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SOUHRN

Viry a jejich hostitelé¢ se stietavaji ve véném boji o ziskani zivotnich vyhod,
tj. hostitelské resistence a virulence patogena. Mechanismus RNA interference
umoznuje rostlindm branit se vici virovym infekcim. V soucasné dobé je tento
mechanismus vyuzivan k navozeni resistence rostlin vi¢i danému viru pomoci
tzv. RNA-vakcin bez nutnosti jakékoliv manipulace s genetickym materidlem rostliny.

V této praci je testovana schopnost dvouvlaknovych molekul RNA, odvozenych
od viru mozaiky hrachu pfenosné semenem (PSbMV), navodit resistenci vii¢i danému
viru. Z konzervativnich oblasti obou kandidatnich geni PSbMV, genu pro obalovy
protein (CP) a genu pro HC proteasu, se podafilo nasyntetizovat dvouvldknové RNA.

Aplikaci CP dsRNA na chronicky infikované rostliny hrachu PSbMV doslo
k aktivaci umlcujiciho signalu jak v dsSRNA oSetfeném listu, tak listu neoSetfeném.
Vysledky ukazuji, Ze relativni koncentrace viru v obou listech se sniZila az k 50 %
sedmy den po aplikaci dsRNA.

Ptidavek dsRNA do inokula mechanickou inokulaci neovlivnil. Infiltraci se

nepodafilo inokulovat rostliny inokulem, ani inokulem s CP dsRNA.



SUMMARY

Viruses and its hosts engage in the eternal battle to gain reproductive
advantage, that is host resistance and virulence of pathogen. Mechanism of RNA
interference allows plants to counter-attack viral infections. Nowadays, this mechanism
has been utilized to induce resistance in plants against given virus by RNA-based
vaccines without a need of any manipulation with plant genetic material.

In this work the ability of double-stranded RNA molecules derived from Pea
seed-borne mosaic virus is tested to induce resistance against given virus. It was
accomplished to produce double-stranded RNAs from conserved regions of two
candidate genes, the coat protein gene (CP) and the gene for helper-component protease.

Application of dsRNA into chronically infected pea plants by Pea seed-borne
mosaic virus caused activation of an silencing signal in either dsRNA-treated,
or non-treated leaf. Results show that relative concentraction of virus in both leaves was
falling to the level of 50% at the seventh day after application.

Addition of dsRNA to inoculum did not affect mechanical inoculation. Inoculum

with/without dsRNA applied by infiltration was not able to inoculate plants.
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1 UvVOoD

Kulturni rostlina je neustale vystavovdna virovym infekcim. Po napadeni
rostliny virem dojde Casto ke dramatickému snizeni vynosu, ktery néasledné zptisobuje
nemalé finan¢ni ztraty. V soucasné dobé¢ existuje jen malo moznosti, jak ochrénit rostlinu
pied viry nebo jak ozdravit jiz napadenou rostlinu.

Ochrana rostliny pfed virovym patogenem muze byt docilena klasickym
Slechténim resistentnich odrtd, kiizovou ochranou, nebo vnesenim virového transgenu
do genomu rostliny. Pfi kiiZové ochrané se plodiny imysIn¢ inokuluji mirnym izolatem
viru s leh¢im pribéhem patogeneze, ktery zatizi rostlinu jen minimalné a poskytuje ji
ochranu vi¢i mnohem agresivnéjSimu virovému izolatu. Napiiklad u rajcete (Solanum
lycopersicum) byla takto GspéSné sniZzena jak koncentrace agresivniho izolatu Pepino
mosaic virus, tak symptomy choroby (Hanssen a kol. 2010).

Rostlina muze ziskat resistenci vaci viru, pokud je transformovana sekvenci
odvozenou z dan¢ho viru. RNA transkript transgenu byva navrzen tak, aby tvofil
vlasenku z ,,sense” a ,,antisense* ¢asti sekvence pochézejici z virového genomu. Vznik
dvouvldknové struktury aktivuje posttranskripéni umlcovani, které zplisobi nértst
resistence vic¢i danému viru. Jako piiklad Ize uvést resistenci soji (Glycine max)
vuci viru zakrslosti s6ji (Soybean dwarf virus), kdy tfi ze sedmi transformovanych rostlin
v T2 generaci nevykazovaly zadné symptomy infekce i po dvou mésicich od inokulace
(Tougou a kol. 2006).

Novym smérem pro ochranu i pro ozdravovani rostlin by mohlo byt vyuziti
RNA interference — pouziti syntetickych dsRNA jako RNA-vakcin (Valkonen 2009).
Aplikaci dvouvldknové RNA, pfipravené proti specifickému virovému patogenu,
do hostitele je mozné spustit posttranskripéni uml¢ovani genti v rostlin€. Po jeho aktivaci
dojde k blokovani replikace viru. Vysledkem je pak zvySeni odolnosti a snizeni ztrat

rostlin.



CIiLE PRACE

* Shromézdéni literatury a vypracovani literarni reSerSe na téma uloha artificialnich

RNA v interakci virus — hostitel.

* Bioinformatickd analyza dostupnych genomickych sekvenci PSbMV. Vybér
vhodnych genomickych segmentli pro syntézu dsRNA, navrh primert a syntéza

dsRNA interferujici s PSbMV.

* Studium vlivu syntetickych dsRNA na pribéh virové infekce.
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3 ULOHA ARTIFICIALNICH RNA V INTERAKCI VIRUS — HOSTITEL

3.1 Objev RNA interference (RNAi)

Na pocatku minulého stoleti Napoli a kol. (1990) usilovali o zvySeni exprese
chalcon syntasy, dilezit¢ého enzymu v biosyntetické drdze tvorby antokyani, s cilem
dosdhnout jesté sytéjSi barvy kvétd u petinie (Petunia hybrida). Oproti ocekavani
transformované rostliny vykazovaly na kvétech fenotyp, ktery se lisil
1 mezi transformovanymi rostlinami. Kvéty ptvodné tmavé byly s riznym rozsahem
vybéleny, nékteré byly dokonce cel¢ bil¢. Necekany fenomén byl nazvan kosupresi.
Za objevitele RNA interference se vSak povazuji Fire a Mello (1998), kteti pfi pokusech
s Caenorhabtisis elegans zjistili, Ze exprese vybranych gent kddujicich myofilamentarni
proteiny se nejvice snizi pii  aplikaci dvouvlaknové RNA  ve srovnani

s aplikaci jednovlaknové RNA ,,sense*, nebo ,,antisense‘.

3.2 Funkce a vyznam RNA interference

Pozd€ji po objeveni RNA interference bylo zjisténo, Ze fenomén RNA
interference je pomérné evolucné stary. Podle fylogenetickych analyz by mohl byt
pfitomen uz u spoleéného predka eukaryot, protoze se objevuje u vSech eukaryot
(Cerutti a Casas-Mollano 2006). Moznym divodem pro tak velké evolucni stafi je
vyuziti RNA interference pro kontrolu integrity genomu a regulace aktivity transpozondi.
RNA interference také wumoznuje bunce kontrolovat genovou  expresi
(Czech a kol. 2008). Ptikladem miZze byt regulace pfi reakci neurontl sitnice na zménu
svétla na tmu (Krol a kol. 2010). Hodné studovanou funkci RNA umlcovani gentl je
obrana rostlin vac¢i virim. Ratcliff a kol. (1999) prokazali, ze RNA umlcovani
je ptirozena odpovéd’ rostlin na infekci virem. Autofi testovali, zda se u rostlin tabaku
(Nicotiana benthamiana) po inokulaci pseudorekombinovanym virem se sekvenci
pro GFP protein aktivuje RNA interference. Skutecné po 8 dnech od inokulace doslo
k vyraznému sniZzeni fluorescence zprostfedkované GFP ve srovnani s vyraznou
fluorescenci Ctvrty den po inokulaci. Tyto vysledky byly potvrzeny i tficetindsobnym

poklesem koncentrace virové nukleové kyseliny osmy den po inokulaci v porovnéni se
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ctvrtym dnem. Cymbidium ringspot tombusvirus také nebyl schopen efektivni replikace
v mladych listech rostlin po aktivaci protivirové obrany. Pro experiment nebyl pouzit
,wild-type* virus, ale byl upraven. Do virového genu pro protein potlacujici RNA
interferenci  byly vlozeny dva stop kodony, které zamezuji expresi genu
(Szittya a kol. 2002).

RNA interference popisovana Ratcliffem a Szittyem se tykala
posttranskripéniho umlcovani genit (PTGS), kdy jsou umlceny homologni transkripty
(Montgomery a kol. 1998). Druh4 z drah RNA interference je transkripéni umlc¢ovani
gent (TGS). Transkripéni umlcovani popisuje situaci, kdy pomoci metylace DNA
nastava blokace transkripce (Susuki a kol. 2005). Stejné tak Sijen a kol. (2000) pfi studiu
dsRNA zprostfedkovaném umlceni genti pro pigmentaci kvétu petunie (Petunia hybrida)
potvrzuji, ze PTGS muize byt indukovano kodujicimi sekvencemi geni, zatimco TGS je
vyvolano  homolognimi  sekvencemi  promotoru.  Transkripni  umlCovani
zprostfedkovava RNA-fizena DNA metylace (RdADM). Pivodni funkce RADM je obrana
proti transpozonum metylaci DNA, kdy se vyuziva malych RNA transportovanych
do jadra, kde spusti DNA metylaci homologni sekvence (Mette a kol. 2000).
Posttranskripéni ani transkripéni uml¢ovani nejsou od sebe striktné oddélené, ale mohou
kontrolovat expresi genu zarovein — TGS wvjadie a PTGS v cytoplazmé
(All6 a kol. 2009). O propojeni transkripniho a postranskripéniho umlcovani se jiz
diive zminuji Zilberman a kol. (2004).

Problematické je skuteCnost, ze terminu RNA interference davaji rizni autofi
rozdilny obsah. Naptiklad Jung a kol. (2011) ji nazyvaji stejné u rostlin i u zivo€icht.
Hoffer a kol. (2011) ji dé€li na transkripcni a posttranskripni. Voinnet (2005) pouziva
termin RNA interference jen pro zivoCichy a PTGS pro rostliny. Mette a kol. (2000)
naopak povazuji RNA interferenci a PTGS za synonyma. Baulcombe (2004) uziva
déleni jevu na cytoplazmatické, epigenetické umlovani a uml¢ovani endogennich gent.
Nékteti autofi rozdéluji RNA interferenci i na Dicer-zavislou a Dicer-nezavislou

(Ketting 2011).

3.3 Mechanismus posttranskripéniho umléovani

Posttranskripéni uml€ovani je indukovano dvouvldknovou RNA. Zdroje,

ze kterych je dvouvldknovad RNA ziskdna, jsou rizné. Smith a kol. (2000) publikovali,
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ze se jim podafilo aktivovat PTGS pomoci exprese transkriptu tvoficiho vlasenku.
Transformaci rostlin konstruktem, nesoucim sekvenci genu Nla proteasy Y viru
bramboru v ,,sense* a ,,antisense* orientaci s vloZenym intronem, bylo dosazeno vyssi
ucinnosti PTGS v umlceni cilového genu v porovnani s konstrukty nesoucimi gen
pro Nla proteasu pouze ,,sense”, nebo ,antisense* orientaci. Vysoka ucinnost PTGS
vyvolaného transformaci konstruktem tvoficim vlasenku s intronem byla potvrzena
1 dalSimi autory napt. Wesley a kol. (2001). Hu a kol. (2011) transformovali rostliny
tabdku (Nicotiana tabacum) konstruktem nesoucim sekvence genu pro ,,movement
protein viru mozaiky tabdku (TMV) a genu pro replikacni protein viru mozaiky okurky
(CMV) svlozenym intronem scilem zvysit resistenci viéi TMV a CMV.
Ve T4 generaci transformovanych rostlin dosahli kompletni resistence vi¢i obéma
viram.

K aktivaci posttranskripéniho umlcovani geni rostlin nemusi byt transformace
nutna. K zastaveni ¢i jen sniZeni exprese genu, tj. jeho knockoutovani, staci aplikovat
piimo molekuly dsRNA pomoci mikroinjekce. Liu a kol. (2010) dosahli ¢tvrty den
po mikroinjekci dsRNA do hnédého lu¢niho konika (Nilaparvata Ilugens) redukce
exprese genu pro kalretikulin az o 40 %. Zha a kol. (2011) se podafilo snizit expresi
genu Nltry az 0 61 % krmenim jeho larev transgenni ryzi, exprimujici dvouvlaknovou
RNA vladsenku va¢i cilovému genu. Tato aplikace naznaCuje nové moznosti
pro biotechnologické aplikace dSRNA v krmivu.

Knockoutovat gen 1ze 1 za pomoci malych dvouvlaknovych RNA.
Silva a kol. (2010) dokazali potlacit expresi genu NtCesA-I v biosyntetické draze
bunécné stény u rostlinnych protoplast pomoci 22 nukleotidii dlouhé dsRNA.

