Pro vytvofeni rezistence k rozdilnym kmenim WDV byly pouzity konzervativni
oblasti genomu dvou pSenic¢nych a dvou jeémennych kment WDV. Byla zvolena
4 cilova mista, ktera in siliko nevykazovala mimocilovou aktivitu. K ovéfeni
aktivity in vivo byl vytvofen senzoricky systém vlozenim cilové sekvence sgRNA
obsahujici PAM motiv za start kodon reportérového genu cerveného
fluorescenéniho proteinu Discosoma sp. (discosoma red fluorescent protein —
dsRED). Tyto senzorické konstrukty byly naklonovany do binarnich vektora
(PKSE401) obsahujici 35S promotorem fizenou expresni kazetu pro Cas9

a transformovany do A. tumefaciens. Aktivita jednotlivych sgRNA se projevila

70



inhibici  exprese dsRED v odpovidajicim  senzorickém  konstruktu.
In vivo senzoricky systém potvrdil aktivitu vSech &tyf sgRNA. Nasledné byl
zkonstruovan binarni konstrukt nesouci &tyfi vybrané sgRNA fizené tremi
rozdilnymi promotory WDVGuide4-Guard a Cas9 nukleazu fizenou kukuficnym
Ubi1 promotorem za vyuziti stejného vektorového systému. Navrzeny systém
CRISPR/Cas9 byl transformovan pomoci A. tumefaciens do jeCmene. Bylo
ziskano 20 rostlin ze 4 transgennich calusi WDVGuide4-Guard (1-4).
Pritomnost kazety nesouci sgRNA byla ovéfena pomoci PCR a sekvenovani.
Transformované rostliny nevykazovaly zadné fenotypové odchylky. V rustové
fazi 3-4 listu byly transgenni a kontrolni rostliny infikovany WDV prostfednictvim
kiist. Zadna z transgennich rostlin TO generace b&hem rdstu nevykazovala
symptomy napadeni WDV. V rostlinach transgennich liniit WDVGuide4-Guard 1,
3, a 4 nebyla detekovana pfitomnost WDV. Rostliny transgenni linie
WDVGuide4-Guard 2 vykazovali pfes akumulaci virové DNA a RNA produkt(
efektivni toleranci proti viru. V T1 generaci transgenni linie WDVGuide4-Guard 2
nebyl WDV detekovan v 7 z 10 dcefinych linii. Dcefina linie 2.1 nevykazovala
i pfes pfitomnost WDV Zadné fenotypové zmény. Dcefiné linie 2.5 a 2.10
vykazovaly stfedni a tézké symptomy napadeni WDV. Ze Ctyf zvolenych sgRNA
byla pomoci reverzni transkripce PCR (reverse transcription PCR — RT-PCR)
potvrzena exprese SgRNA WDV1, sgRNA WDV2 a sgRNA WDV4. Béhem studie
nebyla v rostlinach detekovana exprese sgRNA WDV3. Sekvenovani genomu
WDV odhalilo zmény pouze v cilovém misté sgRNA WDV2. Rezistence
a tolerance rostlin proto byla zpldsobena sgRNA WDV2, ktera méla jako jedina
prokazatelnou aktivitu v cilové sekvenci.

Na rozdil od prace Kis et al., 2019 byly v bakalaiské praci do bunék jarniho
je€mene jiz nesoucich Cas9 nukleazu vioZzeny kazety nesouci jediny U6
promotor a tfi rozdilné sgRNA (sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep). Cas9
nukleaza a sgRNA byly do rostlinnych bunék vloZeny postupné pro ziskani vyssi
pravdépodobnosti uspéchu transformace. Na rozdil od prace Kis et al., 2019
kazda kazeta nesla pouze jednu sgRNA, coz umoziuje snadné ovéreni ucinnosti
rezistence poskytované danou sgRNA.

Pomoci PCR byly u rostlin jarniho jeémene odridy Golden Promise v TO
a T1 generaci potvrzeny viloZzené kazety sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep.
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Byl potvrzen pfenos transformovanych usekl z TO do T1 generace z vice
transgennich udalosti.

