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CRISPR/Cas9

• vezava proteina Cas9 in sgRNA na tarčno zaporedje
• nastanek dvojnega preloma
• popravljalni mehanizmi vodijo v nastanek tarčnih mutacij

Caroll 2013; Nat. Biotechnol.

https://www.nature.com/articles/nbt.2684


Popravljanje dvoverižnih prelomov

• NHEJ = združevanje nehomolognih koncev
• HR = homologna rekombinacija

prirejeno po Bortesi in Fischer 2015; Biotech. Adv.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014001931?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014001931?via%3Dihub


Postopek pri rastlinah

• Glavni koraki pri uporabi tehnologij tarčnega spreminjanja genomov pri žlahtnjenju 
rastlin:

• identifikacija regij PAM v tarčnem genu, 

• priprava in kloniranje sgRNA v vektorje,

• vnos vektorjev v rastline s transformacijo, 

• detekcija in identifikacija induciranih mutacij,

• odbira rastlin z željenimi mutacijami v genomu. 

prirejeno po Khatodia in sod. 2016; Front. Plant Sci.

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00506/full


Prvi primeri pri rastlinah

2013 Nekrasov in sod., Nat. Biotechnol.

2013 Shan in sod., Nat. Biotechnol.

https://www.nature.com/articles/nbt.2655
https://doi.org/10.1038/nbt.2650


Aplikacije

• višji pridelek

• kvaliteta pridelka

• odpornost na herbicide

• odpornost na škodljivce

2022 Pixley in sod., Nat. Gen.

2017 Nekrasov in sod., Scientific Reports

https://www.nature.com/articles/s41588-022-01046-7
https://www.nature.com/articles/s41598-017-00578-x


Zakonodaja, omejitve

https://www.nature.com/articles/nature.2016.19754
https://www.fruitnet.com/eurofruit/sanatech-seed-launches-worlds-first-ge-tomato/184662.article


CJEU (2018): ‚Tarčno preurejanje je genetska modifikacija, ki se ne uvršča med izjeme GSO zakonodaje.‘

https://food.ec.europa.eu/plants/genetically-modified-organisms/new-techniques-biotechnology_en


Protein CENH3 in vpliv na indukcijo haploidov

• Centromerni protein CENH3 – del nukleosoma, 
omogoča pripenjanje niti delitvenega vretena

• Pri križanju z divjim tipom pride do nastanka 
spontanih haploidov pri navadnem repnjakovcu

2015 Kuppu in sod., PLOS

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1005494


Metode raziskovanja

Rastlinski material:

štiri hibridne sorte rdečega zelja (Bejo, Syngenta)

BIOINFORMACIJSKA ANALIZA
podatkovne baze (EnsemblPlants, NCBI)

Clustal Omega
CHOPCHOP

IZDELAVA EKSPRESIJSKIH VEKTORJEV
tehnologija Gateway® in Golden Gate

VNOS VEKTORJEV V RASTLINSKE CELICE IN DETEKCIJA 
MUTACIJ

2015 Belhaj in sod., Current Opinion in Biotechnology

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014001931?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014001931?via%3Dihub


VNOS VEKTORJEV DETEKCIJA MUTACIJ

• metode prehodne 
transformacije:

o transformacija protoplastov
o agroinfiltracija

• metode stabilne transformacije:

o transformacija z uporabo      
bakterije Agrobacterium
tumefaciens

• izolacija DNA

• določanje tarčnih mutacij: NGS, 
T7E1, sekvenciranje po Sangerju

VNOS VEKTORJEV V RASTLINSKE CELICE 
IN DETEKCIJA MUTACIJ

Stajič 2023; MDPI Plants
Stajič in sod. 2019; PCTOC

https://www.mdpi.com/2223-7747/12/17/3074
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-019-01665-9


Zaključek

• številne aplikacije pri 
žlahtnjenju rastlin

• spremembe pri 
sproščanju tudi v EU

Zahvala

• program P4-0077: 'Kmetijske rastline - genetika in sodobne 
tehnologije' 

• podoktorski projekt Z4-3215: 'Optimizacija protokola za 
CRISPR/Cas9 in tarčno preurejanje nukleotidov pri zelju'

HVALA ZA POZORNOST!

https://apps.izum.si/ecris/si/sl/project/17659
https://apps.izum.si/ecris/si/sl/project/18743