Jinym zpisobem, jak aktivovat PTGS, je pouzit virem indukované umlcovani
genu (VIGS). Naptiklad Liu a kol. (2002) pouzili Tobacco rattle virus jako vektor, ktery
»dopravil® kodujici sekvenci genu pro fytoen desaturasu do rajcete (Solanum
lycopersicum). Rostliny od desatého dne mély jasné rozpoznatelny vybéleny fenotyp
jako dusledek umlceni cilového genu. Podobné byl pro VIGS pouzit upraveny Turnip
crinkle virus ke sniZzeni exprese genu pro Dicer DCL1 (Dicer-likel) v rostliné
Arabidopsis thaliana, protoZe absolutni ztrita genu vembryu mize byt letalni
(Qu a kol. 2008).

Zdrojem dvouvldknové RNA pro indukci PTGS miize byt i virova nukleova
kyselina. Podle Haasnoot (2003) nezalezi, jaky typ genomu virus ma — RNA interference

muze pusobit proti vSem typum virového genomu. Tuto skute¢nost doklada rada praci,

13



kde posttranskripéni umlCovani viru bylo vyvoldno po infekci hostitele jak viry
s genomem ss/dsRNA (Kubota a kol. 2003, Su a kol. 2009), tak viry s genomem
ss/dsDNA (Chellapan a kol. 2004, Haas a kol. 2008).

Dvouvldknova RNA miize byt syntetizovdna 1 z tzv. aberantnich, tedy
nespravné editovanych jednovldknovych RNA transkripti. Po vytvofeni dvouvlaknové
formy téchto transkripti je zahajeno RNA umlcovani (Wu-Scharf a kol. 2000,
Luo a Chen 2007). Piikladem nespravné editace mRNA je nepiitomnost cepicky.
Gazzani a kol. (2004) navrhli, Ze tato struktura mize rozhodovat o tom, zda bude mRNA
oznacena jako aberatni. Jejich tvrzeni podpofili vysledky Klahre a kol. (2002), ktefi
uspésné aktivovali PTGS v rostlin€ po biolistickém vneseni jednovldknové RNA.
Pouzité transformované rostliny obsahovaly gen pro tetracyklinovy represor a gen
pro B-glukoronidasu pod promotorem pro tetracyklin. Biolistickou aplikaci
jednovlaknové RNA doslo kinterferenci této RNA a transkriptu tetracyklinového
represoru, kterd umoznila tetracyklinovému promotoru byt aktivni a exprimovat
B-glukoronidasu.

Ptitomnost dvouvldknové RNA bez ohledu na zdroj jejiho vzniku je signdlem
pro aktivaci enzymu Dicer, ktery je prvnim c¢lankem ve sledu reakci vedoucich
k posttranskripénimu umlceni genu. Bernstein a kol. (2001) jako prvni identifikovali
enzym zodpoveédny za katalyzu stiihani dlouhé¢ dsRNA na mensi Giseky — malé RNA.
Enzym degradoval pouze dvouvlaknové, nikoliv jednovlaknové RNA za spotieby ATP.
Tento enzym, nazyvany Dicer, byl zafazen do RNAase III rodiny, ktera specificky vaze
dsRNA, protoze obsahuje dsRNA vazajici doménu. (StJohnston a kol. 1992,
Lamontagne a kol. 2001).

Pocet genit kodujici Dicer je u zivocicht 1 rostlin rizny. Napiiklad
Ceanorhabitis elegans ma pouze jeden (Ketting a kol. 2001), Drosophila melanogaster
kéduje dva geny (Lee a kol. 2004) a u Arabidopsis thaliana byly identifikovany Ctyfi
geny kodujici Dicer a pojmenovany DCL1 (Dicer-likel) az DCL4 (Schauer a kol. 2002).
Kazdy znich je vice nebo méné specializovany pii vybéru templatu pro katalyzu.
DCLI se soustfedi na generovani miRNA, kdy ztratou funkce genu (dcll) je ovlivnéna
akumulace miRNA. Pti ztrat¢ funkce jak DCL2, tak DCL3 genu, tj. u mutantl
dcl2 a dcl3, neni akumulace miRNA ovlivnéna. Produkt DCL3 genu se specializuje
na produkci endogennich siRNA transkribovanych v genomu, protoze ztrata funkce
genu na rozdil od dcll a dcl2 vykazuje snizené mnozstvi endogennich siRNA

pochézejicich z 5S rRNA a retroelementu SINE. DCL2 se naproti tomu ucastni obrany
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pfi napadeni hostitele virem produkci siRNA. Ztrata jeho funkce vyusti ve zvySenou
citlivost a vnimavost vici infekci virovym patogenem a zaroven dochdzi ke zpomaleni
tvorby ,,obrannych® siRNA (Xie a kol. 2004). Jind studie ukazuje, Ze nejen DCL2 se
ucastni protivirové obrany, ale ze se do obrannych reakci proti viru zapojuji i ostatni
Dicery; produkty DCL2, 3 a 4 positivné pfispivaji k aktivaci PTGS, naproti tomu DCLI1
snizuje expresi DCL3 a pisobi v antivirové obrané negativné (Qu a kol. 2008).

Maniataki a Mourelatos (2005) objevili u ¢loveka, ze Dicer kromé katalytické
aktivity funguje jako ,,podavac* malych RNA pro dalsi komplex RISC (RNA-induced
silencing complex). K vykonavani této funkce interaguje spolu s dalSimi proteiny
za sestaveni RLC komplexu (RISC Loading Complex). Autofi navrhli, Zze RLC miZe byt
sestaven za pomoci ,,heat-shock* proteini. MacRae a kol. (2008) tuto hypotézu vyvratili,
protoze se jim podafilo sestavit RLC spontdlné¢ in vitro. RLC komplex odpovida
za utvofeni RISC, ktery byl poprvé popsédn vroce 2000 (Hammond a kol. 2000)
u Drosophila melanogaster. Zménu RLC na aktivni RISC provazi destabilizace duplexu
malé RNA a interakce jednoho fetézce malé RNA s AGO (Argonaute) proteinem.
Protein s fetézcem se oddéli od zbytku RLC komplexu za aktivace RISC (Maniataki
a Mourelatos 2005, MacRae a kol. 2008).

Soucasti RISC komlexu nemusi byt pouze jeden AGO protein, ale v komplexu
muze byt vice typia AGO proteint (Martinez a kol. 2002). AGO protein miize k indukci
PTGS pouzit jak ,,sense, tak ,,antisense* vlakno malé RNA (Elbashir a kol. 2001a), které
s nim bude asociovat (Meister a kol. 2004). Vybér fetézce, ktery bude inkorporovan,
stejné jako destabilizace duplexu je podminéna termodynamickymi vlastnostmi malych
RNA (Khorova a kol. 2003). Schwarz a kol. (2003) zjistili, Ze nenavdzany fetezec je
degradovan.  Hutvager a  Zamore (2002) publikovali  vysledky, kde
AGO s inkorporovanym fetezcem mutize bud’ specificky Stipat komplementarni sekvenci,
nebo ,,jen* zastavit translaci na zdkladé komplementarity k cilové sekvenci.

Model pro mistné specifické Stipani templatu byl navrzen Zamore a kol. (2000),
ktefi zjistili, Zze fragmenty pochazejici z dsRNA, tj. malé RNA, jsou cilené¢ navadény
na templat a ze mista na dsSRNA a na cilové molekule si odpovidaji. Specifické Stipani je
upiednostnéno  za  pfedpokladu  vysoké  komplementarity  inkorporovaného
oligonukleotidu, zejména jeho centralni ¢asti, a templatu (Elbashir a kol. 2001b).

K represi translace postacuje, kdyz prvnich 8 nukleotidi na patém konci bude
interagovat s templatem (Doench a Scharp 2004). Zastaveni translace je u mRNA

regulovano na tfetim nepieklddaném konci. Hybridizaci netplné komplementarnich
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malych RNA s AGO proteiny dojde k pfenosu signalu na polyribosomy, které se oddéli
od mRNA. Signdl represe translace probéhne v dobé mezi iniciaci a pfed terminaci
syntézy polypeptidu. Signifikatné¢ se tedy snizi Groven proteinu konktréné luciferasy,
alebez  vyrazného poklesu hladiny transkripce mRNA  pro luciferasu
(Petersen a kol. 2006). Wang a kol. (2006) potvrzuji tyto vysledky, ale navic objevili,
ze pro UspeéSnou represi musi byt na mRNA piitomna ¢epicka a polyA konec. UmlCovani
cilové RNA muze byt zvySeno samotnym prodlouzenim polyA konce. Wu a kol. (2006)
zjistili, ze miRNA urychluji odbouravani polyA konce komplementarnich mRNA, a tim
také jejich degradaci. Nejen ztrata polyA sekvence, ale i nepfitomnost ¢epicky positivné
ovlivituje degradaci mRNA (Behm-Ansmant a kol. 2006).

Komplementarita sekvenci mezi inkorporovanym oligonukleotidem a cilovou
sekvenci neni to jediné, co rozhoduje, zda nastane specifické Stipani, nebo represe
translace. Dulezity je pravé i privodce, AGO protein, ktery bude interagovat s malou
RNA. AGO proteiny se totiz od sebe lisi biologicky 1 biochemicky. Pfi studiu tii sav¢ich
AGO proteinti zjistili Liu a kol (2004), Ze pouze jediny ma katalytickou aktivitu
specificky Stipat templat po inkorporaci malé RNA. Ze ¢tyf AGO proteinti u savci
(Carmell a kol. 2002) je schopen této aktivity pouze AGO2. U octomilky (Drosophila
melanogaster) maji ,,slicer” aktivitu oba AGO1 i AGO2 (Miyoshi a kol. 2005). Z deseti
AGO proteini u Arabidopsis thaliana (Carmell a kol. 2002) specificky Stipe cilovou
RNA jen AGO1 (Baumberger a Baulcombe 2005).

AGO proteiny maji i1 jiné funkce, nez je specifické Stipani. Napiiklad AGO4 se
ucastni RNA-fizené DNA metylace a za jeho pomoci jsou umlCovany repetitivni
sekvence v genomu Arabidopsis (Zilberman a kol. 2003, Qi a kol. 2006). AGO6, AGO9
a AGO4 predstavuji blizce ptibuznou skupinu AGO proteinti a vSechny zodpovidaji
za transkripni umlcovani. Nicméng¢, jak ukézali Havecker a kol. (2010), mezi AGOG6,
AGO9 a AGO4 jsou rozdily v tkanové specifité.

Prozatim byla popisovana tvorba primarnich malych RNA pfi RNA uml¢ovani.
Signal k umlceni muze byt amplifikovan produkci sekundarnich malych RNA pomoci
RNA-dependentni RNA polymerasy (RdRp). RNA-dependentni RNA polymerasa byla
identifikovana u rostlin (Dalmay a kol. 2000), hub (Cogoni a Macino 1999), hlistic
(Smardon a kol. 2000) a hmyzu (Liopardi a Paterson 2009). Enzym je duilezity
pro rostlinu v protivirové obrané (Yu a kol. 2003). RdRp syntetizuje z jednovlaknové
RNA dvouvldknovou za pouziti primerd, ale mtize amplifikovat dsSRNA 1 bez primeru

(Schiebel a kol. 1993). Funkci RdRp v RNA interferenci (RNAi) pro syntézu duplexu
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z templatu potvrzuji Sijen a kol. (2001). Autofi zjistili, ze sekvence jedné skupiny
malych primarnich RNA byla odvozena z vnesené¢ dsRNA, zatimco druhd skupina
nemuze byt pfimo odvozena z vlozené¢ho templatu. Indukce RNAi je u sekundarniho
typu siln€j$i a, jak bylo zjisténo Aoki a kol. (2007), druhotné malé RNA se lisi
od primérnich trifosforylaci na 5" koncich.

Snad nejzndméjs$i dva typy malych RNA jsou siRNA a miRNA. Chemicka
struktura obou typti malych RNA je stejna (Llave a kol. 2002, Tang a kol. 2003),
ale tradicné jsou rozliSovany vzhledem ke svému pivodu. Mal¢ RNA odvozené
z vnéj$iho zdroje dsRNA nebo z virové nukleové kyseliny se nazyvaji siRNA (Marques
a kol. 2010). Poprvé byly siRNA popsany v roce 1999 (Hamilton a Baulcombe 1999)
urostlin. Termin siRNA byl pouzit spolu s objasnénim struktury az vroce 2001
(Elbashir a kol. 2001a). Strukturou siRNA molekuly je dvouvldknova oligonukleotidova
sekvence o délce cca 22 nukleotidi s presahy 2 nukleotidl u obou fetezcti, kde 5” konec
fetezce je zakonCeny fosfatovou skupinou a 3" konec hydroxylovou. Li a kol. (2005)
popsali, ze duplexy jak usiRNA, tak u miRNA jsou na koncich metylovany
metyltransferasou HEN1. Piidanim metylové skupiny se zabrani uridinaci, kterd miize
byt také znackou pro aktivaci exonukleasové aktivity nutné k degradaci samotnych
malych RNA, jako je tomu u produkti specifick¢ho Stipani dlouhé templatové RNA
(Shen a Goodman 2004). V kontrastu se vzitym pojmenovanim pro siRNA pro jejich
mimobunécny puvod, byly popsany 1 endo-siRNA, které jsou naproti tomu produkovany
jako ochrana genomu proti retroelementiim a transpozontim (Xie a kol. 2004).