Dals$im krokem bude ovéfeni exprese jednotlivych kazet sgRNA/CP,
sgRNA/MP, sgRNA/Rep metodou RT-PCR a provedeni sekvenovani.
Rezistence rostlin vi¢i WDV bude ovéfena kfiskem polnim pfenasejicim WDV.
Testovani rezistence jeCmene proti WDV bude probihat ve skleniku

VURV, v. v. i. na oddéleni virologie.
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6 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe
na hospodarsky vyznamny patogen WDV napadajici obiloviny a na systém
CRISPR/Cas. Soucasti teoretické Casti je také charakteristika a vyuziti jeCmene,
transformace rostlinnych bunék pomoci A. tumefaciens a pravnim statutem
GMO.

V experimentalni ¢asti bakalafské prace byly v TO a T1 generaci rostlin
jarniho je€mene odrldy Golden Promise detekovany tfi expresni kazety
sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep, které nesou sgRNA komplementarni
s useky gena WDV CP, MP, Rep. Ziskani rostlin T1 generace bylo urychleno
kultivaci zygotickych embryi v in vitro podminkach z obilek pozitivnich TO rostlin.
V T1 generaci byly detekovany transgenni rostliny pro kazdy ze tfi typu sgRNA
z vice transgennich rostlin TO generace. Ze ziskanych dat byla nasledné
vyhodnocena uspésnost pfenosu jednotlivych kazet.

Rostliny jarniho jeCmene s pozitivni detekci expresni kazety budou
podrobeny dalSimu vyzkumu, budou vyuzity metody molekularni biologie, RT-
PCR, pro detekci exprese sgRNA a sekvenovani. Rezistence rostlin proti WDV
bude ovéfena ve skleniku VURV v. v. i. prostfednictvim kfiska polniho

prenasejiciho WDV.

73



7 ZDROJE

7.1 Seznam pouzité literatury

Abt ., Souquet M., Angot G., Mabon R., Dallot S., Thébaud G., Jacquot E. (2020) Functional
transcomplementation between wheat dwarf virus strains in wheat and barley. Viruses 12, 34.
doi.org/10.3390/v12010034

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

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

Barrangou R., Fremaux C., Deveau H., Richards M., Boyaval P., Moineau S., Romero D. A,,
Horvath P. (2007) CRISPR provides acquired resistence against viruses in prokaryotes. Science
315, 1709-1712.

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

Baltes N. J., Hummel A. W., Konecna E., Cegan R., Bruns A. N., Bisaro D. M., Voytas D. F.
(2015) Conferring resistance to geminiviruses with the CRISPR-Cas prokaryotic immune systém.
Nat. Plants 1, 15145.

doi: 10.1038/nplants.2015.145

Belhaj K., Chaparro-Garcia A., Kamoun S., Patron N. J., Nekrasov V. (2015). Editing plant
genomes with CRISPR/Cas9. Current Opinion in Biotechnology, 32, 76-84.
doi: 10.1016/j.copbio.2014.11.007

Borrelli V. M. G., Brambilla V., Rogowsky P., Marocco A., Lanubile A. (2018) The Enhancement
of Plant Disease Resistance Using CRISPR/Cas9 Technology. Front. Plant Sci. 9, 1245.
doi: 10.3389/fpls.2018.01245

Brault V., Uzest M., Monsion B., Jacquot E., Blanc S. (2010) Aphids as transport devices for plant
viruses. Comptes Rendus Biol. 333, 524-538.

Brouns S. J. J., Jore M. M., Lundgren M., Westra E. R., Slijkhuis R. J. H., Snijders A. P. L.,
Dickman M. J., Makarova K. S., Koonin E. V., van der Oost, J. (2008) Small CRISPR RNAs guide
antiviral defense in prokaryotes. Science 321, 960-964.

Burstein D., Sun C. L, Brown C. T., Sharon |., Anantharaman K., Probst A. J., Thomas B. C.,
Banfield J. F. (2016) CRISPR-Cas viral defence systems. Nat. Commun. 7, 1-8.

Deltcheva E., Chylinsk, K., Sharma C.M., Gonzales K., Chao Y., Pirzada Z.A., Eckert M.R., Vogel
J., Charpentier E. (2011) CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor
RNase Ill. Nature 471, 602-607.

