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Abstrakt  

Lilek brambor (Solanum tuberosum) je čtvrtá nejdůležitější zemědělská plodina. S růstem 

světové populace bude potřeba zajistit a udržet stabilní výnosy, které jsou nyní ohroženy 

postupující klimatickou změnou, a to například negativním zásahem do iniciace tvorby hlíz. 

Tuberizace je komplexní děj, zahrnující celou řadu regulačních faktorů, kdy změna každého 

z nich se může odrazit v úspěšnosti celého procesu. Mezi důležité tuberigenní faktory patří 

mobilní protein SP6A. Cílem práce bylo na základě charakterizace linií s knock-outovaným 

SP6A genem objasnit úlohu SP6A v procesu tuberizace u kulturního bramboru. Pro mutagenezi 

jsem použila metodu CRISPR/Cas9 se specificky navrženou gRNA tak, aby došlo k editaci 

všech SP6A alel této tetraploidní rostliny. Komponenty CRISPR/Cas9 jsem do rostlinného 

materiálu stabilně začlenila prostřednictvím Agrobacterium tumefaciens. Následná regenerace 

de novo nevedla k odvození ztrátového mutanta. Opakovaná regenerace de novo sice zvýšila 

efektivitu editace, nicméně jsem u dosud testovaných linií nezískala kompletního knock-out 

mutanta. U části odvozených linií byla zjištěna osminukleotidová delece v sekvenované oblasti 

sledovaného genu, nicméně kromě editovaných sekvencí zůstala v amplikonu i podstatná část 

needitovaná. U nadějných linií byla orientačně stanovena snížená hladina SP6A transkriptu 

oproti WT, avšak tuberizace in vitro překvapivě neukázala očekávané snížení tuberizačního 

potenciálu. 

Klíčová slova: Agrobacterium tumefaciens, CRISPR/Cas9, kulturní brambor, opakovaná 

regenerace de novo, StSP6A, tuberizace 
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Abstract 

Potato (Solanum tuberosum) is the fourth most important crop. As the world's population grows, 

there will be a need to ensure and maintain stable yields, which are now threatened by advancing 

climate change, for example by negative impact on tuber initiation. Tuberisation is a complex 

process governed by a number of regulatory factors, and changes in each of them can affect the 

success of the whole process. Important tuberigenic factors include the mobile protein SP6A. 

The aim of this study was to elucidate the role of SP6A in the tuberization process in cultivated 

potato by characterizing lines with SP6A gene knock-out. For mutagenesis, I used the 

CRISPR/Cas9 method with specifically designed gRNA so that all SP6A alleles of this 

tetraploid species have been edited. I stably incorporated the CRISPR/Cas9 components into 

the plant material via Agrobacterium tumefaciens. Subsequent de novo regeneration did not 

result in the derivation of a loss-of-function mutant. Although repeated de novo regeneration 

increased the editing efficiency, I did not obtain a complete knock-out mutant in the lines tested 

so far. In some of the derived lines, an eight-nucleotide deletion was detected in the sequenced 

region of the gene of interest, however, in addition to the edited sequences, a substantial portion 

of the unedited sequences remained in the amplicon. In the preliminary experiment using 

promising lines, a reduced level of SP6A transcript was determined compared to WT, but in 

vitro tuberization surprisingly did not show the expected reduction in tuberization potential. 

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, CRISPR/Cas9, cultivated potato, de novo regeneration, 

StSP6A, tuberization 
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Seznam zkratek 

6x LD  Loading Dye 

ABA  kyselina abscisová 

ABF  ABRE-BINDING FACTOR 

ABL1  St-ABI5-LIKE 1   

AGL8  AGAMOUS-LIKE 8 

ALS1   ACETOLACTATE SYNTHASE1  

ARF8  AUXIN RESPONSE FACTOR8 

AST1  ABL1 and SP6A-ASSOCIATED TCP PROTEIN 

aTAC  alternative TUBERIGEN ACTIVATION COMPLEX 

BAP  6-benzylaminopurin 

BEL5/11/29 BEL1-LIKE5/11/29 

bp  base pair 

BRC1b  BRANCHED1b 

CAPS  Cleaved-Amplified-Polymorphic-Sequence 

CCD8  CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE 8 

CDC2  CELL-DIVISION-CYCLE 2 

CDF1  CYCLING DOF FACTOR 1 

cDNA   complementary DNA 

CEN  TERMINAL FLOWER 1/CENTRORADIALIS 

CIM  Callus Inducing Medium 

CK  cytokininy 

CO  CONSTANS 

COL  CONSTANS-LIKE 

CRISPR/Cas9  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9 

CT   Threshold cycle 

CTAB  cetyltrimetylammonium bromid 

cv  kultivar 

DEPC  diethylpyrokarbonát 

Des  Desirée 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

DOF  DNA BINDING WITH ONE FINGER 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová 

EtBr  ethidium bromid 

FDL  FLOWERING LOCUS D-LIKE 

FKF1  FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX1 
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FPF1  FLOWERING-PROMOTING FACTOR 1 

FT   FLOWERING LOCUS T 

FTL1  FLOWERING LOCUS T-LIKE 1 

FUL  FRUITFUL 

Fwd  forward 

GA  gibereliny 

GA20ox1 GIBERELLIN20-OXIDASE 1 

GA2ox1  GIBERELLIN 2-OXIDASE 1 

GA3ox2  GIBERELLIN 3-OXIDASE 2 

GBSS   GRANULE-BOUND STARCH SYNTHASE 

GI  GIGANTEA 

gRNA  guide RNA 

HR  homologicky řízená oprava konců 

HXK1  HEXOKINAZA 1 

IT1  IDENTITY OF TUBER 1 

JA  kyselina jasmonová 

KNOX  HOMEOBOX KNOTTED-TYPE 

LD  LONG DAY 

LOG1  LONELY GUY 1 

MADS  MADS-BOX 

miRNA156/172 microRNA 156/172 

mRNA  messenger RNA 

MS  Murashige-Skoog 

Na2EDTA disodná sůl kyseliny etylendiamintetraoctové  

NAA   1-naftylocotvá kyselina 

NFL1/2  NO FLOWERING IN SHORT DAY ½ 

NHEJ  nehomologní spojení konců 

nt  nukleotidů 

Ot  Otava 

PAM  protospacer adiacent motif 

PCR  polymerázová řetězová reakce 

PEBP   PHOSPHATIDYL ETHANOLAMINE-BINDING PROTEIN 

PHYB/F  FYTOCHROM B/F 

PIN  PIN-FORMED 

POTH1  POTATO HOMEOBOX 1 

PTB   POLYPYRIMIDINE TRACT-BINDING PROTEINS 
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PVPP   Polyvinylpoly-pyrrolidon 

qPCR  kvantitativní PCR 

Rev   reverse 

RNA  ribonukleová kyselina 

RNAi  RNA interference 

RNP  nukleoproteinový komplex Cas/gRNA 

RT   reverzní transkriptáza 

SD  SHORT DAY 

SDS  dodecylsulfát sodný  

SES  SUPPRESSING EXPRESSION OF SP6A 

S-geny  Suspectibility genes 

SIM  Shoot Inducing Medium 

SOC1  SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 

SP3D  SELF-PRUNING 3D 

SP5G  SELF-PRUNING 5G 

SP6A  SELF-PRUNING 6A 

SP6Acop  SELF PRUNING 6A CODON-OPTIMALIZED 

SSA  single-strand annealing 

St  Solanum tuberosum 

SUT  SUCROSE TRANSPORTER 

SWEET  SUGARS WILL EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS 

TAC  TUBERIGEN ACTIVATION COMPLEX 

TAE  Tris-acetátový pufr 

TALE  THEE AMINO ACID LOOP EXTENSION 

TCP23  TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF 23 

T-DNA  transferová DNA 

TF  transkripční faktor 

TFL1  TERMINAL FLOWER 1 

TIDE  Tracking of Indels by Decomposition 

TMEJ  polymerázou zprostředkovaná spojení konců 

TOC1  TIMING OF CAB EXPRESSION 1 

Tris   tris(hydroxymetyl)aminometan 

Tris-HCl Tris hydrochlorid 

UBI  POLYUBIQUITIN 

WT  WILD TYPE 

Y2H  YEAST TWO-HYBRID 
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1 Úvod 

Solanum tuberosum, rostlina z čeledi Solanaceae, je významná celosvětově pěstovaná 

zemědělská plodina. Pěstuje se pro jedlé hlízy, které vznikají přeměnou stolonu, specifického 

podzemního stonku. V hlízách má rostlina svoji zásobárnu živin, a také je v ní skryta možnost 

vegetativního rozmnožování. Proces vytvoření hlízy se nazývá tuberizace; jde o komplexní 

morfogenní proces řízený spletitou sítí regulačních drah. Vlivy vnějšího prostředí se odrážejí 

v hladinách signálů, které řídí tuberizaci i energetický a výživový stav rostliny. Jedním 

z hlavních tuberigenních signálů je bramborový homolog Flowering locus T, označovaný jako 

SP6A. Regulační síť řídící tuberizaci je ale velmi komplexní a význam jednotlivých regulačních 

drah zůstává stále ne úplně objasněný. Nejčastěji používaným modelem studia je Solanum 

tuberosum poddruh andigena, který se v mnohém od kulturních druhů brambor liší. 

V souvislosti s předpokladem, že probíhající klimatická změna, pokud nedojde k jejímu 

omezení či zastavení, může snížit celosvětovou produkci bramboru až o 30 %, potřeba hlubšího 

pochopení celého morfogenního procesu tuberizace u kulturních brambor nabývá na významu. 

1.1 Cíle 

Pomocí CRISPR/Cas9 mutageneze odvodit stabilní SP6A knock-out linie pro dva kultivary 

(Desirée a Otava) kulturního bramboru Solanum tuberosum. Prostřednictvím charakterizace 

těchto linií pak přispět k objasnění role SP6A. 

Dílčí cíle:  

• Odvodit SP6A knock-out linie pomocí CRISPR/Cas9 mutageneze: 

o transformovat rostlinný materiál prostřednictvím Agrobacterium tumefaciens 

s vneseným konstruktem pro CRISPR/Cas9 mutagenezi; 

o regenerovat transgenní rostlinný materiál; 

o ověřit přítomnost transgenu a přítomnost a charakter mutace či mutací 

v sekvenci, na kterou cílí gRNA, selektovat kompletní knock-out linie pro další 

charakterizaci, příp. nadějné linie s částečně editovaným SP6A. 

U nadějných linií: 

o ověřit zachování aktivity Cas9 pomocí detekce transkriptu; 

o redukovat chimérismus opakovanou regenerací de novo; 
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o ověřit přítomnost a charakter mutace/mutací, selekce knock-out linií (v případě 

neúspěchu při identifikaci linie/linií s kompletně editovanou SP6A vybrat linie 

s částečně editovaným SP6A genem pro další experimenty). 

• Charakterizovat odvozené linie knock-out, resp. nadějné linie: 

o porovnat hladiny celkového SP6A mRNA a zastoupení kontrolních SP6A 

transkriptů ve výchozím rostlinném materiálu (WT) a transgenních liniích; 

o otestovat vliv SP6A knock-out mutanta na tuberigenní potenciál v podmínkách 

in vitro; 

o porovnat tuberigenní potenciál ve výchozím rostlinném materiálu (WT) 

a transgenních linií. 
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2 Literární přehled 

2.1 Tuberizace 

Lilek brambor (Solanum tuberosum) je významná zemědělská plodina, která se pěstuje pro 

jedlé hlízy bohaté na sacharidy, vitamíny, vlákninu a antioxidanty. Hlízy bramboru vznikají 

modifikací podzemních stonků (tj. stolonů) během procesu zvaného tuberizace. Při tvorbě hlíz 

dochází k integraci enviromentálních a endogenních faktorů, jejich souhra má rozhodující roli 

při spuštění mašinérie působící změny ve stolonu. 

Výsledkem těchto změn je kromě jiného generování mobilních signálů, které zprostředkovávají 

informace o vnitřních a vnějších podmínkách v rámci rostliny. Jsou transportovány floémem 

do stolonu; patří mezi ně např. homolog FT protein SP6A (SELF-PRUNING 6A) nebo BEL5 

mRNA (BEL1-LIKE 5). Souhra všech signálů ve stolonu pak spouští specifickou genovou 

expresi koordinující přeměnu stolonu v hlízu (přehledně např. v Dutta et al., 2023). 

Přesměrování vývoje stolonu v hlízu se projevuje změnami v genové expresi, což vede 

k biochemickým a také morfologickým změnám, které zahrnují zastavení dlouživého růstu 

stolonu. V subapikální oblasti stolonu dochází k buněčné proliferaci a reorientaci dělení buněk 

(z transverzálního na longitudinální), následně i k expanzi buněk (Xu et al., 1998a; Rodríguez-

Falcón et al., 2006). Zároveň dochází k posílení alokace asimilátů z listů do stolonu. Hlavním 

transportovaným sacharidem je sacharóza, která slouží jako zdroj energie pro buněčné dělení, 

růst a následně jako výchozí látka pro ukládání energie a uhlíku ve formě škrobu (Geigenberger, 

2003). 

2.1.1 Vnější faktory ovlivňující nástup tuberizace 

Exogenní podmínky se promítnou do statutu rostliny, a to na úrovni obsahu metabolitů, jejich 

distribuci po rostlině a následně také v jejich signalizaci. Určitá souhra podmínek vnějšího 

prostředí může tuberizaci spustit, jiná naopak oddálit. U některých poddruhů brambor je 

zásadním signálem fotoperioda, která o tvorbě hlíz rozhoduje. Například často studovaný model 

Solanum tuberosum ssp. andigena, původem z horských oblastí Jižní Ameriky, je poddruh 

striktně závislý na krátkodenních podmínkách (SD, short day) a také nízkých nočních teplotách 

(Rodríguez-Falcón et al., 2006). Kulturní brambory, odvozené od chilského nížinného 

poddruhu Solanum tuberosum ssp. tuberosum, jsou adaptované na vyšší teploty a jsou méně 

citlivé k délce noci, tzn. tvoří hlízy i za podmínek dlouhodenních (LD, long day).  

Fotoperioda je vnímaná listy prostřednictvím fytochromu B (PHYB), signál o délce dne je 

převeden do mobilního signálu (proteinu SP6A, viz kap. 2.1.3) (Rodríguez-Falcón et al., 2006). 
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Dalším fytochromem, který má vliv na tuberizaci během LD podmínek, je fytochrom F (Zhou 

et al., 2019). Dalším faktorem, ovlivňujícím indukci tuberizace, je dostupnost dusíku z půdy. 

Bylo pozorováno, že přidáním dusíku se v rostlině snížil poměr uhlíku : dusíku, což vedlo ke 

zpomalení tuberizace (Zheng et al., 2018).    

2.1.2 Vnitřní faktory ovlivňující nástup tuberizace 

2.1.2.1 Sacharidy 

Dalším z důležitých aspektů, podílejících se na tvorbě hlíz, je energetický metabolismus 

rostliny, zejména pak produkce fotoasimilátů. Primární asimiláty, sacharidy, jsou zdrojem 

uhlíku a energie, substrát pro syntézu škrobu, ale současně také pohánějí floémový tok, čímž 

se podílejí i na transportu tuberigenního signálu. Nadto sacharidy fungují i jako signální 

molekuly (přehledně v Smeekens a Hellmann, 2014).   

Transport sacharózy do průvodních buněk floému a jeho vykládání ve stolonu je zajištěn 

proteinovými transportéry SUT (SUCROSE TRANSPORTER) (Riesmeier et al., 1994). 

U bramboru byli detekováni tři zástupci z této rodiny, StSUT1, StSUT2 a StSUT4 (Chincinska 

et al., 2008). Základní roli má SUT1, umlčení jeho exprese vede k redukci růstu hlíz (Riesmeier 

et al., 1994). Transportéry se mohou spolu vzájemně ovlivňovat a jejich exprese se v různých 

pletivech liší, přehledně v Zierer et al., 2021.  Přechod sacharidů ze symplastického prostředí 

do apoplastického prostoru zajišťují transportéry z rodiny StSWEET (SUGARS WILL 

EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS) (Chen et al., 2012). V prvních fázích 

tvorby hlízy dochází ke změně způsobu vykládání sacharózy z apoplastického na symplastický 

prostor (Viola et al., 2001). 

2.1.2.2 Fytohormony  

Kromě sacharidového metabolismu se na procesu tuberizace podílí významně i hormonální 

rovnováha. Fytohormony ovlivňují tuberizaci různými efekty v různých fázích vývoje, na 

procesu se podílejí gibereliny (GA), kyselina abscisová (ABA), auxin, strigolaktony, 

cytokininy (CK), brassinosteroidy a kyselina jasmonová (JA) (Saidi a Hajibarat, 2021).  

Gibereliny jsou nejdéle studované fytohormony zapojené do procesu tuberizace. Stimulují 

iniciaci a růst stolonu, které předcházejí tvorbě hlíz, zároveň mají inhibiční efekt na iniciaci 

tuberizace; před založením hlízy je nutný nízký obsah GA (Xu et al., 1998b). Zduření stolonové 

špičky je navozeno změnou zastoupení aktivních a inaktivních forem GA, např. za induktivních 

podmínek dochází k expresi genu StGA2ox1 (GIBERELLIN 2-OXIDASE 1), jehož produkt 

snižuje hladiny aktivních GA. Vedle toho se ve stolonu snižuje exprese genů, které se účastní 
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biosyntézy bioaktivních GA, např. StGA3ox2 (GIBERELLIN 3-OXIDASE 2) a StGA20ox1 

(GIBERELLIN 20-OXIDASE 1), viz obrázek 1 (Carrera et al., 2000; Kloosterman et al., 2007; 

Bou-Torrent et al., 2011).  Ke zpoždění iniciace tuberizace dochází, když jsou ve špičce stolonu 

tvořeny stále nové aktivní formy GA nebo pokud nedochází k degradaci aktivních forem. Linie 

s podpořenou degradací aktivních GA vykazovaly zrychlený nástup tvorby hlíz (Carrera et al., 

2000; Kloosterman et al., 2007).  

  

  

 

Obrázek 1: Metabolismus giberelinů vztažený k vývoji hlíz, A) vývojová stádia hlíz (1–8) sklizená po 25 dnech; 

B) hladiny exprese transkriptů metabolismu giberelinů během zakládání hlíz (A) pro transkripty StGA20ox1, 

StGA3ox2 (převzato a upraveno z Kloosterman et al., 2007).    

Kyselina abscisová (ABA) stimuluje iniciaci hlíz tím, že působí antagonisticky vůči GA (Saidi 

a Hajibarat, 2021). Studie in vitro ukázaly, že pokud je do média přidána ABA, zvyšuje se počet 

hlíz a tvoří se dříve než u rostlin, které rostou na médiu bez ABA (Xu et al., 1998b). Další práce 

ukázaly, že v iniciační fázi tuberizace dochází k zapojení transkripčních faktorů (TF) stresové 

dráhy, např. StABF (ABRE-BINDING FACTOR) a StABL1 (StABI5-LIKE 1), které 

zprostředkovávají integraci signalizačních drah ABA a GA (Muñiz García et al., 2014; Jing et 

al., 2022). 

A 

B 
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V procesu iniciace tvorby hlíz má významnou úlohu auxin. V raných stádiích iniciace hlíz je 

nezbytná zvýšená hladina auxinů v apikální části stolonu a její následný pokles (Roumeliotis et 

al., 2012). Bylo pozorováno, že oslabení auxinového maxima během iniciace tuberizace vede 

k zamezení tvorby hlíz (Roumeliotis et al., 2012). Místo biosyntézy auxinu bylo stanoveno 

podle navýšení exprese genu StYUC-like (homolog YUCCA genů zapojených v biosyntetické 

dráze auxinu) v oblasti apikálního meristému stolonu, odkud je auxin transportován pomocí 

PIN (PIN-FORMED) transportérů k bazální části stolonu (Roumeliotis et al., 2012). 

Ve studii Roumeliotis et al. (2012) bylo zjištěno, že strigolaktony inhibují prorůstání axiálních 

pupenů stolonu, čímž dochází i k inhibici tvorby dalších hlíz. V tloustnoucím stolonu byla 

detekována vysoká exprese genu pro syntézu strigolaktonu StCCD8 (CAROTENOID 

CLEAVAGE DIOXYGENASE 8). U StCCD8 overexpresních linií se navýšil počet hlíz, avšak 

jejich celkový výnos byl nižší než u kontrolních rostlin. Studie předpokládá, že dochází 

k integraci signálů strigolaktonů a auxinu během zakládání hlízy (Pasare et al., 2013). 