Druhym typem malych RNA jsou miRNA. Prvni popsanou miRNA byla lin-4
regulujici vyvoj u Caenorhabditis elegans (Lee a kol. 1993). Tyto malé RNA narozdil
od siRNA (s vyjimkou endogennich siRNA) maji endogenni ptivod a byly nalezeny
v intragenovych a intergenovych oblastech (Lagos-Quintana a kol. 2001, Rodrigez a kol.
2004, Gu a kol. 2006, Corcoran a kol. 2009). Transkripce miRNA gentl je uskutecnéna
pouze polymerasou II ve form¢ pri-miRNA scepickou a polyA koncem
(Cai akol. 2004, Lee a kol. 2004). Pri-miRNA je vjadie sestiihana RNAasou III
nazyvanou Drosha docca 70 nukleotidd dlouhé vlasenkové pre-miRNA
(Basyuk a kol. 2003, Lee a kol. 2003). Knockoutovanim enzymu Drosha doslo k narastu
pri-miRNA a poklesu pre-miRNA. Denli a kol. (2004) ukazali, ze Drosha vykonava
svou funkci v komplexu spolu s proteinem Pasha schopnym vazat dvouvlaknovou RNA.
U Drosophila melanogaster Drosha interaguje s proteinem Pasha, zatimco u clovéka

funkci proteinu Pasha vykondva DGCRS (Han a kol. 2004, Landtaler a kol. 2004).
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U rostlin nebyl protein Drosha identifikovan (Lee a kol. 2003, Kurihara a Watanabe
2004). Jeho funkci pfitvorbé pre-miRNA zpri-miRNA plni Dicer DCLI1
(Kurihara a Watanabe 2004). Po prvni editaci je pre-miRNA transportovana z jadra
do cytoplazmy pomoci jaderného exportniho proteinu, exportinu-5, za casti Ran-GTP
kofaktoru (Yi a kol. 2003). V cytoplazmé jsou tyto prekurzory dale sestiihany do zralych
miRNA Dicerem (Grishok a kol. 2001). Saito a kol. (2005) ukazali, ze u Drosophila
melanogaster ma ztrata Diceru (Dicer-1) stejné vysledky na biogenezi miRNA, a tim
1 na regulaci exprese u gent, jako ztrata proteinu Logs, ktery s nim asociuje v komplexu.
Navéazanim jednovlédkna z zralé miRNA do RISC a vyhledanim cilového templéatu jsou
kontrolovany hlavné¢ endogenni geny. Napiiklad miR-1 a miR-133 fidi proliferaci
a diferenciaci kosternich svalii (Chen a kol. 2006). U Arabidopsis thaliana je dulezita
miR160, kterd kontroluje vyvoj embrya, kofene, kvétu a vegetativni Casti

(Mallory a kol. 2005).

3.4 Viry a RNA umlcovani genti

Malé RNA slouzi jako mechanismus, ktery umoziuje rostlindm i zivo¢ichtim
branit se napadeni virem. Viry se naopak snazi RNA interferenci inaktivovat. Jednou
moznosti je interakce virovych proteinit s proteiny podilejicimi se na mechanismu
RNAI. Naptiklad Flock house virus indukuje silny signal k aktivaci RNA umlcovani, ale
antivirova obrana je zahy efektivné potlacena supresorem RNAi kdédovanym virem
(Li a kol. 2002). Virovymi supresory mohou byt virové strukturalni (Qu a kol. 2003)
i nestrukturalni proteiny (Fenner a kol. 2006). Supresory mohou interagovat s RNAi
na urovni protein-protein nebo protein-nukleova kyselina. Supresory cili nejen nukleové
kyseliny v RNAI, ale i proteiny AGO a Dicer.

Prvnim identifikovanym supresorem byla HC proteasa
(Anandalakshmi a kol. 1998) u potyvirt. HC proteasa (HC-pro) se ucastni mnoha funkci
zpracovani polyproteinu, amplifikace genomu, pienosu viru na dlouhé vzdalenosti
po rostliné a pfenosu viru msicemi (Kaschau a kol. 1997). HC-pro spolu s P1 proteasou
ovlivituje metabolismus malych RNA (Kaschau a kol. 2003). Chapman a kol. (2004)
upiesnili plisobeni obou virovych proteind. Podle nich P1 proteasa/HC-pro inhibuje
rozvinuti duplexu malych RNA a sestaveni komplexu RISC. Z testovanych supresort

v této praci byl HC-pro jeden z nejsiln€jSich v porovnéani s p21 a p19. Problematika
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Cucumber vein yellowing virus, ktery postrada celou sekvenci pro HC-pro. Namisto toho
obsahuje duplikovany gen pro P1 proteasu (Valli a kol. 2006), kterd zastupuje funkci
HC-pro jako supresoru (Valli a kol. 2008).

Kanazawa a kol. (2011) zjistili, ze 2b protein Cucumber mosaic virus (CMV)
ovlivituje lokalizaci malych RNA a podporuje epigenetické zmény v genomu hostitele.
Virus tak nejenom potlacil obranu hostitele, ale navic zacal kontrolovat a ménit expresi
hostitelskych genti.

V2 supresor Tomato yellow leaf curl virus soutézi s SGS3 o vazbu na dsRNA.
Interakce SGS3 a RNA-dependentni RNA polymerasy je dulezitd pro antivirovou
obranu u rostlin, proto supresor V2 rychlejsi asociaci s dSRNA zbavuje SGS3 substratu
(Fukunaga a Doutna 2008).

Supresor PO Beet western yellows polerovirus pusobi v potlacovani RNA1 jinak
nez napf. pl9 u tombusviri. PfestoZze nebrani komplexu RISC ve specifickém
degradovani templatu, zabranuje nové asociaci mi/siRNA a AGO1. Navic supresor PO
posila AGO1 polyubiquitinaci k degradaci do proteosomu (Csorba a kol. 2010).

Dal8im ptikladem supresoru je p19 protein tombusvirt. Tento protein sice neni
dilezity pro replikaci a transkripci virové nukleové kyseliny, ale patrné se uplatiiuje
modelu objasnéno, jak p19 interferuje s RNAi (Rawlings a kol. 2011). Cely model je
popisovan enzymovou kinetikou. Supresor p19 zéarovein interaguje s RISC komplexem,
ktery postupné destabilizuje, tak 1 s Dicerem, se kterym soutézi o siRNA. Po interakci
supresoru s Dicerem s navazanou siRNA komplex disociuje s reversibilné navazanou
siRNA na supresor. Nasledné se supresor odpoutd od siRNA za vzniku jeji volné
varianty, ktera miize soutézit spl9, Dicerem a RISC. Model proto dostal nazev

%¢

»chytni a pust™ (catch and release). Neustaly rychly obrat v asociaci a disociaci téchto
proteint zpUsobi, ze virus drzi krok s obranou hostitele (Rawlings a kol. 2011).

Virus nemusi utocit jen na RISC, ale cilem muze byt 1 Dicer. Dicer DCL4
u Arabidopsis thaliana je zodpovédny za antivirovou obranu a tvorbu siRNA,
supresor P38 z Tobacco crinkle virus interferuje primarné pravé stimto proteinem
a vyfazuje jej z funkce (Deleris a kol. 2006).

Nedavné vyzkumy vrhaji jiné svétlo na interakci mezi hostitelem a virem, viry

nepotlacuji obranu hostitele nejen supresory RNAi, ale i malymi virovymi RNA.

Epstein-Barrové virus (EBV), herpesviry a pravdépodobné i jiné DNA viry koduji
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ve svém genomu virové miRNA, které reguluji expresi jak hostitelskych, tak virovych
gend (Pfeffer a kol. 2004). Nedavno byly odhaleny dalsi virové miRNA u EBV, které
umoziuji viru ovlivnit expresi genli u hostitele. Exprese proteind je hlavné zasazena
v drahach bunécného cyklu, apoptosy a vrozené imunity a naproti tomu interakce viroveé
miRNA s mRNA zvyhodni virovou patogenezi a lymfogenezi, virovou latenci
nebo preziti bunék (Skalsky a kol. 2012).

Lidsky cytomegalovirus (HCMYV), patfici mezi herpesviry, také plisobi
na hostitele pomoci miRNA a obdobné¢ jako EBV vyfazuje vrozenou imunitu. Mala
RNA HCMYV pod oznacenim hcmv-miR-UL112 je schopna potlacit expresi jednoho
proteinu (fetézec B) z histokompatibilniho komplexu I. Jinymi slovy, virovd miRNA
zamezi predani signalu o napadeni hostitele k ,Natural Killer Cells“, ¢lentim
immunitniho  systému, ktefi by za normalniho stavu buiku ,usmrtili*
(Stern-Ginissar a kol. 2007).

Malé virové RNA mohou byt homologni k hostitelské mRNA, a tak umlcovat
expresi stejnych transkript. Patrné je pak pro virus jednodussi jen vyuzit jiz existujici
drahu regulace genti. Napiiklad virova miR-K12—11 (z viru Kaposiho sarkomu)
a bunéénd miR-155 jsou prokazatelné homologni a mohou ovliviiovat stejné geny

(Skalsky a kol. 2007).

20



4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité pristroje

Spektrofotometr Nanodrop 1000, Thermo Scientific, Biotech
Laminarni box PV-100, Telstar, Life Sciences

Termostat TH-30 Edmund Biihler GmbH, Trigon Plus
Termoblok dri-block DB-2D, Techne

Minitiepacka MS231, IKA Works, Inc.

Centrifugy C1301 B-230 VEU

Spectrafuge mini 24D, Labnet International, Inc.

Universal 32, Hettich

Vortex MS1 Minishaker, IKA®

Termocykler Rotor Gene RG-3000A, Corbet research
TGradient, Biometra

Horizontalni elektroforéza Fisherbrand

Zdroj stejnosmérného napéti Power Pack P 25, Biometra

UV transluminator G:BOX, Syngene

Mikrovlnna trouba

4.2 Pouzité chemikalie

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galaktopyranosid, B9146 (Sigma-Aldrich)

Agarosa 1, Biotechnology Grade, cat. no. 0710-500G (Amresco)

Ampicilin, 96%, cat. no. A9393 (Sigma-Aldrich)

AMV reverzni transkriptasa, cat. no. M510A (Promega)

Etanol, p.a. (Lachema)

Ethidium Bromid, cat. no. R034 (G Biosciences), pracovni koncentrace 2,5 mg/ml
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, cat. no. SM0241 (Thermo Scientific, Fermentas)
GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder, cat. no. SM0321 (Thermo Scientific,
Fermentas)

GelRed™, cat. no. 41003 (Biotium)
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Glycerol, p.a. (Lachema)
GoTaqTM DNA Polymerase, cat. no. M3001 (Promega)
Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid, 15502 (Sigma-Aldrich)
Izopropanol, p.a. (Lachema)
NucleoSpin® RNA Plant, cat. no. 740949.10 (Macherey-Nagel)
pGEM®-T Vector System, cat. no. A3600 (Promega)
PSbMV ELISA kit, cat. no. 07030 (Loewe Biochemica)
QIAPrep® Spin Miniprep kit, cat. no. 207106 (QIAGEN)
QIAquick® Qiagen gel extraction kit, cat. no. 28704 (QIAGEN)
Recombinant RNasin®, cat. no. N2511 (Promega)
Replicator'™ RNAI, cat. no. F-610 (Finnzymes)
Luria-Bertani médium (1 1) 10 g Kasein hydrolyzat

5 g Kvasni¢ny autolyzat

10 g NaCl

16-18 g Agar (tuh¢ LB)

pH 7,2-7,4, uchovavat pti 4 °C
TAE pufr (1 1): 40 mmol/l Tris-baze, pH 7,8

10 mmol/l octan sodny

1 mmol/l EDTA

28 mmol/l kyselina octova

4.3 Bioinformaticka analyza sekvenci

Z genomu viru mozaiky hrachu pienosné semenem byly pro syntézu
dvouvlaknové RNA vybrany dva kandidatni geny, gen pro obalovy protein (CP) a gen
pro HC proteasu (HC-pro). Pro oba geny byly shromdzdény dostupné sekvence
z databaze GenBank, které byly doplnény sekvencemi dodanymi pracovniky Laboratote
molekularni biologie mikroorganismu. ,,Alignment* sekvenci byl sestaven v programu
MEGA 4.0 (Tamura a kol. 2007). ,,Neighbour-Joining* analyza vSech sekvenci obou
analyzovanych gent byla provedena za standardniho nastaveni programu MEGA 4.0.
U obou kandidatnich genti byl stanoven DNA polymorfismus sekvenci pomoci

programu DnaSP 4.10.3 (Rozas akol.2003), a to u sekvenci vSech patotypil
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a u sekvenci patotypu P1. Na zdklad¢ analyzy polymorfismu obou gent byly vybrany

konzervativni oblasti pro navrh primerda.

