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Souhrn

Virové infekce zpsobuji velké ztrdty na vynosech a kwalitostlin. Nekteré
rostliny se ale proti virovym infekcim dokdzou btasvymi pirozenymi mechanismy,
pomoci pasivni nebo aktivni rezistenc#.gasivni rezistenci se rostlina nestava hostitelem
pro patogen, protoze patogen neni schopen pronikiwrostliny diky tuhé bugné stng,
nebo rostlina postradé faktor, ktery je nepostedgtpro infekni cyklus viru. Bi aktivni
rezistenci se rostlina stava hostitelem pro patpgknvyuziva svéifrozené mechanismy
(dominantnici recesivni geny rezistence) k navozeni ochranyi pimvé infekci. Pokud
rostliny nemaji firozené mechanismy rezistence, je mozné indukoszistenci rostlin
vaci virové infekci ungle, za pomoci metod transgenoze. Mezi zakladni arésimy
takové rezistence panagiklad od patogenu odvozena rezistence, kdasepatogenniho
genetického materialu vyuziva pro navozeni obrangti psamotnému patogenu. Od
patogenu odvozend rezistence g da proteinem zprostdkovanou ochranu (k indukci
se vyuzivaji proteiny§i RNA umi¢ovani (astedni molekulou je samotnd RNA). Krém
proteinem zprogedkované rezistence existuji i alternativni transgestrategie k navozeni
virové rezistence, ndpnavozeni rezistence pomoci “plantibodies” (expaagivirovych

protilatek).

Virus semenemipnosné mozaiky hrachu (PSbMV) napadachidly, predevsim
pak hrach, ktery je vékterych zemich @lezitou zenddélskou plodinou. PSbMV p#tdo
celedi Potyviridae a infekce na rostlinach hrachu se projevuje pitbevanim Zilek,
svinutkou, mozaikou, nekr6zami a deformacemi sendako zdroj firozené rezistence
byly u hrachu popsantyii recesivni geny rezistensbm-1, sbm-2, sbom@sbm-4 které
zprostedkovavaji rezistenci protiznym patotygm PSbMV.

V praktickeé ¢asti jsem se zabyvala studiem indukované rezistendeachu a
stanovenim miry odolnosti transgennich rostlin huat3 generaceti infekci PSbMV
pomoci kvantitativni Real-Time RT-PCR. V transgehnrostlinach kultivaru "Raman’
infikovanych virem PSbMV, jsem detekovala poklesnéentrace viru ve srovnani
s infikovanou netransgenni kontrolou, coZ ukazavate v transgennich rostlinach
dochézelo k posttransktipimu umEovani ged (PTGS). Testované rostliny tedy

vykazovaly rezistenci.



Summary

Viral infections cause major losses in the yieldd a the quality of plants. Some
plants are able to defend against the viral inéechby their natural mechanisms which can
be passive or active. During the passive resistaheeplant does not become the host for
the pathogen because the pathogen is unable tdrggentne plants through the rigid cell
wall, or the plant does not have a factor thahdspensable for the virus infectious cycle.
During the active resistance, the plant becomeshti® to the pathogen, but it uses its
natural mechanisms (dominant or recessive resistgenes) to induce the protection
against the viral infection. If the plants don"vbahe natural resistance mechanisms, it is
possible to induce the plant resistance with ththous of transgenosis. The basis of these
methods is the pathogen-derived resistance, whenp#rt of the pathogenic genetic
material is used for the induction of the defengairsst the pathogen itself. The pathogen
derived resistance can be divided into the prote@uiated protection (protein is an
inductor molecule) or in ti the RNA silencing (tleentral molecule is RNA alone). In
addition to the protein-mediated resistance, tteee alternative transgenic strategies to
induce the viral resistance, for example inductafnresistance by the “plantibodies’

(expression of the antiviral antibodies).

Pea seed-borne mosaic virBSbMV) attacks the legumes, especially the peas,
which is an important agricultural crop. PSbMV bwje to thePotyviridaefamily and the
infection of the pea plants is reflected by thenveearing, the down-ward leafrolling, the
mosaic, the necrosis and the seed deformationhdnpeas, there were described four
recessive resistance genglsm-1, sbm-2, sbm-8nd sbm-4 which mediate resistance
against the different races of the PSbMV.

In the experimental part, | was engaged in thdystf the induced resistance in the
peas and evaluation of resistance of the T3 gaoarstnsgenic pea plants to the PSbMV
infection by quantitative Real-Time RT-PCR. In tin@ensgenic plants of "Raman” cultivar
infected by PSbMV, | detected a decrease in theemmnation of virus compared with the
infected nontransgenic control. This showed that tie transgenic plants, post-
transriptional gene silencing (PTGS) was activaidte tested plants showed the induced

resistance.
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1  Uvod

V této préaci se za#iiuji na mechanismyifrozené a indukované rezistence rostlin

vaci viram, predevSim pak na virus semenetermmosné mozaiky hrachu (PSbMV).

Virové infekce zfisobuji velké ztraty na vynosech a kwalitapadenych rostlin.
N¢které rostliny, ale majifirozené mechanismy, kterymi se brani napadeni patgci
rozvinuti virové infekce. Poznanidhto girozenych obrannych mechanignrostlin,
spole&né s rozvojem poznatk z molekularni biologie a instrumentalnimi schognos
vedlo k rozvoji novych metod (zejména transgenok&),é umo#uji indukovat odolnost

rostlin vici virové infekci.



2 Cile prace

Cilem mé bakalgké prace bylo vypracovat literarni reSerSi se &anim na
problematiku pirozené a indukované rezistence rosthiiwiram a jejich mechanistim,
véetne moznosti vyuZiti transgenoze, &azem na virus semenenteposné mozaiky
hrachu (PSbMV).

Cilem praktick&asti bylo analyzovat vybrany vzorek transgennidtlimhrachu a

stanovit miru jejich odolnostitvi infekci PSbMV.



3 PrFirozena rezistence

Rostliny se dokazou branit virovym infekcim svymiastnimi girozenymi
mechanismy bez zasahiovéka. Tyto mechanismy mohou byt pasivni (nehostitelsk

rezistence) nebo aktivni (hostitelska rezistence).

3.1 Nehostitelska rezistence

Nehostitelska rezistence je pasivni mechanismiisozené rezistence a je
Rostlina vtomto fipact neni pro dany patogen hostitelem. Ten totiz neiogen
proniknout do rostliny nap diky tuhé bui&né stn¢, nebo rostlina postrada obsahuje
modifikovany faktor, ktery je nepostradatelny pnéekéni cyklus viru (Diaz-Pendoet al,
2004).

3.2 Hostitelska rezistence

Hostitelska rezistence je aktivni mechanismitisopené rezistence. Rostlina se zde
stava hostitelem pro dany patogen, ale vyuziva @irézené mechanismy k navozeni
rezistence (jedna se o rozpoznani virgaétice prosednictvim dominantnich R gérti

recesivnich gehrezistence).

