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Pouziti rostlinnych vird pro transientni expresi

Souhrn

Predkladana doktorska disertacni prace se zabyva transientni expresi proteinl v
rostlinach pomoci virovych vektord. Sledovani pribéhu exprese bylo usnadnéno pouzitim
reportérovych gend, zejména fluorescencnich. Byly pouZity reportéry GFP, DsRed a GUS.
Expresni konstrukty byly vytvorfeny na zdkladé tobamoviru TMV (virus mozaiky tabdku) a
geminiviru BeYDV (virus Zluté zakrslosti fazolu). U konstruktll odvozenych od BeYDV byl
sledovan vliv pfitomnosti replika¢niho/replikacniho asocia¢niho proteinu (Rep/RepA) v
cis/trans konfiguraci na silu exprese. Kromé silného konstitutivniho promotoru 35S byly
vytvoreny plazmidy obsahujici dva rGzné, chemicky indukovatelné, promotory 5xM a LexA. Ty
aktivuji expresi v rostlinach N. benthamiana u markerovych genli nebo Rep/RepA po pridani
prislusnych aktivaénich chemikalii.

Virové vektory byly detekovdny pomoci PCR, fluorescenéni a elektronové mikroskopie.
Jednim z cild prace bylo i vytvoreni RNA-proteinovych VLP cCastic. Probéhla i Uspésna
sekundarni inokulace rostlin pomoci vytvorenych VLP.

V rdmci této prace byla rozsitena soucasna klonovaci strategie GoldenBraid o 4 nové
destinacni plazmidy, které urychluji, usnadnuji a zleviuji tvorbu komplexnéjsich, vicegenovych
konstruktG. Z dat ziskanych v této Casti prace vznikla védeckd publikace, a plazmidy byly

uloZeny v depozitafi Addgene aby byly dostupné vSem uZivatelim.

Kli¢ova slova: Synteticka biologie, Viru podobné ¢astice, Virové vektory, Virus mozaiky tabaku,

Virus zluté zakrslosti fazolu



Use of plant viruses for transient expression

Summary

This dissertation deals with the transient expression of proteins in plants using viral
vectors. Monitoring the progress of expression was facilitated by the use of reporter genes,
particularly fluorescent genes, namely GFP, DsRed and GUS reporters were used. The
expression constructs were based on TMV tobamovirus (tobacco mosaic virus) and BeYDV
geminivirus (bean yellow dwarf virus). The effect of the presence of Rep/RepA proteins
(Rep/RepA) in the cis/trans configuration on expression levels was investigated for the BeYDV-
derived constructs. In addition to the strong constitutive 35S promoter, plasmids were
generated containing two different chemically inducible promoters - 5xM and LexA. These
promoters drive marker or Rep / RepA gene expression upon addition of appropriate
activating chemicals in N. benthamiana plants.

The viral vectors were detected by PCR, fluorescence and electron microscopy. One of
the aims of the work was to generate RNA-protein VLPs. Successful secondary inoculation of
plants with established VLPs was also carried out.

As a part of this work, 4 new target plasmids were added to the current GoldenBraid
cloning strategy, making the creation of more complex multi-gene constructs faster, easier
and cheaper. A scientific publication was produced from the data obtained in this part of the
work and the plasmids were stored in the Addgene repository so that they are available to all

users.

Keywords: Synthetic biology, Virus-like particles, Viral vectors, Tobacco mosaic virus, Bean

yellow dwarf virus
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1 Uvod

Rostlinné viry jsou obligdtnimi vnitrobunéénymi parazity rostlin. Casto napadaji
kulturni plodiny a v napadenych porostech mohou zplisobovat zna¢né skody. Na tyto parazity
vSak mlZeme pohlizet z vice stranek. Virus nemusi byt pouze fytopatogenem, ale mize slouzit
i ve védé a vyzkumu — napfiklad k expresi cennych proteint, k umléovani exprese endogennich

genu, nebo pro rozsifeni genové informace v rostliné.