Proliferace buněk v již založených hlízách je regulována auxin/cytokininovou rovnováhou 

(Kolachevskaya et al., 2021). Efekt cytokininů na dělení buněk meristematického pletiva hlízy 

popsala studie, ve které byla sledována exprese genu LOG1 (LONELY GUY 1, kódující enzym 

účastnící se biosyntetické dráhy CK), jehož overexprese spouští tvorbu vzdušných hlíz 

v neočekávaných místech axilárních stonkových meristémů blízkého příbuzného, rajčete 

(Eviatar-Ribak et al., 2013).  

Brasinosteroidy pozitivně ovlivňují tuberizaci, a to přes expresi genů zapojených v tuberigenní 

signalizaci: StBEL5 (BEL1-like 5), StCDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1), StSP6A 

a StSWEET11 (Zhu et al., 2019; Huang et al., 2021).  

Aplikace kyseliny jasmonové (JA) stimuluje tvorbu hlíz u in vitro kultur (Pelacho a Mingo-

Castel, 1991). Vztah kyseliny jasmonové k procesu tuberizace není příliš objasněn. Yuan et al. 

(2022) ukázali, že nízká hladina JA má vliv na expresi genů, jejichž proteiny jsou zapojeny 

v tvorbě buněčné stěny a cytoskeletu, což má zřejmě vliv na expanzi buněk ve vznikajících 

hlízách, vyšší koncentrace JA však vývoj hlíz inhibují.   

2.1.3 Specifická tuberigenní signalizace   

Propojení signálů prostředí s vnitřním statusem rostliny a biochemickými či morfogenními 

změnami je zajištěno specifickou sítí signalizačních drah, ve většině případů studovaných na 

poddruhu andigena. Molekulární podstata tuberigenní signalizace je v mnohém podobna 

mechanismu regulace nástupu kvetení. Dutta et al. (2023) odkazuje na Chaïlakhyan et al. 
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(1981), který poukázal na možnou existenci společných regulačních faktorů mezi těmito dvěma 

ději. Jak již bylo zmíněno výše, signál o délce dne je zachycen v listech pomocí PHYB, ten 

působí spolu s cirkadiánními hodinami a dochází k produkci mobilního signálu SP6A, který 

putuje floémem do cílového pletiva (stolonu), kde interaguje s dalšími faktory a spouští řadu 

procesů vedoucích k přeměně stolonu v hlízu (Rodríguez-Falcón et al., 2006).  

Mezi hlavní faktory, které se účastní tuberigenní signalizace, patří především StCDF1 

(CYCLING DOF FACTOR1) a mobilní signály StSP6A (SELF-PRUNING 6A) a StBEL5 

(BEL1-LIKE 5). StSP6A je homolog FT a je mobilní ve formě proteinu, zatímco StBEL5 se 

rostlinou pohybuje jako mRNA (Banerjee et al., 2006; Navarro et al., 2011; Kloosterman et al., 

2013).  

StCDF1 je transkripční faktor, který patří do rodiny DOF (DNA BINDING WITH ONE 

FINGER) a vedle tuberizace řídí i nástup kvetení. Za podmínek krátkého dne u Arabidopsis 

thaliana se CDF1 faktor hromadí a váže se do promotorů genů CONSTANS (CO) 

a FLOWERING LOCUS T (FT), čímž potlačuje jejich expresi a blokuje tím kvetení. U striktně 

krátkodenních odrůd bramboru je vazbou StCDF1 do promotoru bramborového homologa CO 

(StCOL) nepřímo aktivována exprese genu StSP6A a tuberizace je podpořena. V neinduktivních 

podmínkách totiž StCOL (CONSTANS-LIKE) nástup tuberizace inhibuje (obrázek 2) 

(Kloosterman et al., 2013). Inaktivace StCOL1 vedla k časnějšímu kvetení u brambor 

(Abelenda et al., 2016).  U kulturních brambor byla dokázána přítomnost více alel StCDF1 

(StCDF1.1, StCDF1.2, StCDF1.3) (Kloosterman et al., 2013; Navarro et al., 2015; Abelenda et 

al., 2016; Kondhare et al., 2019). Pro tuberizaci mají význam především alely StCDF1.2 

a StCDF1.3, u kterých bylo pozorováno narušení sekvence v oblasti C-konce, která je důležitá 

pro interakci s komponentou cirkadiánních hodin FKF1 (FLAVIN-BINDING KELCH 

REPEAT F-BOX1); to umožňuje obejít post-translační kontrolu fotoperiody a tvořit hlízy i za 

LD podmínek (Kloosterman et al.,2013; Morris et al., 2014). Salaria et al. (2020) studovali 

význam alel StCDF1.2 a 3 pro zahájení tuberizace u časné a pozdní odrůdy, kde se tyto alely 

vyskytovaly ve vyšší míře u raných než u pozdních odrůd. 
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Obrázek 2. Role FT homologů v regulaci tuberizace a kvetení u bramboru, převzato ze Susila a Purwestri (2023). 

Za neindukčních podmínek StFKF1 a StGI (GIGANTEA) interagují s StCDF1, spouští jeho degradaci, a tak brání 

inhibici exprese StCOL1. Pokud je StCOL1 stabilizován fytochromem B/F, přímo aktivuje expresi genu StSP5G. 

StSP5G protein pak potlačuje expresi StSP3D i StSP6A. Za indukčních podmínek StCDF1 potlačuje expresi 

StCOL1/2 a StSP5G, a tím aktivuje expresi StSP3D a StSP6A. Protein StSP6A je potom transportován do stolonu, 

kde vytváří komplex s StFDL1 a St14-3-3 proteinem. Kromě tohoto komplexu může StSP6A tvořit komplex 

s StABL1 a St14-3-3 proteinem (tzv. alternativní TAC). Komplexy pak regulují geny, které vedou k přeměně 

stolonu v hlízu. Dále s StSP6A interaguje i transkripční faktor BRANCHED1b (BRC1b), a tím brání tvorbě 

nadzemních hlíz. Plnění hlíz je také podpořeno vazbou StSP6A na StSWEET transportér, čímž je zablokován 

odtok sacharidů do apoplastu. Transkripčním aktivátorem StCDF1 a StSP6A v podmínkách vhodných 

pro tuberizaci je i StBEL5, který je regulován přes fytochrom B a microRNA 172 (miRNA172). Při stresu vysokých 

teplot interaguje s StSP6A StTOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1, složka cirkadiálních hodin), a reguluje 

tak jeho expresi. Během neinduktivních podmínek pro tuberizaci je StSP3D schopen tvořit aktivační komplex 

s StABI5-like (StABL1) a 14-3-3 proteinem, a tak regulovat expresi genů, které vedou ke kvetení. StCEN může 

tvořit komplex se StFDL1 a St14-3-3 proteinem a potlačit tvorbu květu, stejně tak může kompetovat o vazebné 

místo v tomtéž komplexu se SP6A, který se tvoří ve stolonu. Exprese StSP6A je v neinduktivních podmínkách 

negativně regulována i miRNA156 a specifickou micro RNA SES (SUPPRESSING EXPRESSION OF SP6A) 

(Martin et al., 2009; Klosterman et al., 2013; Bhogale et al., 2014; Abelenda et al., 2016; Teo et al., 2017; 

Hannapel et al., 2017; Kondhare et al., 2019; Lehretz et al., 2019; Morris et al., 2019; Zhou et al., 2019; Zhang et 

al., 2020; Jing et al., 2022; Nicolas et al., 2022). 

 

Dalším faktorem, regulujícím nástup tuberizace, je transkripční faktor StBEL5. Ve studii Chen 

et al. (2003) studovali overexpresi StBEL5 u poddruhu andigena a výsledky ukázaly navýšení 

výnosu hlíz, z čehož lze usuzovat, že se jedná o pozitivní regulátor procesu zakládání hlíz. 

Rodina BEL-like transkripčních faktorů patří do třídy TALE (THREE AMINO ACID LOOP 

EXTENSION) (Hannapel et al., 2017).  Kromě BEL5 byl vliv na tuberizaci prokázán i u dalších 
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dvou BEL1-like transkripčních faktorů StBEL11 a StBEL29, které u poddruhu andigena 

naopak tvorbu hlíz ovlivňují negativně (Sharma et al., 2014; Hannapel et al., 2017; Ghate et 

al.,2017). Členové z rodiny BELL tvoří heterodimer s proteinem KNOX (HOMEOBOX 

KNOTTED-TYPE), u bramboru POTH1 (POTATO HOMEOBOX 1) (Chen et al., 2003; 

Banerjee et al., 2006; Sharma et al., 2016). Heterodimer BEL5-POTH1 reguluje expresi 

cílových genů tuberigenní signalizace a kromě toho také ovlivňuje transkripci StCDF1 

a StSP6A v listech (obrázek 2) (Chen et la., 2003; Cho et al., 2015; Sharma et al., 2016). Za 

indukčních podmínek je StBEL5 transkript transportován z listu floémem do podzemní části 

rostliny. Pro stabilitu a ochranu StBEL5 mRNA transportovanou floémem dochází k vazbě 

s PTB (POLYPYRIMIDINE TRACT-BINDING PROTEINS) proteiny (Banerjee et al., 2006; 

Cho et al., 2015). Ve stolonu je transkript translatován a BEL5 sestavuje heterodimer 

s vazebným partnerem POTH1 (Banerjee et al., 2006). Komplex BEL5-POTH1 podporuje 

autoregulační smyčku exprese BEL5 ve stolonu a zároveň ve stolonu podporuje expresi dalšího 

tuberigenního signálu SP6A, a to přímou vazbou do promotoru, čímž dochází k amplifikaci 

signálu BEL5 i SP6A vedoucího k tuberizaci (Sharma et al., 2016). BEL5-POTH1 indukuje 

také akumulaci transkriptu SP6A v kořenech. Funkce SP6A a BEL5 v kořenech dosud není 

vyjasněná. Heterodimer BEL5-POTH1 cílí i do promotorů dalších genů, obsahujících TTGAC 

tandemový motiv. Indukovaná exprese skrze komplex StBEL5-POTH1 byla sledována nejen 

u genů téže skupiny (StBEL5, StBEL11, StBEL29) a StSP6A, ale např. i pro GA2ox1, PIN1, 

PIN4, LOG1-3 a YUCCA1 (Lin et al., 2013; Sharma et al., 2016).  

2.1.3.1 FT homology  

Povaha mobilního tuberigenního signálu je komplexnější, součástí jsou proteiny genové rodiny 

FT (FLOWERING LOCUS T), které patří do skupiny PEBP proteinů (PHOSPHATIDYL 

ETHANOLAMINE-BINDING PROTEIN) (Karlgren et al., 2011). Členové této genové rodiny 

se významně podílejí na vývojových procesech rostlin (přehledně v Susila a Purwestri, 2023). 

PEBP proteiny byly rozděleny do tří skupin, geny podobné genům MOTHER OF FT AND TFL1 

(MOTHER OF FLOWERING LOCUS T AND TERMINAL FLOWER 1), geny podobné genům 

FT a geny podobné TERMINAL FLOWER 1/CENTRORADIALIS (TFL1/CEN) (Karlgren et al., 

2011). Genomová analýza bramboru odhalila celkem 15 PEBP genů (Zhang et al., 2022).  

U bramboru byly popsány následující FT homology FT: StSP3D (SELF-PRUNING 3D), 

StSP5G (SELF PRUNING 5G-A), StSP5G-like, StSP5G-B, StCEN, StFTL1 (FLOWERING 

LOCUS T-LIKE 1) a StSP6A (Navarro et al., 2011; Abelenda et al., 2016; Zhang et al., 2020; 

Jing et al., 2023). U některých zástupců této skupiny bylo zjištěno, že, podobně jako FT, vytváří 
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komplex s StFD-like a St14-3-3 proteiny, který pak reguluje expresi cílových genů, viz dále 

(Teo et al., 2017). Předpokládalo se, že SP3D se významně účastní signalizace kvetení během 

LD, avšak zjistilo se, že SP3D je v nižší míře exprimován i za podmínek SD (Navarro et al., 

2011; Jing et al., 2023). StSP3D je exprimován v listech a floémem transportován buď do 

apikálního meristému, nebo do stolonu (Jing et al., 2023). Umlčení SP3D pomocí RNAi (RNA 

interference) vedlo k pozdnímu kvetení (Navarro et al., 2011). Avšak novější studie odhalila, 

že kvetení není na expresi StSP3D v listech tolik závislé. Plantenga et al. (2019a) studovali 

SP3D RNAi linie u poddruhu andigena během LD i SD podmínek s navýšením celkového 

množstvím světla. Transgenní linie kvetly o trochu později než wild type (WT) za LD i SD 

podmínek. Ačkoliv exprese SP3D byla oproti WT nízká, autoři uzavírají, že exprese SP3D 

nekoreluje s dobou kvetení a pro indukci tvorby květu není vysoká exprese SP3D v listech 

nutná (Plantenga et al., 2019a). Je tedy pravděpodobné, že se na kvetení podílejí i další 

homology FT, viz níže. Jing et al. (2022) naznačují, že StSP3D je schopen tvořit aktivační 

komplex s 14-3-3 proteinem a transkripčním faktorem StABI5-like (StABL1), a tak podpořit 

kvetení. Komplex aktivuje expresi StSOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 

1) a StFUL (FRUITFUL), které se účastní determinace květního meristému. Kromě regulace 

kvetení, odhaluje studie Jing et al. (2023), že overexprese genů StSP3D a StFTL1 (u kultivaru, 

který netuberizuje za LD) podporuje i tuberizaci nezávisle na fotoperiodě. Proteiny kódované 

těmito geny jsou mobilní a indukují expresi StSP6A ve stolonu, a tak podporují i jeho pozitivní 

zpětnovazebnou smyčku exprese (Navarro et al., 2011; Jing et al., 2023).  

StSP5G, StSP5G-like i StSP5G-B jsou negativní regulátor tuberizace za LD podmínek 

(Navarro et al.,2011; Abelenda et al., 2016; Jing et al., 2023). U S. tuberosum poddruhu 

andigena byla exprese SP5G a SP5G-like detekována v listech za neinduktivních podmínek 

(Navarro et al., 2011). Exprese StSP5G je spuštěna prostřednictvím CONSTANS-like1 

(StCOL1) (Abelenda et al., 2016). Za LD podmínek StCOL1 přímo aktivuje promotor genu 

StSP5G, ten pak potlačuje expresi StSP3D, a tím oddaluje kvetení. Zároveň SP5G potlačuje 

tvorbu hlíz skrze inhibici StSP6A v listech, viz obrázek 2 (Navarro et al., 2011; Abelenda et 

al., 2016). 

2.1.3.1.1 StSP6A  

Jak již bylo zmíněno výše, SP6A je významný tuberigenní signál. Jako klíčový regulátor 

tuberizace u bramboru byl protein SP6A identifikován ve studii Navarro et al. (2011). 

Roubovacími pokusy bylo zjištěno, že SP6A je mobilní protein podporující přeměnu stolonu 

v hlízu. Morris et al. (2014) porovnávali poddruhy andigena a neo-tuberosum, které vykazovaly 
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rozdíly v tuberizaci během dlouhého dne. Zatímco u andigeny byla zjištěna přítomnost jenom 

jedné z nich (A1), která je exprimována v listech za SD podmínek, u neo-tuberosum odhalili 

přítomnost dvou alel genu StSP6A (A1 a A2). Zdá se, že protein kódovaný alelou A2 se 

strukturně liší od proteinu kódovaného alelou A1. A2 alela je narozdíl od alely A1 exprimovaná 

a účastní se procesu navození tuberizace i za podmínek dlouhého dne. Analýza exprese StSP6A 

v kulturních odrůdách časných, pozdních a středně pozdních brambor odhalila, že akumulace 

transkriptu v listech koreluje s dobou zahájení tuberizace. StSP6A se tak podílí na kontrole 

tvorby hlíz i kulturních brambor, které nejsou striktně fotoperiodicky citlivé (Navarro et al., 

2011). Bylo zjištěno, že hladina StSP6A transkriptu v listech také koreluje s množstvím 

založených hlíz (Lehretz et al. 2021a).   

Exprese StSP6A v listech je negativně ovlivněna stresem ze sucha a tepla. U Solanum 

tuberosum cv. Solara byla identifikovaná malá specifická regulační RNA SES (SUPPRESSING 

EXPRESSION OF SP6A), která je indukovaná vysokou teplotou. Má negativní dopad na 

tuberizaci, protože post-transkripčně inaktivuje SP6A v listu, čímž zpožďuje tvorbu hlíz 

(obrázek 2) (Lehretz et al., 2019). Naopak se předpokládá, že pozitivní vliv na expresi StSP6A 

(kromě fotoperiody) má zřejmě i sacharidová bilance. V transgenních rostlinách kulturního 

bramboru Solara bylo pozorováno, že při souběžné zvýšené expresi hexokinázy z Arabidopsis 

thaliana (AtHXK1) a StSP6A dochází při působení sucha a vysokých teplot ke zvýšení tvorby 

menších hlíz, a přesto byl výnos hlíz u transgenních rostlin až 5× vyšší oproti stresované 

kontrole (Lehretz et al., 2021b). Dalším pozitivním regulátorem StSP6A může být vyřazení 

nějakého inhibitoru v signální dráze StSP6A (např. StSP5G) (Abelenda et al., 2016).  

Jak již bylo zmíněno výše, procesy tuberizace a kvetení jsou si podobné a navzájem spolu 

v bramboru interagují. Kromě role v tuberizaci se StSP6A podílí i na regulaci kvetení a větvení 

stonku.  Jak bylo uvedeno výše, k přechodu do kvetení zřejmě stačí nízké hladiny StSP3D, ale 

úspěšnost vývoje květních pupenů je pravděpodobně určena hladinou StSP6A. Bylo 

pozorováno, že snížení exprese StSP6A neovlivnilo dobu přechodu do kvetení v SD, ale 

podpořilo vývoj květních pupenů v těchto podmínkách a naopak zvýšená exprese ho potlačila 

(Plantenga et al., 2019b). CDF1 overexprimující linie kulturního bramboru (CE3027), které 

měly upregulovanou expresi StSP6A (v LD podmínkách), vykazovaly oproti kontrole potlačení 

ve vývoji květních pupenů (Plantenga et al., 2019b).  

Předpokládá se, že k expresi StSP6A poolu, který řídí tuberizaci (a příp. i kvetení), dochází 

v průvodních buňkách floému. Protein StSP6A je pak transportován floémem do stolonu (resp. 

vzrostného vrcholu prýtu), kde spouští morfogenní změnu (Navarro et al., 2011). Ve stoncích 
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a stolonech U poddruhu andigena byla sledována přímá vazba StSP6A s transportérem 

StSWEET11 (obrázek 2) na cytoplazmatické membráně. Interakcí dochází k inaktivaci 

transportéru, a tím je snížen odtok asimilátů do apoplastu podél transportní dráhy 

a pravděpodobně je také podpořen symplastický transport sacharózy do cílového pletiva a také 

stimulováno symplastické vykládání sacharózy do stolonu a vyvíjejících se hlíz (Abelenda et 

al., 2019). Tvorba podzemních hlíz je podpořena aktivitou BRC1b (BRANCHED1b) faktoru, 

který je zapojen v inhibici tvorby nadzemních hlíz. BRC1b zabraňuje větvení stonku 

a podporuje dormanci axilárních pupenů prostřednictvím indukce signální dráhy ABA. Zároveň 

přímo interaguje s proteinem StSP6A, a tak blokuje aktivitu tuberigenního signálu v nadzemní 

části rostliny (Nicolas et al., 2022).  

Exprese genu SP6A byla pozorována i ve stolonech, ačkoli tam byla jeho exprese vzhledem 

k listu opožděná. To naznačuje, že do stolonu musí být dotransportovaný SP6A protein 

produkovaný za indukčních podmínek v listu, a ten spustí ve stolonu autoregulační smyčku, 

která dále navyšuje hladinu transkriptu StSP6A (Navarro et al., 2011). Ve stolonech StSP6A 

interaguje s negativním regulátorem TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1, složka 

cirkadiálních hodin), a tak potlačuje jeho pozitivní zpětnovazebnou regulaci SP6A během 

vysokých teplot (Morris et al., 2019).  

V recentní studii bylo pomocí Y2H (YEAST TWO-HYBRID) odhaleno, že StSP6A může 

interagovat s 77 proteiny, jejichž funkce může být touto interakcí ovlivněna (Wang et al., 2022). 

Autoři dále sledovali expresi tří vybraných StSP6A interakčních partnerů, které se 

u Arabidopsis thaliana účastní regulace kvetení: StFPF1 (FLOWERING-PROMOTINF 

FACTOR 1), StNFL1 a StNFL2 (NO FLOWERING IN SHORT DAYS 1/2). U transgenních linií 

s umlčeným fytochromem F vykazoval StFPF1 velmi podobný profil exprese jako StSP6A; 

exprese obou byla ve stolonech i listech navýšena, zatímco exprese StNFL1/2 byla ve stolonech 

snížena. Předpokládá se, že se tyto faktory tedy také nějakým způsobem účastní regulace 

tuberizace (Wang et al., 2022). Dalším interakčním partnerem SP6A je IT1 (IDENTITY OF 

TUBER 1), který se účastní iniciace tuberizace. Stolony IT1 knock-outované linie (Solanum 

phureja) vykazovaly během induktivních podmínek místo tloustnutí stolonu jeho větvení (Tang 

et al., 2022).  