NejcastjSim projevem hostitelské rezistence, at@stym projevem nehostitelské
rezistence je hypersenzitivni reakce (HR). Jednd sgchlou buiénou smrt v mist
infekce, kterd vede k vytveni lokalnich nekrotickych Iézi a tim zabraresi virovych
castic v rostlig. Indukci této odpodi predchazi specifické rozpoznani virowéstice,
které je ve wtSin¢ piipadi zaloZzeno na parovani genovych produkiostlin
(produkovanych R geny) a viprodukovanych avirulentnimi gemyr geny). Tento jev je
v sowasnosti vSeobe¢n prijiman jako forma programované bigné smrti (PCD).
Vyznamnou roli hraji i reaktivni kyslikove radikaROS), u nichz seifpdpoklada, Ze také

zprostedkovavaji hypersenzitivni b&nou smrt (Goodmaet al., 1994; Heath, 2000).
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3.2.1 Ochrana zprogedkovana dominantnimi geny rezistence

Dominantni geny rezistence (R geny) utiigf rostlindm rozpoznat patogenni

castice a zprogtdkovat jim ochranu proti virovym onema@ecim.

VSechny R geny dosud identifikovanéadk riznych model a rostlinnych druin,
koduji proteiny, které mohou byt raddny do g@ti proteinovych tid (Goldbachet al,
2003). Nejetsi skupina R gankdduje takzvany “nucleotide-binding site plus iaeerich
repeat” (NB-LRR) typ protein Doposud vSechny izolované R geny, které
zprostedkovavaji ochranu i virovym onemoctnim pati do této skupiny. V ramci
velké skupiny NB-LRR geainrezistence rive byt provedeno pod-rodéni na zaklaél N-
terminalni domény. Ta @Ze byt bd’ “coiled-coil” doména (CC-NB-LRR), ‘leucine
zipper’ doména (LZ-NB-LRR) nebo tzv. “Toll/Interlén-1" receptor doména (TIR-NB-
LRR) (Goldbachet al, 2003). DalSimi skupinami R gifsou serin/threoninoveé kinazy,
“receptor-like” kinazy (RLK) a “receptor-like” peaty (RLP) (Gurret Rushton, 2005).

Srovnavaci analyzy znamych R gamzn&uji, Ze se vyvinuly ze starych genovych
rodin duplikaci, mutaci a rekombinaci (Goldb&ttal, 2003). Dominantni geny rezistence
nasly uplatgni i v navozeni virové rezistence pomoci transgegnmhetod (Linet al,
2007).

3.2.1.1 Riklady dominantnich geni rezistence

Prikladem dominantnich gén rezistence rize byt nap N-gen, ktery
zprostedkovava ochranu profiobacco mosaic viru§TMV). N-gen, ktery byl penesen
z tabaku do rapte, uspsSre navodil ochranu proti TMV v ragti (Whithamet al., 1996).
U brambor byly popsany dalSi dominantni geny remist. Ry gen zprastdkovava
ochranu protiPotato virus Y(PVY) (Kanget al, 2005). Rx1 a Rx2 geny naopak chrani
proti Potato virus X(PVX) (Bendahmanet al, 1999). Gen Sw5 zprdstlkovava ochranu
proti Tomato spotted wilt viruTSWV) u ragat (Brommonschenkett al, 2000). Po
pieneseni tohoto genu z ¢ajf do tabaku se ukazalo, Ze zptedkoval odolnost nejen proti

TSWV, ale i proti skupi& TospovirugSpassovet al, 2001).
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3.2.2 Ochrana zprogedkovana recesivnimi geny rezistence

Krom¢ znané studovanych dominantnich denrezistence byly rowi
identifikovany recesivni geny rezistence, kteréétakprostedkovavaji ochranu proti

virovym onemocanim (Diaz-Pendoet al, 2004).

Pro vys¥tleni mechanismu recesivni rezistence, existug typotézy. Prvni
hypotéza tika, Ze rezistence ime byt vysledkem pasivniho mechanismu, ktery
zprostedkovava rezistenci diky nedostatku specifickéh&tofa, ktery je dlezity
pro dokorteni virového cyklu, nebo dikyffpomnosti mutované verze tohoto faktoru.
Podle druhé hypotézyime byt rezistence vysledkem aktivniho procesu,teeskn rostlina
produkuje inhibitor, ktery zasahuje dgjaké faze virového cyklu a nebo rostlina obsahuje
faktor, sjehoZz pomoci rozpozna virem kodované kudle a tak zapne rezistentni
odpowvd. Prvni hypotéza lépe vy&lje recesivni rezistencitwi viram a potyvifim,

druh& hypotéza vystiuje interakce mezi rostlinami a houbami (Diaz-&a@met al, 2004).

Mezi recesivni geny rezistence fiatagiklad genva u Nicotiana tabacumktery je
namien proti déma viim: Tobacco etch virugTEV) a Tobacco vein mottling virus
(TVMV) (Johansenet al, 2001). U hrachu byly popsany rapgen mo, ktery
zprostedkovava rezistenci praiean yellow mosaic viruB8YMV) a Watermelon mosaic
virus (Olsen et Johansen, 2001) nebo gerspm-1, sbm-2, sbm-a& sbm-4 které
zprostedkovavaji rezistenci protiiznym patotym viru semenem fgnosné mozaiky
hrachu (PSbMV) (Provvidenét Alconero, 1988).

33 K#izova ochrana

Tato ochrana, ktera byla poprvé pozorovana v r@291je zaloZzena na primarni
infekci rostliny slabym virovym izolatem, kteryibe zabranit nasledné infekci silnym

izolatem viru, vyvolavajicim vyrazné&ignaky infekce (Waterhous al, 1999).

Podstatou ¥Zoveé ochrany je skutaost, Ze ochranny neboli oslabeny (atenuovany)
virus navozuje jen mirné nebo zZadrt&zpaky na celé hostitelské rostlinlakmile je mirny
izolat viru inokulovan na rostlinu, e vyvolat izolatovou nebo sekvaw-specifickou

rezistenci proti soéicimu viru, ktery za normalnich podminek vyvol&n&igiznaky
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infekce. Fenoménikové ochrany je velmi podobny imunitni odpdivu zviat, ktera je

vyvolan& oslabenou virovou vakcinou (lehal, 2007).

Tato ochrana byla uspre vyuzitatadou ¥dci pro kontrolu chorob vyvolanych
RNA nebo DNA viry jako nap Tobacco mosaic virusTMV), Citrus tristeza virugCTV),
Papaya ringspot virugPRVS) aZucchiny yellow mosaic viru&ZYMV) (Rast, 1972;
Muller et Costa, 1977; Yebt Gonsalves, 1984; Leca al, 1991).