4.4 Navrh a hodnoceni primeri

Primery pro CP i HC-pro byly navrhovany v programu Primer-BLAST
(Rozen a kol. 2000) na sekvenci genu pro obalovy protein a HC proteasu izolatu
PSB117 tazenému k patotypu P1. U obou gent bylo vynechéno prvnich 150 bazi, kde
sekvence analyzovanych izolath vykazovaly nejvyssi polymorfismus DNA. Velikost
PCR produktu byla nastavena na 500 nt, optimalni velikost primeru na 20 nt, optimalni
»melting® teplota (Ty) primeru na 58 °C a minimalni obsah GC part bazi na 60 %.
Jeden par primert amplifikujici gen pro HC-pro byl navic poskytnut MSc. Andreou
Tripepim.

Specifita ,,forward” a ,,reverse primeru pro CP a HC-pro byla porovnavana se
vSemi sekvencemi izolatil patotypti P1 az P4.

Z deseti navzenych primeri pro CP i pro HC-pro byly vybrany c¢tyfi pary
primerd nejlépe spliujici zadané parametry. K jejich 5° koncim byly ptidany
promotorové sekvence pro T7 polymerasu a phi6 RNA replikasu, které jsou potiebné
k syntéze dsRNA pomoci kitu Replicator™ RNAi (Finnzymes) a potom byla provedena
jejich detailni analyza. Analyza dimerti, vlasenek a,melting” teploty (Ty) byla
provedena v programu Oligoanalyzer 3.1 (IDT Sci tools, http://eu.idtdna.com).
V ptipadé¢ HC-pro byl navic analyzovan po piidani promotorovych sekvenci par primert
dodany MSc. Andreou Tripepim. Parametry pro finalni vybér primerti byly nastaveny
podle manuélu pro nédvrh primertt (www.premierbiosoft.com). Byly tolerovany hodnoty
AG homo/heterodimert do -6 kcal/mol a vlasenek do -3 kcal/mol. Primery, které nejvice

odpovidaly t€émto parametram, byly vybrany pro syntézu dsRNA.

4.5 Klonovani sekvence genu pro obalovy protein

Plazmid s inzertem CP musel byt teprve pfipraven, zatimco plazmid obsahujici
HC-pro sekvenci byl dodan pracovniky laboratoie. Pro ziskani CP inzertu byla pomoci
kitu NucleoSpin® RNA Plant (Macherey-Nagel) izolovana celkova RNA ze 70mg listu
hrachu (Pisum sativum) infikovaného izolatem viru PSB117 (potvrzeno DAS-ELISA
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testem). Koncentrace a kvalita celkové RNA byla zméfena spektrofotometricky
na Nanodropu.

RT-PCR reakce byla provedena v objemu 40 pl. Reakce obsahovala 195 ng
celkové RNA, 0,5 uM T18 primer (5'-TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3"), 1x pufr pro RT,
10 U AMYV reverzni transkriptasy, 40 U RNasin, 0,625 mM dNTP a variabilni mnozstvi

DEPC vody. Primer, templat a DEPC voda byly smichany v objemu 15 pl, ke smési byl
pfidan mineralni olej a roztok byl inkubovan pii teplot¢ 70 °C po dobu 5 min.
Po inkubaci byl roztok chlazen na ledu po dobu 5 min a doplnén do celkového objemu
40 pl smési AMV RT pufru, dNTP, inhibitoru RNasin, reverzni transkriptasou a DEPC
vodou. Reakce byla inkubovéna pii 42 °C 1 hod.

Amplifikace cDNA byla provedena v reakénim objemu 20 pl s primery p9502
(5-GCGGATCCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3", van der Vlugt a kol. 1999)
a PSbMV8812Up  (5-TTGAGAAATACACGGAAGC-3’, Safafova  akol. 2008).

Reakéni smés obsahovala destilovanou vodu, 1x Go Taq pufr, 1,5 mM MgCl,,
200 uM dNTP, 0,5 uM primery, 1 U Go Taq polymerasy a 2 ul jednovlaknové cDNA.
Program PCR amplifikace byl 2 min pti 94 °C, 31x: 1 min pii 94 °C, 1 min pii 47 °C,
2 min pfi 72 °C se zavérecnou elongaci 10 min pii 72 °C. Amplifikovany usek mél
velikost 1136 nt, ktery zahrnuje na 5" konci ¢ast sekvence NIb genu, cely CP a 3" UTR.
Pfitomnost  positivniho  produktu byla ovéfena elektroforetickou  separaci

na 1% agarovém gelu v 1x TAE pufru s fluorochromem GelRed™

(2 ul fluorochromu
do 50 ml gelu) pti napéti 90 V po dobu 30-40 min.

Zbytek PCR produktu byl elektroforeticky separovan na 1% agarosovém gelu
v 1x TAE pufru s ethidium bromidem (4 pl pracovniho roztoku fluorochromu na 50 ml
gelu) pii 90 V. Po separaci byl PCR produkt pie¢istén pomoci QIAquick® Qiagen gel
extraction kitu (QIAGEN).

Purifikovany produkt byl zaligovan do vektoru pGEM-T pii4 °C/noc podle
navodu vyrobce (pGEM®-T Vector System, Promega). Zménén byl pouze objem
pridaného vektoru pGEM-T, ktery byl sniZzen o polovinu.

Transformace kompetentnich bun¢k E. coli kmene JIM109 a DH5a plazmidem
se zaligovanym inzertem PSB117 CP byla provedena tepelnym Sokem dle névodu
vyrobce.

Bil¢ kolonie JM109 a DHS5a kultivované ptes noc pii 37 °C byly otestovany

pomoci colony PCR sestandardnimi primery MI13 (Promega) (,,forward®:

5'-GTAAAACGACGGCCA-3’, ,reverse”: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3). Objem
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reakéni smési byl 20 pl. Reakéni smés obsahovala sterilni PCR vodu, 1x Go Taq puft,
L5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,2 uM primer F/R, 1 U Go Taq polymerasy.
Templatem pro reakci byl vzorek odebrané kolonie. Podminky PCR byly 5 min 94 °C,
31x: 1 min 94 °C, 1 min 55 °C, 1,5 min 72 °C se zavérecnou elongaci 7 min pii 72 °C.
Vysledek amplifikace byl vyhodnocen po elektroforetické separaci produktl
na 1% agarosovém gelu v 1x TAE pufru s flurochromem GelRed™. Positivni kolonie
byly inkubovany pies noc pii 37 °C naplotn¢ s LB médiem a ampicilinem (kone¢na
koncentrace 100 pg/ml) v aseptickych podminkach.

Pro zamrazeni bakterii nebo izolaci plazmidu byly kolonie po kultivaci
pfeneseny paratkem do 10 ml tekutého LB média s ampicilinem v Erlenmayerové¢ baiice
a dale inkubovany pii 37 °C pies noc. V pfipadé¢ volby zamrazeni bylo 0,85 ml
bakteridlni suspenze smichano s 0,15 ml 100% glycerolu a roztok byl uloZen do -80 °C.
V ptipad¢ izolace plazmidu byly pouzity 2 ml bakteridlni suspenze 5 IM109 na izolaci
pomoci QIAPrep® Spin Miniprep kitu (QIAGEN). Postup byl proveden podle navodu
vyrobce. Zména protokolu byla pouze u vymyvéani nukleové kyseliny z frity, kdy
namisto dodavaného pufru byla pouzita sterilni PCR voda. Koncentrace a cistota
plazmidové DNA byla zméfena spektrofotometricky na Nanodropu.

Kultivace bakteridlnich kolonii obsahujici plazmid s HC-pro se na rozdil
od plazmidu s CP lisila. Kultivace probihala v 2ml mikrozkumavkach typu Eppendorf.
Izolace plazmidu byla provedena ze 4 ml bakteridlni suspenze v 2ml mikrozkumavkéch

typu Eppendorf pomoci kitu QIAPrep® Spin Miniprep kitu (QIAGEN).

4.6 Optimalizace ,,anneling® teploty a mnoZzstvi templatu PCR reakce

U vybranych kombinaci primert byla pomoci gradientové PCR optimalizovana
»anneling® teplota pro syntézu templatu nezbytného pro ptipravu dsRNA. Reakce byla
provedena v objemu 20 pl. SloZeni reakéni smési bylo 1x Go Taq puft, 1,5 mM MgCl,
200 pM dNTP, 0,5 puM primery pro amplifikaci CP segmentu PSB117cp0 F/R
a pro amplifikaci HC-pro segmentu PSB117HCPro0 F/R, 1 U Go Taq polymerasy
a 46 ng plazmidu se segmentem CP genu, respektive 62 ng plazmidu se segmentem
HC-pro genu. Program gradientové PCR byl 30spii 98 °C, 35x:20spii98°C,
20 s pti 55 °C (gradient 20 °C), 45 s pti 72 °C se zavérecnou elongaci 5 min pii 72 °C.
Gradient ,,anneling* teploty byl: 45,5 °C; 49,0 °C; 53,8 °C; 58,6 °C; 63,1 °C a 65,0 °C.
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PCR produkty byly separovany v 1% agarosovém gelu v1x TAE pufru
s fluorochromem GelRed™ pii napéti 80 V.

Optimalni mnozstvi plazmidového templatu do reakce bylo analyzovéno
dekadickym natfedénim obou plazmidi. Reakéni smés o objemu 20 pl byla slozena
z1x Go Taq pufru, 1,5mM MgCl,, 200 pM dNTP, 0,5 uM primeru F/R
(PSB117PSBcp0_F/R, respektive PSB117HCPro0 F/R), 1 U Go Taq polymerasy.
Koncentrace templéatu v reakci byla od 10 ng do 0,0001 pg. Podminky PCR amplifikace
byly 30 s pii 98 °C, 35x: 20 s pii 98 °C, 20 s pii 58 °C, 45 spii 72 °C se zavérecnou
elongaci 5 min pfi 72 °C. PCR produkty byly separovany v 1% agarosovém gelu
v 1x TAE puftu s fluorochromem GelRed™ pii napéti 80 V.

4.7 Syntéza dvouvlaknové RNA

Syntéza dvouvldknové RNA (dsRNA) byla provedena podle navodu vyrobce kitu
Replicator™ RNAI (Finnzymes) a ,,Training School* manualu ,,Double-stranded RNA
production for plant biotechnology* (Bamford 2009). Dvouvldknova DNA byla ziskana
PCR amplifikaci 1 ng plazmidového templatu CP, nebo HC-pro. Reakéni smés o objemu
50 pl obsahovala DEPC vodu, 1x Phusion HF pufr, 200 uM dNTP, 0,5 pM primeru F/R
(PSB117cp0_F/R, respective PSB117HCPro0 F/R), 1 U Phusion HF polymerasy.
Program PCR amplifikace byl 30 spii 98 °C, 35x: 20 s pii 98 °C, 20 spii 58 °C,
45 s pti 72 °C se zavérecnou elongaci 5 min pii 72 °C.

PCR produkty byly separovany na 1% agarosovém gelu v 1x TAE pufru
s ethidium bromidem (na70 ml gelu 6 pl pracovniho roztoku ethidium bromidu)
piinapéti 80 V cca40 min. Pfedisténi produktii bylo provedeno pomoci QIAquick®
Qiagen gel extraction (QIAGEN). DNA byla rozpusténa ve 30 ul DEPC sterilni vody.
Koncentrace DNA byla zmétena na spektrofotometru Nanodrop 1000.

Reakéni smés pro syntézu dsRNA byla pfipravena (Tab. 1) pfi laboratorni
teploté ve flowboxu. Do reakce o objemu 50 pl bylo pouzito 1 pg purifikovaného
dsDNA PCR produktu CP, nebo HC-pro. Reakce probihala v parafilmem utésnéné 0,6ml
mikrozkumavce typu Eppendorf v termobloku pti 35 °C/noc (tj. 18 hod).
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Tab. 1: Slozeni reakéni smési pro dsRNA syntézu CP a HC-pro segmentu

Slozka ul /test
Sterilni destilovand DEPC voda X
10x dsRNA synthesis pufr 5
5x ribonukleotidy (NTP) - mix 10
dsDNA PCR produkt (1 pg) y
50 mM chlorid manganaty 1,5
Pyrofosfatasa 1
T7 RNA polymerasa 1,5
phi6 RNA polymerasa 1,5
Celkovy objem 50 ul

Purifikace dsRNA produktu byla provedena precipitaci s chloridem litnym
podle piilozeného ndvodu u kitu s vyjimkou promyvani dsRNA peletu, kde doba
centrifugace byla prodlouzena na 10 min. Precipitace je zaloZena na rozdilné precipitaci
nukleovych kyselin na zaklad¢ rizné koncentrace chloridu litného (Schéma 1). VSechny
reakce jsou provadény (s vyjimkou vysuSeni peletu) na ledu a ve flowboxu. Zachycené
frakce, tj. nepurifikovand dsRNA reakce, ssSRNA a purifikovand dsRNA, byly
pro ovéteni vysledku reakce a purifikace elektroforeticky separovany na 1% agarosovém

gelu v 1x TAE puftu s fluorochromem GelRed™ pfi napéti 80 V cca 40 min.