Edwards K., Johnstone C., Thompson C. (1991) A simple and rapid method for the preparation
of plant genomic DNA for PCR analysis. Nucleic Acids Research. 19, 1349.

Eid A., Mahfouz M. M. (2016) Genome editing: the road of CRISPR/Cas9 from bench to clinic.

Exp. Mol. Med. 48, e256.
doi:10.1038/emm.2016.111

74



Eisenberg S., Griffith J., Kornberg A., (1977) ¢ X174 Cistron A Protein is a Multifunctional Enzyme
in DNA Replication. Proc. Natl Acad. Sci. USA 74, 3198-3202.

Ekzayez A. M., Kumari S. G., Ismail I. (2011) First Report of Wheat dwarf virus and Its Vector
(Psammotettix provincialis) Affecting Wheat and Barley Crops in Syria. Plant Dis. 95, 76.
doi: 10.1094/PDIS-09-10-0628

European Parliament, Council of the European Union (2001) Directive 2001/18/EC of the
European Parliament and of the Council of 12 March 2001 on the Deliberate release into the
Enviroment of Genetically Modified Organisms and Repealing Council Directive 90/220/EEC.
Official J. L 106, 1-39.

Forster B. P. (2002) Mutation genetics of salt tolerance in barley: an assessment of Golden
Promise and other semi-dwarf mutants. Euphytica. 120,317-328.

Fuchs E., Mehner S., Manurung B., Grintzig M. Strain-spectrum of Wheat dwarf virus (WDV) in
Saxony-Anhalt. In Proceedings of the Fifth Congress of the European Foundation for Plant
Pathology, Taormina-Giardini Naxos, Italy, 18—22 September 2000; pp. 213-215.

Gafni Y. (2003) Tomato yellow leaf curl virus, the intracellular dynamics of a plant DNA virus. Mol
Plant Pathol. 4, 9-15.

Garneau J. E., Dupuis M-E., Villion M., Romero D. A., Barrangou R., Boyaval P., Fremaux C.,
Horvath P., Magadan A. H., Moineau S., (2010) The CRISPR/Cas bacterial immune systém
cleaves bacteriophage and plasmid DNA. Nature 468, 67-71.

Gasiunas G., Barrangou R., Horvath P., Siksnys V. (2012) Cas9-crRNA ribonucleoprotein
complex mediates specific DNA cleavage for adaptive immunity in bacteria. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 109, E2579-E2586.

Gutierrez C. (1999) Geminivirus DNA, replication. Cell Mol Life Sci. 56, 313-29.

Hahn F., Nekrasov V. (2019). CRISPR/Cas precision: do we need to worry about off-targeting in
plants? Plant Cell Reports 38, 437—441.

Hanley-Bowdoin L., Bejarano E. R., Robertson D., Mansoor S. (2013) Geminiviruses: masters at
redirecting and reprogramming plant processes. Nat Rev Microbiol. 11, 777-788.

Hanley-Bowdoin L., Settlage S. B., Orozco B. M., Nagar S., Robertson D. (2000) Geminiviruses:
models for plant DNA replication, transcription, and cell cycle regulation. Crit Rev Biochem Mol
Biol. 35, 105-140.

Harwood W. A., Bartlett J. G., Alves S. C., Perry M., Smedley M. A., Leyl N., Snape J. W. (2009)
Barley Transformation Using Agrobacterium-Mediated Technique. Methods in Molecular Biology
478, 137-147.

doi: 10.1007/978-1-59745-379-0_9

Hermans, P. W. M., van Soolingen D., Bik E. M., de Haas P. E. W., Dale J. W., van Embden J.
D. A., (1991) The insertion element IS987 from M. bovis BCG is located in a hot spot integration
region for insertion elements in M. tuberculosis complex strains. Infect. Immun. 59, 2695-2705.

Hofer J. M. I., Dekker E. L., Reynolds H. V., Woolston C. J., Cox B. S., Mullineaux P.M. (1992)
Coordinate regulation of replication and virion sense gene expression in wheat dwarf virus. Plant
Cell 4, 213-223.