PrestoZze molekularni podstataiidzové ochrany neni zcela znama, je

pravdépodobné, Ze je zprdasdkovana bdi proteinem, RNA nebo kombinaci obou
mechanisn (Lin et al, 2007).
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4  Od patogenu odvozena rezistence (Pathogen-deriveesistance)

V roce 1983 byla poprvé &g zallenéna cizi DNA do rostlinnych buik, které
nasledg regenerovaly v celé transgenni rostliny, coz i@lev nové moznosti vyuziti
transgennich technologii pro k@ navozeni virové rezistence v rostlinach (len al,
2007).

Strategii od patogenu odvozené rezistence (PDRjvpogredstavili v roce 1985
Sanford a Johnston, kdyZ navrhli pouiéisti patogenu vlastniho genetického materiélu
pro navozeni hostitelské obrany proti samotnémagaatu. Principem této strategie bylo,
Ze rekteré z patogenu odvozené geny nebo jejich prodoikdhou byt rozhodujici pro
vlastni virovou patogenezi. Jejich fumi nebo i nefunéni formy tak mohou zabiavat
replikaci viru, skladani nebo pohybu virovy&astic (Sanforaet al, 1985).

4.1 Pla¥ovym proteinem zproktdkovana ochrana (Coat protein-mediated

protection)

Pro prvni demonstraci z viru (patogenu) odvozerzstence byl pouzit plésvy
proteinTobacco mosaic viru€CP-TMV) (Abelet al, 1986).

V téchto experimentech bylo zj&to, Ze transgenni rostliny tabaku, které
obsahovaly vice CP TMV byly odd}j$i vaci infekci celymi virovymi ¢casticemi TMV,
nez \ici jejich RNA a to z toho @vodu, Ze plavym proteinem (CP) zprastdkovana
ochrana inhibuje rozloZeni virouv&stice v rostlia (Abel et al, 1986; Registeet al,
1988). Bylo také prokazano, Ze ochrana zpeatovana CP zavisi na produkci pia#ho
proteinu v infikovanych epidermalnich iikkach (Reimann-Philipet al, 1993). Metoda
piedpoklada, Ze dochazi k oviemi paiateniho stadia infekce, kdy transgenni CRzen
zabranit viriorim se v rostlig rozbalit. V tomto stadiu musi virowd@stice¢ast&né odhalit
5’konec své RNA, a tim se mohou navazat ribozomyaQepsat otekeny ¢teci ramec
(ORF) (Shawet al, 1986). Pokud tedy napadajici virus unugé své 5terminalni RNA
podjednotky, ochranny transgenni CP vir@astice okamz# zabali a tim zabrani infekci
(Lu et al, 1998).
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Nevyhodou je, Ze tento typ rezistence je efektiproti virovym izoldtim, ze
kterych byl transgen (CP gen) odvozen (kfral, 2007).

4.2  Movement proteinem zprastdkovana ochrana (Movement protein-mediated

protection)

Movement proteinem (MP) zprdstlkovana ochrana je zaloZzena na transgenni
expresi mutovanych virovych movement protemstlinou, které sodki o vazebna mista
na plasmodesmatech s normalnimi MP viru (Lapitoal, 1993). MP rostliny musi byt
mutované nebo dysfutiki, protoze {i expresi funknich MP dochazi ke zvySeni
vnimavosti rostliny k viru nebo transgenni MP ndmi&gdny vliv na virovou infekci
(Baulcombe, 1996).

Zajimavym a uzittnym znakem ochrany zpréstlkované MP je Siroké spektrum
acinnosti. Ochrana zpragtdkovana mutovanymi MP odvozenychii@acco mosaic virus
(TMV) napriklad zprostedkovala ochranu rostlin tabaku proti potesmi; cucumoviiim a
tobravitim (Cooperet al, 1995). Tento fiklad Sirokého spektra ochrany ukazuje, ze MP
raznych vii mohou interagovat se stejnymi plasmodesmaty (Bautbe, 1996).

U skupinPotexvirus, Carlavirus, Hordeivirus a Furovirge vyskytujiii MP které
jsou koédovany sériifpkryvajicich se us@ékoznaovanych jako “triple gene block™ (TGB).
Exprese mutovaného TGB proteinu umoje rezistenci k uzSimu spektruiinez exprese
MP, coz ukazuje, Ze reaguji s plasmodesmaty odhsrgisobem (Beclet al, 1991; Beck
et al, 1994).

4.3  Replikdzou zpro#tdkovana ochrana (Replicase-mediated resistance)

Uspsdns navozena rezistence za pouZziti é&ddujicich virovou RNA-dependentni
RNA-polymerazou (RdRp) byla poprvé pozorovana wkaba jeho ochranviaci TMV
(Tobacco mosaic virggGolemboskiet al, 1990). Replikazou zprasdkovana ochrana se
zdé byt specifick& proti infekci vyvolané jak TM\itiony, tak RNA (Prinset al, 2008).

Podstata této ochrany neni zcela jasna, existbadipo jaky typ ochrany se jedna,
zda je zprosedkovana proteinem nebo RNA (Prigtsal, 2008).
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Pro teorii proteinem zprastdkované ochrany 8u¢i nagiklad pokus, ktery
provedli Donsonet al (1993). Ti ke zprogedkovani ochrany pouZili RARp #obacco
mosaic virus (TMV), kter4 byla modifikovana vloZenim bakteritdo transpozomu.
Rostliny nesouci tento konstrukt byly rezistentAiNV i tobamoviim. Dale také zjistili,
Ze rozdily mezi replikazovymi sekvencemi v transgarsekvencemi v napadajicich virech
nebyly sl¢itelné s vysétlenim zaloZzenym na RNA zpréstlkované ochran(Donsonet
al., 1993).

Pro druhou teorii o zapojeni RNA&IEi pokus provedeny Tenlladeet al (1995,
1996), ktéi k vyvolani rezistence pouZzili konstrukt RdRp olcgéé54 kDa ziskany z
tobamoviru: Pepper mild mottle virusUkazalo se, Zze k navozeni stejné rezistence neni
nutné pouzit cely protein, ale &tapouze zkraceny konstrukt, ktery koduje jen 30%
proteinu. Takto TMV replikazou navozena rezisterga pipsana RNA umdovani
(Maranoet Baulcombe, 1998).

Zajimavy experiment uskuteili Goregaokeeet al (2000), kt& se pokusili navodit
rezistenci wci TMV za pomoci 9-ti znych gekryvajicich se segmentpokryvajicich
methyltransferdzovou, helikdzovou a polymerazo@OLl() doménu RdARp polymerazy.
Ve své praci zaznamenali vysokou umdvechrany pi pouziti polymerazové domény a
naopak nizZSi ochranurippouziti methyltransferazovych a helikazovych dom@kazalo
proteini. Nicméré vySSi ochrana bylatiznana Gsekm pokryvajicich polymerazovou
doménu proteinu (Goregaoket al., 2000). Z toho vyplyva, Ze proteinem zptedkovana
ochrana je aktivSi ve spolupraci s méraktivni RNA zprostdkovanou ochranou (Prins
et al, 2008).