Expresni systémy zaloZené na rostlinnych burikdch predstavuji zajimavou alternativu
k sou¢asnym expresnim systémuim. Mohou byt ve formé bunécné kultury/suspense nebo i
celé rostliny. Mezi vyhody rostlin patfi nepfitomnost ZivociSnych patogent a toxinG, podobné
post-translacni modifikace jako v savcich bunkdch, nezavislost na nedefinovanych
komplexnich Zivnych mediich odvozenych ze zvitat (napfiklad FBS, fetal bovine serum) a
v neposledni fadé i vyhodna cena findlniho produktu (Yusibov & Mamedov 2010). Pro
laboratorni expresi rekombinantnich peptid(/proteinii je nejpouzivanéjsi rostlina tabaku
Nicotiana benthamiana, a pro expresi v rostlinné bunécné kulture/suspenzi jsou to buriky

tabdaku Nicotiana tabacum cv. BY-2.



2 Védecké hypotézy a cile prace

Dil¢i hypotézy:

e Na Uroven exprese markerového proteinu u geminivirovych vektorli ma vliv
pritomnosti virové replikazy a i jeji pozice (cis/trans).

e Urover exprese markerového proteinu u geminivirovych vektord zavisi na pozici
(poradi) jednotlivych genli ve vektoru.

e Pro vytvoreni viru podobné ¢astice odvozené od TMV je nezbytna pritomnost
pouze dvou komponent —obalového proteinu a RNA s enkapsidacnim pocatkem.
Vzniklé VLP mohou byt pouzZity pro prenos nereplikujici se RNA na dalsi rostliny.

Cile prace byly:

e Rozvinout stavajici zpusob klonovani GoldenBraid o nové plazmidy a tim zjednodusit
a urychlit tvorbu novych konstrukt. Tento zptsob aplikovat na tvorbu viru podobnych
Castic odvozenych od vira Celedi Geminiviridae a Virgaviridae.

e Vytvorit virové vektory spolecné s reportérovymi geny, pomoci kterych bude mozné
detekovat hladinu exprese a moznost jejich pfenosu na dalsi rostliny. U viru zluté

zakrslosti fazolu sledovat uroven exprese zavislé na pfitomnosti (nepfitomnosti)

Rep/RepA.
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3 Literarni reserse

3.1 Rostlinné viry

Jako rostlinné viry oznacujeme vsechny viry, které jsou schopny infikovat rostlinné
bunky a replikovat se v nich. Na rozdil od ZivocisSnych bunék jsou rostlinné buriky chranény
bunécnou sténou. Rostlinné viry nejsou samy o sobé schopny aktivné proniknout pres
bunécnou sténu do rostlinné buriky. Viry tak mohou do bunky proniknout pouze poskozenymi
misty. K témto poskozenim dochdzi bud mechanicky, nebo plsobenim jiného organismu (tzv.
vektoru). Pomoci vektorU je prenaseno asi 80 % virQ. Nejcastéjsim vektorem je hmyz — msice,
krisi a molice. Nékteré rostlinné viry jsou ale prendseny i houbami, roztoci a parazitickymi
rostlinami (napfiklad kokotice). Virus se do buriky dostava pomoci Ustniho Ustroji hmyzu. Dalsi
moznosti je pfenos pomoci pylu, semenem nebo roubovanim infekéniho materialu na zdravé
pletivo (Gray & Banerjee 1999; Andret-Link & Fuchs 2005; Hull 2009).

Mezi nejrozsirené;jsi a ekonomicky nejSkodlivéjsi virové patogeny patfi napriklad: virus
svinutky bramboru (potato leafroll virus, PLRV), ktery mize zpUsobit az 90% redukci vynosu
bramborovych hliz, Y virus bramboru (potato virus Y, PVY) zplsobujici az 80% redukci vynosu
hliz, nebo virus Sarky Svestky (plum pox virus, PPV). Tento virus je nejSkodlivéjsi a
nejrozsifenéjsim virem peckovin v Evropé (Dédi¢ 2014; Garcia et al. 2014).

Vétsina rostlinnych virl ma ndzev odvozen od hlavniho symptomu a prevladajiciho
hostitele (obcas i hostitele, u kterého byl virus poprvé popsan). Nékteré viry jsou schopny
infikovat celou rostlinu bez zjevnych pfiznak(. Stdvaji se tak zdrojem pro dalsi Sifeni viru.
Zdrojem infekce tak mohou byt jak plané rostouci rostliny, tak i bezptiznakové okrasné rostliny
(Hull 2009).