Horsch R. B., Rogers S. G., Fraley R. T. (1985) Transgenic Plants, Cold Spring Harb. Symp.
Quant. Biol. 50, 433-437.

75



Horvath P., Romero D. A., Colté-Monvoisin A. C., Richards M., Deveau H., Moineau S., Boyaval
P., Fremaux C., Barrangou R., (2008). Diversity, aktivity, and evolution of CRISPR loci in
Streptococcus thermophilus. J. Bacteriol. 190, 1401-1412.

Chandler M., de la Cruz F., Dyda F., Hickman A. B., Moncalian G., Ton-Hoang B. (2013) Breaking
and joining single-stranded DNA: the HUH endonuclease superfamily. Nat. Rev. Microbiol. 11,
525-538.

Chilton M. D., Saiki R. K., Yadav N., Gordon M. P., Quétier F. (1980) T-DNA from Agrobacterium
Ti plasmid is in the nuclear DNA fraction of crown-gall tumor cells. Proc. Natl. Acad. Sci. 77,
4060-4064.

Chyou T. Y., Brown C. M. (2019) Prediction and diversity of tracrRNAs from type Il CRISPR-Cas
systems. RNA Biol. 16, 423-434.

llyina T. V., Koonin E. V., (1992) Residues 126-of VirD2. Nucleic Acids Res. 20, 3279-3285.

Ishino Y., Shinagawa H., Makino K., Amemura M., Nakata A. (1987) Nucleotide sequence of the
iap gene, responsible for alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia coli, and
identification of the gene product. J. Bacteriol 169, 5429-5433.

Jansen R., Embden J. D. A. V., Gaastra W., Schouls L. M., (2002) Identification of genes that
are associated with DNA repeats in procaryotes, Mol. Microbiol. 43, 1565-1575.

Ji X., Zhang H., Zhang Y., Wang Y., Gao C. (2015) Establishing a CRISPR-Cas-like immune
systém conferring DNA virus resistance in plants. Nat. Plants 1, 15144,
doi: 10.1038/nplants.2015.144

Jinek M., Chylinski K., Fonfara ., Hauer M., Doudna J. A., Charpentier E. (2012) A programmable
dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816-821.

Jinek M., Jiang F., Taylor D. W., Sternberg S. H., Kaya E., Ma E., Anders C., Hauer M., Zhou K.,
Lin S., Kaplan M., Lavarone A. T. Charpentier E., Nogales E., Doudna J. A. (2014) Structures of
Cas9 endonucleases reveal RNA-mediated conformational activation. Science, 343, 1247997.
doi: 10.1126/science.1247997

Kapooria R. G., Ndunguru J. (2004) Occurrence of viruses in irrigated wheat in Zambia. EPPO
Bull. 34, 413-419.

Kapusi E. Corcuera-Gémez M., Melnik S., Stoger E. (2017) Heritable genomic fragment deletions
and small indels in the putative ENGase gene induced by CRISPR/Cas9 in barley. Front. Plant
Sci 8, 540.

doi: 10.3389/fpls.2017.00540

Kis A., Hamar E., Tholt G., Ban R., Havelda, Z. (2019). Creating highly efficient resistance against
wheat dwarf virus in barley by employing CRISPR/Cas9 system. Plant Biotechnology Journal 17,
1004-1006.

Klompe S. E., Sternberg S. H. (2018) Harnessing a bilion years of exploitation of CRISPR-Cas
immune systems. CRISPR J. 1, 141-158.

Klompe S. E., Vo P. L. H., Halpin-Healy T. S., Sternberg S. H., (2019). Transposon-encoded
CRISPR-Cas systems direct RNA-guided DNA integration. Nature 571, 219-225.

Kokli G., Ramsell J.N., Kvarnheden A. (2007) The complete genome sequence for a turkish

isolate of Wheat dwarf virus (WDV) from barley confirms the presence of two distinct WDV
strains. Virus Genes 34, 359-366.

76



Koonin E. V., Makarova, K. S., (2018) Discovery of oligonucleotide signaling mediated by
CRISPR-associated polymerases solves two puzzles but leaves an enigma. ACS Chem. Biol.
13, 309-312.