Schéma 1: Precipitace nukleovych kyselin pomoci LiCl

ssids DINA, Supemmatant

ds RTVA, ss/dsDTTA,

NTP NTFP
ssRINA Pelet

2M LiClI 4M LiCl

Jednovlaknova RNA precipituje pii 2 molarni koncentraci LiCl, zatimco dsRNA se srazi pti 4 molarni

koncetraci. Nukleotidy a DNA nejsou LiCl precipitovany vibec.

4.8 Stanoveni vlivu dsRNA na inokulaci a koncentraci viru

Rostliny hrachu (Pissum sativum L.) odridy Bohatyr byly kultivovany
ve fytokomote v podminach uvedenych v ¢lanku Smykal a kol. (2010). Po dvou tydnech

rustu v komote byly provedeny dva rizné experimenty s pouzitim CP dsRNA.
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4.8.1 Hodnoceni vlivu dsRNA na infekci pri paralelni aplikaci inokula a dsRNA

Inokulum pro mechanicky 1 infiltracni zplsob aplikace bylo pfipraveno
homogenizaci rostlinného materidlu s fosfatovym pufrem o pH 8 (0,01 M) v poméru 1:1
(). 440 mg : 440 pl) na ledu. Homogenat byl centrifugovan 5 min pti 8060 rpm a 4 °C.
Pro inokulaci byl pouzit supernatant. Pfipravené inokulum bylo chlazeno na ledu
a muselo byt spotiebovano do 15 min.

Prvnim zplsob aplikace inokula s/bez CP dsRNA byl mechanicky. VSechny
Ctyfti listy prvniho a druhého patra u 10 kontrolnich i u 10 testovanych rostlin byly
popraseny karborundem. Na karborundem oSetieny list bylo napipetovano 10 ul inokula
u kontrolnich rostlin a v pfipad¢ testovanych 10 pl inokula s 4 ul CP dsRNA. Roztok byl
posléze rozetfen prstem apo 3 min byl list oplaichnut vodou. Na jednu testovanou
rostlinu bylo pouzito celkem 60 ng CP dsRNA.

Druhy zptisob aplikace inokula a CP dsRNA je infiltraéné pomoci injekcni
stiikacky. Mezi zilky jednoho listu ve 2. patie bylo vtlaceno 10 pl inokula u kontrolnich
rostlin, nebo 10 pl inokula s 4 ul CP dsRNA u testovanych. Na 1 rostlinu bylo pouzito
60 ng CP dsRNA.

Rostliny po inokulaci byly umistény do fytokomory s fotoperiodou
16/8 den/noc pfi teploté¢ 22/18 °C. Po ttech tydnech byly vSechny rostliny otestovany
DAS-ELISA testem (Loewe Biochemica). DAS-ELISA byla provedena pii téchto
fedénich: fedéni potahovacich protilatek 200x, homogenizace vzorku 1:10 (list : pufr),
fedéni znacenych protilatek 200x, barveni — 1 mg pNPP v 1 ml substratového pufru.

Vyhodnoceni reakce bylo provedeno po 1, 2 a 24 hod.

4.8.2 Hodnoceni vlivu dsDNA na chronicky infikované rostliny

U 30 testovanych rostlin byla provedena standardni mechanicka inokulace
(Safafova a kol. 2008) izolatem PSB117 viru mozaiky hrachu pfenosné semenem.
Po 3 tydnech byly rostliny otestovany na piitomnost PSbMV DAS-ELISA testem
(Loewe Biochemica), vSechny rostliny byly positivni na infekci. Po ¢tyfech tydnech
bylo do 25 rostlin vtlateno infiltraci pomoci injekce po 60ng CP dsRNA
mezi zilky tfettho a ¢tvrtého listu shora. Rostliny byly rozdéleny do skupin po péti
pro kazdy den odbéru. Odebiran byl druhy list a ¢tvrty list shora po prvnim, druhém,
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tietim, sedmém a desatém dni od aplikace. Spolu s testovanymi rostlinami byly stejnym
zpusobem odebirany listy infikovanych a zdravych rostlin. Ziskané listy byly uschovany
pii -80 °C. Izolace celkové RNA ze vzorki listi byla provedena pomoci kitu
NucleoSpin® RNA Plant (Macherey-Nagel). Pro kvantitativni analyzu byly viechny
vzorky izolované RNA natfedény 10x. Kvantitativni RT-PCR reakce o objemu 20 pl byla
pfipravena podle Tab. 2. Pro kvantifikaci PSbMV byly pouzity primery navrzené
Mgr. Danou Safafovou (PSBcpF: 5-CAAAGGCGGAATGGCTATCA-3"; PSBcpR:
5"-ACCCCGTACTCTTGCGACACT-3"), které amplifikuji usek CP genu o velikosti
132 nt. Amplikace kontrolniho genu pro B-tubulin byla provedena pomoci primeri
navrzenych Die a kol. (2010) (bTubF: 5-GCTCCCAGCAGTACAGGACTCT-3",
bTubR: 5-TGGCATCCCACATTTGTTGA-3). Profil Q-RT-PCR pro obé kombinace

primeru je uveden v Tab. 3.

Tab. 2: Slozeni mixu u Q-RT-PCR

Slozky Zasobni konc. | Konecna konc. | ul/test
QRT SybrMix 2x Ix 10
DEPC voda 6,5
F primer 20 pmol/pl 0,1 uyM 0,1
R primer 20 pmol/pl 0,2 uM 0,2
Enhancer 1,25/25 ul 1
Enzyme mix 0,25/25 l 0,2
Vzorek 2 ul
Celkovy objem 20 pl

Tab. 3: Profil Q-RT-PCR pro ob¢ kombinace primerti

PSBcpF/R bTubF/R
Teplota Doba Pocet cykli | Teplota Doba Pocet cyklu
42 °C 25 min 45 °C 30 min
95 °C 15 min 95 °C 15 min
95 °C 30s 95 °C 20's
55°C 30s 40x 55°C 20's 45x
72 °C 30s 72 °C 20's
72-95 °C |45 s (1. cyklus), dalsi 5 s 72-95 °C |45 s (1. cyklus), dalsi 5 s

Relativni koncentrace viru, v oSetfenych/neoSetfenych listech odebranych ve
stejny den v daném mist&, byla stanovena pomoci metody 2*“* podle Livaka (Livak
akol. 2001). Ke stanoveni relativni koncentrace byl pouzit referen¢ni gen B-tubulin.
Statistickd analyza dat byla provedena ve statistickém programu multifaktorialni analyzy

ANOVA 5.0.
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5 VYSLEDKY

5.1 Bioinformatickd analyza sekvenci, navrh a hodnoceni primeri

Pro experimenty byly vybrany dva kandidatni geny — gen pro obalovy protein
(CP) a pro HC proteasu (HC-pro). Sekvence pro oba geny viru mozaiky hrachu pfenosné
semenem (PSbMV) byly sefazeny v programu MEGA 4.0. Po sestaveni ,,alignmentu‘
byly sekvence izolath PSbMV rozdéleny na zéklad¢ fylogenetické ptibuznosti pomoci
»Neighbour-Joining™ analyzy. Vytvofené skupiny izolatd odpovidaly patotyptim
Pl az P4 (Obr. 1 a 2).

Obr. 1: Fylogenetické analyza CP pomoci ,,Neighbour-Joining* metody
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Vysvétlivky: P1 az P4 — patotyp P1 az P4, usecka znazoriiuje pocet substituci nukleotidli na pozici
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Obr. 2: Fylogenetické analyza HC-pro pomoci ,,Neighbour-Joining* metody
117 HC-pro
4[\ 262 HC-pro
D10930
178 HC-pro P1
4[194 HC-pro
204 HC-pro

AJ252242 P2
— AF127770 P4
L xgo097

| |
0.01

Vysvétlivky: P1 az P4 — patotyp P1 az P4, tisecka znazornuje pocet substituci nukleotidti na pozici

DNA polymorfismus CP a HC-pro gent byl vyhodnocen v programu DnaSP
4.10.3. U genu pro obalovy protein je nejvétsi DNA polymorfismus s Pi indexem
cca0,13 na5” konci jeho sekvence anaopak nejmensi na 3 konci sekvence
s Piindexem 0,02 (Obr. 3 vlevo). Polymorfismus byl vyhodnocen samostané u izolatd
patotypu P1, protoze do této skupiny patii izolat PSB117, na ktery budou navrhovany
primery (Obr. 3 vpravo). U izolath patotypu P1 je opét na 5" konci sekvence CP Pi index
vysoky (az cca 0,08) ana 3" konci nizky cca 0,005. Variabilita nukleotidd u sekvence
genu pro HC-pro je pocelé délce sekvence vysoka sPi indexem 0,08 az 0,14
(Obr. 4 vlevo). Polymorfismus HC-pro sekvence izolatli patotypu P1 (Obr. 4 vpravo) je
ocekavané nizsi s maximalni hodnotou Pi indexu 0,05 s ur¢itym platem (Pi index = 0,01)

v useku od 150 do 500 nt.

Obr. 3: DNA polymorfismus CP patotypt P1-P4 (nalevo) a patotypu P1 (napravo)
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Obr. 4: DNA polymorfismus HC-pro patotypi P1, P2 a P4 (nalevo) a patotypu P1
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Na zéklad¢ stanoveni DNA polymorfismu byly primery pro amplifikaci
CP segmentu navrzeny na 3" konci sekvence v oblasti od 400 nt do 873 nt. V pfipadé
HC-pro byl z divodu vysokého polymofismu sekvence (Pi index = 0,08-0,14) zvolen
pro navrh primert Gsek plata s niz§im polymorfismem, a to od 125 nt do 500 nt.

Z deseti navrzenych parit primerti v programu Primer-BLAST byly u obou
kandidatnich genli vybrany ctyii pary, které po pfiddni promotorovych sekvenci
pro phi6 replikasu a T7 polymerazu byly hodnoceny v programu OligoAnalyzer 3.1.
V ptipadé primertt amplifikujicich CP segment nastavenym parametrim nejvice
odpovidal par PSB117¢cp0_F/R (Tab. 4, 5a, b), ktery byl pouzit pro néaslednou syntézu
dsRNA. Primery PSB117cp0_F/R se lisi v Ty jen o 3,3 °C. Tato hodnota je podle
manualu tolerovadna. Velikost jejich amplikonu je 502 bp (promotory nejsou zapocitany).

V piipad¢ primert amplifikujicich segment HC-pro nebyly parametry splnény
u zadného ze Ctyf part, proto byl otestovan par navrzenych primertt od MSc. Andrey
Tripepiho. Tento par primerd PSB117HCPro0 F/R (Tab. 4, 5a,b) se nejvice blizil
pozadovanym parametrim, proto byly pouzity k syntéze HC-pro dsRNA. Primery
PSB117HCPro0_F/R se na rozdil od paru primeri PSB117cp0 F/R 1isi v Ty 0 8,6 °C

a amplifikuji Gisek o velikosti 357 bp (promotory nejsou zapocitany).
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Tab. 4: Sekvence pouzitych primerd pro syntézu dsRNA

Nazev primeru Sekvence 5°- 37 Velikost
(nt)
PSB117¢p0_F TAATACGACTCACTATAGGGAGCAACGCAGAGCCAGTTCG 40
PSB117¢cp0 R GGAAAAAAATGCTGTGTGCCTCTCCGTGT 29
PSB117HCPro0 F | TAATACGACTCACTATAGGGACTATGTTGGAGGAATCAC 39
PSB117HCPro0 R | GGAAAAAAATTGCCGCTAAAATACTA 26
Vysvétlivky: Sekvence promotorti pro T7 polymerasu a phi6 replikasu jsou vyznaceny zluté
Tab. 5a: Vlastnosti navrzenych primert
. . Melting teplota | Obsah GC para % Amplikon (bez
Nazev primeru Ty (°C) bazi (%) Start promotortt)
PSB117¢p0_F 66,3 50,0 324 500
PSB117cp0 R 63,0 48,3 825
PSB117HCPro0_F 61,5 41,0 80 357
PSB117HCPro0 R 52,9 30,8 436
Vysvétlivky: * nasedani primeru na pfislu§né sekvenci genu z dat referenéni sekvence DPD1
Tab. 5b: Vlastnosti navrzenych primerti — pokra¢ovani
. . AG Homodimer (kcal/mol) | AG Heterodimer (kcal/mol) Vlasenka
Nazev primeru
od do od do AG (kcal/mol) | Struktury
PSB117¢cp0_F -6,59 -0,96 6.69 134 -0,36 az 0,44 | Obr.5,6
PSB117¢cp0 R -4,64 -1,47 ’ ’ -0,95 Obr.7
PSB117HCPro0_F -6,59 -1,6 361 0.96 -3,21 Obr.7
PSB117HCPro0 R -5,36 -0,96 ’ ’ 0,72 az 1,55 Obr.8

Vysvétlivky: AG — Zména Gibbsovy energie
Vlasenky, které jsou tvofeny obéma pary primerd, jsou uvedeny v Tab. 4b.