Jako mozné dinné zdroje proteinem zprdstlkované ochrany byly popsany i dalsi
replikdzové geny ostatnich skupinivjako nagiklad: Tobravirus(MacFarlaneet Davies,
1992),Potexvirus(Braunet Hemenway, 1992Rotyvirus(Audy et al, 1994), Alfamovirus
(Brederodeet al, 1995) aCucumovirugAndersoret al, 1992).
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4.4  RNA zprostdkovana ochrana (RNA mediated protection)

RNA zprostedkovana ochranatie fungovat pokud transgenni nukleové kyseliny
slouzi jako ,vnadidlo®. Toto ,vnadidlo” ize konkurovat infikujicimu viru (padré jeho
genomu) za fesneérovani hostitelsky nebo viréwodovanych proteiindo interakci, které
jsou nevyhodné pro replikaci neboiesii viru v infikovanych rostlinach (Baulcombe,
1996).

Jednd se o obranny mechanismus hostitele teagniproti invazivnim nebo
mobilnim RNA elemeritm, jako jsou naiiklad viry ¢i retroelementy, ktery vede

k sekveriné specifické RNA degradaci.

RNA zprostedkovan& ochrana probiha piesinictvim tzv. umiovani gef, které
probiha na dvoutznych Urovnich. Prvni Grovni je transkfip genové zhaSeni (TGS),
které je zaloZeno na metylaci promotoru. Metylacavggpodobrg promotor inaktivuje
tim, Ze zablokuje jeho interakce s transkmipni faktory nebo tim, Zeipaka proteiny,
které gemeni strukturu chromatinu. Druhou Urovni je posttiaini genové undlovani
(PTGS), které je spudto, kdyZ mnozstvi virové RNA jest8i neZ prahova urougWang
et Waterhouse, 2001; Savenketwal., 2002).

4.4.1 RNA zprostedkované ochrana proti RNA virdm

Zahajeni RNA umiovani je zavislé naiffiomnosti dsRNA, kterou si rostlinatie
sama vyra#ét prepisemcasti genomu nebo je dsRNA odvozena z virové selkvendo
burgk rostliny se dostava transformaci pteshictvim Agrobacterium tumefaciens
(Tenlladoet al, 2001). Pro &inné zahajeni RNA umsbvani je také dlezitd sekvedni
podobnost mezi transgenem a infikujicim virem (®&oe et al, 2002). Nagklad u
transgennich rostlin hrachu exprimujicich "nucleadusion b” replikazovy gen (Nlb)
z Pea seed-borne mosaic virusyla pro aktivaci rezistence nutna 89% sekwémdentita
(Joneset al, 1998). K podobnym z&wim dosgli i De Haanet al (1992), kdyz zjistili, Ze
RNA zprostedkovana ochrana byla réina proti vifim, jejichz sekvence se od transgenu

liSila 0 vice nez 10 %.
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Lindbo et al (1993) vymysleli strategii, kter& byla zaloZzena myslence, Ze
sekverin¢ specifickA RNA degradace vyvolana transgeny sestiama vSechny RNA se
sekverni identitou s transgenni RNA. \fipadt virovych transgein ma tento proces za
nasledek virovou rezistenci. Sekéan specifitu uéuji malé interferujici RNA (SiRNA)
odvozené z transgenu, které vznikaji rozStipaniRiNgds (Hamilton et Baulcombe, 1999).

Tyto siRNA byly pozorovany i u volh Zijicich rostlin infikovanych viry a viroidy
(Baulcombe, 1996).

Ve spojeni s RNA umibvanim niiZzeme pozorovat i tzv. zotaveni rostliny po
infekci virem. Termin zotaveny zde znamenda, Ze sfyanni rostliny jsou zgatku
citlivéjSi k homolognim vitm a ukazuji typické iiznaky, ale nové listy, které vznikaji
pozcEji, jsou bez piznaki a odolné uci naslednym infekcim Zsobenym stejnym virem
(Savenkowet al, 2002).

4.4.2 Posttranskripini umléovani gemi (Post-transcriptional gene silencing, PTGS)

Posttranskripni genové undlovani poprvé popsal vroce 1990 Napel al
v petunii (Yuet al, 2003). Je to velice konzervativni mechanismgsilexe mRNA, ktery
se ffirozere vyskytuje u rostlin, zwat a hub (Liret al, 2007). V rostlinach PTGS neslouzi
pouze jako satast obranného mechanismu, ale podili se také nalasegendogenni

exprese gehv riznych vyvojovych procesech (Yat al, 2003).

PTGS je zalozen na degradaci RNA pfedhictvim sekvetné specifickych
nukleotidovych interakci vyvolanych dvouvlaknovou NR (dsRNA). Signaly
intracelularnino RNA undbvani mohou byt fgnaseny floémem z bky do buiky na
dlouhé vzdalenosti pragdodobré prostednictvim tzv. mobilnich umitjicich signai,
kam pati kratké interferujici RNA (siRNA), aberantni RNAJaRNA. Pozoruhodné je, Ze
n¢které viry mohou kdédovat proteiny, které potg RNA umkovani v rostlinach.
Prikladem mohou byt najklad viry skupinyPotexvirusa Cucumovirusy jejich genomu
je jeden specificky oteeny éteci ramec, ktery kdduje protein TGBpl, ktery j&ladni
slozkou fi proteimi spol&né ozna&ovanych jako “triple gene block”™ (TGB). TGBpl je
virovy movement protein (MP), ktery je nezbytnyerepro efektivni fenos viru z biky
do buiky, ale také je spojen s inhibici systémovéltenpsu PTGS signalu (Yet al,
2003).
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PTGS ma dva hlavni kroky: zahajovaci a efektorawkkZahajovaci krok sgiva
v rozStpeni dsRNA na siRNA dlouhé 21-26 nukledtid 2 nukleotidovymi fesahy na
3’konci. V efektorovém kroku jsou siRNAfipmany do multiproteinového komplexu
RISC (RNA-induced silencing comlex), ktery degradajlovou mRNA progednictvim
dokonaléhai témet dokonalého parovani bazi mezi siRNA a cilovou sekv (Yuet al,
2003). PTGS se vyskytuje také u netransgennichlimrogiko pirozeny obranny

mechanismus proti virove infekci (Tenlladbal., 2001).

Mechanismus PTGS je roddn na d¢ cesty: sSiRNA a miRNA cesta, v zavislosti
na tom, jaké malé molekuly RNA se ¥m zapojuji (Linet al, 2007).