Ve stolonu tvoří StSP6A, podobně jako FT ve vzrostném vrcholu stonku, tzv. komplex TAC 

(TUBERIGEN ACTIVATION COMPLEX) s StFD-like (FLOWERING LOCUS D LIKE) 

a St14-3-3 proteiny, který je zodpovědný za aktivaci cílových genů, a tím za přeměnu stolonu 

v hlízu (Navarro et al., 2011; Sharma et al., 2016; Teo et al., 2017). Zhang et al. (2020) popsali 
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negativní faktor StCEN (TERMINAL FLOWER-1/CENTRORADIALIS), který kompetuje 

s StSP6A při vytvoření komplexu s StFDL a St14-3-3 proteinem. StCEN RNAi linie 

vykazovaly vyšší expresi cílových genů TAC a zvýšení výnosu hlíz (Zhang et al., 2020). 

Nedávná studie popsala alternativní TAC (aTAC) komplex regulující nástup hlíz, kde 

vazebným partnerem pro StSP6A je StABL1 (ABI5-like1; transkripční faktor účastnící se 

signalizace ABA, viz kap. 2.1.2.2) a St14-3-3 protein (Jing et al., 2022). V letošním roce byla 

vydaná studie, která zaznamenala specifickou expresi transkripčního faktoru StTCP23 

(TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF 23), později přejmenovaného na StAST1 

(StABL1 a StSP6A-asociovaný TCP protein 1) ve vyvíjejících se stolonech a hlízách. StAST1 

se váže s StSP6A, StFDL1 a StABL1, a tím snižuje tvorbu aTAC. Předpokládá se, že ovlivňuje 

i tvorbu TAC díky vazbě StABL1 s StFDL1. Umlčení exprese StAST1 vedlo k časné tvorbě hlíz 

(Sun et al., 2024).  

Během přeměny stolonu v hlízu musí být zajištěna robustní koordinace vývojových změn, to je 

do jisté míry dáno překryvem cílových genů pro komplexy s StSP6A a dalším významným 

tuberigenem – StBEL5 (viz 2.1.3) (Navarro et al., 2011; Sharma et al., 2016). V transgenních 

rostlinách S. tuberosum andigena s inducibilní expresí StSP6A byla pozorována indukce genů 

zapojených v časných stádiích vývoje hlíz. Mezi tyto geny patří: gen pro interakčního partnera 

FD-like, FPF1 (FLOWERING-PROMOTING FACTOR 1), geny kódující proteiny zapojené 

v hormonální signalizaci PIN1 (PIN-FORMED 1), PIN4, ARF8 (AUXIN RESPONSE FACTOR 

8), AGL8 (AGAMOUS-LIKE 8), GA2ox1, GA20ox1, gen pro sacharózový transportér SUT1 

a gen, jehož protein reguluje buněčný cyklus CDC2 (CEEL-DIVISION-CYCLE 2) (Navarro et 

al., 2011). Dále bylo zjištěno, že StSP6A zřejmě reguluje downstream cílové geny StMADS1 a 

StMADS13. Tyto geny byly up-regulovány v transgenních rostlinách s nadměrnou expresí 

StSP6A a naopak down-regulovány v StSP6A RNAi liniích. To naznačuje jejich potenciální 

zapojení do tuberizace (Gao et al., 2018).  

Transgenní linie S. tuberosum poddruhu andigena s overexpresí StSP6A vykazovaly zvýšenou 

a časnější tvorbu hlíz a schopnost tuberizovat i za neinduktivních podmínek (Navarro et al., 

2011). Podobně byla i u transgenní linie kulturního bramboru odrůdy Sayaka s overexpresí 

StSP6A indukována časnější tuberizace (Teo et al., 2017). Lehretz et al. (2019) vytvořili 

transgenní rostliny cv. Solara s upravenou verzí SP6Acop, u kterých byla silně podpořena 

tuberizace a také další růst hlíz. U těchto rostlin byl pozorovaný přednostní transport asimilátů 

do podzemích sinků (kořenů, stolonů, potažmo hlíz), a proto nebyla podporována tvorba 

nadzemní biomasy. Zajímavé jsou také změny pozorované u skladovaných hlíz, kdy 
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u kontrolních vzorků docházelo k prorůstání pupenů etiolovanými výhonky, zatímco 

u transgenních linií vznikaly dceřiné hlízy, což naznačuje, že overexprese SP6Acop způsobila 

transkripční změny, které vyústily ve změnu identity meristému, vedoucí k časné indukci 

tuberizace. Další fenotypová změna u linií s overexpresí SP6Acop byl nízký keříčkovitý vzrůst 

s větším počtem menších listů (Lehretz et al., 2019). Lehretz at al. (2019) z výsledků usuzují, 

že se StSP6A účastní udržování síly podzemního sinku. Toto pozorování je ale v rozporu se 

studií Navarro et al. (2011), která dospěla k závěru, že se SP6A plnění a vývoje hlíz neúčastní. 

Dále byla publikovaná studie s transgenními rostlinami brambor s overexpresí StSP6A pod 

listově specifickým promotorem u kulturního bramboru Solara. Rovněž u nich bylo 

zpozorováno navýšení počtu hlíz a celkové zvýšení výnosu. Tyto linie měly velice podobný 

fenotyp s SP6Acop liniemi. Transgenní rostliny akumulovaly méně antokyanů v nadzemní části 

a byl pozorován i menší průměr stonku. Naproti tomu bylo stimulováno větvení stonku 

z bazálních nodů a dále byl podpořen růstu kořenů, a to před zahájením tvorby hlíz. Funkce 

SP6A ve vývoji kořenů není zcela jasná. V téže studii (Lehretz et al., 2021a) nebylo u linií 

s nadexpresí StSP6A zpozorováno prorůstání apikálních úžlabních pupenů jako u kontroly, což 

je v souladu s předpokladem, že SP6A inhibuje aktivitu StSWEET11. V nové studii Koch et al. 

(2024) jsou prezentovány výsledky overexprese SP6A, která zmírňuje negativní dopady 

vysokých teplot a přehnojování dusíkem na výnos hlíz; hlíz je sice více, ale jsou malé a prýty 

rostlin zakrslé.   

Linie poddruhu andigena, u kterých byla snížena exprese StSP6A pomocí RNA interference 

(RNAi), měly nástup tuberizace opožděn. Avšak celkové výnosy nebyly mezi rostlinami 

rozdílné, což naznačuje, že je StSP6A zapojen pouze v regulaci iniciace tuberizace (Navarro et 

al., 2011). Snížená exprese StSP6A taktéž pomocí RNAi u poddruhu andigena vedla 

v podmínkách SD k lepšímu vývoji květních pupenů (velikost květu, otevřenost), než bylo 

zpozorováno u kontroly. To naznačuje, že StSP6A negativně působí na vývoj květů (Plantenga 

et al., 2019b). Jeden ze vzdálenějších příbuzných kulturního bramboru netvoří přirozeně hlízy 

– Solanum etuberosum. V nedávné studii se u tohoto druhu nepodařilo detekovat expresi 

StSP6A v listech za SD ani za LD podmínek. Zároveň celogenomovou analýzou autoři odhalili, 

že u tohoto druhu došlo k deleci čtvrtého exonu SP6A, což pravděpodobně způsobuje 

pozorovaný fenotyp (Tang et al., 2022). V minulém roce byly odvozeny SP6A knock-out linie 

u diploidního druhu brambor Solanum phureja (Lei et al., 2023), nicméně u kulturního 

bramboru SP6A RNAi ani knock-out mutanti dosud studováni nebyli. 
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3 Materiál a metody  

3.1 Rostlinný materiál 

Jako rostlinný materiál jsem použila kulturní brambor Solanum tuberosum cv. Desirée, získaný 

ze sbírek kultur in vitro Katedry experimentální biologie rostlin (KEBR) Přírodovědecké 

fakulty Univerzity Karlovy (PřF UK), a cv. Otava, který mi byl poskytnut z in vitro sbírek 

Výzkumného ústavu bramborářského z Havlíčkova Brodu.  

3.2 Kultivace rostlin in vitro 

3.2.1 Kultivační média  

Pro udržování a množení rostlin v podmínkách in vitro jsem používala MS médium (Murashige 

a Skoog, 1962). Médium bylo připraveno následovně: do destilované vody jsem za stálého 

míchání na míchačce přidala soli základního MS média (4,33 g.l-1; Sigma-Aldrich, M5524), 

dále roztok vitamínů a dalších organických látek (5 ml.l-1) se složením uvedeným v tabulce 1. 

Následně jsem v roztoku rozpustila sacharózu (30 g.l-1; p.a., Lach-ner). Roztok jsem poté 

doplnila do požadovaného objemu a pomocí několika kapek 1M hydroxidu draselného upravila 

pH roztoku na hodnotu 5,7–5,8. Poté jsem do roztoku přidala agar (8 g.l-1; plant cell culture 

tested; Sigma-Aldrich) a roztok jsem v mikrovlnné troubě přivedla k varu. Následně jsem 

roztok rozlila po 25 ml do 100ml Erlenmeyerových baněk, baňky jsem zakryla 2 vrstvami 

alobalu a dala sterilizovat do autoklávu při teplotě 121 °C a tlaku 220 kPa po dobu 20 minut.   

Tabulka 1: Roztok vitamínů a dalších organických látek přidaných do MS média 

Složka Koncentrace látky v zásobním 

roztoku [g.l-1] 

Výsledná koncentrace látky 

v médiu [mg.l-1] 

Inositol  20 100 

Pyridoxin-HCl (Sigma) 0,1 0,5 

Thiamin-HCl (Sigma) 0,1 0,5 

Kyselina nikotinová (Serva) 0,1 0,5 

Glycin (Sigma) 0,4 2 

 

3.2.2 Kultivace rostlin 

S rostlinami pěstovanými v podmínkách in vitro jsem manipulovala za sterilních podmínek 

v laminární boxu (Lamin Air TL 2448/Heraeus Instruments) pomocí průběžně sterilizovaných 

nástrojů (opakované ponořování do 96% ethanolu a opálení nad kahanem) předem 

vysterilizovaných v horkovzdušném sterilizátoru Binder, při 150 °C po dobu 3 hodin. Pro 

kultivaci rostlin a jejich množení jsem použila nodální a vrcholové segmenty rostlin. 

Vysazovány byly po třech segmentech na baňku. Rostlinné kultury in vitro jsem udržovala 
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v kultivační místnosti s fotoperiodou 16/8 hod (světlo/tma) a ozářeností 150 µmol.m-2.s-1 při 

teplotě 22(±2) °C.  

3.3 Odvození transgenních linií bramboru kultivaru Desirée a Otava 

Pro transformaci rostlinného materiálu Solanum tuberosum cv. Desirée a cv. Otava jsem použila 

Agrobacterium tumefaciens (kmen C58C1), nesoucí konstrukt pro knock-out genu StSP6A 

(PGSC0003DMG400023365; navržený a sestavený konzultantkou práce Mgr. Andreou 

Zounkovou). Konstrukt byl vytvořen pomocí Golden Gate klonování (postup v Čermák et al., 

2017) s využitím plasmidu pDirect22C (obrázek 3) (sekvence dostupná na http://crispr-

multiplex.cbs.umn.edu/allmaps.php; Čermák et al., 2017), nesoucího kanamycinovou 

rezistenci, potřebné sekvence pro CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9) mutagenezi a zaklonování genově 

specifické guide RNA (gRNA). Vybraná StSP6A specifická gRNA (20 nukleotidů, viz obrázek 

4, tabulka 2) byla navržena do prvního exonu, a to tak, aby vykazovala co největší účinnost 

zásahu cílové sekvence (on-score), ale měla menší riziko zasažení jiných cílů (off score).  

 

Obrázek 3: Mapa plasmidu s gRNA pro SP6A (vizualizace pomocí programu SnapGene viewer) 

 

 

Obrázek 4: Zacílení gRNA StSP6A do prvního exonu genu StSP6A (vizualizace pomocí programu SnapGene 

viewer) 

 

http://crispr-multiplex.cbs.umn.edu/allmaps.php
http://crispr-multiplex.cbs.umn.edu/allmaps.php
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Tabulka 2: Charakteristika plasmidu a specifické gRNA pro SP6A gen 

Číslo genu StSP6A PGSC0003DMG400023365 

gRNA SP6A GGTTGCATAACAACTTGTGA 

On-score 0.5219 

Off-score 0.182 

pDirect22C 35S:Csy4-P2A-AtCas9 + CmYLCV:gRNAs with Csy4 spacers 

Agrobacterium tumefaciens C58C1 

 

3.3.1 Příprava transformačního systému používajícího Agrobacterium tumefaciens 

Agrobacterium transformované konstruktem pro navození knock-outování genu SP6A 

(provedeno konzultantkou) bylo skladováno v podobě „konzervy“ (bakteriální suspenze 

smíchána s 50% sterilním glycerolem v poměru 4:1) zamražené v tekutém dusíku a následně 

skladováno při −80 °C. Z této konzervy jsem zaočkovala malé množství materiálu do 1 ml 

tekutého YEB média se selekčními antibiotiky (složení YEB média viz tabulka 3, antibiotika 

viz tabulka 4) a nechala kultivovat na třepačce (130 otáček.min-1; ELMI) 3 hodiny při 28 °C.  

Tabulka 3: Složení YEB média: Roztok 1 a Roztok 2 byly připraveny zvlášť, spojeny byly za sterilních podmínek 

v laminárním boxu po sterilizaci v autoklávu.  

 Látka  Množství látky [g] 

Roztok 1 Pepton  10 

Kvasničný extrakt 1 

Sacharóza (Lach-ner) 5 

NaCl (Lach-ner) 10 

Destilovanou vodou doplněno na objem 900 ml 

Roztok 2 MgSO4 · 7 H2O (Lach-ner) 0,5 

Doplněno destilovanou vodou na objem 100 ml 

 

Tabulka 4: Koncentrace zásobních roztoků selekčních antibiotik. Zásobní roztoky byly sterilizovány filtrací 

(sterilní filtr (Rotilabo; porozita 0,45 µm)) v laminárním boxu do sterilních zkumavek.  

Antibiotikum Koncentrace zásobního 

roztoku [mg.ml-1] 

Výsledná koncentrace 

v médiu [mg.l-1] 

Skladování zásobního 

roztoku 

Kanamycin 

sulfát (Gibco) 

 (v destilované 

vodě) 

50 50 4 °C 

Rifampicin 

(Serva) 

(v methanolu) 

10 100 −20 °C 

 

Pro kultivaci a selekci transgenních kolonií Agrobacterium jsem použila LB médium (složení 

viz tabulka 5) obohacené o selekční antibiotika (viz tabulka 4), které jsem rozlila do Petriho 

misek o průměru 9 cm a po zatuhnutí na něj rozetřela část bakteriální suspenze (50 µl).  Bakterie 

jsem ponechala na miskách kultivovat 2 dny, ve tmě, při teplotě 28 °C. Následně byla 

u vybraných kolonií ověřena přítomnost transgenu. 
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Tabulka 5: Složení LB média, sterilizované v autoklávu  

Látka Množství látky v médiu [g.l-1] 

Pepton 10 

Kvasničný extrakt 10 

NaCl (Lach-ner) 10 

Agar 15 

Za sterilních podmínek v laminárním boxu jsem odebrala vzorky z vybraných kolonií 

a resuspendovala je v mikrozkumavkách s 250 µl vody pro PCR (DNase/RNase-free voda, tj. 

voda bez nukleáz; připravuje se z dvakrát destilované demineralizované vody (ddH2O), ke 

které se přidává DEPC (diethylpyrokarbonát, Sigma) o výsledné koncentraci 0,1 %, poté je 

voda inkubována za stálého míchání 15–20 hodin při laboratorní teplotě. Následně se pro 

odstranění toxických produktů vaří cca 4 hod v digestoři.). Pro detekci přítomnosti transgenu 

(úseku T-DNA) jsem použila polymerázovou řetězovou reakci: reakční směs o objemu 20 µl 

jsem vytvořila z premixu (viz tabulka 6), obsahujícího 2× Dream Tag PCR Master mix (Thermo 

Scientific), forward reverse primer (sekvence primerů viz tabulka 7) a vodu pro PCR. Premix 

jsem rozpipetovala po 19 µl do PCR mikrozkumavek a přidala 1 µl předem připraveného 

templátu (odebraný vzorek bakterií), do negativní kontroly PCR jsem templát nahradila 1 µl 

vody pro PCR. Mikrozkumavky jsem vložila do PCR cycleru (Mastercycler X50s, Eppendorf) 

a spustila nastavený polymerační program (program viz tabulka 8).  

Tabulka 6: Složení reakční směsi pro PCR 

Přidaná látka Množství přidané látky v 1 reakční směsi µl 

2× Dream Tag PCR Master 10 

Voda pro PCR 7 

Primer forward (fwd) (10 µM) 1 

Primer reverse (rev) (10 µM) 1 

Templát  1 

 

Tabulka 7: Sekvence primerů pro detekci přítomnosti transgenu, cílí do T-DNA oblasti plasmidu, délka produktu 

325 base pair (bp) 

Primery Sekvence  Délka produktu 

Forward primer  CTAGAAGTAGTCAAGGCGGC 
325 bp 

Reverse primer   GCTCAACACATGAGCGAAAC 

 

Tabulka 8: Program PCR cycleru pro detekci transgenu 

Hold 
 

4 °C (105 °C víčko) 

Úvodní denaturace 8 min 95 °C 

Denaturace 15 s 95 °C  

Cyklus opakující se 32× Nasedání primerů 15 s 57,5 °C 

Extenze 27 s  72 °C 

Závěrečná extense 4 min 72 °C 

Hold  
 

10 °C (105 °C víčko) 
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Produkty PCR byly rozděleny pomocí elektroforetické separace v agarózovém gelu. Vytvořila 

jsem 1,5% agarozový gel smícháním 1,5 g agarózy (Sigma-Aldrich) se 100 ml 1× TAE (Tris-

acetátový) pufru (0,04M Tris-acetát, 1mM EDTA (ethylendiamintetraacetic acid). Aby se 

agaróza rozpustila, zahřívala jsem roztok v mikrovlnné troubě. Poté jsem obsah láhve zchladila 

asi na teplotu 60 °C a následně nalila do předem připravené elektroforetické vany s hřebínky. 

Do tekutého gelu jsem přidala 2 µl interkalačního barviva ethidium bromidu (EtBr) (1 µl 

EtBr/50 ml gelu) a gel jsem ponechala ztuhnout. Poté jsem ho zalila 1× TAE pufrem. Ke 

každému PCR produktu jsem přidala po 4 µl barvičky 6× LD (Loading Dye, Thermo Fischer), 

díky které dojde ke zviditelnění vzorku během elektroforetické separace. 18 µl této vzorku jsem 

přenesla do jamek v gelu. Dále jsem přidala do sousední jamky vzorek 4 µl molekulárního 

markeru (Gene ruler 100 bp, Thermo Fischer). Separace probíhala při napětí 5 V.cm-1 cca 25 

minut. Přítomnost PCR produktu jsem zdokumentovala pomocí Kodak Gel Logic Imagine 

systému a softwaru Carestream MI.  

3.3.2 Transformace rostlinného materiálu 

Z pozitivních kolonií Agrobacterium jsem vzala všechny tři, které jsem za sterilních podmínek 

kličkou přenesla do Erlenmeyerových baněk do 10 ml tekutého YEB média se selekčními 

antibiotiky (složení a příprava viz tabulka 3). Suspenze jsem nechala kultivovat na třepačce 

přes noc při 28 °C. Následně jsem změřila na spektrofotometru (Thermo Electron Corporation, 

Helios) optickou denzitu jednotlivých suspenzí, při 600 nm, jako blank jsem použila tekuté 

YEB médium se selekčními antibiotiky. Dále jsem podle hodnot absorbance vybrala suspenzi, 

kterou jsem následně použila k transformaci rostlinného materiálu. Za sterilních podmínek 

v laminárním boxu jsem do Petriho misek (průměr 9 cm) s 10 ml tekutého MS média (příprava 

viz kap. 3.2.1.) s 2 % sacharózy (w/v) přenesla 50 µl bakteriální suspenze a pomocí pipety 

v médiu promíchala. Pro transformaci jsem použila vždy 10–12 listů/Petriho misku ze střední 

části rostlin kultivovaných jeden měsíc v podmínkách in vitro (viz kap. 3.2.2). Pro transformaci 

jsem použila listy bez řapíku, které jsem nařízla žiletkou přes střední žilku a opatrně položila 

adaxiální stranou na hladinu média. Listy s Agrobacterum jsem ko-kultivovala ve tmě po dobu 

dvou dnů při teplotě 25 °C.  