Jejich struktury jsou zndzornény na Obr. 5, 6, 7, 8. Primer PSB117cp0 F tvofi
11 vlasenek, PSB117HCPro0 R ctyti, PSB117¢p0_R a PSB117HCPro0_F jednu.
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Obr. 5: Struktury vlasenek u primeru PSB117¢p0_F
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Vysvétlivky: Zména Gibbsovy energie AG (kcal/mol) zleva doprava: -0,36, -0,23, -0,1, 0,09, 0,12, 0,23

Obr. 6: Struktury vlasenek u primeru PSB117¢p0_F
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Vysvétlivky: Zména Gibbsovy energie AG (kcal/mol) zleva doprava: 0,25, 0,26, 0,28, 0,42, 0,44
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Obr. 7: Struktury vlasenek u primerd PSB117cp0_R a PSB117HCPro0_F

Vysvétlivky: Zména Gibbsovy energie AG (kcal/mol) zleva doprava: -0,95 PSB117cp0_R,
-3,21 PSB117HCPro0_F

Obr. 8: Struktury vlasenek PSB117HCPro0 R

o ¥ ~ \ )’
/ \ T
10 c , o, —
\ g /7
v / - 7 5,
/a \T_‘ \ e — .Y/
¢ 0
a\ L i ’ \
0. /7 \ / .
/ \
L \
R / N 7
- = % /
N X
i
&
|
5 A
\ N4
RELN AR . v
N s 5
’ N/ ’ \ ;
£ =g \/zo
: ()
‘

Vysvétlivky: Zména Gibbsovy energie AG (kcal/mol) zleva doprava: 0,72, 1,24, 1,48, 1,55

Vybrané primery obou kandidatnich genti byly hodnoceny z hlediska
komplementarity k riznym patotypim v programu MEGA 4.0 (Tab. 6). Uspésna
amplifikace sekvenci u CP i1 HC-pro patotypu Pl je vysoce pravdépodobna. Naopak
malo pravdépodobna je amplifikace u ostatnich patotyptd. Diivodem jsou substituce
na 3" konci v misté nasedani ,,forward“ primeru u CP a v mist¢ nasedani ,,reverse*

primeru u HC-pro.
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Tab. 6: Nekomplementarni mista v cilové cDNA u riznych patotypti

Nazev primeru Patotyp Nekomplementarni mista v cilové cDNA (5'-3")
PSB117cp0_F P1 AGCAACGCAGAGCCAGTTCG
P1—-748509 AGCAACGCAAAGCCAGTTCG
P2 AGCAACACAAAGCCAGTTTG
P3 TGCAACACAGAGTCAATTTG
P4 CGCAACACAGAGCCAATTTG
P4 —EU293765 CGCAACACAGAACCAATTTG
PSB117cp0_R P1 TGCTGTGTGCCTCTCCGTGT
P1-EU293762 TGCTGTGTGCCACTCCGTGT
P2 TGCTGTGTGCCTCTCCGTGT
P4 TGCTGTGTGCCTCTCCGTGT
PSB117HCPro0 F | P1 ACTGTGTTGGAGGAATCAC
P1-PSB117 ACTATGTTGGAGGAATCAC
P2 AATGTGTCGGAGGAATCAC
P4 — AF127770 AGTGTGTTGGCGGGATCAC
P4 — X89997 AGTGTGTTGGAGGAATCAC
PSB117HCPro0 R | P1 TTGCCGCTAAAATACTA
P2 TTGCCGCTAAAATGCAA
P4 GCGCCGCCAAAACGCAA

Vysvétlivky: Substituce v cilové cDNA jsou vyznacena Zluté

5.2 Klonovani a optimalizace PCR

HC-pro plazmid byl dodén pracovniky laboratofe. Plazmid s CP inzertem musel

byt piipraven. Inzert CP byl amplifikovan pomoci RT-PCR. Pfitomnost produktu

o velikosti 1136 bp byla nasledné ovéfena separaci na 1% agarosovém gelu (Obr. 9).

Amplikon byl nakolonce piecistén pomoci QIAquick® Qiagen gel extraction kitu

(QIAGEN).

Obr. 9: Elektroforeticka separace RT-PCR produktu CP

e

Vysvétlivky: L — GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder, 1 — RT-PCR produkt
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Purifikovany PCR produkt CP byl zaligovan do vektoru pGEM-T a pouzit
k transformaci kompetentnich bakterii E. coli kmene JM109 a DH50. Uspé&$nost ligace
a transformace u bakterialnich kolonii byla ovéfena pomoci colony PCR s primery M13.
Ocekavany positivni produkt reakce mé¢l cca 1300 bp (Obr. 10). Z 14 testovanych
kolonii na byly positivni kolonie ¢. 4 a 5 u kmene JM109 a ¢. 8 a 14 u kmene DHS5a.
Purifikaci 2 ml bakteridlni suspenze namnozené v Erlenmayrové bance (kolonie
5IJM109) byla ziskéna vyssi koncentrace plazmidu (50 pl, 231 ng/ul, 260/280 = 1,92)
nez u purifikace plazmidu HC-pro (50 pul , 31 ng/ul, 260/280 = 1,7). Purifikace plazmidu
s HC-pro vSak byla provedena ze 4 ml bakteridlni suspenze pfipravené ve 2ml

mikrozkumavkach typu Eppendorf.

Obr. 10: Elektroforeticka separace produkt colony PCR

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Vysvétlivky: L — GeneRuler ™ 100 bp plus DNA Ladder, 1-7 kolonie JM109, 8-14 kolonie DH5a

Pomoci gradientové PCR byla urCena ,,anneling teplota PCR amplifikace
templatu u obou kombinaci primert. NejvysSi vytéznosti a Cistoty produktu u obou
kandidatnich gent bylo dosaZzeno pfi ,,anneling® teploté¢ 58,6 °C (Obr. 11), a proto

hybridiza¢ni teplota vSech nasledujicich reakci byla nastavena na 58 °C.

Obr. 11: Optimalizace ,,anneling* teploty stanovené pomoci gradientové PCR

L 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13
"-----_ - e ey = .- -
Vzorek 1,8 2,9 3,10 4,11 5,12 | 6,13

Hybridizaéni teplota (°C) | 45,5 | 49 | 538 | 58,6 | 63,1 65
Vysvétlivky: L — GeneRuler' ™ 100 bp DNA Ladder, PCR produkt HC-pro (1-6) a CP (8-13)
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Maximalni mnozstvi templdtu do reakce doporuceného manudlem COST
FA806 (Bamford 2009) bylo 50 ng. Jinou maximalni hodnotu, tj. 10 ng, uvadél navod
vyrobce kitu Relicator RNAi kitem (Finnzymes, Finnland). Nadbytkem templatu
v reakci muze dojit k inhibici reakce. K ur¢eni optiméalniho mnozstvi DNA do reakce
byly plazmidy CP a HC-pro dekadicky nafedény. Templat vreakci se pohyboval
od 10 ng do 0, 0001 pg (Obr. 12). Minimalné 0,01 pg bylo potieba k tispé$né amplifikaci
produktu u CP 1 u HC-pro, i kdyz amplikon HC-pro byl velice slaby. Na zakladé
vysledkii bylo rozhodnuto pouzit 1 ng templatu do reakce pro syntézu dsRNA, ktery je

spodni hranici u obou materidll.

Obr. 12: Optimalizace templatu v reakci

L 1a 2a 3a 4a 5a BI 1b 2b 3b 5b 4b BI L 4a 52 6a 7a 8a 9a 4b 5b 6b 7b 8b 9b

Vzorek lab 2a,b | 3a,b |4a,b| 5a,b | 6a,b 7a,b 8a, b 9a, b
Templatu vreakci | 10ng |[1ng [100pg |10pg [1pg [0,1 pg [0,01 pg |0,001 pg|0,0001 pg
CP produkt + + + + + + + - -
HC-pro produkt + + + + + + + -

Vysvétlivky: L — GeneRuler ™ 100 bp DNA Ladder, a — HC-pro PCR produkt, b — CP PCR produkt,
Bl - blank

5.3 Syntéza dvouvlaknové RNA

Syntéza dsRNA u CP i u HC-pro byla provedena podle ndvodu vyrobce. Nejdiive
byl amplifikovan DNA produkt s pfisluSnymi primery z plazmidového templatu, ktery
byl precistén pomoci QIAquick™ Qiagen gel extraction kitu (QIAGEN). Po extrakci byla
dsDNA ptepsana do dsRNA vlastni dsRNA syntetickou reakci a vyslednd dsRNA byla
oddélena od dalSich slozek reakce purifikaci LiCl. V pribéhu postupu pro srazeni
nukleovych  kyselin  schloridem  lithnym  byly  oddélovany  jednotlivé
frakce — nepurifikovand dsRNA syntetickd reakce, jednovlaknova ssRNA a dsRNA.
Frakce byly podrobeny elektroforetické separaci (Obr. 13, 14) apoté byly zméteny
koncentrace dsSRNA na nanodropu. Nejvyssi vytézek dsSRNA komplementarni k CP byl
58 ng/ul z 1 ug dsDNA a komplementarni k HC-pro 30 ng/ul z 1 pg dsDNA.
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Obr. 13: Elektroforeticka separace frakci CP dsRNA syntézy po purifikaci LiCl

Vysvétlivky: L — GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, 1 - nepurifikovana dsRNA synteticka reakce,
2 —ssRNA, 3 — dsRNA

Obr. 14: Elektroforeticka separace frakci HC-pro dsRNA syntézy po purifikaci LiCl

1 L 2 3
Fs
S

-— o

Vysvétlivky: L — GeneRuler'™ 100 bp DNA Ladder, 1 — nepurifikovani dsRNA synteticka reakce,
2 —ssRNA, 3 — dsRNA

5.4 Hodnoceni interakce viru a specifickych dsRNA molekul

5.4.1 Paralelni aplikace inokula a dsRNA

Cilem prvniho experimentu bylo zjistit, co se stane v pfipad¢ soucasné aplikace
inokula viru a syntetizované CP dsRNA. Mechanicka aplikace celkem 60 ng CP dsRNA
néméla na uspésnost inokulace zaddny ucinek, protoze po tfech tydnech od inokulace
nebyl naméfen vyrazny pokles absorbance v DAS-ELISA testu u testovanych rostlin
ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Absorbance testovanych a kontrolnich rostlin byly
vy$$i nez zdravé a negativni kontroly a zaroveil niz8i nez positivni kontroly (Tab. 7).
VSechny rostliny projevovaly standardni pfiznaky napadeni virem mozaiky hrachu
pienosné semenem — zakrslost, mozaiku, prosvétleni zilek a svinutku listt. Ob¢ skupiny
byly tedy positivni na infekci PSbMV.

Aplikaci inokula infiltraci v kontrolni i pokusné varianté nedoslo k infekci

rostlin, tedy vliv ptidavku dsRNA do inokula na infekci nebyl hodnotitelny.
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Tab. 7: Vysledek DAS-ELISA testu

Zpusob aplikace inokula
Mechanicky Infitraci Zdravé Positivni Negativni
Inokulum Inokulum rostliny kontrola kontrola
Inokulum + CP dsRNA Inokulum + CP dsRNA
0,278 0,346 -0,001 -0,007 -0,004
0,222 0,309 -0,001 -0,005 -0,004
0,336 0,330 -0,006 -0,009 -0,002
;d 0,326 0,390 -0,004 0,008 0,014
é 0,375 0,362 -0,002 0,006 0,147 0,719 -0,005
2 0,289 0,410 -0,008 0,037 - 0,681 -0,002
ic:' 0,348 0,421 -0,006 -0,005 -
0,220 0,261 0,258 -0,002 -
0,323 0,620 0,005 -0,007 -
0,384 - 0,001 -0,009 -

Vysvétlivky: Positivni kontroly (infikované rostliny), negativni kontroly (zdravé rostliny)

5.4.2 Aplikace CP dsRNA po inokulaci rostlin

Cilem druhého pokusu bylo ozdraveni infikované rostliny pomoci CP dsRNA.
Hodnoceni pribéhu RNA umlcovani bylo sledovano u druhého listu shora a u ¢tvrtého
dsRNA aplikovaném listu shora v priabéhu prvniho, druhého, tfetiho, sedmého
a desatého dne od vneseni celkem 120 ng CP dsRNA do infikovanych rostlin.