Rostlinné viry se skladaji z genetické informace uloZené ve formé RNA nebo DNA a
proteinu, ktery obaluje tuto genetickou informaci — kapsidového proteinu. Genetickd
informace m{ze byt bud ve formé jednovldknové (single-stranded, ss) nebo dvouvlaknové
(double-stranded, ds). Vétsina rostlinnych vird obsahuje genetickou informaci ve formé
(+)ssRNA (priblizné 75 %). Dale existuji viry s (-)ssRNA, dsRNA, ssDNA a dsDNA (Agrios 2005).

V laboratofich se nejc¢astéji pracuje s viry obsahujicimi (+)ssRNA.
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3.1.1 Zpusoby pfenosu

Podle charakteru interakce virus - vektor miizeme u hmyzu a roztocl rozlisit prenos na
perzistentni, neperzistentni nebo na semiperzistentni.

U neperzistentniho prenosu se rostlinny virus vdze na receptor v Ustnim Ustroji. K tomu
staci kratké akvizicni sani (fadové vteriny). Vektor je infekéni pouze kratkou dobu, pfiblizné
v fadu hodin. Virus neni schopen se ve vektoru Sifit ani mnozit. Timto zplsobem se Sifi
napriklad virus mozaiky kvétaku (cauliflower mosaic virus, CaMV) nebo virus mozaiky vojtésky
(alfalfa mosaic virus, AMV).

Pro perzistentni prenos je nutné dlouhé sani z infikované rostliny. Virus v prenaseci
prechdzi do hemolymfy, odtud do slinnych #laz a zpét do slin. Casovy Usek, kdy prochazi viry
télem Zivocicha, se nazyvd inkubacni doba. Hmyz béhem tohoto obdobi neni infekéni. Po
prodélani inkubace se hmyz stava infekénim. Vektor si ponechdva infekénost po dlouhou
dobu, nékdy i cely Zivot. Pokud je virus schopny pomnozit se v organech vektoru, mluvime o
prenosu perzintentnim cirkulativnim. Mezi tyto viry patfi napfiklad virus bronzovitosti raj¢ete
(tomato spotted wilt virus, TSWV) nebo virus Zluté zakrslosti jecmene (barley yellow dwarf
virus, BYDV).

Pro semiperzistentni pfenos staci obvykle kratsi sani z nakazené rostliny nez u prenosu
perzistentniho a doba infekénosti vektoru je delsi nez u neperzistentniho pfenosu, maximalné
véak do jeho svlékdni. Virus neprochdzi latentni periodou, jako je tomu u prenosu

perzistentniho (Regenmortel & Mahy 2009; Caranta & Aranda 2011; Dédi¢ 2014).

3.2 Sifeni viru v rostliné

V pfipadé, zZe je infikovana rostlinna burika k viru vnimava, dochazi béhem nékolika
hodin kzméné jejiho metabolismu — zapocne replikaéni cyklus viru. Infekce prvni buriky je
odlisny proces od systémové infekce. Tento proces za¢ina v misté inokulace prvni buriky a po
namnozeni se virus ddle Sifi celou rostlinou. Ve vstupnim misté viru do rostliny se mohou
vyvijet lokalni ptiznaky (Hull 2009; Matthews 2012).

Rostlinné bunky jsou vzajemné propojeny plasmodesmaty, kterd spojuji cytoplasmy
jednotlivych bunék. Virus se tedy muze Sifit mezi jednotlivymi bufikami prostym pohybem
v cytoplasmé. Nasledné tak dochdzi k sekundarni infekci dalSich bunék v pletivu (Hull 2013).

Pro tento transport vyuZzivaji viry tzv. pohybové proteiny (MP — movement proteins).
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Pohybové proteiny zvysuji propustnost plazmodezmat a umoznuji tak transport virovych
Castic nebo virovych ribonukleoproteinovych komplex(, které by bez pfitomnosti pohybovych
proteinl plazmodezmaty neprosly. Pohybové proteiny jsou kédovany virovym genomem.
Tento zplisob prenosu z bunky do bunky se nazyva cell-to-cell movement (Lucas 2006).