3.3.3 Regenerace rostlinného materiálu 

3.3.3.1 Kultivace na kalus indukujícím médiu 

Pro navození tvorby kalusu na ko-kultivovaných listech jsem použila kalus indukující médium 

(Callus Inducing Medium – CIM; složení viz tabulka 9). Postup přípravy byl obdobný jako 

u MS média. CIM médium jsem po sterilizaci v autoklávu obohatila selekčními antibiotiky 
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(claforan, kanamycin) a růstovými regulátory (viz tabulka 9). Médium jsem rozlila po 15 ml do 

plastových Petriho misek o průměru 6 cm. Po ko-kultivaci jsem listy v laminárním boxu pečlivě 

osušila na sterilním filtračním papíru a přenesla adaxiální stranou dolů na CIM. Kultivace na 

CIM probíhala v kultivační místnosti (s podmínkami uvedenými v kap. 3.2.2) po dobu 1 týdne.  

Tabulka 9: Složení CIM média. Růstové regulátory i selekční antibiotika byly sterilizovány filtrací provedenou 

v laminárním boxu (filtr Rotilabo; porozita 0,45 µm).  

Látka Množství látky na 1 litr 

média 

Koncentrace zásobního 

roztoku 

Skladování zásobního 

roztoku 

Soli základního MS média 

(Sigma-Aldrich, M5524) 

4,33 g – – 

D-glukóza bezvodá (p.a., 

Lach-ner) 

16 g – – 

Myo-inositol (Sigma) 0,1 g – – 

ZnSO4 × 7H2O (Lach-ner) 2 mg 10 mg.ml-1 (4 °C) 

Vitamíny pro CIM a SIM 1 ml zásobního roztoku viz tabulka 10 (−20 °C) 

Před přidáním agaru, úprava pH roztoku na hodnotu v rozmezí 5,7–5,8 

Agar (plant cell culture tested; 

Sigma-Aldrich) 

6 g – – 

Po sterilizaci v autoklávu bylo do média v laminárním boxu přidáno:  

1-naftyloctová kyselina 

(NAA) (Sigma) 

5 mg 2,5 mg.ml-1 (4 °C) 

6-benzylaminopurin (BAP) 

(Sigma) 

0,1 mg 1 mg.ml-1 (4 °C) 

Claforan (Taximed) 300 mg 100 mg.ml-1 (−20 °C) 

Kanamycin sulfát (Gibco) 50 mg 50 mg.ml-1 (4 °C) 

 

Tabulka 10: Složení zásobního roztoku vitamínů a aminokyselin pro CIM a SIM (shoot inducing medium) 

Látka Množství látky na 50 ml zásobního roztoku 

Pyridoxin-HCl (Sigma) 25 mg 

Glycin (Sigma) 100 mg 

Thiamin-HCl (Sigma) 5 mg 

Kyselina nikotinová (Serva) 25 mg 

 

3.3.3.2 Kultivace na prýt indukujícím médiu 

Pro navození tvorby prýtů jsem listy přenesla z CIM na SIM (Shoot Inducing Medium). 

Příprava SIM a kultivace probíhala obdobně jako u CIM, médium se lišilo v zastoupení 

růstových regulátorů a neobsahovalo ZnSO4 × 7H2O (složení viz tabulka 11). V týdenním 

intervalu jsem listy přenášela na čerstvé SIM. Po měsíci kultivace na SIM jsem prodloužila 

interval přesazování na dva týdny. Trans-zeatin-riboside v médiu jsem po 2 měsících nahradila 

Trans-zeatinem. V průběhu kultivace jsem odebírala vznikající regeneranty a ty dále 

kultivovala (viz kap. 3.3.3.3).  Kultivaci na SIM jsem ukončila po třech měsících.  
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Tabulka 11: Složení SIM s přidanými regulátory růstu a selekčními antibiotiky 

Látka Množství látky na 1 l 

média 

Koncentrace zásobního 

roztoku 

Skladování zásobního 

roztoku 

Soli základního MS média 

(Sigma-Aldrich, M5524) 

4,33 g – – 

D-glukóza bezvodá (p.a., 

Lach-ner) 

16 g – – 

Myo-inositol (Sigma) 0,1 g – – 

Vitamíny pro CIM a SIM 1 ml zásobního 

roztoku 

viz tabulka 10 (−20 °C) 

Před přidáním agaru, úprava pH roztoku na hodnotu v rozmezí 5,7–5,8 

Agar (plant cell culture 

tested; Sigma-Aldrich) 

6 g – – 

Po sterilizaci v autoklávu bylo do média v laminárním boxu přidáno:  

1-naftyloctová kyselina 

(NAA) (Sigma) 

0,02 mg 2,5 mg.ml-1 (4 °C) 

Kyselina giberelová (GA3) 

(Sigma) 

0,02 mg 0,1 mg.ml-1 (4 °C) 

Trans-zeatin-riboside 

(Gletham life sciences) 

/Trans-zeatin 

2 mg / 1,25 mg 1 mg.ml-1 / 1mg.ml-1 (−20 °C) 

Claforan (Taximed) 300 mg 100 mg.ml-1 (−20 °C) 

Kanamycin (Gibco) 50 mg 50 mg.ml-1 (4 °C) 

 

3.3.3.3 Kultivace regenerantů 

Odběr regenerantů začal u cv. Desirée ve 3. týdnu kultivace na SIM, u cv. Otava až v týdnu 

pátém. Regeneranty jsem za sterilních podmínek v laminárním boxu odřízla žiletkou z listu 

a přenesla je do Erlenmeyerovy baňky na MS médium (příprava viz kap. 3.2.1) obohacené 

o selekční antibiotika claforan (300 mg.l-1) a kanamycin (50 mg.l-1). Z každého regeneranta 

jsem založila a namnožila nezávislou transgenní linii a tu dále udržovala in vitro na MS médiu 

se selekčními antibiotiky (kap. 3.2.1).  Kultivace probíhala za stejných podmínek jako kultivace 

na SIM a CIM.  

3.3.4 Ověření přítomnosti transgenu v rostlinném materiálu 

Obdobně jako u Agrobacterium jsem i u regenerantů ověřila přítomnost transgenu. Výchozím 

materiálem pro izolaci DNA byly listy regenerantů, které jsem odebrala za sterilních podmínek 

v laminárním boxu do sterilních mikrozkumavek typu Eppendorf a následně zamrazila 

v tekutém dusíku.  

Odebrané listy jsem přímo v mikrozkumavkách rozmělnila homogenizační tyčinkou. Následně 

jsem přidala 400 µl extrakčního pufru (200mM Tris-HCl (Tris hydrochlorid; Sigma) pH 7,5; 

250mM NaCl (Lach-ner), 25mM EDTA (Sigma); 0,5% SDS (dodecylsulfát sodný, Sigma)). 

Pro oddělení hrubých nečistot jsem vzorky centrifugovala (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, 

16 100 × g, 10 min). Do nové mikrozkumavky jsem odebrala 300 µl supernatantu, ke kterému 
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jsem přidala 350 µl chloroformu. Obsah mikrozkumavek jsem nechala protřepat na vortexu po 

dobu 5 min. Následně jsem vzorky centrifugovala (16 000 × g, 10 min). Poté jsem odebrala 

zhruba 300 µl supernatantu do čistých mikrozkumavek. Pro vysrážení DNA jsem přidala 300 

µl izopropanolu a uložila mikrozkumavky na led po dobu 20 min. Následně jsem vzorky znovu 

centrifugovala (16 100 × g, 10 min). Z mikrozkumavek jsem odstranila tekutinu a DNA 

v peletu jsem promyla 300 µl 75% ethanolem. Pro pročištění peletu jsem vzorky umístila znovu 

do centrifugy (16 100 × g, 5 min). Poté jsem ethanol odstranila a nechala pelet vysušit. Pelet 

jsem rozpustila v 50 µl 2mM Tris, pH 8,5. Koncentraci izolované DNA jsem změřila na 

NanoDropu 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) v programu ND 1000 a DNA 

použila jako templát pro PCR reakci, jako blank jsem použila 2mM Tris (pH 8,5).  

Ověření přítomnosti transgenu v rostlinném materiálu jsem provedla identicky s ověřením 

pozitivity agrobakteriálních koloníí pomocí PCR (s primery navrženými do T-DNA oblasti) 

a elektroforetickou separací produktů (viz kapitola 3.3.1).  

3.3.5 Odvození linií opakovanou regenerací a jejich charakterizace 

U vybraných linií jsem provedla opakovanou regeneraci, která probíhala obdobně jako 

regenerace první (popsaná v kapitole 3.3). Naříznuté listy přes střední žilku jsem kultivovala 

týden na CIM a potom 9 týdnů na SIM. Během kultivace na SIM jsem postupně odebírala 

regeneranty a přenášela je na MS médium obohacené o selekční antibiotika (složení viz kap. 

3.2.1).  

3.3.6 Ověření přítomnosti a charakteru mutací u odvozených linií  

3.3.6.1 Sekvenování 

Pro zmapování sekvence v knock-outovaném úseku genu StSP6A jsem odpovídající DNA 

namnožila pomocí PCR, produkt jsem izolovala z gelu a přečištěný izolát použila pro sekvenaci 

(viz kap. 3.3.6.1.2). 

3.3.6.1.1 Izolace DNA 

Pro získání čistého vzorku DNA z odvozených linií jsem použila izolaci DNA pomocí CTAB 

(cetyltrimetylammonium bromid) pufru (složení: 100mM Tris-HCl (Tris hydrochlorid; pH 8), 

1,4M NaCl, 20mM Na2EDTA (disodná sůl kyseliny etylendiamintetraoctové), 2% (w/v) 

CTAB), který jsem připravila následovně: ve 20 ml destilované vody jsem odděleně za stálého 

míchání na magnetických míchačkách rozpustila 2 g CTAB (Sigma) a 0,744 g Na2EDTA 

(Lach-ner), oba za současného zahřívání. Dále jsem rozpustila, již bez zahřívání, 1,211 g TRIS-

HCl (Sigma), pomocí HCl jsem upravila pH tohoto roztoku na hodnotu 8. Po smísení roztoků 
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jsem přidala 8,182 g chloridu sodného a nechala ho rozpustit. Doplnila jsem destilovanou vodou 

do požadovaného objemu 100 ml a upravila pH na 8. Vytvořený pufr jsem sterilizovala 

v autoklávu.  

Listy (cca 100 mg) odebrané z rostlin jednotlivých linií jsem rozmělnila v mikrozkumavce 

homogenizační tyčinkou. Během homogenizování jsem přidala 0,005 g 1% (w/v) PVPP 

(Polyvinylpoly-pyrrolidon, Sigma) a 500 µl CTAB pufru, do kterého jsem předem přidala 2 µl 

0,4% merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich). Vzorky jsem promíchala na vortexu (5 min), poté jsem 

je nechala inkubovat v termobločku (65 °C) po dobu 60 minut. Následně jsem vzorky zchladila 

na ledu a přidala k nim 900 µl směsi chloroform : fenol (1:1, pH 8). Vzorky jsem znovu 

vortexovala a pro oddělení nečistot centrifugovala (13 000 × g, 15 min). Supernatant jsem 

přenesla do nové mikrozkumavky a DNA vysrážela přidáním 0,5× objemu 5M NaCl (Lach-

ner) a následně 1× objemu izopropanolu. Roztok jsem promíchala a nechala přes noc srážet při 

−20 °C. Následně jsem vzorky centrifugovala (15 000 × g, 30 min). Odpipetovala jsem tekutinu 

a pelet jsem dvakrát promyla 70% ethanolem a vzorky znovu centrifugovala (15 000 × g, 7 

min). Pelet jsem nechala vyschnout při laboratorní teplotě a poté ho rozpustila v 300 µl 2mM 

TRIS pufru (pH 8,5). Koncentraci a čistotu DNA jsem změřila na NanoDropu (Thermo Fisher 

Scientific), kdy jsem 2mM TRIS pufr (8,5) použila jako blank.  

3.3.6.1.2 Příprava vzorků na sekvenování  

Odpovídající množství DNA jsem namnožila pomocí PCR (25µl reakce; složky reakční směsi 

a program PCR cycleru shodné, viz kap. 3.3.1) s primery (viz tabulka 12), které cílí do prvního 

exonu, kde jsem očekávala mutaci/mutace (viz obrázek 5). Zároveň byly primery navrženy tak, 

aby nasedaly do všech čtyř alel.  

Tabulka 12: Sekvence primerů pro sekvenování 

Název genu Primer Sekvence Délka produktu 

SP6A 

(PGSC0003D

MG40002336

5) 

Forward (fwd) primer TCCATTGATAGTTGGTCGTGTGA 

170 bp Reverse (rev) primer AGTTGCGAAGATCGTCCCCT 

  



24 

 

 

Obrázek 5: Část sekvence genu SP6A s použitými primery pro sekvenování (cv. Otava, sekvence rodičovského 

genomu Hera, alela 1), oranžově označená část prvního exonu, žlutě specifická gRNA pro SP6A, vizualizovaného 

v programu SnapGene viewer 

Pro izolaci PCR produktu (170 bp) z gelu jsem použila KIT FavorPrep GEL/PCR Purification 

Mini Kit (Favorgen Biotech Corp) a postupovala podle doporučení výrobce. Do 

mikrozkumavek s vykrojenými úseky z gelu jsem přidala 1000 µl FADF pufru a inkubovala je 

v termobločku při 55 °C po dobu 10 min, v intervalu 2 min jsem je promíchávala na vortexu. 

Následně jsem nechala obsah zkumavek zchladit na pokojovou teplotu a poté přenesla na FADF 

kolonky vložené do sběrných zkumavek. Vzorky jsem centrifugovala (11 000 × g, 1 min), DNA 

se zachytí na kolonce a filtrát se odstraní. Vzorky jsem následně promyla 750 µl promývacího 

pufru a znovu centrifugovala (11 000 × g, 1 min; poté 18 000 × g, 3 min). Potom jsem FADF 

kolonky umístila do čistých mikrozkumavek. Ke vzorku na kolonce jsem napipetovala 30 µl 

DNase/RNase-free vody. Následně jsem vzorky centrifugovala (18 000 × g, 1 min), aby se 

DNA převedla z kolonky do mikrozkumavek. Koncentraci izolátu jsem změřila na NanoDropu.  

Vzorky pro sekvenování jsem dále připravovala podle pokynů servisního pracoviště Laboratoře 

sekvenace DNA (PřFUK, Biocev). Do 0,2ml tenkostěnných mikrozkumavek jsem podle 

naměřených koncentrací DNA odebrala potřebné množství DNA do sekvenačních reakcí (u 

PCR produktů 5 ng/100 bp), následně jsem přidala 1 µl forward primeru (5 µM) (reverse primer 

jsem nepoužila z toho důvodu, že nasedá blízko místa, kam cílí gRNA a chromatogram by pak 

nebyl čitelný) (viz tabulka 12) a doplnila RNA vodou do výsledného objemu 8 µl. Takto 

připravené vzorky jsem odeslala k dalšímu zpracování.  

Chromatogram získaný ze sekvenační laboratoře jsem dále vyhodnocovala v programu 

SnapGene viewer (dostupného na https://www.snapgene.com/). Porovnala jsem sekvence 

odvozených linií oproti WT vzorku. Frekvence a typ změn byly dále vyhodnocovány v softwaru 

TIDE (software dostupný na https://tide.nki.nl/, Brinkman et al. 2014), který na základě 

vhodného nastavení místa zarovnání, dekompozice a rozsahu pozměněné sekvence 

vyhodnocuje editace ve sledované sekvenci nukleotidů. Software porovnává testovanou 

https://www.snapgene.com/
https://tide.nki.nl/
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sekvenci s kontrolním vzorkem v oblasti, do které byla navržena specifická gRNA, a poskytuje 

odhad zastoupení mutovaných a nemutovaných sekvencí a odhad typu záměn (počet vložených 

či chybějících nukleotidů).  

3.3.6.2 Screening delece u odvozených linií pomocí restrikčního štěpení 

Pro rychlou detekci 8 nukleotidové delece jsem použila restrikční enzym HpyAV (New 

England BioLabs), který štěpí v místě vyznačeném na obrázku 6. Pro reakci byl použit PCR 

produkt, připravený identickým způsobem jako pro sekvenování (viz kap. 3.3.6.1.2). Složení 

reakční směsi je shrnuto v tabulce 19. Pro samotné štěpení jsem použila inkubaci v PCR cycleru 

nastavený na program, viz tabulka 20. Produkty štěpení (50, 120) a neštěpený produkt (170 bp) 

jsem detekovala pomocí elektroforetické separace v 3% agarózovém gelu (postup v kapitole 

3.3.1). Výsledek jsem zdokumentovala pomocí Carestream MI softwaru a Kodak Gel Logic 

Imagine systému.  

Tabulka 19: Složení reakční směsi pro restrikční enzym 

PCR produkt 7 µl 

Enzym HpyAV 0,75 µl 

rCutSmart Buffer 1 µl 

DNase/RNase-free voda 1,25 µl 

    

Tabulka 20: program PCR cycleru pro restrikční štěpení 

37°C 4 h 

65°C  20 min 

 

 

Obrázek 6: Sekvence PCR produktu (vizualizace pomocí SnapGene viewer) o délce 170 párů bází s vyznačeným 

místem štěpení restrikčního enzymu HpyAV. Rozeznávaná sekvence (šedá oblast) a místo štěpení (červeně) 

v úseku sledované 8 nukleotidové delece. Enzym byl vybrán tak, aby rozpoznával/štěpil místo, kde očekáváme 8 

nukleotidovou deleci (v sekvenci gRNA v 1. exonu SP6A genu)  

 



26 

 

3.3.7 Expresní analýzy 

U cv. Desirée jsem ověřila expresi Cas9 pomocí detekce transkriptů ve vzrostných vrcholech 

vybraných linií po první regeneraci. V listech linií vybraných po druhé regeneraci jsem 

stanovila hladinu transkriptu SP6A.  

3.3.7.1 Izolace RNA 

Jako materiál pro izolaci RNA jsem použila apikální segmenty rostlin vybraných linií , které 

vykazovaly mutaci v cílovém úseku. Segmenty o hmotnosti 100 mg jsem odebírala za sterilních 

podmínek z měsíc starých rostlin a okamžitě zamrazila v tekutém dusíku, aby nedošlo 

k degradaci RNA a skladovala při −70 °C. Izolaci RNA jsem prováděla v rukavicích, aby 

nedošlo ke kontaminaci vzorku. Do předem vymražené třecí misky jsem v digestoři nalila 

tekutý dusík a přidala vzorek, který jsem v misce rozmělnila pomocí tloučku. Poté jsem přidala 

TRI REAGANT (1 ml/100 mg vzorku; Sigma Aldrich) a pokračovala v homogenizaci, dokud 

se homogenát nerozmrazil. Následně jsem ho přenesla do čisté mikrozkumavky. Obsah 

mikrozkumavky jsem ihned protřepala na vortexu po dobu 5 min. Pro oddělení hrubých nečistot 

jsem vzorky centrifugovala (13 523 × g, 10 min, 4 °C; Centrifuge 5424 R, Eppendorf). 

Supernatant jsem přenesla do čisté mikrozkumavky a přidala jsem 350 µl chloroformu. Vzorek 

jsem krátce protřepala na vortexu a nechala stát v pokojové teplotě po dobu 3 min. Pro rozdělení 

fází jsem vzorky centrifugovala (17 115 × g, 20 min, 4 °C). Horní vodnou fázi obsahující RNA 

jsem přenesla do čisté mikrozkumavky a uložila ji na led. Pro srážení RNA jsem přidala 

vymražený isopropanol v poměru 1:1, vzorek lehce vortexovala a nechala srážet na ledu. Po 20 

min jsem vzorek centrifugovala (12 000 × g, 20 min, 4 °C), následně odstranila isopropanol 

a promyla pelet 2× 700 µl 75% ethanolu a stočila (17115 × g, 10 min, 4 °C). Opatrně jsem 

odstranila ethanol a nechala pelet v otevřené mikrozkumavce vyschnout. RNA pelet jsem 

rozpustila a promíchala v 40 µl DNase/RNase-free vody. Čistotu a koncentraci RNA jsem 

změřila na NanoDropu (Thermo Fisher Scientific). Vzorky jsem do dalšího použití uskladnila 

při teplotě −70 °C.  