Na 10x natedéné celkové RNA byla provedena Q-RT-PCR viru mozaiky hrachu
pfenosného semenem s primery PSBcpF/R, které neamplifikovaly vnesenou CP dsRNA,
protoze primer PSB117cp0 F ma cilové misto mimo amplikon pouzity k syntéze
dsRNA (Obr. 15). Stanoveni relativni koncentrace viru bylo provedeno komparativni

analyzou Ct mezi genem pro obalovy protein a B-tubulinem pomoci 274

metody.
Po aplikaci dsRNA doslo k nartistu koncentrace viru u druhého i ¢tvrtého listu shora
a poté k poklesu jeho koncentrace, a to azna 50 % v sedmy den po aplikaci (Obr. 16).

Tento trend vSak nebyl prokdzan na trovni prikaznosti 95 %.
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Obr. 15: Analyza specifickych mist primerdt PSBcpF/R a PSB117cp0_F/R na ¢asti genu

pro CP izolatu PSB117

CAAAGECEEARTEECTATCAGC TTGCAACATTTAGT TGATTACAATCCAGCACAAGTTGACATTTCAAACA
CTCGAGCAACGCAGAGCCAGTTCGATAACTGGTGGAGGGC HEICHCCCNACACTACEEEEH T GGAGACAAT
GAAATGCAAGTTTTGGCAAGTGGTTTGATGATATGGTGCATTGAAAATGGAACATCGCCTAACATARATGG
GATGTGGACAATGATGGACGGGGAAGAGCAGGTTGAGTACCCCCTAAAGCCAGTGATGGATAAYGCGCGTC
CAACTTTCAGACAGATAATGGCGCATTTCAGTGACGTAGCGGAGGCGTACATTGAAAAGAGAAACTCAACA
GAGGTGTACATACCCAGGTACGCTCTACAACGCAATTTAAGGGACCCGAGTCTTGCAAGATATGGTTTCGA
CTTCTACGAAATCACAGCAAAGACACCTGTGAGGGCAAGAGAGGCACACTTTCAGATGARAAGCAGCAGCAA
TCAGAGGAAAATCCAATAGCCTATTTGGCTTGGATGGGAACGTTGGGACACAGGAGGAGAACACGGAGAGG
CACACAGCA

Vysvétlivky: Zelené jsou vyznaceny primery PSBepF/R a zluté primery PSB117¢cp0_F/R

Obr. 16: Hodnoceni zmény koncentrace viru po aplikaci dsSRNA

300 T T T T T T T T

250 | 2. list | | 4. list |

200 | . - 4
E Oviivnéna rostlina

150 | 1L i —F— Neowvlivnéna rostlina

100 | 4 - _

Relativni koncentraae viru (v %9

50 | . - _

DPA 1 2 3 7 DPA 1 2 3 7

Vysvétlivky: DPA — den po aplikaci, vertikalni sloupce znazornuji interval spolehlivosti (p = 0,95)
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6 DISKUZE

Aktivace mechanismu RNA interference umozituje objasnit funkci genu
piijeho knockoutovani, nebo interakci artificidlnich dsRNA s virem. Pro studium
interakce je potieba pfipravit dsRNA. Dvouvlaknovd RNA byla syntetizovana
Replikator ™ RNAI kitem se specifickymi primery na sekvenci PSB117. Tyto primery
se dosahlo co nejvetsi homologie napii¢ vSemi patotypy, zejména vSak patotypu P1.

PCR amplifikace probihala na purifikovaném plazmidovém templatu. Purifikaci
plazmidu CP bylo dosazeno vyssi vytéznosti DNA v porovnani s plazmidem HC-pro,
protoze transformované bakterie E. coli kmene JM109 plazmidem CP byly kultivovany
v Erlenmayerové bafice a ne v2ml mikrozkumavkach typu Eppendorf
jako u transformovanych bakterii E. coli kmene JM109 s plazmidem HC-pro. Moznym
vysvétlenim je, Ze v baiice dochdzi k lepSimu provzdusnéni bakteridlni suspenze, a tedy
vyssi proliferaci bakterialni kultury.

Vyrobce Replikator' ™ RNAI kitu uvadél, Ze je mozné pipravit 20 az 60 pg
vjedné dsRNA-syntetizujici reakci v zavislosti na cilové sekvenci adélce cilové
sekvence. Na rozdil od rozsahu uvadéného vyrobcem se podafilo nasyntetizovat
maximalné 3 pg dsRNA u genu pro obalovy protein a 1,5 pg u genu pro HC proteasu.
Nizka koncentrace mize byt podle navodu vyrobce zpiisobena vybérem templatu, ktery
je obtizny pro syntézu dvouvladknové RNA enzymy T7 polymerasou a phi6 replikasou.
Oba enzymy mohou mit i kratkou dobu exspirace (maximalné pil roku), piestoze
vyrobce uvadi jeden rok. Pul roku otevieny kit a skladovany dle pokynii vyrobce
neprodukoval ani dsDNA, ani dsRNA. Do soucasné¢ doby byly nalezeny pouze dvé
prace, které pouzily Replikator™ RNAi kit. Jedna znich je od autord
Gouveia a kol. (2011), ktefi neuvadéji vytéznost reakce. Pro dalsi syntézy dsSRNA mohu
doporucit optimalizovat postup, nebo pouZit jiny postup syntézy. Campbell a kol. (2010)
pro ziskani dsRNA provedli PCR s ,normalnimi“ primery, pfidali linkery v podobé
T7 promotoru, oddélen¢ prepsali dsDNA do ssRNA ,,sense” a,antisense” a nasledn¢
ponechali transkripty hybridizovat za ziskdni duplexu RNA. Yang a kol (2002)
a Myers a kol. (2003) pftipravili dsRNA hybridizaci ,,sense* a ,,antisense* transkriptd
z T7 promotoru pfitomného na 5" konci prodlouzenych primerti. Myers ani Campbell

neuvadi vytéznost produkce dsRNA, ale jejich pracovni koncentrace dsRNA
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pro experimenty u Myerse byla 1 pg/ul u Campbella 2,5 pg/ul. Z toho lze usoudit, Ze
vytéznost reakce musela byt znacna, zatimco pracovni koncentrace dsSRNA produkované
Replikator™ RNAi kitem u CP byla maximélng 60 ng/pl.

Pti paralerni aplikaci inokula a CP dsRNA infiltraci pomoci injekce,
nebo mikromechanicky bylo pouzito 60 ng/ul na cca 14 dni starou rostlinu hrachu,
zatimco pii ,,1écbe jiz PSbMV-infikovanych rostlin bylo aplikovano infiltraci 120 ng/ul
dsRNA na4 tydny starou rostlinu hrachu. Aplikovana mnozstvi CP dsRNA jsou
srovnatelna s experimentalnim dsRNA knockoutovanim genii u jinych autort. Napiiklad
u roztoce Varroa destructor bylo dosazeno tficetindsobné redukce transkriptu Mu-tfidy
glutation S-transferasy po aplikaci 50 ng dsRNA (Campbell a kol. 2010), u hnédého
lu¢niho konika (Nilaparvata lugens) byl gen pro kalretikulin knockoutovéan po aplikaci
125 ng/ul dsRNA (Liu a kol. 2010). Na druhou stranu je potieba si uvédomit, jaka je
velikost pokusnych objektl téchto autorit v porovnani se Ctyitydenni rostlinou hrachu.
Pomér mnozstvi aplikované dsRNA a velikosti hrachu tedy neodpovida. Nicméné bylo
rozhodnuto zacit experimenty i s témito nizkymi koncentracemi.

Infiltraci inokula nebo inokula s pfidavkem dsRNA nebyly rostliny hrachu
uspésné infikovany, tedy vliv dsRNA na inokulaci nebyl hodnotitelny. Pfi mechanické
inokulaci CP dsRNA soucasné s inokulem nebyl pozorovan vliv CP dsRNA na infekci.
Je mozné, ze efekt RNA umlcovani zalezi na dadvce dsRNA (Li a kol. 2011).

Po oSetfeni chronicky infikovanych rostlin CP dsRNA se relativni koncentrace
PSbMV meéhnila v ¢ase po aplikaci. Relativni koncentrace viru u ¢tvrtého oSetfené¢ho listu
shora je prvni den po aplikaci CP dsRNA nizkd, poté se koncentrace viru zveda
a od tetitho dne zase klesd. Vzestup koncentrace viru muze byt zptisobena amplifikaci
templatt rostlinnou RNA-dependentni polymerasou. Od tiettho dne koncentrace viru
postupné klesa az na cca 50 %. RNA interference je indukovéna silnéji z divodu tvorby
sekundarnich siRNA, které¢ vznikaji po Stépéni duplext tvofenych RNA-dependentni
polymerasou (RdRp). Jediné logické fteSeni je, Ze primarni siRNA z artificidlni
CP dsRNA byla vybrana a Ze byla pouzita jako primer RdRp. RNA polymerasa
nasyntetizovala detekovanou sekvenci ,,upstream® k artificidlni vnesené CP dsRNA,
a tak falesné zvedla relativni koncentraci viru. Druhy neoSetfeny list shora vykazoval
podobnou, ne vSak stejnou zménu relativni koncetrace viru v case. Nartst relativni
koncentrace viru je patrnd v prvnich dvou dnech po aplikaci CPdsRNA a poté opct
dochazi k poklesu koncentrace viru. SniZzeni koncentrace bylo jediné mozné

za piedpokladu Sifeni umlcovaciho signalu napfi¢ rostlinou, ktery mohl byt posilen

43



tvorbou sekundarnich siRNA jako u Ctvrtého oSetfeného listu shora. Data z kiivek
zmény koncentrace viru v ¢ase vykazovala urcity trend, ale na Grovni prokazatelnosti
95 % nebyly rozdily mezi positivnimi kontrolami a testovanymi rostlinami pritkazné.

SniZzeni relativni koncentrace viru od tfetiho dne po aplikaci je ve shodé
s literaturou o dsRNA-knockoutovani gent, kdy RNA umlcovéani zac¢ind byt aktivni
uz od druhého dne po aplikaci dsSRNA (Campbell a kol. 2010) a mechanismus ziistava
aktivni az do desatého dne po vneseni dsRNA (Li a kol. 2011).

Vysledky 1éceni virového onemocnéni u krevet pomoci dsRNA se naproti tomu
lisily. Krevety (Litopenaeus. vannamei) o hmotnosti 2-5 g infikované patogenem
Penaeus stylirostris densovirus byly 1é¢eny dsRNA ptipravené vici viru, ktera byla
aplikovana kazdé 3 dny o davce 2,5 ug/g zivé vahy krevety. Krevety byly navic
po 12 hod od prvni aplikace dsRNA inokulovany podruhé. Virus byl siln€¢ inhibovan
prvnich 5 dni po prvni aplikaci dsRNA, ale poté az do desatého dne byla inhibice

replikace viru nizsi (Ho a kol. 2011).
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7 ZAVER

Pro syntézu dvouvldknovych RNA molekul byly vybrany konzervativni oblasti
genti pro obalovy protein a HC proteasu viru mozaiky hrachu pienosné semenem.
Vii¢i obéma gentim se podafilo nasyntetizovat specifickou dsRNA.

Po infiltraci CP dsRNA do jiz chronicky infikovanych rostlin doslo ke snizeni
relativni koncentrace viru mozaiky hrachu ptenosné semenem sedmy den po aplikaci
o cca 50 % ve srovnani s kontrolnimi infikovanymi rostlinami.

Dalsi prace by se mély zabyvat aplikaci dsRNA odvozené od genu

pro HC proteasu, ktery je mimo jiné supresorem RNA interference.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AG

AMV

AGO

cDNA

CMV

CP

Ct
DAS-ELISA

DCL
DEPC voda
DGCR8
dNTP
ds/ss
EBV
GFP
HCMC
HC-pro
LiCl
MgCl,
miRNA
mRNA
PCR
pNPP
PSbMV

PTGS
Q-RT-PCR

Ran-GTP

zména Gibbsovy energie

Avian myeloblastosis virus

Argonaute

Complementary DNA, komplementarni DNA

Cucumber mosaic virus, virus mozaiky okurky

Coat protein, obalovy protein

Threshold cycle

Double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay,

Dicer-like

voda oSetfena diethyl pyrokarbonatem

DiGeorge syndrome critical region gene 8
deoxynukleotid trifosfat

dvouvlaknové/jednovldknova forma

Ebstein-Barr virus, virus Epstein-Barrové

Green fluorescent protein, zeleny fluorescen¢ni protein
Human Cytomegalovirus, lidsky cytomegalovirus
Helper-Component protease, HC proteasa

chlorid lithny

chlorid hotecnaty

micro RNA

mediatorova RNA

Polymerase chain reaction, polymerasova fetézova reakce
p-nitrofenylfosfat.Na,

Pea seed-borne mosaic virus, virus mozaiky hrachu
pienosné semenem

Posttranscriptional silencing, posttranskripéni uml¢ovani
Quantitave Reverse-Transcription PCR,

kvantitativni PCR spojena s reverzni transkripci

Ras-related nuclear protein - guanosine triphosphate
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RdDM RNA-directed DNA methylation, RNA-fizena

DNA metylace

RdRP RNA-dependent RNA polymerase, RNA-dependentni
RNA polymerasa

RISC RNA-induced silencing complex, RNA-indukovany
umlcujici komplex

RLC RISC loading complex

RNAIi RNA interference, RNA interference

RT-PCR PCR spojena s reverzni transkripci

SGS3 Supressor of gene silencing 3

siRNA Small interfering RNA, mald interferujici RNA

TGS Transcriptional silencing, Transkripéni umlcovani

Twm »melting® teplota

™V Tobacco mosaic virus, virus mozaiky tabaku

VIGS Virus induced gene silencing, virem indukované

umlcovani genu
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UMELE dsRNA MOLEKULY - NETRASGENNI NASTROJ PRO KONTROLU
ROSTLINNYCH VIRU

ARTIFICIAL dsENA AS A NONTRANSGENIC TOOL IN PLANT VIRUS
CONTROL

DaANA SAFAROVA PAVEL BRAZDA MILAN NAVRATIL
Fatedra bunéfne biologie a genetiky, Pirodovédecka fakulta, Univerzitz Palackeého v Olomonci

Plant virus epidemics cause the senious damapes of guality and yield of agnicultusal crops. Therefore their effective conirel is
necessary for the agnoultural production. With the increasing knowledze about the endozenous plant defense machanisms the
induction of BNA-silencing by application of artificial dsBNA molecules seems o be promisime tools to. In this work the
c0at protein gene genomic fragment of BP5EMY was chosen and ardficial dsENA was successfully produced.