Vétsina rostlinnych virh ma pohybové proteiny dobfe definované. MiliZzeme
identifikovat viry s jedinym pohybovym proteinem, se dvéma pohybovymi proteiny (DGB —
double-gene block) a dokonce se tfemi pohybovymi proteiny (TGB — triple-gene block). Do
skupiny s TGB patfi napriklad X virus bramboru. Nezastupitelnou udlohu ve vSech fazich
interakce virus rostlina ma i obalovy protein, bez kterého by pohyb nebyl mozny (Morozov &
Solovyev 2003). Do skupiny DGB patti napriklad virus nekrotické skvrnitosti melounu (melon
necrotic spot virus, MNSV), ktery ndlezi do celedi Tombusviridae (Navarro et al. 2006).

Na vétsi vzdalenosti se viry Sifi vodivymi pletivy (predevsim floémem) — témi se viriony
roznaseji do jinych &asti rostliny. Faktory ovlivAujici rychlost Sifeni viru jsou napt. druh viru,

druh rostliny a vnéjsi podminky (Hull 2013).

3.3 Obrana rostlin proti virim

Rostliny se brani vici virové infekci rlznymi mechanismy a adaptacemi. Z divodu
svého stacionarniho zplsobu Zivota se rostlina vici infekci brani vétSinou pasivné —
anatomickymi a morfologickymi vlastnostmi rostliny — prvni obrannou bariérou vici napadeni
mikroorganismem. Mezi tyto pasivni zplUsoby ochrany patfi naptiklad: voskem pokrytd
bunécnd sténa, pritomnost kutikuly, Ci jind Uprava pokozky, ktera zabranuje vniknuti patogena
(vektora) do organismu, ale i antimikrobialni latky v rostling, tzv. fytoanticipiny. (“Odolnost
rostlin k patogendm | Genetika rostlin | Pfirodovédeckdaka fakulta Masarykovy univerzity”
n.d.).

Rostliny mohou reagovat na patogeny rlzné. Vnimavé rostliny mohou vykazovat
priznaky onemocnéni. Odolné rostliny maji receptory, které se nachdzi v cytoplasmé a v jadre
bunék. Ty interaguji s patogeny a spoustéji obranné mechanismy. Tyto receptory jsou
zamérené pouze na urcity protein konkrétniho viru (monogenné). K jejich prekonani ¢asto
staci i bodova mutace virového genomu, ta vSak muiZe na druhou stranu pfinést omezeni
biologické zdatnosti viru. Viry prekondvajici rezistenci jsou vysledkem prirozené evoluce a

neda se proti nim ucéinné branit (Godiard et al. 1994; Al-Kaff et al. 1998).
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Vétsina rostlin je k vétsiné virl imunni, protoZe nejsou vhodnymi hostiteli, to je tzv.
nehostitelska rezistence (Broekaert et al. 1995). Nehostitelska rezistence, kterou projevuje
cely rostlinny druh vici specifickému parazitovi nebo patogenu, je nejbéznéjsi a nejtrvalejsi
formou odolnosti rostlin viici choroboplodnym organismim (Mysore & Ryu 2004; Baeshen et

al. 2014).
3.3.1 Hypersenzitivni reakce

Castou reakci rostlin k infekci virem je tzv. hypersenzitivni reakce (HR — Hypersensitive
response). Tento proces popisuje E. C. Stakman jiz v roce 1915. Ve svém clanku popisuje
rychlou smrt hostitelskych bunék u rostlin jecmene, pSenice a ovsa infikovanych patogenem
Puccinia graminis.

HR je klasifikovana jako forma programované bunécné smrti (PCD - programmed cell
death), predstavujici jeden z mechanismil rostlinné obrany pred infekci. Ta predstavuje
nekrézu infikovanych bunék a tim zabranéni dalSiho Sifeni viru. Rostlina radéji obétuje ¢ast
zdravych bunék, aby vytvofila fyzickou bariéru mezi infikovanym a neinfikovanym pletivem.
Mezi latky, které doprovazeji HR, patfi napriklad: reaktivni formy kysliku, ethylen, rostlinné
hormony, jako jsou kyselina salicylova a jasmonova (lakimova et al. 2005; Soosaar et al. 2005).
Béhem PCD dochazi navic k posileni bunécné stény ukladanim riznych fenolickych sloucenin,
syntéze toxickych sloucenin (fytoalexinl) a akumulaci protein(i s antimikrobidlni aktivitou -
fytoanticipiny (Dangl et al. 1996).