Koonin E. V., Makarova K. S. (2019) Origins and evolution of CRISPR-Cas systems. Philos.
Trans. R. Soc. Land. B Biol. Sci. 374, 20180087
doi: 10.1098/rsth.2018.0087

Labereke N. V., Engler G., Holster J., Elsacker S. V., Zaenen J., Schilperoort R. A., Schell J.
(1974) Large plasmid in Agrobacterium tumefaciens essential for crown gall-inducing ability.
Nature 252, 169-170.

Lapidot M., Legg J. P., Wintermantel W. M., Polston J. E. (2014) Management of whitefly-
transmitted viruses in open-field production systems. Adv Virus Res. 90, 147-206.

Lawrenson T., Shorinola O., Stacey N., Li C., Ostergaard L., Patron N., Uauy C., Harwood W.
(2015) Induction of targeted, heritable mutations in barley and Brassica oleracea using RNA-
guided Cas9 nuclease. Genome Biol. 16, 258.

doi: 10.1186/s13059-015-0826-7

Lindblad M., Areno P. (2002) Temporal and spatial population dynamics of Psammotettix alienus,
a vector of wheat dwarf virus. Int. J. Pest Manag. 48, 233-238.

Lindsten K., Vacke J. (1991) A possible barley adapted strain of wheat dwarf virus (WDV). Acta
Phytopathol. Entomol. Hung. 26, 175-180.

Liu L., Li X., Wang J., Wang M., Chen P., Yin M., Li J., Sheng G., Wang Y. (2017) Two distant
catalytic sites are responsible for C2c2 RNase activities. Cell 168, 121-134.

Lovendahl K. M., Hayward A. N., Gordon W. R., (2017) Sequence-Directed Covalent Protein-
DNA Linkages in a Single Step Using HUH-Tags J. Am. Chem. Soc. 139, 7030-7035.

Makarova K. S., Aravind L., Wolf Y. I., Koonin E. V. (2011) Unification of Cas protein families and
a simple scenario for the origin and evolution of CRISPR-Cas systems. Biol. Direct 6, 38.

Makarova K. S., Grishin N. V., Shabalina S. A., Wolf Y. I., Koonin E. V., (2006) A putative RNA-
interference-based immune systém in prokaryotes: computational analysis of the predicted
enzymatic machinery, functional analogies with eukaryotic RNAI, and hypothetical mechanisms
of action. Biol. Direct 1, 7.

Makarova K. S., Wolf Y. I, Iranzo J., Shmakov S. A., Alkhnbashi O. S., Brouns S. J. J,,
Charpentier E., Cheng D., Haft D. H., Horvath P., Moineau S., Mojica F. J. M., Scott D., Shah S.
A., Siksnys V., Terns M. P., Venclovas C., White M. F., Yakunin A. F., Yan W., Zhang F., Garrett
R. A., Backofen R., van der Oost J., Barrangou R., Koonin E. V. (2020) Evolutionary classification
of CRISPR-Cas systems: a burst of class 2 and derived variants. Nature Reviews Microbiology
18, 67-83

Makarova K. S., Wolf Y. I., Koonin E. V. (2018) Classification ond nomenclature of CRISPR-Cas
systems: where from here? CRISPR J. 1, 325-336.

Manurung B., Witsack W., Mehner S., Gruntzig M., Fuchs E. (2005) Studies on biology and
population dynamics of the leafhopper Psammotettix alienus Dahlb. (Homoptera:
Auchenorrhyncha) as vector of Wheat dwarf virus (WDV) in Saxony-Anhalt, Germany. J. Plant
Dis. Protect. 112, 497-507.

Marraffini L. A., Sontheimer E. J. (2008) CRISPR interference limits horizontal gene transfer in
staphgylococci by targeting DNA. Science 322, 1843-1845.

77



Mojica F. J. M., Diez-Villasefior C., Garcia-Martinez J., Soria E., (2005) Intervening sequences
of regularly spaced procaryotic repeats derice from foreign genetic elements. J. Mol. Evol. 60,
174-182.