Key words: Pea seed-borme mosaiz wirus, plasfovy proteic, BNA vakema, produkce in vifro.

UvoD

Epidemie fady rostlinnych vird maji #asto negativni dopad na zemédélskou produliei, vedouci az k
velmi v¥znamnim chonomickim ztvitam. Nejlepiim fefenim je ziskani rezistenmich odrtd
zemédalskveh plodin. K tomute cili je moime wvuzt jak klasickeho ilechténi tzk indukovans
rezistence — tedv genotvpl ziskanveh genovimi manipulacemi (GWO). Rostlinné viry viak vvkazuji
ve srovndni s jinfmi patogeny vviil proménlivest, a tedy lepii schopnost piizplisobeni se na nowvé
ekologicke podminkv a hosttele (Garciz-Arenal et al 2003). Neznaj hramice a vykazup =silny
potencial ifeni v piipadé, Ze nejsou fytosanitammd opatfend aplikovana keordinovansé v mezinarodnim
meéfithu. Primami strategil pro kentreln iifeni rostlinnyeh choreb je zeela jisté prevence. Za
nejtrvanlivé)il a mejlevnd)il stratezn je povaZovana hostitel:ska rezistence. Tradifml metoda vnadend
genil rezistence do jednotlivich kultivari prostfednictvim klasického Zlechténi, je éasové welmi
narcén, a nen vidy spojend s nejvyvii kvalitou produkes nebe ristovymi vlastnostmi rostlin, navie v
fadé pipadi nejzou dostupné nebo mame vhodné progenitory rezistence. 5 pokrokem dosaZemim v
soudasnost v oblasti geneficky medifikovanych (transgennich) rostlin se ukazalo, Z= rostlmy odolne
viel virove infekel mohou byt vytvofeny timto zpisobem. Tento molekulamé-Slechtitelsky proces je
rychlejil a geneticky lépe kontrolovatelny (Prins et al. 2008). Nicmené soufasna opatfeni Evropske
Ume cmezuji vyufitl dansgennich rostlin v EU a2 fyto restnkee budouw, vzhledsm k obecnémm
keonzervativmimm peostejt speleénest, pravdépodobné uplatiovany v dlouhedobeém honzontu.

WV piipadé, Ze nemame k dispozici rezistentni odridy, se kontrola rostlinnyeh vird mnohdy
soustiedi jen na extenzivnim vyuZiti agrochemikilii v boji proti virovim vektorim (napf. Elenovei,
had'atka), coz jednak zvyiue virobni niklady, jednak vystavuye zdravetnim rzikim jak zemédsles,
tak konzumenty (v disledku vviE hladiny chemickych reridui piitomnich v konefném produktu).
Wezanedbatelné je i potladeni jinych prospéinmich zistuped hmvzu Je zfejmé, Ze je velmi Zidouel
vyvinout nove metody pro rychlon a preaktivm konfroln virm, kters umozm vwwhnout ze vyis
zminénym proklénmm a nevvhodam.

Fostliny na rozdil od Zivefichi nemaji vyvinuty imunitni systém. Souéasmé poznatky ale
potvrdily, Ze rostliny vyuzvaji k obrang vidl vimm sekventné specificky mechanismus degradace
mBENA (EWA-slencing). Tento mechanizmus oznadovany jako postiranskripéni genove umléovani
(PTGS) je buikou vyuZivin ke kontrole genové exprese u iroké kily organismi. Zaroved je ENA-
umléovini povazovano za jeden =z nejidinnéiich pirozemych mechanismi cbrany rostlm vid
akumulaci vird. Proces je imiciovan dvouvldknovimi EWNA molekulami, které jsou produkoviny
v pritbéhn virové replikace. Tyte dsENA jsou rozeznany rostlinow jako ,cizi® a naslednd jsou Stipany
rostlinou kodovanymu Dicer-like enzvmy za venikue siENA melekul o delee 21-25nt Vzmikle siENA
pak vyvolava)l sekvenéné specifickou ENA degradac: pomect siENA-indukovansho umléovaciho
komplexu (FISC), ktery zmiéi virove ENA (Baulcombe 1996, Lin et 2l 2007).

Pokroky v genovém inZanyrsivi spoleéné = objevem patogenem odvozans rezistence, kdy vnessni
patogenu vlasinihe genetického materiilu miZe slouZit k ochrané il nému samotmému, cteviely
castu k pouZiti transgennich restlin vidspéiné kentrole rostlinnyeh vird. Uspéinest tohoto piistupu
byla nejdfive prokazana u tabaku, kdy rosthny s vnesenym genem pro plaifovy protem TAMV
nevvkazovaly piiznaky infekee (Beachv 1599, Tato tzv. proteinem zprostiedkovana rezistence byla
s mensim nebo vétiim uspéchem vyufita 1 v daliich rosthnuyeh vind a plodin, V fadé pfipadn viak u
transgenmich reristentnich genotypi nebylo moiné detekovat piitomnost transgenniho proteinu, .

48

62




Heret prosafos = geassky o Paciiaes pofnobeqeebinbyck malin Fhomikz 1k vakecke] konfmraciz, Moy . WURY, 3001

napi. plaifevého virového proteinu. Ph detailnich analyzach byle pesléze prokazane, Ze pre vyvelani
rezistence je dostaiwjicl piitommost malych mterferupicich ENA, a to jak siENA, tak amRENA
(Baulcombe 1996, Smuth et al. 2000). V soufasnostt se tohoto prmcipu ENA-zprostfedkovane
rezistence Gspdiné vyuiiva pro kenstrukel transgent, pii jejich? expresi v transgemnich rostlinach
dochazi k tvorbé dvouvldinové ENA, které slou# jako induktory mechanismu wmléovani genty, ktery
Je vyuiit pro degradact virove BINA a navezent rezistence (Chen et al. 2004, Miu et al. 2008). Frastoze
mechanismuns BN A-intereference je povaZovan za obranny systém rosthny, je nezbyime 51 uvédomit,
Za e jedni o sloZity dynmamicky systém, ve ktersm se uplatiuji vedle daliich bunééndch faktorh i
virové suprasery umliovini gent. Indukovana rezistence na ném zaloZend nemwsi mit stoprocentni
ucimek (Smuth ot al. 2000, Waterhouse a Helliwell 20037,

Cilem prace je vybrat genomicky fragment FSbMV vhodnd pro indukel rezistence wiél vimu
semenem prenomme mezaice hrachu, navrfani podminek z syntéza umélych d:ENA molakul

MATERIAL A METODY

Fylogensticka analyza

Fylogensticki analfza byla provedsna metodon neighbor-joining analyzy (MEGA 5.0} na soubcru
ditve charakterizovanyveh vlasinieh (Safafova et al., 2008) a v databazi GenBank dostupnyeh sskvenci
genu pro plaifovy protein (ep) izelath wviu PShMV. Ziskanid matice izolatl piisludejicich
k biologickenmu patotypu P-1 bvla vyuZita pre analyzu DNA polymorfizmn pomoct D Azp ver. 4.0.
Nevrh a analyza primert

Ve zjiiténeé konzervativni cblasi cp genu byvly pomoci programm PrimerSelect (Lazergens)
navriena kombinace primen vhodnfch pro syntézu dsEIA. Tejich vlasmosti byly stanoveny pomeci
IDT Ohgofnalyzer ver. 1.1.

Priprava uméls dsENA

Pro svntezu cilove molekulv byl pouzit pGEM-T plaznnd nesouct kompletn: sekvenecl genu pro
plaitory protein. Uméla dsEINA byla syntetizovana pomect kitu Eeplicator EINAL (Finzvmes), podle
pokyni virebee. Koncentrace a kvalita nasyntetizované dsREIMA byla stanovena spektrofotometricky
(ManeDrop 1000).

VYSLEDKY A DISKUSE

Byla studovana meinost aplikace in vitre syntetizovanych mdukénich melekul, umélvel dsBEINA,
s cilem navozeni odolnosti rostlin vi& vim Pro experiment byl zvolen patosystém PSBMY
(biclogicky patotvp P-1) a hostitel, hrach setv (Pisum sativum L),

Vramet destupmich nukleotidevyeh sekvenci izolath PSBMV byla zjiéténa variabilita genu pro
plaétonry protein, genomické &asti potencidlné vhodné pro navozeni odelnosti vié virn. Fylogeneticka
analvza pomoci NI-metody prokazala piibuznost mezi izolaty piishedejicimi ke stejnému, v Evropé se
bézné vyskytajicimu, patotypu P-1. Tvto izolaty vytvafeji dva signifikantni klastry, prikazné odlifné
od izolatd zbyvajicich patotypl P-2 (napf. izolit L1} a P-4 (napf. izolaty NY a PSBSECZ) (Obr. 1).
Amnalyza DMA polymorfismm ep genu plivednich Zeskich a daliich izolath PSMV patotypu P-1
wmozila identifikact vanzbilnich a konzervattvnich 2astl gemu. Byla zjdténa vwsoka vanabilita
5 oblast: a naopak :dentifikovana konzervatovnt oblast ve 3 "oblast gemm (Obr. 2).

Ve zjifténé konzervativni oblasti (cp™ ") byly navrZfeny kombinace primeri nesoucich i
sekvence promotori nezbytnych pro spravny pribéh syntézy. Z navrzenyeh kombinaci byla vvbrana
dvojice primeri - PSB117cp0_F a P5B117cp0_E - vhodnvch pro syntéza umélé dsENA, které
nevytvarely viasenky v iseku promotori a Gibsova volna ensrgie vytverenyeh dimeri a heterodimert
bvla vviil nez -8 keal'mel (Tabulka 1), Navizensé primery byly nasledné nspéiné pounzity k syntéze
specifickyeh mmélveh dsEMNA melekul o delee ea 300 bp. P pouzii lug templateve DINA bylo
zizkane 097 - 3 87 ug d=ENA o koncentrac: 21,6 - 36,1 ng/ul.

Studimm néinku umélieh dsENA na replikaéni evklus vim a jeho piencs semensm byle zzhajeno.

ZAVER
Bvly nspéins prpraveny umeélé dsEMNA melekuly vhodné pro studivm mdukovans odolnost rostlin

el virove infekei a pro jejich prakticks vyufiti v ochrané rostlin.
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Ohbr.1: Fylogensticky strom izolatd FSEMV konstruovany na zakladé sekvence cp zemu.

PSE11TCE (EU2E3TES)
PS5141CZ (EL292760)
PIBOCT (EL2237E3) ) )
PSB118CZ [EUZ337E) Obr. 2: Analyza DNA pelymorfismon op gemn
FSBECZ (EL293764) izalam PSEMV patotvp B-1
PoU1E21E
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7-4.30 HO 188 | i
US (AF12775E) E s
GER (Z48508) !
1 IR |
L |
11 {as5Te ) L N
MY [XARIET) 1 I
B PSBSSCZ (EL293765) L A —
[} -] qm £ am
;1) i leal o Proion

Tabulka 1: Viasmosti primeni PSB117cp0 F a PSE117cp0 R navrenych pro syntézu dsEITA

Wizaw primant Delka | Obsabk GC | Ty | AG homo-dimem AG hetero-dimern AG viasenkv
B [mt] [*a] [*C] [kcal/mol] [kcalmol] [Ecalimal]
FSB117cpl F 40 30,0 66,3 -§,59 az -0.96 . <036 a2 0,44
— — - - — -6,59 a2 -1,34 -
PSB117cpd R 19 433 63,0 -2 64az-1,47 -0.83

Poddkavemi: Tate prace byla realizovdng za podpory projekty MEMT MEMEI98839215 a diky spoiuprdci v
ramei prajekn COST FAGS06.
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