SiRNA cesta

SiRNA cestou je PTGS spow#db jednovidknovou virovou RNA nebo
dvouvlaknovou RNA produkovanou hostitelskou nebmwdu RNA dependentni RNA
polymerazou (RdRp) (Moissiaet Voinnet, 2006).

RdRp vyuZivaji jednovlidknovou RNA (ssRNA) jako fdéat pro tvorbu
dvouvlaknové RNA (dsRNA), ktera slouzi jako subispéo Dicer (typ RNase lll). Dicer
rozstihd dsRNA na siRNA o délce 21-25 nukledtidiRNA je nasledh zallenéna do
komlexu RISC, kteryiidi rozStipani cilové RNA a ta je v cytoplagzndegradovana
exonukledzami (Germundssetivalkonen, 2006; Baulcombe, 2004).

Pripadre se siRNA pouziva jako primer pro RdRp k transkripiltové RNA na
dsRNA a tim k produkci&tsSiho mnozstvi siRNA. Aktivita RdRp zesiluje PTG&®Z vede
k zesileni untovani (Linet al. 2007).

Rezistence zaloZzena na siRNA poskytuje ochranannpjoti RNA vifim, ale i
proti DNA viram narozdil od rezistence zprieikované proteinem (Lomonossoff, 1995).
Nicmére tento druh rezistence jeciany jen proti viim s blizce gibuznou sekvenci
(Baulcombe 1996). Pro praktické vyuZziti bylo tedszbytné vyvinout strategii, ktera by
poskytla Siroké spektrum virové rezistence. daal (2000) vytvdili chimericky transgen
se sekvencemi ze dvotiznych vif, jehoz exprese ke navodit RNA zprogtdkovanou

rezistenci proti vice virm.
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MIiRNA (mikroRNA) cesta

microRNA je jedneettzova RNA o délce 20-24 nukleotid ktera vznika
rozstihanim miRNA vlasenkovych prekurZor(pre-miRNA) Dicerem (Bartel, 2004).
Zrald miRNA v cytosolu je odv&da do RISC komlexu a umidje tak rozeznat cilovou
virovou RNA, ktera je poté na#hané (Jones-Rhoadesal., 2006).

U metazoi se vytia primarni miRNA transkript (pri-miRNA), ktery jelauhy
nékolik kilobadzi a ma Zepicku a polyA konec. Tyto pri-miRNA jsou zpracovany
enzymem Drosha (typ ribonukledzy Ill) ve spojerkofaktorem DGCR8. DGCR8 mé
dsRNA vazebné domeény, které mohou rozpozrtathpd mezi dsRNA a ssRNA. Pri-
MIiRNA je tedy zpracovana na 65 nukledtidlouhou viasenku pre-miRNA (Leet al,
2003; Haret al, 2006).

Znalost principu PTGS v rostlinach a v jeho inkeravirus-rostlina vedly k jeho
praktickému vyuziti v transgenozi. Pro konstrukansgennich rostlin se na rozdil od vySe
popsanych fistupy vyuzivaji transgeny, které samy o 8atekdduji kompletni molekulu
RNA nebo gen, ktery je nasletirexprimovan do proteinu (RNA nebo proteinem
zprostedkovana rezistence). Tyto kratké fragmenty patodpen pivodu se vnaseji do

rostliny a jsou schopny vyvolat proces PTGS.

O charakteru takovych transgerse vedou diskuse. Jako n@inéjSi se jevi
transgeny, které  exprimuji  dvouvlaknovou RNA  neboednovlaknovou
semikomplementarni RNA vlasenku. Warehowseal (1998) a Wesleyet al (2001)
zjistili, Ze maji v rostlinach podobny posttrangkrii umkujici efekt, jaky byl dive
popsan u Zivéichu. V téZe laboratio navic prokazali, Ze v nejménlvou gipadech tinek
PTGS vyrazay zvySilo pouziti transgenu nesouciho navic introtD0% takto
transformovanych rostlin vykazovalo utavani (Smithet al, 2000). Tyto vysledky vedly

k otazkam, zda hpRNA technologiaibe byt vyuZita pro objev gérv rostlinach.

V posledni dob je diskutovan novy mechanismus navozeni PTGS tlimésh,
ktery by mohl nahradit doposud pouzivané techniigdgenoze a také nahradisfpvani
transgennich rostlin. Tato metoda je zaloZzena neharecké inokulaci fimo samotnou
dsRNA.
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4.4.2.1 Navozeni PTGS prastinictvim dsRNA

Mnoho rostlinnych vii ma genom tvien jednovlaknovou RNA (ssRNA), ktera se,
jak je vSeobecahuznavano replikuje prastdnictvim tvorby komplementarni templatové
RNA. Ma se za to, Ze viehu tohoto procesu replikace, genomickda ssRNA a jeji
komplementarni templatové RNA alegipaiocasre vytvori dvouvidknovou RNA (dsRNA).

Na zaklad této skuténosti Watanabet al (1995) vyslovili hypotézu, Ze pokud by
se pod#lo ziskat ribonukleazy ("RNases’) specifické k N$R a vnést je do rostlin,
mohly by pak pedstavovat moznost jak napadnout replikaci mezidtid mnoha
rostlinnych vif. Zarover predpokladali, Ze exprese takoveého transgenu nebitdgaomy
negativni vliv naiist a fyziologii rostlin a Ze takto navozena reziste bude naména
proti vétSimu mnozZstvi rostlinnych vir Ve svych pokusech zavedli do rostlin tabaku
(Nicotiana tabacutn RNazovy gen nazvany'pac 1" odvozeny z kvasinky
(Schizosaccharomyces pomb&akto transformované transgenni rostlinglyymére lézi
pii napadeniTomato mosaic virua také vykazovaly zpoZdi v objeveni sefjznaki pri

inokulaciCucumber mosaic virusPotato virus Y

DalSi pokus, ktery potvrzuje hypotézu, Ze dsRNA ambna z virové sekvence
funguje jako induktor PTGS, provedl Tenlladbal 2001. Narozdil odiedchozi prace se
zametili na moznost navozeni rezistence pomoci mechanioikulace rostlinyNicotiana
tabacumdsRNA odvozené z virové sekvence spodes virem (virovou infekci). Zathto
podminek dsRNA interferovala s virovou infekciugpbenou viryPepper mild mottle
virus (PMMV), Tobacco etch virudTEV) a Alfalfa mosaic virus(AMV) sekvertné
specifickym zfisobem a rostliny nevykazovalyiipnaky infekce, coz ukazovalo, Ze
dsRNA aktivovala PTGS v rostlinach. Za vyznamnégiovali autéi i davku aplikované
dsRNA a spolénou inokulaci viru a dsRNA.
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5 Rezistence wéi viram zprostredkovand transgeny nevirového

puavodu

Krom¢ proteinem zprogedkované rezistence existuje fada alternativnich
transgennich strategii k zprisdkovani virové rezistence vyuzivajiciclzmé genetické
zdroje (Pringet al, 2008).