3.3.7.2 Ověření integrity RNA  

Integritu izolované RNA jsem ověřila pomocí denaturační elektroforézy. Připravila jsem si 

1,5% agarózový gel; agarózu (Serva) jsem rozpustila v 1× TAE pufru zahříváním v mikrovlnné 

troubě a nechala ji vychladnout na cca 70 °C. Gel jsem nalila do vaničky a do gelu jsem pro 

vytvořený jamek umístila hřebínek. Utuhnutý gel jsem zalila 1× TAE pufrem. Do čistých 

mikrozkumavek jsem připravila vzorky o objemu 18 µl (složení viz tabulka 13). Vzorky jsem 

denaturovala v termobločku při teplotě 65 °C po dobu 10 min. Následně je nechala zchladit na 
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ledu (10 min). Poté jsem napipetovala vzorky do jamek v gelu. Elektroforéza probíhala při 

napětí 5 V.cm-1 po dobu 35 min. Gel jsem zdokumentovala (obrázek 7) pomocí softwaru 

Carestream MI. 

Tabulka 13: Složení vzorku pro elektroforézu 

Látka Množství látky 

RNA Objem odpovídající 5 µg 

Formamid Minimálně 50 % výsledného objemu 

Ethidium bromid (5 mg.ml-1) 1 µl 

6× Loading Dye 3 µl 

  

 

Obrázek 7: Elektroforetogram dokumentující integritu RNA v izolovaných vzorcích; 18, 19 – izolát RNA 

z testovaných linií 18 a 19, 28S – velká ribozomální podjednotka, 18S – malá ribozomální podjednotka.  

3.3.7.3 DNázování a syntéza cDNA reverzní transkripcí 

Před syntézou cDNA (complementary DNA) bylo nutné vzorky DNázovat pomocí TURBO 

DNA-free KIT (Thermo Fischer Scientific). Připravila jsem 50 µl reakční směsi (složení viz 

tabulka 14), práci jsem prováděla na ledu. Směs jsem krátce promíchala na vortexu a inkubovala 

v PCR cycleru (Eppendorf 5331, MasterCycler Gradient Thermal Cycler) při 37 °C po dobu 30 

min.  

Tabulka 14: Složení vzorku k DNázování 

Látka Objem 

RNA vzorek o objemu 20 µg 

TURBO DNase 1 µl 

10× TURBO DNase Buffer 5 µl 

DNase/RNase-free voda Doplněna do konečného objemu 50 µl 

 

Následně jsem pro pročištění vzorku RNA přidala ke každému vzorku 0,1× objemu DNA 

Inactivation Reagent (Thermo Fischer Scientific). Obsah zkumavek jsem nechala při pokojové 

teplotě 5 min a chvílemi promíchávala. Poté jsem směs centrifugací (10 000 × g, 5 min, 4 °C) 

                   18     19 

18S 

28S 
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rozdělila a supernatant přenesla do čisté mikrozkumavky. Krok centrifugace jsem zopakovala 

a supernatant znovu přenesla do nové mikrozkumavky.  

Takto pročištěný vzorek RNA jsem použila jako templát pro reverzní transkripci o objemu 40 

µl. Nejprve jsem ke vzorku RNA (8 µg) přidala oligo dT (dle tabulky 15). Vzorek jsem krátce 

stočila ve vychlazené centrifuze a denaturovala v termobločku při 70 °C po dobu 10 min. Poté 

jsem je zchladila na ledu (10 min) a přidala k nim 15,5 µl premixu (složení viz tabulka 15) 

a nakonec i inhibitor RNáz a reverzní transkriptázu (viz tabulka 15). K testovacím vzorkům 

(RT, reverzní transkriptáza) jsem vytvořila i negativní kontrolu (RT−). Mikrozkumavky jsem 

umístila do PCR cycleru, kde proběhla syntéza cDNA metodou reverzní transkripce (program, 

viz tabulka 16). Následně jsem vzorky uchovávala při −20 °C. 

Tabulka 15 složení vzorku a premixu pro cDNA syntézu  

 

Složení vzorků 

Látka Objem 

RNA (8 µg) 20 µl 

Oligo dT (Generi Biotech) (1µl.ml-1) 1,5 µl 

 

Složení premixu 

Látka Vzorek (RT) kontrola reverzní transkripce (RT−) 

RNA-free voda  3,5 µl 6,5 µl 

5× reakční pufr 

(Thermo Scientific)  

8 ul 8 ul  

dNTP (10nM; Sigma) 4 ul 4 ul  

RiboLock RNase 

inhibitor (40 U.µl-1; 

Thermo Scientific) 

1 µl – 

RevertAid-H – Reverse 

Transcriptase (200 

U.µl-1; Thermo 

Scientific) 

2 µl – 

 

 

Tabulka 16: program PCR cycleru pro reverzní transkripci 

25 °C  HOLD 

25 °C 10 min 

37 °C  5 min 

42 °C  75 min 

70 °C 10 min 

4 °C  HOLD 
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3.3.7.4 Ověření exprese Cas9  

Pro detekci Cas9 transkriptu jsem provedla PCR, kde jsem cDNA vzorky použila jako templát. 

Složení reakční směsi jsem připravila podobně jako v kap. 3.3.1. Ověřování jsem provedla 

u linií, které vykazovaly alespoň dílčí změnu cílového úseku DNA. Primery pro detekci Cas9 

mRNA, jsem získala z Laboratoře buněčné biologie a biotechnologie rostlin KEBR (viz tabulka 

17). Program PCR cycleru jsem nastavila podle tabulky 18.  

Tabulka 17: Sekvence primerů pro detekci transkriptu Cas9  

Název 

genu 

Primer Sekvence Délka 

produktu 

AtCas9 

 

Forward (fwd) primer GAGTCTATCCTCCCTAAGAG 

476 bp 
Reverse(rev) primer AAGTAGTGCTTGTGCTGCTC 

 

Tabulka 18: Program PCR cycleru pro detekci transkriptu Cas9 

Hold  4 °C (105 °C víčko) 

Úvodní denaturace 8 min 95 °C 

Denaturace 15 s 95 °C  

Cyklus opakující se 28× Nasedání primerů 30 s 54 °C 

Extenze 45 s  72 °C 

Závěrečná extense 5 min 72 °C 

Hold   10 °C (105 °C víčko) 

 

Pro elektroforetickou separaci jsem, vzhledem k délce produktu (476 bp), použila 1,2% 

agarózový gel. Přípravu, postup práce a zdokumentování gelu jsem již popsala v kapitole 3.3.1. 

3.3.7.5 Stanovení hladin transkriptu SP6A  

Stanovení hladin transkriptu SP6A jsem provedla metodou kvantitativní PCR (qPCR), kde jsem 

cDNA vzorky použila jako templát.  

 

3.3.7.5.1 Kvantitativní PCR v reálném čase (qPCR) 

Metoda vychází z klasické PCR, ale umožňuje navíc kontinuálně sledovat množství DNA 

v každém cyklu. Množství DNA je detekováno pomocí substrátu (SYBR Green I), který 

emituje fluorescenci po navázání na DNA. Pro tyto účely je využíván speciální cycler, který 

v každém cyklu měří hladinu fluorescence, na základě čehož je pak možné kvantifikovat DNA.  

Pro vyhodnocení qPCR je zásadním parametrem tzv. CT hodnota (Threshold Cycle), která 

reflektuje cyklus, při kterém došlo k navýšení fluorescence nad práh pozadí. Pomocí CT 
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hodnoty a koncentrace vstupní cDNA je možné vytvořit standartní křivku. Dle sklonu křivky 

lze určit účinnost amplifikace (PCR efficiency) daného amplikonu. K vytvoření standardní 

křivky jsem připravila ředící řady cDNA kontrolního vzorku (viz tabulka 19). Relativní 

kvantifikace cílového transkriptu je založená na počtu kopií cílového transkriptu vztažených na 

počet kopií vybraného referenčního transkriptu. Pro tento pokus jsem jako referenční transkript 

využila jeden z tzv. house-keeping genů, jehož exprese by měla být u všech testovaných vzorků 

stejná. Použila jsem transkript UBI (polyubiquitin), který se v jiných pracích v naší laboratoři 

osvědčil (Stupecká DP, 2018; Zounková DP, 2019; Dybová DP, 2022).  

Tabulka 19: Ředící řady cDNA pro qPCR 

Ředění cDNA  
Značení relativní koncentrace ve 

vyhodnocovacím programu 

5× 10 µl cDNA do 40 µl DNase/RNase-free vody 5E3 

50× 10 µl 5× cDNA do 90 µl DNase/RNase-free vody 5E2 

500× 10 µl 50× cDNA do 90 µl DNase/RNase-free vody 5E1 

5000× 10 µl 500× cDNA do 90 µl DNase/RNase-free vody 5E0 

 

Každý ze vzorků pro qPCR jsem připravila jako triplikát (technické opakování). K přípravě 

jsem použila kit Light Cycler 480 SYBR Green I Master mix (Roche). Do reakční směsi pro 

qPCR jsem přidala směs primerů, cDNA a DNase/RNase-free vody (složení směsi viz tabulka 

20). Kromě primerů pro referenční gen jsem použila ještě další typy primerů, a to pro detekci 

celkového hladiny transkriptu SP6A; druhá sada primerů byla navržena tak, aby cílila do 

původní sekvence místa, kde se u mutantních linií vyskytuje 8 nukleotidová delece. 

Tabulka 20: Složení reakční směsi pro qPCR 

Látka  Množství látky v 1 reakční směsi [µl] 

Light Cycler 480 SYBR Green I Master (2× 

koncentrovaný) (Roche) 
5 

DNase/RNase-free voda 1 

Směs primerů forward (2,5µM) + reverse (2,5µM) 

(tabulka 21)  
2 

cDNA 2 
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Tabulka 21: Přehled primerů (v orientaci 5´–3´) použitých pro qPCR stanovení hladin celkového transkriptu SP6A 

a transkriptu bez 8nt delece.  

Číslo genu Primer Sekvence primerů 5´- 3´ Délka 

produktu 

Primery  

celková SP6A 

mRNA 

(PGSC0003DMG

400023365) 

Forward (fwd) primer CAACTTTTACACATCTGATTATGGTG 115 bp 

Reverse(rev) primer GCTTGTATTTGTAGTTGCTGGGA 

Primery  

SP6A mRNA bez 

delece 8 nt 

(PGSC0003DMG

400023365) 

Fwd primer  CATGTGTGTTGAAACCTTCACAA 182 bp 

Rev primer  GCTTGTATTTGTAGTTGCTGGGA 

Primery  

UBI 

(PGSC0003DMG

400038720) 

Fwd primer CTTCAAATTTCTCTTTCAAGATGCAG 148 bp 

Rev primer AGCCTTTGCTGATCCGGGG 

 

Abych snížila riziko kontaminace vzorků, probíhala příprava reakcí v laminárním PCR boxu 

a pro pipetování jsem použila špičky s filtry. Při práci s kitem Light Cycler 480 SYBR Green I 

Master mix jsem dávala pozor, aby nebyl vystaven světlu déle než po dobu nezbytně nutnou, 

protože je na světle labilní. Pro eliminování chyb při pipetování jsem vytvořila premix, nejdříve 

z Light Cycler 480 Green I Master mixu a DNase/RNase-free vody. Ten jsem použila pro 

vytvoření tří dílčích premixů, do kterých jsem přidala odpovídající směs primerů (pro UBI, 

cílový transkript SP6A a pro SP6A transkript bez 8 nukleotidové delece). Tyto premixy jsem 

po 28 µl napipetovala do 0,5ml zkumavek, jejichž počet odpovídal počtu triplikátů. Dále jsem 

do každé zkumavky přidala 7 µl odpovídající cDNA. Po 10 µl jsem napipetovala jednotlivé 

vzorky do destičky Light Cycler 480 Multiwell Plate 384 (Roche), následně jsem destičku 

zalepila fólií (Light Cycler 480 Sealing Foil Roche), aby nedošlo k odpaření vzorků během 

qPCR. Destičku jsem přenášela v polystyrenové krabici, abych zabránila vystavení světlu. Před 

vložením do cycleru byla destička centrifugována (2 min, 538 × g, Eppendorf Centrifuge 5430). 

Následně jsem ji umístila do termocycleru LightCycler 480 Systém (Roche) na program, viz 

tabulka 22.  

Tabulka 22: Program cycleru pro qPCR 

Počáteční extenze 5 min 95 °C 

Denaturace 10 s 95 °C  

Cyklus opakující se 45× Nasedání primerů 15 s 58 °C 

Extense 10 s 72 °C 

Křivka tání 10 s 97 °C 



32 

 

1 min 65 °C 

kontinuální 97 °C 

Chlazení 1 min 40 °C 

 

K vyhodnocení jsem použila program LightCycler 480 Software, Version 1.5. U jednotlivých 

amplikonů jsem stanovila křivky tání (Melt Curve Genotyping), které vypovídají o specifitě 

produktu. Vzorky s nespecifickými produkty (např. diméry primerů) jsem vyřadila z analýzy. 

Vypočtené množství kopií celkového SP6A transkriptu i SP6A transkriptu bez 8nt delece jsem 

vztáhla na množství kopií referenčního genu, zde UBI. Pro stanovení míry exprese SP6A byla 

hodnota relativní kvantifikace porovnávána u mutantních linií s WT rostlinou. Pro snazší 

interpretaci jsem průměrnou hodnotu pro kontrolu (WT) stanovila rovnu 1.  

Délku produktů qPCR jsem ověřila pomocí elektroforetické separace. Vzhledem 

k předpokládané délce produktu jsem vytvořila 3% agarózový gel v 1× TAE pufru (postup 

podobný viz kap. 3.3.1) Po utuhnutí gelu jsem nanášela výsledné produkty qPCR (triplikáty pro 

daný vzorek jsem předem spojila) s přidanými 2 µl barvičky 6× LD. Elektroforetická separace 

probíhala při napětí 5 V/cm. Gel jsem zdokumentovala obdobně jako v kap. 3.3.1.  

 

3.4 Tuberizační experimenty in vitro 

Pro porovnání tuberigenního potenciálu jsem provedla tuberizační experiment in vitro. Do 50ml 

Erlenmayerových baněk jsem nalila po 20 ml MS média s 0,2 mg.l-1 benzylaminopurinu (BAP) 

a s rozdílným podílem sacharózy (6 %, 8 % a 9 % - w/v; postup přípravy MS média viz kap. 

3.2.1). Do každé baňky jsem vložila tři nodální segmenty, které jsem vyřízla ze střední části 

rostlin starých 4 týdny. Segmenty jsem kultivovala in vitro ve tmě, při teplotě 21 °C. Pro 

orientační porovnání tuberigenního potenciálu u použitých kultivarů cv. Otava a Desirée (WT) 

jsem otestovala rychlost zakládání hlízek na médiu s 6 % a 8 % sacharózy. Počet nově 

vzniklých hlízek jsem zaznamenávala v týdenním intervalu po dobu 5 týdnů. Pro porovnání 

tuberigenníního potenciálu mezi WT a odvozenými mutantními liniemi jsem nejdříve provedla 

experiment s 9 % sacharózy, v dalším experimentu jsem snížila koncentraci sacharózy na 8 %. 

Počet nově vzniklých hlízek jsem zaznamenala po prvním týdnu kultivace a experiment 

kompletně vyhodnotila po dvou týdnech. Parametry, které jsem hodnotila, byly frekvence 

a přisedlost hlízek, délka stolonu a čerstvá hmotnost hlízek.  
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3.5 Zpracování dat  

K odhadu procentuálního zastoupení needitované sekvence a záměn ve vzorku mutantních linií 

jsem použila software TIDE (https://tide.nki.nl/, Brinkman et al., 2014). Pro zpracování dat 

jsem použila programy Microsoft Office 365. Pro grafické znázornění výsledků expresních 

analýz a tuberizačních experimentů in vitro jsem použila software MS Excel. Pro statistické 

vyhodnocení jsem použila program NCSS 9 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA). Pro 

porovnání výsledků z tuberizačního pokusu, kde jsem mutantní linie porovnávala s WT Desirée 

(kontrolou), jsem použila analýzu rozptylu ANOVA, One-Way Analysis of Varience, Kruskal-

Wallis Multiple-Comparision Z-value Test. Statisticky významné rozdíly jsem v grafech 

označila takto: ns (nesignifikantní, α  0,1), (*) (α ≤ 0,1), * (α ≤ 0,05), ** (α ≤ 0,01).   

 

 

https://tide.nki.nl/
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4 Experimentální část  

Výsledky diplomové práce se odvíjí od cílů, které jsem si vytyčila. Charakterizace mutantních 

linií vychází z podmínky odvození mutantních linií. S ohledem na časovou náročnost tohoto 

kroku tvoří nakonec odvození linií stěžejní část mé experimentální práce. V průběhu studia 

jsem se pokusila vytvořit SP6A knock-out mutantní linie u Solanum tuberosum cv. Desirée 

a Otava pomocí CRISPR-Cas9 mutageneze. Jelikož jsem pro odvození již měla připravenou 

transgenní linii Agrobacterium tumefaciens s konstruktem pro knock-out StSP6A (viz kapitola 

3.3), zahájila jsem práci rovnou transformací rostlinného materiálu cestou de novo regenerace 

z pletiv listů u rostlin pěstovaných in vitro. 

4.1 Příprava Agrobacterium tumefaciens 

Před použitím jsem u Agrobacterium ověřila přítomnost úseku T-DNA obsahující gRNA, 

kterou ohraničují primery (viz kap. 3.3.1, tabulka 7) u třech vybraných nezávislých kolonií, 

z nichž všechny byly pozitivní (obrázek 8). Ze suspenzí odvozených z těchto kolonií jsem 

vybrala pro transformaci rostlin tu, která měla optickou denzitu nejblíže hodnotě 1,5 (viz 

tabulka 23).  

Tabulka 23: Optická denzita pro jednotlivé suspenze Agrobakterium v YEB médiu se selekčními antibiotiky, 

zeleně podbarvené hodnoty vybraných kolonií pro transformaci. 

Kolonie Optická denzita pro transformaci cv. Desirée Optická denzita pro transformaci cv. Otava 

1 1,694 1,167 

2 1,771 0,536 

3 0,998 0,297 

 

 

Obrázek 8. Elektroforetogram genotypovaných kolonií agrobakteria určených pro transformaci cv. Desirée , M – 

marker 100 bp; –, N – negativní kontrola bez templátu, 1,2,3 – PCR produkt kolonií 1,2,3; očekávaná velikost 

produktu 423 bp. 
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4.2 Odvození transgenních linií bramboru kultivarů Desirée a Otava 

Pro odvození transgenních linií jsem zvolila cestu regenerace de novo z listů rostlin 

pěstovaných in vitro, která se běžně používá pro stabilní transformaci rostlin bramboru. 

Rychlost regenerace de novo se mezi vybranými kultivary lišila.  První kalus v oblasti řezných 

ran se u kultivaru Desirée objevil už po prvním týdnu kultivace na SIM, zatímco u kultivaru 

Otava jsem kalus pozorovala až ve třetím týdnu pěstování na SIM (obrázek 9). I první 

regeneranty jsem u cv. Desirée odebírala dříve (3. týden na SIM) než u Otavy (5. týden na SIM). 

Kritériem pro odběr regenerantů byla minimální délka prýtu, která přesahovala 4 mm. Celkově 

jsem u cv. Desirée získala 32 regenerantů. U cv. Otava jsem z celkových 28 regenerantů však 

5 regenerantů ztratila kvůli kontaminacím. Z mých pozorování lze uzavřít, že Otava regeneruje 

pomaleji než nejpoužívanější kultivar Desirée. 

 

Obrázek 9: Fotodokumentace jednotlivých fází odvozování transgenních linií během první regenerace u kultivaru 

Desirée (A–C) a Otava (D–F); kalus označený červenou šipkou, A) ko-kultivace listů cv. Desirée s bakteriální 

suspenzí; B) list cv. Desirée po 1. týdnu na SIM; C) regeneranti na listu cv. Desirée po 3. týdnu na SIM;  D) ko-

cv. Desirée                    cv. Otava 

 A
) 
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) 
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) 
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 F 
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kultivace listů cv. Otava s bakteriální suspenzí; E) listy cv. Otava po 1. týdnu kultivace na SIM, bez kalusu; F) list 

se vznikajícím kalusem cv. Otava po 3. týdnu na SIM   

 

4.3 Přítomnost a charakter mutací u linií odvozených po první regeneraci 

U všech získaných odvozených linií jsem před namnožením ověřila přítomnost transgenu. 

U cv. Desirée jsem detekovala 14 pozitivních linií (tj. u 43,8 %), u cv. Otavy 13 linií  

(tj. 56,5 %) (viz tabulka 24). U všech pozitivních linií jsem za použití sekvenace porovnávala 

úsek DNA v oblasti místa štěpení Cas9 (v prvním exonu StSP6A) s WT sekvencí. Výsledky 

sekvenování u většiny testovaných linií nevykazovaly žádné změny (jako např. u linie 22, 

obrázek 10 a tabulka 24), avšak u tří odvozených linií cv. Desirée (linie 16, 18, 19) a jedné linie 

cv. Otavy (linie 6) jsem pozorovala dílčí změnu v sekvenci, a to vždy deleci 8 nukleotidů  

(v okolí místa štěpení) (obrázek 10 a 11). V programu TIDE jsem si pak ověřila přítomnost této 

delece u všech čtyř linií. Nicméně odhad procenta zastoupení nemutovaných sekvencí ve 

vzorku byl relativně vysoký (viz tabulka 24, obrázek 12 a 13). Pokud by velké zastoupení 

nemutovaných sekvencí bylo zapříčiněno tím, že linie jsou genetické mozaiky, redukci 

chimérismu lze docílit opakovanou regenerací de novo. Frekvence mutací u linie odvozené z cv. 