Mojica F. J. M., Diez-Villasenor C., Soria E., Juez G. (2000) Biological signifikance of a family of
regularly spaced repeats in the genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria. Mol. Microbiol.
36, 244-246.

Mojica F. J. M., Garrett R. A. (2012) Discovery and Seminar Developments in the CRISPR Field.
In CRISPR-Cas Systems, R. Barrangou and J. van der Oost, eds. (Berlin, Heidelberg: Springer
Berlin Heidelberg), pp. 1-31.

Moijica F. J. M., Ferrer C., Juez G., Rodriguez-Valera F. (1995). Long stretches of short tandem
repeats are present in the largest replicons of the Archaea Haloferax mediterranei and Haloferax
vulcanii and could be involved in replicon partitioning. Mol. Microbiol. 17, 85-93.

Mojica F. J. M., Juez G., Rodriguez-Valera F. (1993). Transcription at different salinities of
Haloferax mediterranei sequences adjacent to partially modified Pslt sites. Mol. Microbiol. 9, 613-
621.

Mullineaux P. M., Guerineau F., Accotto G. P. (1990) Nucleic Acids Res. 18, 7259-7265.

Najar A., Makkouk K. M., Boudhir H., Kumari S. G., Zarouk R., Bessai R., Othman F. B., (2000)
Viral diseases of cultivated legume and cereal crops in Tunisia. Phytopathol. Mediterr. 39, 423-
432.

Nakata A., Amemura M., Makino K. (1989) Unusual nucleotide arrangement with repeated
sequence in the Escherichia coli K-12 chromosome. J. Bacteriol 171, 3553-3556.

Nekrasov V., Staskawicz B., Weigel D., Jones J. D. G., Kamoun S. (2013) Targeted mutagenesis
in the model plant Nicotiana benthamiana using Cas9 RNA-guided endonuclease. Nat Biotechnol
31, 691-693.

Nishimasu H., Ran F. A., Hsu P. D., Konermann S., Shehata S. |., Dohmae N., Ishitani R., Zhang
F., Nureki O.(2014) Crystal structure of Cas9 in complex with guide RNA and target DNA. Cell
156, 935-949.

Nygren J., Shad N., Kvarnheden A., Westerbergh A. (2015) Variation in susceptibility to wheat
dwarf virus among wild and domesticated wheat. PLoS ONE, 10, e0121580.
doi: 10.1371/journal.pone.0121580

Ozcan A., Pausch P., Linden A., Wulf A., Schilhle K., Heider J., Urlaub H., Heimerl T., Bange
G., Randau L. (2019) Type IV CRISPR RNA processing and effector complex formation in
Aromatoleum aromaticum. Nat. Microbiol. 19, 89-96.

Sapranauskas R., Gasiunas G., Fremaux C., Barrangou R., Horvath P., Siksnys V. (2011). The
Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic
Acids Res. 39, 9275-9282.

Shah S. A., Alkhnbashi O. S., Behler J., Han W., She Q., Hess W. R., Garrett R. A., Backofen R.
(2019) Comprehensive search for accessory proteins encoded with archaea and bacterial type
Il CRISPR-cas gene cassettes reveals 39 new cas gene families. RNA Biol. 16, 530-542.

Shmakov S. A., Makarova K. S., Wolf Y. I., Severinov K. V., Koonin E. V. (2018) Systematic
prediction of genes functionally linked to CRISPR-Cas systems by gene neighborhood analysis.
Proc. Natl Acad. Sci. USA 115, E5307-E5316.

Shmakov S., Smargon A., Scott D., Cox D., Pyzocha N., Yan W., Abudayyeh O. O., Gootenberg

J. S., Makarova K. S., Wolf Y. I., Severinov K., Zhang F., Koonin E. V. (2017) Diversity and
evolution of class 2 CRISPR-Cas systems. Nat. Rev. Microbiol. 15, 169-182.