Prikladem mize byt vyuZziti exprese antivirovych protilatek nelaxprese
rostlinnych viro¥ rezistentnich gen v jinych rostlinach nez \&th, ze kterych byly
izolovany (Prinset al, 2008). DalSim mozZnosti ithe byt umtovani rostlinnych geh

které jsou nepostradatelné pro Zivotni cyklus yiksanoet al, 2005).

5.1 Navozeni rezistence pomoci “plantibodies’

Biotechnologické postupy otviraji moZnosti navdzeezistence rostlin proén
naprosto novymi cestami. Jednou z nich je jejichrese protilatek ¢Zn¢ vyuzivanych
Zivocichy k rozpoznavani patogénAckoliv se u rostlin imunitni systém, spojenyémitto
proteiny u Ziv@ichi, nevyskytuje, afinita vybranych protilatekize byt dostatné velka
k tomu, aby doSlo k naruSeni zakladnich funkciwjioh proteiri v rostlinach (Pringt al,
2008).

Prvni usgdné pouziti “plantibodies” vedlo ke sniZeni vninséiveaci Artichoke
mottle crinkle virusza pouZiti scFv protilatek (single-chain variablegment antibodies)
namienych proti pla&vému proteinu (CP, coat protein) viru (Tavladorekial, 1993).
Pozdiji bylo také prokadzano, Zze pomoci specifické sagvynjozné ferusit replikaci viru

v pacateni fazi infekce (Pringt al, 2005).
Mechanismus, kterym protilatka navozuje rezistematim Zistdva bez odpa@di

(Goldbachet al, 2003). Do budoucnosti seeplpoklada, Ze lepSi znalosti o strufktu
protilatek umozni zvySeni jejich stability (Eweittal, 2004).
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6 Virus semenem penosné mozaiky hrachu

Virus semenem fignosné mozaiky hrachu (PSbMV) infikuje krihy v naSich
podminkach fedevSim hrach (Pidkova et al., 2006) @enzmisobit vyznamné vynosove
ztraty (Linet al, 2007).

Pea seed-borne mosaigirus (PSbMV) je zastupcem rod&otyvirus celedi
Potyviridae(http://www.ictvonline.org/) a je pra¥podobr rozSfen celos¥tové. PSbMV
byl poprvé posan v roce 1966(eskoslovensku (Musil, 1966).

Typickymi symptomy infekce rostlin je svinuti lisfviz. Obr. 2), dale se objevuje
proswtlovani Zilek, mozaika (viz. Obr. 4) ac¢kdy i nekrézy. Napadena rostlina ma
obvykle také zdeformované, sterilni &y, zakrrély vzrist a casto produkuje
zdeformované lusky, které maji malasto zdeformovanych semen (viz. Obr. 3). Intenzita
piiznalki na napadené rosttinzavisi na teplotnich podminkadch a virovém izolatu
(ICTVdB; Plant viruses online, 1984; http://www aifr).

Obr. 1. Zdrava rostlina hrachu Obr. ZizZAaky infekce PSbMV -
(podle: botanika.wendys.cz/kytky/foto.php?488:2) instka listi
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Obr. 3: Riznaky infekce PSbMV - Obr. 4fiPnaky infekce PSbMV -
nekrotické linie na semenech mozaika na listealshu.

(podle: http://www.inra.fr/hyp3/images/6034235.jpg)

Oblast pirozenych hostitél pro PSbMV je omezena naabaceae(bobovité).
Z hospodésky vyznamnych zastupevirus infikuje gedevsim lu&niny (hrach, cizrnu,
bob, ¢ocku). Druhy specificky vnimaveé v experimentélimdukované infekci virem jsou
nag.: Beta vulgaris, Chenopodium album, Ch. amaranticoloh. capitatum, Brassica
campestris, B. oleracea, Cucurbita maxiatd. (ICTVdB; Plant viruses online, 1984).

PSbMV je penaSen mSicemi jako nidklad: Acyrthosiphon pisum, Aphis
craccivora, A. fabae, Dactynotus escalanti, Magobsim crataegarius, Rhopalosiphum
padi. Dale nize byt genaSen mechanickou inokulaci, semeny (ICTVdB; Plamises
online, 1984).

Byly popsany 4 patotypy PSbMV a to P-1, P-2, P34 Patotyp P1 neni schopen
infikovat hrach, ktery nese recesivni gen rezisesiom-1 Patoptyp P2 neinfikuje hrach
s recesivnimi geny rezistensbm-2a sbm-3 Patotyp P3 neni schopelekonat rezistenci,
kterou u@luje recesivni gen rezistenesbm-3a patotyp P4 neni schopen infikovat rostliny
hrachu s genem rezisterslem-4(Alconeroet al, 1986; Johansest al, 2001).
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7 Experimentalni ¢ast

Stanoveni Urovre rezistence T3 generace transgennich rostlin hrachu

Cilem praktické&asti této bakaigke prace bylo vyhodnoceni Ur@wrezistence T3
generace transgennich rostlin hrachicivviru semenem jgnosné mozaiky hrachu
(PSbMV). Tato generaceqistavuje potomstvoride selektovanych perspektivnich linii
hrachu, ozn&énych jako 10025/1 a 10025/2. K navozeni rezistang&hto rostlin byl
pouzit konstrukt pWellO7a nesouci dva kratké fragimegenu pro plad®vy protein
PSbMV oddlené intronem, ziskané z izolatu PSB204CZ.

7.1 Material a metody

7.1.1 Rostlinny material

Pro experimentalnicast byly pouzity transgenni rostliny hrachu T3 gane
kultivaru "Raman’, které byly ziskany z rostlinnséormovanych konstruktem pWell07a
nesoucim fragmentp genu PSbMV (Svabovat al, 2005, 2007). Jako kontroly byly
pouzity netransgenni rostliny hrachu téhoz kultivaRostliny byly gstované v zemih
v kvétin&tich o paimeéru 10 cm, ve fytotronu s fotoperiodou 16h/8h (derjnpi teplot
22 °C ve dne a 18 °C v noci.

7.1.1.1 Chemikalie pro DAS-ELISA

PBS pufr (pH 7,4; 1000 ml): Extrakéni pufr (pH 7,4; 1000 ml):

8¢ NacCl 1000 ml PBS pufru

0,29 KH2PO4 0,5 ml Tween 20

29¢ Na2HPO4 . 12 H20 20 ¢ polyvinylpyrolidor2&
0,29 KCI 1049 vajmy albumin
Koutovaci pufr (pH 9,6; 1000 ml): Substratovy pufr(pH 9,8; 1000 ml):
1,59¢ Na2CO3 97 ml diethanolamine

2,939 NaHCO3 pH se upravuje koncentrovanou HCI
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Konjugaéni pufr (pH 7,4; 1000 ml): Promyvaci pufr:

1000 ml PBS 1000 ml 1/5 PBS
20 g polyvinylpyrolidon K-25 0,5 ml Tween 20
29 vajeény albumin

0,5 ml Tween 20

7.1.2 Metody

7.1.2.1 Mechanické inokulace

Pro experimentalni inokulaci virem byl pouZzit izoRSbMV vykazujici nejvyssi
homologii s pedpokladanym transgenem. Byl pouZit izolat PSB20483#0 inokulovano

60 rostlin hrachu T3 generace kultivaru "Raman’.