Otava se zdála být nejvyšší, a tedy i pravděpodobnost získání kompletně knock-outované linie 

z opakované regenerace. Delece 8 nukleotidů byla detekovaná jen u jedné linie, u ostatních se 

jednalo o jiné druhy záměn, nejčastěji 5nt a 10nt delece, resp. inzerce, nicméně z časových 

důvodů jsem již v další práci mohla pokračovat jen s cv. Desirée. 
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Tabulka 24: Přehled odvozených linií u cv. Desirée a Otava, detekce přítomnosti transgenu, editace v místě štěpení, 

procento nemutovaných sekvencí ve vzorku, + značí pozitivní výsledek, − značí negativní výsledek pro daný 

parametr, tučně vyznačené nadějné linie vhodné pro opakovanou regeneraci. U cv. Otava je červeně označena 

a přeškrtnuta linie, která zkontaminovala. Regeneranti cv. Otava, které jsem ztratila vlivem kontaminace dříve, 

než jsem mohla ověřit přítomnost transgenu, nebyli v tabulce zahrnuti.  

 cv. Desirée  cv. Otava 

Číslo 

linie 

Přítomnost 

transgenu 

Procento 

nemutovaných 

sekvencí ve 

vzorku [%]  

Přítomnost 8 

nukleotidové 

delece 

Číslo 

linie 

Přítomnost 

transgenu 

Procento 

nemutovaných 

sekvencí ve 

vzorku [%]  

Přítomnost 8 

nukleotidové 

delece 

1 − − − 1 − − − 

2 + 94,6 − 2 − − − 

3 − − − 3 − − − 

4 − − − 4 − − − 

5 + 94,7 − 5 − − − 

6 − − − 6 + 53 + 

7 + 93,8 − 7 + 70,9  − 

8 − − − 8 + 68,7  − 

9 + 100 − 9 + 68,8  − 

10 − − − 10 + 67,5  − 

11 − − − 11 + 67,1  − 

12 − − − 12 − − − 

13 + 94,8 − 13 − − − 

14 + 94,4 − 14 − − − 

15 − − − 15 − − − 

16 + 85,6 + 16 − − − 

17 − − − 17 + 69,8  − 

18 + 81,8 + 18 + 70,4  − 

19 + 82,1 + 19 + 68,7  − 

20 + 93,6 − 20 + 68,3  − 

21 − − − 21 + 69,6  − 

22 + 94,4 − 22 − − − 

23 − − − 23 + 70,5  − 

24 − − − 24 + 69,1 − 

25 + 94,7 −     

26 − − −     

27 − − −     

28 + 94,4 −     

29 − − −     

30 − − −     

31 + 90,5 −     

32 − − −     
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Obrázek 10:  Sekvenační chromatogramy, cv. Desirée po první regeneraci, výseč ze sekvenovaného úseku 170 bp 

prvního exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modře vyznačená oblast gRNA SP6A, 

fialovými tečkami označené místo PAM, červeně čárkovaně místo střihu, wild type Desirée (Des), linie 22 

nevykazující změnu v sekvenci, linie 16, 18 a 19, kde část DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci, označena 

žlutým rámečkem.  

 WT Des 

Linie 22 

Linie16 

Linie18 

Linie19 
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Obrázek 11: Sekvenační chromatogramy, cv. Desirée po první regeneraci, výseč ze sekvenovaného úseku 170 bp 

prvního exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modře vyznačená oblast gRNA SP6A, 

fialovými tečkami označené místo PAM, červeně čárkovaně místo střihu, wild type Otava (Ot), linie 7 

nevykazující změnu v sekvenci, linie 6, kde část DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci, označena žlutým 

rámečkem. 

  

WT Ot 

Linie 6 

Linie 7 
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Obrázek 12: Odhad zastoupení sekvencí bez záměny (růžová), s inzercí 1–10 nukleotidů (1–10) a delecí 1–10 

nukleotidů (−1–−10) v jednotlivých liniích (černá), kultivar Desirée po první regeneraci, do programu vložena 

výseč sekvenovaného úseku 170 bp prvního exonu genu StSP6A, vizualizováno pomocí softwaru TIDE. WT 

Desirée (Des), linie 22 nevykazující deleci v sekvenci, linie 16, 18, 19, kde část DNA ve vzorku nesla 8 

nukleotidovou deleci. 

 

 

 

 

 

Obrázek 13: Odhad zastoupení sekvencí bez záměny (růžová), s inzercí 1–10 nukleotidů (1–10) a delecí 1–10 

nukleotidů (−1–−10) v jednotlivých liniích (černá), kultivar Otava po první regeneraci, do programu vložena výseč 

sekvenovaného úseku 170 bp prvního exonu genu StSP6A, vizualizováno pomocí softwaru TIDE. WT Otava (Ot), 

linie 7 nevykazující deleci v sekvenci, linie 6, kde část DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci. 

  

WT Ot 

   Linie 7 

Linie 6 
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4.4 Detekce přítomnosti transkriptu Cas9 v nadějných liniích 

Pro výběr vhodného materiálu pro opakovanou regeneraci jsem stanovila expresi Cas9 ve 

vzrostných vrcholech (2 rostliny/linie) nadějných linií. Pokud v pletivech stále dochází 

k expresi Cas9, po regeneraci de novo je šance na editaci dalších alel. Všechny testované linie 

vykazovaly expresi Cas9 (obrázek 14), z toho lze usuzovat, že by druhá regenerace (příp. další 

subkultivace) odvozených linií mohla zvýšit frekvenci mutací.    

 

Obrázek 14: Elektroforetogram PCR produktů Cas9 cDNA v nadějných liniích, které měly část DNA ve vzorku 

editovanou. M – marker, 16/R3,4 (linie 16, R3, 4 biologické replikáty z rostlin 3 a 4), 18/R1,2(linie 18, R1,2 

biologické replikáty rostlin 1 a 2), 19/R2,3 (linie 19, R2,3 biologické replikáty z rostlin 2 a 3), – prázdná jamka, 

RT− – kontrolní vzorek cDNA bez reverzní transkriptázy, N – negativní kontrolní vzorek, očekávaná délka 

produktu 476 bp.  

 

4.5 Odvození linií opakovanou regenerací a jejich charakterizace 

Výchozím materiálem pro opakovanou regeneraci byly tři vybrané linie z první regenerace (16, 

18, 19). Druhá regenerace probíhala obdobně jako první, bylo však zřejmé, že kalus 

i regeneranti se tvoří ochotněji a listy etiolovaly později (obrázek 15), než jsem sledovala během 

první regenerace, což ukazuje na vysoké zastoupení transgenních buněk nesoucích 

kanamycinovou rezistenci v pletivech listu. Kultivace na SIM trvala 7 týdnů, přičemž první 

regeneranti byli odebráni již ve 3. týdnu na SIM. Počet odebraných regenerantů byl větší než 

v první regeneraci (uvedeno v přehledové tabulce 25).  
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A)  B)   

Obrázek 15: Porovnání první a druhé regenerace de novo na listech cv. Desirée po 3. týdnu kultivace na SIM; A) 

první regenerace, B) druhá regenerace z linie 19/R3 (linie 19, R3 biologický replikát z rostliny 3). 

 

U 57 náhodně vybraných linií z druhé regenerace jsem provedla rychlý screening přítomnosti 

8 nukleotidové delece (viz tabulka 25, obrázek 16), nejpravděpodobnější změny v cílovém 

úseku DNA, pomocí restrikčního štěpení enzymem HpyAV, který rozpoznává sekvenci, která 

při 8 nukleotidové deleci v sekvenci chybí (viz kap. 3.3.6.2). Zatímco u WT došlo k úplnému 

štěpení cílového úseku DNA, tj. byly viditelné pouze dva štěpné produkty o délce 50 a 120 bp, 

u regenerantů, obsahujících předpokládanou deleci, byl detekovatelný nerozštěpený amplikon 

o 170 bp, ale zároveň jsem u všech objevila i štěpné produkty o shodné velikosti jako 

u štěpeného vzorku WT (viz tabulka 25, obrázek 16). Některé vzorky (23 linií) vykazovaly 

silnější signál u proužku 170 bp, tyto linie jsem nechala osekvenovat, s cílem vyhodnotit, zda 

v sekvenci sledovaného DNA úseku došlo ke změnám v zastoupení mutované sekvence 

(obrázek 17–22, tabulka 25). Výsledky potvrdily závěr z restrikčního štěpení, a sice, že se 

z druhé regenerace nepodařilo získat kompletní knock-out linii. V sekvenačních 

chromatogramech je delece 8 nukleotidů dobře detekovatelná, stejně tak i navýšení poměru 

jednotlivých vrcholů, které odpovídají sekvenci s delecí, oproti WT sekvenci ve srovnání 

s výsledky po první regeneraci (obrázek 10–13 a obrázek 17–22), nicméně současně je jasně 

vidět i WT sekvence. Problematické je porovnání výsledků sekvenace s vyhodnocením pomocí 

softwaru TIDE, protože odhady typů mutací se sekvenačními chromatogramy ani s výsledky 

štěpení restrikčním enzymem příliš nekorelují.  
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Tabulka 25: Přehled linií cv. Desirée odvozených po druhé regeneraci a základní charakterizace genotypu 

(screening osminukleotiodvé delece pomocí restrikčního štěpení a zastoupení nemutovaných sekvencí ve vzorku), 

+ značí pozitivní výsledek, − značí negativní výsledek, X značí, že se vzorek dále netestoval. Název sublinie (např. 

19/R2/8) vyjadřuje prvním číslem původní linii, ze které je linie odvozena (16/18/19), dále označení rostliny, ze 

které byly odebrány listy na opakovanou regeneraci de novo (R1–5), a poté číslo odvozené linie (1–26).  

Linie 

Celkový počet 

sublinií po druhé 

regeneraci 

Sublinie Restrikční štěpení 

Zastoupení 

nemutovaných 

sekvencí ve vzorku 

[%] 

16 80 

16/R1/7 + 63,4 

16/R2/7 + 57,6 

16/R3/8 − X  

16/R3/9 − X  

16/R3/11 − X  

16/R3/12 + 75,9 

16/R3/15 + 73,6 

16/R3/16 − X  

16/R3/18 − X  

16/R3/19 + 69,2 

16/R4/11 + 82,7 

16/R4/12 + 68,6 

16/R4/13 − X  

16/R4/14 + X  

16/R4/26 + X  

18 70 

18/R1/7 + X  

18/R2/1 + X  

18/R2/8 − X  

18/R2/9 + 71 

18/R2/10 − X  

18/R2/22 + 69,4 

18/R2/23 + 78 

18/R3/1 − X  

18/R3/4 + 41 

18/R3/6 + 79,9 

18/R3/7 − X  

18/R3/11 + X  

18/R4/1 − X  

18/R4/4 − X  

18/R5/5 + nečitelná sekvence 

18/R5/6 − X  

18/R5/7 + 75,9 

18/R5/8 − X  

19 54 

19/R1/1 + 78,5 

19/R1/2 + 76 

19/R1/3 + X  

19/R1/4 + 76,2 

19/R1/5 + X  

19/R1/9 + 73 

19/R1/10 − X  

19/R2/1 + X  

19/R2/5 + X  

19/R2/8 + 80,1 

19/R2/9 + X  

19/R2/12 + 76,2 
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19/R2/13 + X  

19/R2/15 + 78,8 

19/R2/17 + X  

19/R2/18 + X  

19/R2/19 + X  

19/R2/20 + X 

19/R2/21 + 78,3 

19/R3/1 + X  

19/R3/2 + 56,4 

19/R3/3 − X 

19/R3/4 − X 

19/R3/6 + X 

 

 

Obrázek 16: Elektroforetogram porovnávající produkty bez a s restrikčním štěpení enzymem HpyAV u cv. Desirée 

po druhé regeneraci. Zleva M – marker, WT, a odvozené linie 19/R2/18, 19/R2/5, 19/R2/8, 16/R4/11, 19/R1/2, 

19/R2/12, 18/R2/23; vždy v pořadí štěpený (Š) a neštěpený (NŠ) replikát. Štěpný produkt o velikosti 50 bp je na 

gelu obtížně identifikovatelný. Neštěpené vzorky obsahovaly pouze PCR produkt a objem do 10 µl jsem doplnila 

DNase/RNA-free vodou. 
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Obrázek 17: Sekvenační chromatogramy, cv. Desirée po první regeneraci, výseč ze sekvenovaného úseku 170 bp 

prvního exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modře vyznačená oblast gRNA SP6A, 

fialovými tečkami označené místo PAM, červeně čárkovaně místo střihu, wild type Desirée (Des), linie 16 z první 

regenerace a od ní odvozené linie druhou regenerací: linie 16/R3/19, linie 16/R3/12, kde část DNA ve vzorku nesla 

8 nukleotidovou deleci, označena žlutým rámečkem.  
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Obrázek 18: Sekvenační chromatogramy, cv. Desirée po první regeneraci, výseč ze sekvenovaného úseku 170 bp 

prvního exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modře vyznačená oblast gRNA SP6A, 

fialovými tečkami označené místo PAM, červeně čárkovaně místo střihu, wild type Desirée (Des), linie 18 z první 

regenerace a od ní odvozené linie druhou regenerací: linie 18/R2/22, linie 18/R3/4, kde část DNA ve vzorku nesla 

8 nukleotidovou deleci, označena žlutým rámečkem.  
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Obrázek 19: Sekvenační chromatogramy, cv. Desirée po první regeneraci, výseč ze sekvenovaného úseku 170 bp 

prvního exonu genu StSP6A, vizualizované v programu SnapGene viewer; modře vyznačená oblast gRNA SP6A, 

fialovými tečkami označené místo PAM, červeně čárkovaně místo střihu, wild type Desirée (Des), linie 19 z první 

regenerace a od ní odvozené linie druhou regenerací: linie 19/R1/1, 19/R2/8, kde část DNA ve vzorku nesla 8 

nukleotidovou deleci, označena žlutým rámečkem.  
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Obrázek 20: Odhad zastoupení sekvencí bez záměny (růžová), s inzercí 1–10 nukleotidů (1–10) a delecí 1–10 

nukleotidů (−1–−10) v jednotlivých liniích (černá), kultivar Desirée po první a druhé regeneraci, do programu 

vložena výseč sekvenovaného úseku 170 bp prvního exonu genu StSP6A, vizualizováno pomocí softwaru TIDE. 

WT Desirée (Des) linie 16, z první regenerace a od ní odvozené linie druhou regenerací: linie 16/R3/12, 16/R3/19, 

kde část DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou delecí 
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Linie 16 

WT Des 
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Obrázek 21: Odhad zastoupení sekvencí bez záměny (růžová), s inzercí 1–10 nukleotidů (1–10) a delecí 1–10 

nukleotidů (−1–−10) v jednotlivých liniích (černá), kultivar Desirée po první a druhé regeneraci, do programu 

vložena výseč sekvenovaného úseku 170 bp prvního exonu genu StSP6A, vizualizováno pomocí softwaru TIDE. 

WT Desirée (Des) linie 18, z první regenerace a od ní odvozené linie druhou regenerací: linie 18/R2/22, 18/R3/4, 

kde část DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci  

Linie 18/R3/4 

Linie 18/R2/22 

Linie 18 

WT Des 



51 

 

 

 

 

 

Obrázek 22: Odhad zastoupení sekvencí bez záměny (růžová), s inzercí 1–10 nukleotidů (1–10) a delecí 1–10 

nukleotidů (−1–−10) v jednotlivých liniích (černá), kultivar Desirée po první a druhé regeneraci, do programu 

vložena výseč sekvenovaného úseku 170 bp prvního exonu genu StSP6A, vizualizováno pomocí softwaru TIDE. 

WT Desirée (Des) linie 19, z první regenerace a od ní odvozené linie druhou regenerací: linie 19/R1/1, 19/R2/8, 

kde část DNA ve vzorku nesla 8 nukleotidovou deleci 

Linie 19/R2/8 

Linie 19/R1/2 

Linie 19 

WT Des 
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4.6 Porovnání hladin transkriptu kontrolní a mutantní alely SP6A ve vybraných liniích 

U mutantních linií, získaných po druhé regeneraci a nesoucích částečně editovaný gen pro SP6A 

(resp. editované některé alely genu/editace přítomna jen v některých buňkách), jsem se 

rozhodla ověřit, zda hladiny nemutovaného SP6A transkriptu (resp. transkriptu bez 8 

nukleotidové delece) budou nižší oproti kontrole. U WT Desirée a některých linií jsem provedla 

screening pomocí qPCR, abych porovnala celkovou hladinu SP6A mRNA ve vzorku 

a zastoupení transkriptu pro kontrolní alelu (bez 8nt delece) v celkové hladině SP6A mRNA. 

Hladina transkriptu SP6A byla stanovena jako relativní, vztažena na množství kopií 

referenčního transkriptu UBI. Délku výsledných produktů qPCR jsem ověřila pomocí 

elektroforetické separace (viz kap. 3.3.7.5.1, obrázek 23). Transkript se sadou primerů o délce 

115 bp, detekující přítomnost všech alel, byl dobře zjistitelný (obrázek 23/A). Taktéž v případě 

detekce transkriptu pro kontrolní alelu (bez 8nt delece) byl produkt (182 bp) dobře 

vizualizován. Kromě něj je slabě vidět i produkt, který odpovídá velikosti produktu první reakce 

(obrázek 23/B), mohlo by se jednat o kontaminaci, avšak z časových důvodů jsem již nestihla 

reakci zopakovat s novou sadou chemikálií.   

A  B  

Obrázek 23: Ověření délky produktů qPCR pomocí elektroforetické separace, marker GeneRuler 50 bp DNA 

Ladder (Thermo Scientific), vzorky na gelu zleva v pořadí: WT Desirée, 18/R2/22, 18/R3/4, 18/R2/23, 19/R1/4, 

19/R1/2; výsledný produkt qPCR s primery pro detekci A) celkové SP6A mRNA, délka produktu 115 bp , B) SP6A 

mRNA s 8nt delecí, délka produktu 182 bp  

 

Výsledky screeningu ukazují na možné snížení celkových hladin SP6A u všech mutantních linií 

oproti kontrole (graf 1). Nápadné snížení hladin transkriptu jsem pozorovala zejména u linie 

19/R1/2, která vykazovala 10 % hladiny WT, méně výrazné snížení jsem zaznamenala u linie 

19/R1/4, která odpovídala poloviční hladině WT. Zbytek sledovaných linií vykazoval pokles 

zhruba na dvě třetiny hladiny u WT. Pokles zastoupení kontrolní mRNA SP6A (bez 8nt delece) 

v celkové SP6A mRNA nebyl tak výrazný u jednotlivých mutantních linií jako u hladiny 
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celkové mRNA SP6A. Například hodnota hladiny kontrolní mRNA se u linie 18/R2/22 od WT 

téměř nelišila, zatímco hladiny kontrolního transkriptu u ostatních mutantních linií poklesly 

maximálně na dvě třetiny hladiny u WT. Expresní analýzy byly ale provedeny jen u jednoho 

biologického replikátu a pro potvrzení sledovaných změn by bylo potřeba experiment provést 

s větším počtem opakování.  

 

A  B  

Graf 1: Relativních hladina SP6A transkriptu (A) a poměr SP6A mRNA (bez 8nt delece) ku celkové SP6A mRNA 

(B) v listech rostlin pěstovaných v podmínkách in vitro, WT a mutantních linií 18/R2/22, 18/R3/4, 19/R1/4, 

19/R1/2 po druhé regeneraci, normalizováno na množství kopií referenčního transkriptu UBI, relativní hladina 

SP6A WT = 1 

 

4.7 Tuberizační experimenty in vitro 

Provedla jsem několik tuberizačních experimentů in vitro. Nejprve jsem porovnala tuberigenní 

potenciál S. tuberosum cv. Otava a Desirée. Již po týdnu kultivace jsem pozorovala vznik hlízek 

u kultivaru Otava na tuberizačním médiu s 8 % sacharózy, cv. Desirée vytvořil hlízky na 

shodném médiu až ve druhém týdnu (graf 2/B). Na tuberizačním médiu se 6 % sacharózy jsem 

první hlízky zaznamenala ve druhém týdnu u cv. Otava, zatímco u cv. Desirée jsem hlízky 

pozorovala až po 3 týdnech kultivace (graf 2/A). Na médiu se 6 % sacharózy jsem u cv. Otava 

pozorovala vytvoření hlíz na všech segmentech už ve třetím týdnu kultivace, zatímco na médiu 

s 8 % jsem tuberizaci všech segmentů tohoto kultivaru sledovala až v týdnu pátém (fotografie 

viz obrázek 24). U cv. Desirée nebylo dosaženo tuberizace u všech segmentů ani po 5 týdnech 

na žádném z kultivačních médií. Na médiu s 6 % sacharózy tuberizovalo zhruba 25 % segmentů, 

na médiu s 8 % sacharózy zhruba 60 % segmentů.  Výsledky potvrzují, že cv. Otava – na rozdíl 

od Desirée – patří mezi ranější odrůdy.  
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Graf 2: Zastoupení tuberizujících segmentů po 1.–5.týdnu kultivace v podmínkách in vitro, S. tuberosum cv. Otava 

a Desirée; A) tuberizační médium s 6 % sacharózy n = 27–30; B) tuberizační médium s 8 % sacharózy; n = 27–30  

 

 

Obrázek 24: Fotografická dokumentace mikrohlízek u kultivarů Otava a Desirée po 5 týdnech kultivace in vitro 

na tuberizačním médiu s 6 % a 8 % sacharózy.   