78


https://www.semanticscholar.org/author/K.-Sch%C3%BChle/5763599
https://www.semanticscholar.org/author/J.-Heider/2194143
https://www.semanticscholar.org/author/H.-Urlaub/3348536
https://www.semanticscholar.org/author/T.-Heimerl/50757748
https://www.semanticscholar.org/author/G.-Bange/6512558
https://www.semanticscholar.org/author/L.-Randau/3768246

Schilperoort R. A., Veldstra H., Warnaar S. O., Mulder G., Cohen J. A. (1967) Formation of
complexes between DNA isolated from tobacco crown gall tumours and RNA complementary to
Agrobacterium tumefaciens DNA. Biochim. Biophys. Acta 145, 523-525.

Schubert J., Habekuss A., Kazmaier K., Jeske H. (2007) Surveyingg cereal-infecting
geminiviruses in Germany--diagnostics and direct sequencing using rolling circle amplification.
Virus Res. 127, 61-70.

Siksnys V., Gasiunas G., Karvelis T. (2012) RNA-directed DNA cleavage by the Cas9-crRNA
complex from CRISPR3/Cas immune systém of Streptococcus thermophilus. U.S. Provisional
Patent Application 61/613,373, filed March 20, 2012; later published as US2015/0045546

(pending).

SKLADAL, Vladimir et al. Sladovnicky jeémen. 2, zcela pfepracované vydani. Praha: Statni
zemeédeélské nakladatelstvi, 1967. ISBN 07-014-67-04/29.

Sorek R., Kunin V., Hugenholtz P. (2008) CRISPR-a widespread systém that provides acquired
resistence against phages in bacteria and archaea. Nat. Rev. Microbiol. 6, 181-186.

Sprink, T. Eriksson D., Schiemann J., Hartung F. (2016) Regulatory hurdles for genome editing
- process vs. product based approaches in different regulatory contexts. Plant Cell Rep. 35, 1493-
1506.

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

Tholt G., Kis A., Medzihradszky A., Szita E., Toth Z., Havelda Z. Samu F. (2018) Could vectors’
fear of predators reduce the spread of plant diseases? Sci. Rep. 8, 8705.
doi: 10.1038/s41598-018-27103-y

Vacke J., (1961) Wheat Dwarf Virus Disease Biol.Plant. 3, 228-233.

van Erp P.B., Bloomer G., Wilkinson R. Wiedenhelf, B. (2015) The history and market impact of
CRISPR RNA-guided nucleases. Curr. Opin. Virol. 12, 85-90.

Venclovas C. (2016) Structure of Csm2 elucidates the relationship between small subunits of
CRISPR-Cas effector complexes. FEBS Lett. 590, 1521-1529.

Von Bothmer R., Van Hintum T., Knupffer H., Sato K.: Diversity in Barley (Hordeum vulgare).
Developments in Plant Genetics and Breedings 7. Amsterdam: Elsevier Science B.V. 2003. ISBN
0-444-505857

Voytas D.F. (2013) Plant genome engineering with sequence-specific nucleases. Annu. Rev.
Plant. Biol., 64, 327-350.

Wendt T., Holme |., Dockter C., Preu® A., Thomas W., Druka A., Waugh R., Hansson M.,
Braumann |. (2016) HvDepl Is a positive regulator of culm elongation and grain size in barely
and impacts yield in an environment-dependent manner. PLoS ONE.11, e0168924.

doi: 10. 1371/journal.pone.0168924

Willcox, G.(2005) The distribution, natural habitats and availability of wild cereals in relation to
their domestications in the Near East: multiple events, multiple centres. Vegetation History and
Archaeobotany 14, 534-541.

Wright A. V., Nunez J. K., Doudna J. A. (2016) Biology and applications of CRISPR systems:
harnessing nature's toolbox for genome engineering. Cell 164, 29-44.

Xie J., Wang X., Liu Y., Peng Y., Zhou G. (2007) First report of the occurence of wheat dwarf

virus in wheat in China. Plant Dis. 91, 111.
doi: 10.1094/pd-91-0111b

79



Zhang X., Zhou G. H., Wang X. F. (2010) Detection of wheat dwarf virus (WDV) in wheat and
vector leafhopper (Psammotettix alienus Dahlb.) by real-time PCR. J. Virol. Methods 169, 416-
4109.

ZIMOLKA, Josef et al. JeSmen — formy a uzitkové sméry v Ceské republice. Praha: Profi Press,
2006. ISBN 80-86726-18-5.