Inokulat byl gipraven tak, Ze bylo odebrano 15-20 dist rostliny hrachu
infilkované izoldtem PSB204CZ. Listy byly zvaZenylozeny do teci misky a
homogenizovany s fosfatovym pufrem (v ppm1:5) a malym mnoZstvim aktivniho uhli
a celitu. Inokulat byl poté pomoci hotky nanesen na 2 a 2 listy rostliny hrachu T3
generace zizneho patra a ponecharispbit 15 minut. Poté byly rostliny oplachnuty
vodou a umiginy do fytotronu (Safé@véaet al, 2008).

7.1.2.2 DAS-ELISA

Pro detekci fitomnosti viru v rostlida byl pouzit imunoenzymaticky test DAS-
ELISA (Loewe Biochemica GmbH), podle protokolu voe.

ELISA desttka byla gipravena napipetovanim 200 pl &n pufru a “coating’
protilatek gedéni 1000x) proti viru PSbMV do jamek a byla inkubagapi 30 °C,
4 hodiny. Poté byla degka tikrat promyta promyvacim pufrem. Nasl€dvylo do jamek
napipetovano 250 pl extraktu, ktery byigsaven z lisk testovanych rostlin, které byly
homogenizovany v extrgkim pufru v pondru 1:10. Destika byla inkubovanaip4 °C
pies noc a poté promyta promyvacim pufrem. Po prommyth do jamek napipetovano
200 pl konjugovanych protilatek v konjugam pufru gedéni 1000x). Destika byla ogt
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inkubovana §i 35 °C, 3 hodiny a poté promyta promyvacim pufrétaté bylo do jamek
napipetovano 200 pl substratu (0,86 mg p-nitropliesfat.Na na 1 ml substratového
pufru) a destika byla inkubovana 1 hodinu ve d&npii pokojové teplat. Hodnoceni

absorbance bylo provedeno pomoci ELISA-readérulpove délce 405 nm.

7.1.2.3 1zolace RNA

Totalni RNA byla izolovana z 50-100 mg listu pomé&itii NucleoSpin RNA Plant
(Macherey-Nagel, kat¢. 740 949.250), podle pokgnvyrobce. Izolovana RNA byla
rozpuséna v 60 ul RNase-free destilované ¥@ddlouhodob uchovavana v -80 °C.

7.1.2.4 Kvantitativni Real-Time RT-PCR

Pro kvantifikaci virové infekce byla pouzita kombhoe primei PSB6K1F a
PSB6K1R podle Safévaet al.( 2010).

Kvantitativni Real-Time RT-PCR byla provedena poimot Absolute Q-RT PCR
SYBR kit (ABlgene) podle pokyinvyrobce v konégném objemu 25 pl pomoci Real-time
cykleru RotorGene 3000 (Corbett Research, Ausjralie

Podminky RT-PCR:

Reverzni transkripce 47 °C 45 minut

Inaktivace AMV polymerazy 94 °C 15 minut

Denaturace 94 °C 45 seku

Hybridizace primei 54 °C 45 sekund 40 cykl
Syntéza 72 °C 45 sekun

Specifita PCR produlitbyla owtena pomoci analyzy teploty tani produkt a
velikost ziskanych produktpak pomoci elektroforetické separace v 1,5% again
gelu v TAE pufru.
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7.1.2.5 Hodnoceni koncentrace viru v rostin

Koncentrace virové RNA v rostkinbyla hodnocena pomocir@etody, RotorGene
(Corbett Research). Jako standard (‘kalibratorla pouzita koncentrace virové RNA

zjisten4 v infikované netransgenni kontrole.

7.2 Vysledky a diskuze

Byla stanovena odolnost 34 rostlin T3 generacemstea linie 10025/1 za pomoci
mechanické inokulace rostlin virem PSbMV a naslédngledovani gibéhu infekce a jeji
detekce a kvantifikace pomoci ELISA testu a kvatitini RT-PCR.

Vzhledem k charakteru adpodu transgenu, ktery byl odvozen ze sekvence
stejného izolatu pouzitého pro experimentalni infeke @ekavalo, Zze po vilastni infekci
virem dojde k navozeni RNA zpréstlkované rezistence a Ze rostliny budou vykazovat

zvySenou odolnost az rezisten@tviru.

7.2.1 Vizualni hodnoceni odolnosti transgennich rdm

Prvni @iznaky infekce a &kni viru v rostlinach byly zaznamenany 17 dni po
mechanické inokulaci virem. Byly pozorovany typickiéznaky infekce PSbMV jako je
mozaika, svinutka, prostleni Zilek a zakr#éost rostlin. Jejich intenzita byla nizSi nez u
kontrolnich rostlin. U ¥tSiny rostlin doslo k vyraznému zeslabertizpaki infekce i
porovnani se sikh ptiznakovymi netransgennimi kontrolnimi rostlinamio B9 dnech
vétSina rostlin vykazovala jen slabou mozaiku (viabtilka 1). Dale bylo pozorovano, Ze
infikované transgenni rostliny byly stéjrvelké (vzrostlé) jako neinfikované kontrolni

rostliny (viz. Riloha 3).
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Tabulka 1: Vizualni hodnoceni symptarnmfekce na rostlinach kultivaru "Raman’

Hodnoceni symptom Hodnoceni symptomu
Oznaceni 15.12.2008 9.1.2009 Oznaceni 15.12.2008 9.1.2009
rostliny (14 dnl p.i.) | (39 dnd p.i.) rostliny (14 dnli p.i.) | (39 dnu p.i)