 

Také jsem provedla dva orientační pokusy, kdy jsem porovnala tuberizační potenciál WT 

Desirée s náhodně vybranými osekvenovanými mutantními liniemi po druhé regeneraci. Tímto 

experimentem jsem chtěla ověřit předpoklad, že snížení hladiny SP6A vede k potlačení 

tuberizace. Překvapivě jsem však pozorovala výsledky opačné. V prvním týdnu kultivace jsem 

u tuberizačního pokusu I pozorovala, že dvě ze čtyř testovaných linií vykazují vyšší zastoupení 

tuberizujících segmentů oproti WT, podobně tomu bylo v prvním týdnu u pokusu II, ve kterém 

jsem použila jiné linie, z nichž u tří linií segmenty tuberizovaly ochotněji (graf 3). Ve druhém 

týdnu se počet tuberizujících segmentů zvýšil u všech pozorovaných linií i u WT. V prvním 

pokusu vykazovaly linie stále vyšší zastoupení tuberizujících segmentů, ačkoliv ve druhém 

0

20

40

60

80

100

1. týden 2. týden 3. týden 4. týden 5. týden

za
st

o
u

p
en

í t
u

b
er

iz
u

jíc
íc

h
 

se
gm

en
tů

 v
 %

A

cv. Otava cv. Desirée

0

20

40

60

80

100

1. týden 2. týden 3. týden 4. týden 5. týden

za
st

o
u

p
en

í t
u

b
er

iz
u

jíc
íc

h
 

se
gm

en
tů

 v
 %

B

cv. Otava cv. Desirée

cv. Desirée 

8 % 

cv. Otava 

6 % 



55 

 

pokusu již rozdíly oproti WT nebyly tak výrazné (graf 3). Dalším parametrem, který jsem 

sledovala, byla přítomnost přisedlých a nepřisedlých hlíz na segmentech.  

Byly provedeny dva experimenty s různými liniemi: v pokusu I kromě jedné linie (18/R2/23) 

vykazovaly segmenty tvorbu pouze přisedlých hlíz, zatímco ve druhém pokusu se pouze 

přisedlé hlízy vyskytovaly na segmentech dvou linií (19/R1/2; 18/R3/6), WT a další linie tvořily 

na svých segmentech i hlízy nepřisedlé. Podíl přisedlých hlíz nekoreluje s ovlivněním hladiny 

transkriptu SP6A (graf 4). Dalším hodnoceným parametrem byla čerstvá hmotnost hlízek, 

přičemž některé linie vykazovaly statisticky významné navýšení (19/R1/2; 19/R2/8; 18/R2/22; 

18/R3/6) a některé trend pro navýšení hmotnosti hlíz. (graf 5).   

   

Graf 3: Zastoupení tuberizujících segmentů po 1. a 2. týdnu kultivace v podmínkách in vitro u S. tubesorum cv. 

Desirée WT a mutantních linií odvozených při opakované regeneraci; A) Tuberizační pokus I s liniemi 19/R1/1, 

19/R1/4, 18/R2/23, 18/R3/4 na tuberizačním médiu s 9 % sacharózy, B) Tuberizační pokus II s liniemi 19/R1/2, 

19/R2/8, 18/R2/22, 18/R3/6 na tuberizačním médiu s 8 % sacharózy, n = 6–9 

 

 

Graf 4: Zastoupení přisedlých a nepřisedlých hlíz po 2. týdnu kultivace in vitro u segmentů S. tubesorum cv. 

Desirée WT a linií odvozených z opakované regenerace; A) Tuberizační pokus I s liniemi 19/R1/1, 19/R1/4, 

18/R2/22, 18/R3/4 kultivované na MS médiu s 9 % sacharózy; B) Tuberizační pokus II s liniemi 19/R1/2, 19/R2/8, 

18/R2/22, 18/R3/6 kultivované na MS médiu s 8 % sacharózy, n = 6–9 
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Graf 5: Čerstvá hmotnost hlízek po 2. týdnu kultivace při 21 °C, ve tmě, u segmentů S. tubesorum cv. Desirée WT 

a linií odvozených z opakované regenerace; A) linie 19/R1/1, 19/R1/4, 18/R2/22, 18/R3/4 kultivované na 

tuberizačním médiu s 9 % sacharózy, n = 3–8; B) linie 19/R1/2, 19/R2/8, 18/R2/22, 18/R3/6 kultivované na 

tuberizačním médiu s 8 % sacharózy, n = 3–5; Statisticky významné rozdíly jsou označeny hvězdičkami dle 

hladiny významnosti: ** α  ≤  0,01; * α  ≤  0,05; (*) α  ≤  0,1; ns – statisticky nesignifikantní rozdíl oproti kontrole. 

 

Ve druhém týdnu jsem u segmentů obou experimentů změřila délku stolonů, průměrné délky 

jsem zaznamenala v tabulce 26. Ve druhém pokusu po dvoutýdenní kultivaci průměrná délka 

stolonu u WT segmentů byla spíš kratší než u mutantních linií. Kvůli nedostatečnému počtu 

segmentů tvořící stolony ale nebylo možné tento parametr statisticky vyhodnotit.  

Tabulka 26: Průměrná délka stolonů u netuberizujících segmentů po 2. týdnu kultivace, u segmentů S. tubesorum 

cv. Desirée WT a odvozené linie z opakované regenerace; A) linie 19/R1/1, 19/R1/4, 18/R2/22, 18/R3/4 

kultivované na MS médiu s 9 % sacharózy, n = 1–4; B) linie 19/R1/2, 19/R2/8, 18/R2/22, 18/R3/6 kultivované na 

MS médiu s 8 % sacharózy, n =2–6. 

A 
průměrná délka stolonu 

[mm] 

směrodatná 

odchylka 
B 

průměrná délka 

stolonu [mm] 

směrodatná 

odchylka 

WT Des 3,75  ± 2,87 WT Des 12 ± 2,82 

19/R1/1 8,25  ± 12,72 19/R1/2 34,75 ± 16,19 

19/R1/4 8,25  ± 6,39 19/R2/8 24,5 ± 17,74 

18/R2/23 2,5  ± 0,70 18/R2/22 47,67 ± 10,69 

18/R3/4 4 – 18/R3/6 25 ± 19 

 

Porovnání výsledků sekvenačních dat, hladin transkriptu SP6A a tuberizačních pokusu in vitro 

pro jednotlivé linie je obtížné interpretovat, protože reagují v každém parametru poněkud 

odlišně a nevykazují jasné trendy. U všech testovaných linií se potvrdil pokles celkového SP6A 

transkriptu oproti WT, někde významně, často bylo zastoupení SP6A mRNA (bez 8nt delece) 

v celkové SP6A mRNA srovnatelné nebo mírně nižší. Linie, která vynikala nad ostatními, je 

linie 18/R3/4; dle softwaru TIDE má různé záměny, které snižují zastoupení nemutované 
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sekvence v cílovém úseku SP6A. Byl u ní pozorován i nejvyšší pokles hladiny transkriptu 

kontrolní alely SP6A. To se však neodrazilo v tuberizaci. Hlízy, které byly přisedlé, se zakládaly 

rychleji.  Velký rozpor vykazovala i linie 19/R1/2. Ze sekvenačních dat lze vyčíst dominantní 

zastoupení 8nt delece, měla také významný pokles hladiny celkové SP6A mRNA, avšak 

k poklesu tuberizačního potenciálu nedošlo. Za nadějnou linii bych označila 18/2/22, ta 

v tuberizačních experimentech vykazovala méně přisedlých hlíz, které se zakládají zhruba 

stejně rychle jako u WT. Naopak oproti WT u ní byla sledována statisticky významně navýšená 

čerstvá hmotnost hlízek. V porovnání hladin celkového transkriptu SP6A byl u ní sledován 

pokles na třetinu hodnoty WT. Avšak při detekci hladin SP6A transkriptu bez 8nt delece byl 

poměr srovnatelný s kontrolou. U této linie by bylo vhodné pokusy zopakovat s dostatečným 

počtem opakování. Kromě této linie se nadějnou zdá být ještě linie 19/2/8, která v tuberizačním 

experimentu in vitro vykazovala méně přisedlých hlíz, které se zakládaly pomaleji než WT. 

Bohužel u této linie jsem neprovedla expresní analýzy, které by bylo vhodné doplnit.  
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5 Diskuze 

V této práci předkládám myšlenku, že kompletní knock-out SP6A by mohl vést k analýze 

důsledků kompletního knock-outu SP6A genu. Chtěla jsem přispět vytvořením transgenní linie 

s pokud možno kompletně vyřazeným genem pro tento protein, a to pomocí CRISPR/Cas9 

mutageneze. Práce navazuje na témata studovaná v naší laboratoři, která se dlouhodobě zabývá 

tuberigenní signalizací a využívá jak spontánně tuberizujících linií kulturních brambor, tak 

i linií se sníženou hladinou vybraných tuberigenních signálů pomocí RNAi. Diplomová práce 

těsně navazuje na doktorský projekt mé konzultantky, která se věnuje mj. odvození 

a charakterizaci BEL5 knock-out linií. Výsledky mé práce by tak mohly být vhodné pro 

porovnání efektu SP6A a BEL5 knock-outu na tuberizaci bramboru a umožnily by lepší 

interpretaci dílčích dat.  

Pro studie zabývající se molekulární podstatou tuberizace je klíčový výběr genotypu bramboru. 

Většina publikací je založena na studiu poddruhu bramboru andigena. Výsledky těchto studií 

však nemusejí odpovídat projevům u kulturních brambor, a to kvůli odlišnému genetickému 

pozadí či odlišnostem v tuberigenní signalizaci, např. změnám v signalizaci prostřednictvím 

CDF1, SP6A nebo BEL11 (Kloosterman et al., 2013; Morris et al., 2014; Zounková, osobní 

sdělení); z hlediska využití pro zemědělskou produkci tak mají jen omezenou platnost. Proto 

jsem se rozhodla použít jako modelový organismus kulturní brambor.  

Pro svoji práci jsem zvolila kultivar Desirée, protože je nejdéle a nejčastěji využívaným 

kultivarem při mutagenezi, dobře se transformuje a má vysoký regenerační potenciál (např. 

Park et al., 2023). Kultivar Desirée má tu nevýhodu, že ačkoliv jeho genom je již osekvenovaný, 

dostupná jsou pouze hrubá data (Sequence Read Archive) (Sevestre et al., 2020), která 

neumožňují jednoznačnou interpretaci a nejsou dobře využitelná pro nalezení vhodných 

sekvencí pro cílenou mutagenezi všech čtyř alel. Během transformace cv. Desirée jsem 

v literatuře objevila informace o nově osekvenovaném kultivaru Otava s publikovanou 

kompletní sekvencí všech čtyř alel (Sun et al., 2022). Tento kultivar vyšlechtěný v České 

republice má dostupná i transkriptomická data, což usnadňuje vyhledávání cílových sekvencí 

v zájmovém genu, a proto jsem se rozhodla přibrat do experimentu i tento materiál. Efektivita 

transformace a regenerace se však může podstatně lišit i u různých kultivarů, proto jsem nadále 

pracovala s oběma genotypy.   

SP6A je protein, který je považován za zásadní složku tuberigenní signalizace u brambor 

(Navarro et al. 2011). Dosud však nebyla publikována data, která by určila, jak moc je SP6A 
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v procesu tuberizace nepostradatelný. Jak již bylo zmíněno v literárním přehledu, existuje 

několik studií, ve kterých byla sledována změna exprese genu SP6A, a to buď pomocí 

overexprese či down-regulace. Pro umlčování genů v bramboru byly díky své přesnosti, 

účinnosti a použitelnosti v polyploidních organismech využívané často technologie RNA 

interference (Navarro et al., 2011; Plantenga et al., 2019b).   

RNA interference reguluje genovou expresi na post-transkripční úrovni, a to pomocí specificky 

navržených malých RNA odpovídajících jejich cílovým sekvencím. Tento přístup nenavozuje 

kompletní knock-out genu a povaha knock-downu je přechodná a reverzibilní, což je možné 

využit pro porovnání fenotypu u jedinců s utišenou a znovu obnovenou expresí určitého genu. 

Avšak malé snížení hladiny transkripčního regulátoru nemusí znamenat výraznější změnu 

fenotypu, a tedy jasnou odpověď na otázky ohledně funkce daného proteinu. RNAi zahrnuje 

vyšší riziko zasažení necílových sekvencí, což může vést i k nežádoucímu modifikovanému 

fenotypu, který souvisí s umlčením jiného genu (přehledně např. v Sharma et al., 2022). 

Metoda CRISPR/Cas9 je ve srovnání s RNA interferencí novou technikou, díky které dochází 

oproti RNAi ke změnám na úrovni DNA (Sharma et al., 2022). Výhodou CRISPR/Cas9 

mutageneze je přesné zacílení genů s menším rizikem zasažení necílových sekvencí. Při 

vytvoření konstruktu pro knock-out je snaha navrhovat více než jednu specifickou gRNA, aby 

se zvýšila šance na dosažení kompletního knock-outu, zároveň je třeba zajistit, aby nedocházelo 

k zasažení necílových sekvencí (Přibylová a Fischer, 2024). Ačkoli jsme původně uvažovaly 

nad dvěma gRNA, stejně jako bylo navrženo pro knock-out StBEL5 genu v souběžné práci mé 

konzultantky, pro StSP6A byla navržena a použita jen jedna specifická gRNA. Existuje několik 

softwarů, které dokáží odhadnout a navrhnout různé gRNA s odhadem efektivního zacílení do 

požadovaného sekvence (on/off-score). V případě SP6A jsme použily software 

http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/, který je běžně používaný pro navrhování gRNA. Zvolily 

jsme gRNA, která cílí do prvního exonu a vykazuje nejvhodnější parametry pro zasažení 

cílového místa s nejmenším rizikem zasažení jiných oblastí. Jelikož kódující sekvence StSP6A 

je velmi krátká (522 bp) a obsahuje řadu konzervovaných domén vykazujících vysokou 

sekvenční podobnost s jinými geny z FT rodiny, bylo obtížné najít specifickou gRNA. Vybraná 

gRNA nadto musí cílit do všech čtyř alel genu SP6A, jak u cv. Desirée, tak cv. Otava, což jsem 

ověřila pomocí sekvenování.  

Cas9 působí jako sekvenčně specifická nukleáza, která vytváří dvouřetězcový zlom v sekvenci 

DNA nedaleko místa PAM (protospacer adiacent motif). Zlom může být opraven několika 

způsoby, homologicky řízenou opravou (HR), nehomologním spojením konců (NHEJ), při 

http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/
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které může dojít k deleci několika málo nukleotidů či inzerci. Další možností opravy je 

polymerázou zprostředkované spojení konců (TMEJ) a oprava skrze SSA (Single-strand 

annealing). Mechanismy opravy zlomu jsou zřejmě závislé na fázi buněčného cyklu (přehledně 

např. v Přibylová a Fischer, 2024).  V mém případě lze jen hádat, ke které z oprav v místě 

štěpení došlo, vzhledem ke sledované krátké deleci by se mohlo jednat o NHEJ. Stejně tak 

mohlo ale dojít k HR, kdy se dvouvláknový zlom opravil na sekvenci původní, změnu bych 

v tomto případě nedetekovala. 

Ačkoli kompletní knock-out umožňuje lépe studovat funkci daného genu (má silnější projev), 

existuje i možnost, že vyřazení některých esenciálních genů může mít letální účinek, tedy pak 

využití CRISPR/Cas9 metody pro studium role daného proteinu není vhodné (např. Zhang et 

al., 2019).  

Tato metoda mutageneze je oblíbenou technikou u vybraných rostlinných modelů (zejména 

Arabidopsis thaliana), kde se často jedná o diploidní druhy s krátkým životním cyklem 

a pohlavním rozmnožováním, u kterých je možné mutagenezi zaměřit i přímo na gamety a lehce 

selektovat homozygoty v následujících generacích (Arya et al., 2020). Kulturní brambor skrývá 

oproti běžně dobře transformovatelným druhům řadu překážek. Standardně se množí 

vegetativně a některé kultivary se obtížně množí generativně (Watanabe et al., 2015) nebo 

dokonce ani nevytvářejí fertilní semena (Bethke a Jánský, 2021). Proto se standardně 

k transformacím využívají diferencovaná vegetativní pletiva rostlin kultivovaných in vitro, 

např. listy, internodia, stonky či mikrohlízky (Vinterhalter et al., 2008). Další ztěžující 

překážkou pro získání kompletního knock-out mutanta u kulturního bramboru je tetraploidní 

genom, jelikož diverzita alel v lokusu zvyšuje heterozygotnost a může vést k epistatickým a 

multialelickým interakcím (Manrique-Carpintero et al., 2018). Pro kompletní knock-out je 

nutné zacílit komponenty CRISPR/Cas mutageneze do všech čtyř alel (což je jednodušší u 

kultivarů s osekvenovaným a anotovaným genomem). Možnou alternativou je použití 

bramboru s nižší ploidií či uměle generované dihaploidy; mohly by tak být překonány některé 

obtíže při editaci genů, avšak je zde stále riziko nízké vypovídající hodnoty pro kulturní 

brambor. Vlastní odvození knock-outu u bramboru je tedy výzvou samo o sobě, a proto je velká 

část této diplomové práce věnována právě odvození takových linií.  

Navzdory problémům souvisejícím s tetraploidním genomem bramboru má i u tohoto 

rostlinného materiálu využití CRISPR/Cas9 velký potenciál, jak dokládá řada recentních prací 

z poslední dekády (Andersson et al., 2017; Helle et al., 2018; González et al., 2020; Zheng et 

al., 2021; Kieu et al., 2021; Hegde et al., 2021; González et al., 2021; Tang et al., 2022; 
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přehledně např. Chincinska et al., 2023). V době, kdy jsem již pracovala na experimentální části 

této práce, byla dokonce publikovaná studie, kde autoři vytvořili SP6A knock-out linie 

u příbuzného diploidního bramboru Solanum phureja pomocí CRISPR/Cas9 mutagezene (Lei 

et al., 2023).  

Jelikož produkce brambor v současné době čelí biotickým a abiotickým stresům, stejně tak 

problémům se skladováním a následným zpracováním, je tendence zlepšovat vlastnosti 

bramboru, a tak překonávat tato úskalí. Např. Kieu et al. (2021) vytvořili pomocí CRISPR/Cas9 

mutageneze několik mutantních linií cv. Desirée a King Edward s knock-outem několika S-

genů (Suspectibility genes). Ztráta funkce S-genu způsobuje zvýšenou odolnost vůči plísni. 

Andersson et al. (2017) u cv. Kuras vyřadili knock-outem enzym odpovědný za tvorbu 

amylózy, čímž došlo ke změně vlastností škrobu (závisí na poměru amylózy a amylopektinu), 

který může být dále průmyslově zpracován bez náročného chemického či fyzikálního ošetření.  

Komponenty metody CRISPR/Cas9 mohou být do rostlinné buňky vneseny několika cestami, 

což může ovlivňovat účinnost editace (González et al., 2021). Častou metodou je mutageneze 

využívající protoplasty (Andersson et al., 2017; Andersson et al., 2018; González et al., 2020). 

Brambor je jedním z mála druhů, u kterého byly vyvinuty postupy regenerace in vitro z jednoho 

protoplastu do plně organizované rostliny (Andersson et al., 2017; González et al., 2020). Při 

použití protoplastů lze mutageneze docílit dočasnou expresí konstruktů obsahujících 

komponenty CRISPR/Cas9 nebo přímou aplikací nukleoproteinových komplexů Cas9/gRNA 

(RNP) do protoplastu (Andersson et al., 2017; Andersson et al., 2018; González et al., 2020). 