Zong Y., Wang Y., Li C., Zhang R., Chen K., Ran Y., Qiu J. L., Wang D., Gao C. (2017) Precise

base editing in rice, wheat and maize with a Cas9-cytidine deaminase fusion. Nat. Biotechnol.
35, 438-440.

80



7.2 Dalsi zdroje

Confédération Paysanne and Others v. Premier Ministre and Ministre de
L'Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét.Judgment of the Court of Justice
of 25 July 2018. Case C-528/16. ECLI:EU:C:2018:583.

Dostupné z:

https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/EN/TXT/?0id=1590471867015&uri=CELEX:62016CJ0528

Cesky statisticky Ufad [online]. Osevni plochy zemédélskych plodin k 31.5.
Praha: Cesky statisticky Gfad, 2020 [cit. 2020-03-04]. Dostupné z:
https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.|jsf?page=vystup-
objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupld=346&katalog=30840&pvo=ZE
MO02A&evo=v533 | ZEM02A-2019 1

Ministerstvo Zivotniho prostredi [online]. Stanovisko CK GMO k novym genovym
technikam — zinkové prsty 3 a podobné techniky vyuzivajici cilenych nukleaz.
Praha: Ministerstvo Zivotniho prostfedi, c2008-2019 [cit. 2020-03-04]. Dostupné
z:

https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska_ck gmo/$FILE/oeres-
stanovisko CKGMO _nove_techniky ZnF3-20130722.pdf

Ministerstvo Zivotniho prostfedi [online]. Stanovisko CK GMO k novym genovym
technikdm: cisgeneze a intrageneze. Praha: Ministerstvo Zivotniho prostredi,
c2008-2019 [cit. 2020-03-04]. Dostupné z:
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska ck gmo/$FILE/oeres
nove techniky cisgeneze 20151005.pdf

Ministerstvo zivotniho prostfedi [online]. Zakon 78/2004 Sb. Praha: Ministerstvo
zivotniho  prostiedi, ¢2008-2019 [cit. 2020-03-04]. Dostupné z:
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/538509B51D97A94FC125690B0
0263A23/%24file/Z%2078 2004.pdf

(https://bezpecnostpotravin.cz/UserFiles/publikacel/Moderni biotechnologie W

EB.pdf)

(Tiskova zprava: http://www.avcr.cz/cs/vyhledavani/index.html?query=GMO)

https://Geminiviridae ~ ViralZone (expasy.org)/109

https://truehopperswp.com/species/psammotettix-alienus #image-1

https://truehopperswp.com/species/psammotettix-alienus #image-2

81


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?qid=1590471867015&uri=CELEX:62016CJ0528
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?qid=1590471867015&uri=CELEX:62016CJ0528
https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupId=346&katalog=30840&pvo=ZEM02A&evo=v533_!_ZEM02A-2019_1
https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupId=346&katalog=30840&pvo=ZEM02A&evo=v533_!_ZEM02A-2019_1
https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?page=vystup-objekt&pvo=ZEM02A&z=T&f=TABULKA&skupId=346&katalog=30840&pvo=ZEM02A&evo=v533_!_ZEM02A-2019_1
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska_ck_gmo/$FILE/oeres-stanovisko_CKGMO_nove_techniky_ZnF3-20130722.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska_ck_gmo/$FILE/oeres-stanovisko_CKGMO_nove_techniky_ZnF3-20130722.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska_ck_gmo/$FILE/oeres_nove_techniky_cisgeneze_20151005.pdf
https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska_ck_gmo/$FILE/oeres_nove_techniky_cisgeneze_20151005.pdf
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/538509B51D97A94FC125690B00263A23/%24file/Z%2078_2004.pdf
https://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.nsf/538509B51D97A94FC125690B00263A23/%24file/Z%2078_2004.pdf
https://bezpecnostpotravin.cz/UserFiles/publikace1/Moderni_biotechnologie_WEB.pdf
https://bezpecnostpotravin.cz/UserFiles/publikace1/Moderni_biotechnologie_WEB.pdf
http://www.avcr.cz/cs/vyhledavani/index.html?query=GMO
https://viralzone.expasy.org/109