10025/1/2/4 sV SM 10025/1/3/8 SV SM
10025/1/2/3 M SM, SV 10025/1/4/1 - SsV
10025/1/2/2 M, SV SV, SM 10025/1/4/2 sV, PZ SV, M
10025/1/2/1 SSV SSV, SM | 10025/1/4/3 sV, PZ SSV, M
10025/1/1/6 SSV Ssv 10025/1/4/4 - SsV
10025/1/1/5 sV M, OSV 10025/1/2/5 SV M
10025/1/1/4 sV sV 10025/1/3/1 SSV M
10025/1/1/3 sV, PZ sV 10025/1/4/6 SSV SV, Z
10025/1/1/2 SV, SM SM, SSV | 10025/1/5/1 - o]
10025/1/1/1 sV SV 10025/1/5/2 SV SV, M
10025/2/2/3 PZ SM 10025/1/5/3 Z, SV SM, Z
10025/2/2/12 Pz SM 10025/1/5/4 Z,SV SSvV, Z
10025/1/3/2 sV, PZ M 10025/1/5/5 sV SM
10025/1/3/3 sV SM 10025/1/5/6 sV M
10025/1/3/4 SV, SM SV, SM 10025/1/5/7 SV oM
10025/1/3/5 SV, M M 10025/1/6/1 SV Ssv
10025/1/3/6 sV SSV, M k8 Z,M Z,M
10025/1/3/7 sV SM

Vysvétlivky: p.i.- po inokulaci, SV-svinutka, SM-slabaaraika, M-mozaika, SSV-slaba
svinutka, PZ-prositleni Zilek, OSV-odista svinutka, Z-zakrslost, O-ddtda, OM-
odnistajici rostlina, slaba mozaika, - -bézzpaki

7.2.2 Hodnoceni infekce PSbMV pomoci DAS-ELISA

Vlastni gitomnost viru v rostlinach byla U&ne¢ detekovana imunoenzymatickym
testem DAS-ELISA ve vSech testovanych 34 transgénristlinach kultivaru "Raman’.
Ziskané vysledky potvrdily stoprocentni &Spost mechanické inokulace virem, jeho

replikaci a také géni v rostlinach.

7.2.3 Stanoveni relativni koncentrace viru v rosttié

Pouzita metoda relativni kvantifikace viru za p@n@-RT-PCR @ srovnani

s infikovanou kontrolni rostlinou potvrdilargdchozi vysledky vizualniho hodnoceni a

DAS-ELISA. Fitomnost viru byla prokazana ve vSech rostlinach.
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Z grafu 1 je patrné, Ze po 17 dnech pododtbyla koncentrace viru v transgennich
rostlinach v gkterych gipadech nizsi, ale srovnatelna s netransgenni owdikou

kontrolou a v gkterych gipadech byla koncentrace viru vyr&aryssi.

S cilem zji&ni moZnych zrén koncentrace viru a s ohledem na vyrazné zeslabeni
symptonii infekce pozorované u transgennich rostlin bylaybraného vzorku rostlin
provedena opakovana kvantifikace viroveé infekce p@ 39 dnech po inokulacitiRiruhé
analyze (po 39 dnech) byla u vSech analyzovanystiimozjiS&€na mnohonasoknnizsi

koncentrace viru ve srovnani s infikovanou natransgkontrolou (viz. Graf 2).

Analyza teploty tani potvrdila specifitu amplifik@nych fragmerit Nebyl

detekovan zadny nespecificky produkt.

Pozorované zimy intenzity giznaki infekce a zji&ny vyrazny pokles
koncentrace viru v testovanych rostlinach ukazdg, v rostlinach dochazi k indukci
rezistence. Rostliny si udrzuji odolnosicvPSbMV, na zaklag které byly testované linie

selektovany (Klocova, 2008).
Transgen vneseny do rostlin hrachu tedy p¥pwdobré funguje, vzhledem

k pozorovanému poklesu koncentrace viru v infikgxdn transgennich rostlinach a

aktivuje mechanismus PTGS.
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Graf 1: Vysledky komparativni kvantifikace virou&ekce
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8 Zaveér

VSechny testované rostliny kultivaru "Raman” T3 egane vykazovaly po
inokulaci virem slabé ffiznaky PSbMV. EHtomnost viru byla detekovana i pomoci DAS-
ELISA testu, coz potvrdilo Uggnost mechanické inokulace, replikace #ersi viru

v rostlinach.

P¥i hodnoceni intenzity virové infekce pomoci kvaatiini RT-PCR a metody
komparativni kvantifikace, byla po 17 dnech od wlake zjiS¢na riznoroda relativni
koncentrace viru, vdkterych rostlinach byla nizsi, v jinych vySsifi psrovnani
s netransgenni infikovanou kontroloui lRodnoceni po 39 dnech doslo u vSech rostlin
k vyraznému poklesu koncentrace viru, coz ukazuwe, v transgennich rostlinach
dochéazelo k posttranskiipimu umtovani virové infekce (PTGS) a tim ke snizeni

koncentrace viru, tj. v rostlinach je indukovanaiseence Vgci viru.

32



9 Seznam zkratek

PSbMV
R geny
avr geny
HR
HC-Pro
ROS
PCD
NB-LRR

CcC
LZ
T™MV
PMMV
BYMV
TEV
AMV
PVY
PVX
TSWV
TVMV
CTV
PRVS
ZYMV
RNA
sckv
CP
PDR
DNA
ORF
TGB
RdRp

- Pea seed-borne mosaic virugirus semenemipnosné mozaiky hrachu
- Rezistentni geny

- avirulentni geny

- hypersenzitivni reakce

- helper component protease

- reaktivni formy kysliku

- programovana bwina smrt

- nucleotide-binding site plus leucine-rich repeatisto vazajici nukleotidy
a bohaté na leucinové opakovani
- coiled-coil doména

- leucine zipper doména

- Tobacco mosaic virus

- Pepper mild mottle virus

- Bean yellow mosaic virus

- Tobacco etch virus

- Alfalfa mosaic virus

- Potato virus Y

- Potato virus X

- Tomato spotted wilt virus

- Tobacco vein mottling virus

- Citrus tristeza virus

- Papaya ringspot virus

- Zucchiny yellow mosaic virus

- ribonukleova kyselina

- single-chain variable fragment

- coat protein - pla®vy protein

- Pathogen-derived rezistance

- deoxyribonukleova kyselina

- oteweny¢teci ramec

- triple gene block

- RNA-dependent RNA-polymerase
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kDa
dsRNA
SiRNA
PTGS
TGS
MRNA
mMiRNA
SSRNA
RISC

- kiloDalton

- dvouvlaknova RNA

- mala interferujici RNA

- post-transcriptional gene silencing - posttraipgkii genoveé undovani
- transcriptional gene silencing - transknpgenoveé undovani

- mediatorova RNA

- mikro RNA

- jednovlaknova RNA

- RNA-induced silencing komplex
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Prilohy
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Priloha 1:
piiznaky infekce PSbMV na rostlinach hrachu - ligikiované netrasgenni rostliny hrachu
(nahde), list infikované transgenni (ozdravené) rostlidgle).

Ptiloha 2:
piiznaky infekce PSbMV na rostlinach hrachu: slabaaii@ a svinutka list
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Ptiloha 3:

Porovnani symptoth infekce PSbMV na rostlinAch hrachu - infikovanarasgenni
rostlina (vlevo), infikovana transgenni rostlingp(osted), zdrava netransgenni kontrola
(vpravo).
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