Výhodou využití protoplastů je možnost získat rostliny bez transgenu. Kromě toho je zde nižší 

nebezpečí vytvoření editace v necílové sekvenci (Liang et al., 2017). Avšak i tato cesta skrývá 

několik problémů. Kromě toho, že celkově práce s touto technikou transformace a odvození 

transgenních rostliny z protoplastové kultury je časově náročné, byla také pozorována vysoká 

somaklonální variabilita u regenerantů, která může zahrnovat změny zastoupení nukleotidů, 

chromozomální delece, aneuploidie nebo epigenetické změny (přehledně v Tuncel a Qi, 2022). 

Celkově je editace genů v protoplastech a následná regenerace rostliny stále velkou technickou 

výzvou, která není plně dořešena. Nadto je třeba mít optimalizované protokoly pro každý 

konkrétní druh i kultivar, což dál komplikuje využití této techniky (Rather et al., 2022). 

Mezi nejvyužívanější způsoby transformace zatím stále patří cesta přes Agrobacterium 

tumefaciens (Kieu et al., 2021; Hegde et al., 2021; González et al., 2021), a proto jsem si ji 

zvolila pro odvození SP6A knock-out mutantů u kulturního bramboru. Oproti transformaci 

protoplastů je transformace pomocí Agrobacterium tumefaciens dobře zavedenou technikou, 
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která může poskytnout vysokou účinnost transformace. Ve srovnání s použitím transientních 

transformací skrze Agrobacterium se při stabilní integraci transgenu do rostlinného genomu 

zvyšuje šance na editaci všech alel (Bánfalvi et al., 2020). Na rozdíl od protoplastů je zde nižší 

náchylnost k somaklonální variabilitě a také rostliny odvozené po transformaci prostřednictvím 

agrobakteria vykazovaly daleko méně neočekávaných změn v genomu než rostliny 

regenerované z protoplastů (Fossi et al., 2019). Využití stabilní transformace pomocí 

Agrobacterium pro CRISPR/Cas9 techniku má řadu výhod, ale může mít i nežádoucí účinky. 

Například integrací komponentů CRISPR/Cas9 vznikají transgenní rostliny a je zde větší riziko 

k náhodnému začlenění transgenního konstruktu do necílových sekvencí nebo může dojít 

k umlčení transgenu. Pro odlišení specifických a nespecifických mutagenních zásahů jsem 

porovnávala vždy desítky nezávisle odvozených linií, což snižuje riziko chybné interpretace 

pozorovaných fenotypových odchylek.  

Účinnost transformace a úspěšná regenerace rostlin závisejí na různých faktorech 

a podmínkách. Pro daný genotyp závisí úspěch transformace např. na podmínkách kultivace 

výchozího materiálu, výběru kmene Agrobacterium, výběru explantátu, způsobu poškození 

explantátu a ko-kultivaci s Agrobacterium nebo složení subkultivačního média (Heeres et al., 

2002). Regenerační potenciál cv. Desirée byl oproti cv. Otava vyšší, je pravděpodobné, že 

transformační protokol, který byl zaveden pro cv. Desirée, by pro zvýšení efektivity 

transformace u kultivaru Otava bylo nutné protokol dále optimalizovat (Park et al., 2023). Počet 

regenerantů odebraných během regenerace de novo z listů jednotlivých kultivarů se lišil. Je 

zajímavé, že mírně nižší regenerační potenciál u cv. Otava vyústil ve vyšší frekvenci transgen 

pozitivních regenerantů. 

Pro rychlý screening přítomnosti mutací v cílové sekvenci odvozených linií jsem plánovala 

využít selekci pomocí PCR s využitím diskriminačních primerů. Tento postup se ukázal jako 

neefektivní, a tedy jsem od něj upustila. Všechny získané linie bylo tedy nutné osekvenovat, 

což je postup běžný pro charakterizaci mutací. Změny v kódující sekvenci byly patrné pouze 

u tří linií Desirée (21 % linií) a jedné linie Otavy (8 %), vždy se jednalo o částečně editovanou 

sekvenci s 8 nukleotidovou delecí. Tato delece způsobí nejen posun čtecího rámce, ale také 

vytvoření předčasného stop kodonu (UAG) ve vzdálenosti 19 nukleotidů od počátku místa 

delece, tedy z hlediska umlčení by taková editace byla velmi efektivní.  

K odhadu zastoupení ne/mutované sekvence v testovaném amplikonu jsem použila program 

TIDE. Výsledky se však nezdály být příliš přesné a v některých případech byly dokonce 

v rozporu s výsledky získanými na chromatogramech (např. odhad editace sledovaného úseku 
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u linie 16 cv. Desirée byla delece 8 a 10 nukleotidů, ačkoli z chromatogramu se dá vyčíst delece 

pouze 8 nukleotidů, u linie 6 cv. Otava odhad ukazuje na větší počet různých změn, avšak 

v chromatogramu je patrná pouze jedna. Také u linií odvozených po druhé regeneraci jsou 

odhady delecí a inzercí do jisté míry zkreslené, viz kap. 4.3 a 4.5.). Důvod nepřesnosti odhadu 

může spočívat v tom, že pro vyhodnocení editace v sekvenci je potřeba použít relativně dlouhou 

sekvenci amplikonu. Já jsem byla omezena délkou prvního exonu (195 bp), kde je sekvence 

dobře konzervovaná mezi alelami, a tak byl amplikon relativně krátký (150 bp), což může 

výsledky vyhodnocení programu TIDE zkreslit. Přesnější charakterizaci jednotlivých variant 

sekvencí (vzorek z tetraploidní, příp. chimerické rostliny) by bylo možné provést pomocí 

zaklonování PCR produktu, získaného amplifikací úseku, kde jsou očekávány mutace, do 

bakteriálního plasmidu a následném sekvenování určitého množství kolonií odhadnout 

potenciální zastoupení různých variant sekvencí. Avšak tato práce nebyla realizovatelná v době 

odevzdání diplomové práce.    

Procento úspěšnosti zasažení všech čtyř alel daného genu u bramboru nebývá obecně příliš 

vysoké. V práci Zhout et al. (2017) pro knock-out cv. Desirée použili jednu gRNA, která cílila 

do genu MYB44, jehož produkt je zapojen v metabolismu fosfátu. Z 11 transgenních linií bylo 

9, které vykazovaly editaci cílového genu, ve čtyřech z nich však autoři odhalili i sekvenci WT 

alely. Kieu et al. (2021) použili tetraploidní kultivary a navrhli vždy dvě gRNA, které cílí do 

sekvence 7 genů zapojených v odpovědi na biotický stres, počet plně knock-outovaných linií 

se pohyboval v rozmezí 0,7–18 %, efektivita se tedy výrazně lišila mezi jednotlivými geny. Pro 

zefektivnění mutageneze u kulturních brambor navrhli Abeuova et al. (2023) tři gRNA do 

konstruktu pro CRISPR/Cas9 mutagenezi. Přítomnost kompletního GBSS (GRANULE-

BOUND STARCH SYNTHASE) knock-outu byla testována pomocí CAPS (Cleaved-amplified-

polymorphic-sequence) analýzy, sekvenováním, sledováním exprese vybraného genu pomocí 

qPCR a barvení jodem na obsah škrobu. Z výsledků lze vyčíst,  že zřejmě nebylo dosaženo 

kompletního knock-outu u všech alel genů. Jediná tématem blízká byla studie Lei et al. (2023), 

kde odvodili SP6A knock-out mutantní linie u diploidního genotypu příbuzného Solanum 

phureja. Pro transformaci navrhli konstrukt s dvěma gRNA, kdy obě cílily do prvního exonu 

genu SP6A. Úspěšnost zasažení obou alel byla jen 2,4 %. Autoři v práci bohužel nepředkládají 

přesvědčivá data, která by potvrzovala kompletní knock-out. Využití identických gRNA pro 

kulturní brambor není možné kvůli tomu, že sekvence, na kterou gRNA cílí, v genu chybí. Na 

kultivaru, který jsem v práci využívala, shodným postupem odvozovala BEL5 knock-out linie 

má konzultantka Andrea Zounková. S využitím dvou gRNA a dvou regeneračních kroků bylo 
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dosaženo editace všech čtyř alel u 2 % linií. To dále potvrzuje, že efektivita CRISPR/Cas9 

mutageneze je závislá také na editovaném genu. 

Protože jsem neodhalila kompletní knock-out pro SP6A u žádné odvozené linie, rozhodla jsem 

se opakovat regeneraci de novo, z časových důvodů jen u cv. Desirée. Sekvenované vzorky 

mají jako templát cDNA odvozenou z RNA mnoha buněk a tato směs může zahrnovat buňky 

jak transgenní, tak netransgenní, zároveň mohou mít buňky různé zastoupení editovaných alel 

a typů editací. Předpokladem pro druhou regeneraci de novo, byla možnost, že za vyšší 

zastoupení nemutovaných sekvencí ve sledovaném vzorku může, alespoň částečně, 

chimérismus (podobně např. Abeuova et al., 2023). Zároveň za předpokladu, že bude stále 

docházet k expresi Cas9 v proliferujícím pletivu, existuje šance, že editace WT alel bude dále 

probíhat. Před zahájením de novo regenerace jsem u nadějných linií (s 8nt delecí) ověřila 

expresi Cas9 detekcí přítomnosti transkriptu, která u všech testovaných linií vyšla pozitivně. 

Proto na základě studie Maher et al. (2019), popisující úspěšnost použití de novo regenerace 

pro redukci chimérismu a zefektivnění editace genomu v rostlinách tabáku, jsem použila tuto 

strategii pro vybrané linie bramboru. Butler et al. (2016) použili opakovanou regeneraci 

u bramboru, která zlepšila editaci cílového genu ACETOLACTATE SYNTHASE1 (ALS1) 

a snížila citlivost k herbicidům.  

Po opakované regeneraci jsem odvodila 80/70/54 nezávislých linií, z původních tří nadějných 

linií po první regeneraci (linie 16/18/19). U zhruba čtvrtiny odvozených linií jsem provedla 

alespoň částečnou charakterizaci. K rychlému genotypování jsem provedla screening 

restrikčním štěpením, který odliší jen 8nt deleci (nejpravděpodobnější změna u vybraných 

linií). Podle síly signálu nerozštěpeného produktu na gelu jsem vytipovala linie s nejsilnějším 

signálem, které jsem následně osekvenovala. V programu TIDE bylo odhadnuto snížené 

zastoupení nemutované části sekvencí vzorku, zároveň byly v chromatogramech sledované 

i změny ve velikosti vrcholů pro jednotlivé nukleotidy. To by mohlo ukazovat na pokles 

mozaikovitosti pletiv a podporovat výše zmíněné předpoklady.   

Smysluplnost opakování regenerace potvrzují výsledky souběžné práce kolegyně, kde rychlý 

screening editací v genomu po druhé regeneraci u linií studovaných pro knock-out BEL5 odhalil 

kompletně editované 3 linie (z 24 dosud testovaných) ve všech alelách v obou místech, do 

kterých cílí navržené gRNA, což ukazuje, že zvolený postup byla vhodná strategie. Bohužel 

popsaný protokol není ideální pro knock-out mého vybraného cíle, tj. SP6A, neboť se mi ani 

druhou regenerací nepodařilo získat podobný výsledek.   
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Úspěch v postupu odvození BEL5 knock-out linií cv. Desirée pomocí opakované regenerace 

 a naopak neúspěch v odvození SP6A knock-out linií stejným postupem může mít různé příčiny. 

Jednou z nich může být odlišná struktura chromatinu v oblasti SP6A, která brání efektivnímu 

nasednutí a štěpení Cas9, a to buď u všech nebo jen u některé z alel. Oblast chromatinu může 

vykazovat také epigenetické změny, např. metylaci, opět i specifické pro jednotlivé alely, které 

brání rozpoznání místa a/nebo mění opravné mechanismy dvouvláknových zlomů (např. Weiss 

et al., 2022). Nebo mohlo po štěpení Cas9 dojít již k výše zmíněné homologické rekombinaci, 

kdy opravy zlomů bývají bezchybné. Dalším důvodem, proč nedošlo k očekávané editaci ve 

všech alelách genu, může být načasování štěpení Cas9 nukleázy do nevhodného stádia 

buněčného cyklu, protože výběr opravné cesty je ovlivněn mj. fází buněčného cyklu (přehledně 

např. v Přibylová a Fischer, 2024).  

V případě neúspěchu u již odvozených linií by možným východiskem pro získání kompletního 

SP6A knock-out mutanta mohlo být vytvoření nových konstruktů, kde by byla gRNA zacílena 

do jiného místa, což se na základě predikcí jeví jako nepravděpodobné. Nebo by bylo možné 

pokusit se zefektivnit editaci využitím dvou gRNA, jak bylo popsáno v jiných pracích. 

Potenciálním řešením je také využít modernějších technik CRISPR/Cas mutageneze a zvolit 

jiný typ nukleázy Cas (přehledně v např. v Chincinska et al., 2023). Případně charakterizovat 

částečně SP6A knock-outované linie a ověřit, zda se needitované alely vůbec přepisují. 

Orientační screening hladin SP6A transkriptů u WT a několika odvozených nadějných linií 

z druhé regenerace pomocí qPCR měl za cíl zjistit, zda se částečnou editací SP6A alel změnila 

celková hladina SP6A transkriptu a/nebo zda došlo ke změně zastoupení kontrolního SP6A 

transkriptu (bez 8 nt delece) v celkové SP6A mRNA. Primery pro stanovení celkové SP6A 

mRNA byly navrženy tak, že amplifikují úsek mimo nasedání gRNA, naproti tomu forward 

primer pro detekování jen kontrolního SP6A transkriptu byl navržen tak, že nasedá přímo do 

místa osminukleotidové delece. Velmi zajímavé bylo, že všechny testované linie vykazovaly 

nějakou míru snížení celkové hladiny SP6A mRNA. Zastoupení kontrolní SP6A mRNA 

v celkové SP6A mRNA hladině se u mutantních linií také až na jednu výjimku snížilo, pokles 

ale nebyl tak výrazný jako u celkové SP6A mRNA. To by mohlo znamenat, že v transkriptomu 

jsou zastoupeny zejména kontrolní SP6A transkripty a ty, u kterých došlo k 8nt deleci, jsou 

přednostně degradovány. Osminukleotidová delece způsobuje posun čtecího rámce, který vede 

k vytvoření předčasného terminačního kodónu.  Právě předčasný terminační kodón může posílit 

přednostní degradaci takovýchto „nesmyslných“ transkriptů (tzv. nonsense-mediated RNA 

decay) (např. Raxwal a Říha, 2023). Pro ověření by ale bylo potřeba provést expresní analýzu 
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u více biologických replikátů, příp. ověřit, které ze SP6A transkriptů jsou translatovány 

(polysome profiling).    

Dalo by se očekávat, že mnou testované linie, u nichž došlo ke snížení hladin SP6A mRNA, 

budou mít podobný fenotyp se SP6A RNAi liniemi poddruhu andigena, tj. snížený tuberizační 

potenciál (Navarro et al., 2011). SP6A knock-out mutanti u Solanum phureja vykazovali také 

snížený (nikoli však nulový) tuberizační potenciál (Lei et al., 2023), proto jsem se rozhodla 

provést rychlý test v podobě tuberizačního experimentu in vitro. Moje výsledky však 

s dosavadními znalostmi o RNAi liniích nekorelují. V pokusu jsem použila jen malý vzorek 

odvozených linií, nicméně některé linie vykazovaly trend navýšení četnosti tuberizace 

a velikosti zakládaných hlíz, u některých byly výsledky i statisticky významné.  U nadějných 

linií (18/R2/22; 19/R2/8) bylo sledováno méně přisedlých hlíz, které se zakládaly pomaleji. Za 

rozdíly mezi publikovanými a našimi výsledky by mohl stát fakt, že RNAi linie byly odvozeny 

z poddruhu andigena a knock-out mutanti pocházejí ze vzdáleně příbuzného diploidního druhu 

S. phureja. Tyto (pod)druhy mohou na zásah reagovat jinak než brambor kulturní. Reakce na 

změnu hladiny SP6A je nadto pravděpodobně komplexní. Spontánně tuberizující mutantní linie 

bramboru odvozená z cv. Lada vykazovala v experimentech naší laboratoře vysoké hladiny 

transkriptu SP6A, měla však oproti WT cv. Lada nižší celkové výnosy hlíz (Fischer et al., 2008; 

Ševčíková et al., 2017). V nedávné studii Koch et al. (2024) vykazovala SP6A overexprimující 

linie cv. Solara zvýšený počet hlíz, které však byly menší oproti WT, nicméně celkový výnos 

byl mírně zvýšený. Rozpory mezi očekávanými a získanými výsledky mohou být dány také 

kultivačními podmínkami. Narozdíl od tuberizace in vitro, kde indukce probíhá na oddělených 

nodálních segmentech dodáním vysokého množství exogenního sacharidu, v podmínkách in 

vivo by se mohl tuberizační potenciál odvozených linií manifestovat odlišně. SP6A tvoří 

významný mobilní signál, který se při indukci transportuje z listu do stolonu floémem. Síla 

floémového toku je mimo jiné dána množstvím sacharidů v transportním poolu, a tak změna ve 

zdroji sacharidů může ovlivnit i transport, potažmo účinek SP6A v procesu zakládání hlíz. Tuto 

domněnku podporují i dosud nepublikované výsledky z naší laboratoře, které sledují efekt 

dalšího mobilního tuberigenního signálu BEL11 u BEL11 RNAi linií cv. Kamýk. Data získaná 

z tuberizačních pokusů in vitro u těchto linií ukazují na přesně opačný efekt oproti podmínkám 

in vivo. Ani zde nelze učinit z pozorovaných výsledků jednoznačné závěry, význam mobilních 

signálů v indukci tuberizace in vitro totiž dosud nebyl dostatečně prozkoumaný. Tento pokus 

byl navíc pouze orientační a bylo by potřeba výsledky zopakovat s větším počtem linií 
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a biologických replikátů. Pro lepší interpretaci by bylo potřeba porovnat výsledky 

s tuberizačním experimentem za podmínek in vivo.  

Z výsledků sekvenačních dat, hladin transkriptu SP6A a tuberizačních pokusů in vitro vyplývá 

podstatný nesoulad (viz kap. 4), který může být dán malým počtem opakování u jednotlivých 

pokusů a nespolehlivostí predikcí u softwaru TIDE. Nicméně s ohledem na neúspěch 

v odvození linie s kompletním knock-out SP6A by bylo smysluplnější věnovat se 

nalezení/odvození kompletních knock-out linií. Dosud jsem z 204 linií odvozených po druhé 

regeneraci otestovala jen zhruba čtvrtinu, a tak existuje možnost, že se mezi dosud 

neogenotypovanými liniemi ještě podaří kompletního knock-outa odhalit. Kromě linií z cv. 

Desirée se zdá být nadějnou linií i jediná odvozená linie cv. Otava, vykazující 8 nukleotidovou 

deleci, u které by mělo smysl provést další testování a druhou regeneraci.   
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6 Závěr 

U kulturního tetraploidního bramboru (Solanum tuberosum ssp. tuberosum) jsem transformací 

konstruktem pro knock-out SP6A a následnou regenerací de novo odvodila: 

- u kultivaru Desirée: 

o 32 linií, z toho 14 linií pozitivních na transgen, z toho 3 nezávislé linie 

vykazující částečnou editaci SP6A; 

- u kultivaru Otava: 

o 23 linií, z toho 13 linií pozitivních na transgen, z toho 1 linii vykazující 

částečnou editaci SP6A. 

V editovaných sekvencích převládá osminukleotidová delece, která způsobí posun čtecího 

rámce a vytvoření předčasného terminačního kodonu již v prvním exonu. 

Opakovanou regenerací de novo jsem z nadějných linií kultivaru Desirée odvodila: 

- 204 linií, z dosud testovaných 60 linií u 43 potvrzena částečná editace SP6A, zastoupení 

editované sekvence se oproti první regeneraci zvýšilo. 

Screening exprese SP6A v listech vybraných linií naznačuje snížení celkové hladiny transkriptu.  

Orientační tuberizační experiment in vitro u vybraných linií neprokázal očekávané snížení 

tuberigenního potenciálu: 

- srovnatelná rychlost zakládání hlíz; 

- trend navýšení hmotnosti hlízek. 

Na základě výsledků lze uzavřít, že u tetraploidního bramboru je úspěšnost metody kombinující 

CRISPR/Cas9 mutagenezi s opakovanou regenerací de novo odvození knock-outa pro SP6A 

nízká, avšak toto nemusí platit pro všechny cílové geny. Pro potvrzení tohoto závěru by bylo 

třeba otestovat všechny odvozené linie.  

Orientační výsledky tuberizace in vitro nekorelují s hladinami SP6A transkriptu, což je 

v rozporu s publikovanými daty. Nabízí se otázka, zda jsou pokusy in vitro vhodné pro 

screening tuberizačního potenciálu.  
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