Aby rostlina spustila HR, je nutna pfitomnost rostlinnych proteind kdédovanych
dominantnimi geny rezistence (tzv. dominantni R geny). Proteiny kédované dominantnimi R
geny maji povahu receptorl rozpoznavajicich patogeny (PRR - pathogen recognition
receptors) a rozeznavaji kromé bakteridlnich a houbovych také virové molekuldrni motivy
spojené s patogenitou (PAMP - pathogen-associated molecular patterns). Mezi né patfi
napriklad nukleové kyseliny, struktury kapsidovych a pohybovych protein(. Tim je napfiklad
gen Rx1 u PVX, ktery je obsaZen v genetickém kodu pro tvorbu kapsidového proteinu (de

Ronde et al. 2014).
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3.4 Expresni systémy zaloZzené na rostlinnych bunkach

Rostliny slouZi lidstvu jiz dlouhou dobu jako zdroj potravy, krmiva, energie, stavebniho
materialu, textilnich vlaken a i v mnoha dalSich oblastech potrebych pro ¢lovéka. Vyznamné
jsou i pro svoji schopnost biosyntézy mnoha zajimavych sekundarnich metabolitd. Tyto
metabolity mohou c¢lovéku slouZit jako léc¢iva, ochucovadla nebo barviva. Sekundarni
metabolity rostlindm také slouZi jako ochrana prfed hmyzem, houbami, byloZravci nebo
konkurenénimi rostlinami (Wink 1988). V posledni dobé se stale Castéji rostliny vyuZivaji i
k produkci rekombinantnich proteind pro vyuZiti v mediciné nebo primyslu. Rostliny zde
predstavuji zajimavou alternativu k jinym expresnim systémUm, jako jsou napriklad bakterie,

kvasinky, nebo savci bunky (Frommer & Ninnemann 1995; Baeshen et al. 2014).

3.4.1 Permanentni rostlinna exprese

Pfi permanentni (stabilni) expresi dojde k trvalému zaclenéni genetické informace do
genomu rostliny. VloZeny gen se pak stabilné dédi z generace na generaci (Gleba et al. 2007).
Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens je nejcastéjsi metodou k dosazeni
trvalé transformace. Tyto bakterie obsahuji Ti plazmid, do kterého je mozné vlozit pfislusny
konstrukt, ktery ma byt exprimovan. Po inokulaci bakteriemi je do genomu hostitelské rostliny
zaclenéna T — DNA, Cast bakteridlniho plazmidu ohrani¢ena tzv. hrani¢nimi (border) oblastmi.
Tato DNA je ndhodné integrovana do jaderného genomu (Baulcombe et al. 1995; Kapila et al.

1997).

Dalsi metodou je biolistickd metoda — principem této metody je adsorpce DNA na
Castice kovu (nejcastéji zlata), kterymi jsou bombardovany rostlinné buriky pomoci genové
pistole. Timto zplsobem mize dojit k poskozeni jak jaderného, tak i chloroplastového genomu
a kintegraci transgenu za ptispéni bunécnych DNA-opravnych mechanism@. V pfipadé
chloroplastu dochazi k homologni rekombinaci — gen je vloZen do specifické oblasti genomu.

V jaderném genomu je gen vloZzen do ndhodného mista (Kikkert et al. 2005; Scotti et al. 2012).

Obé tyto metody vyuZivaji schopnosti totipotence — z pouhé jediné buriky
s integrovanym genem muZe vzniknout cela rostlina. Pouziti Agrobacterium (oproti biolistické

metodé) obecné snizuje pravdépodobnost tvorby tandemovych a dalSich vysokokopiovych
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genovych inzertll, a tedy i mensi pravdépodobnost transkripéni inaktivace (Wang & Ma 2011).
Biolisticka metoda rovnéz neni vhodna pro velmi velké genové konstrukty, které se béhem

integrace Casto rozpadnou na mensi fragmenty (Ondrej & Drobnik 2002).

3.4.2 MAR sekvence

MAR (Matrix Attachment Region) se vyskytuji v genomech vysSich eukaryot a jsou
organizovany do smyckovych domén chromatinu. Tyto Useky jsou dlouhé 200 az 1000 bp
a jsou bohaté na nukleotidy AT. MAR plni funkci ve strukturni organizaci genomu a mohou
usnadniiovat transkripci gen(, prostfednictvim tvorby méné kondenzované struktury
chromatinu (Repkova 2013).

MAR tedy mohou zlepsit expresi a stabilitu transgenu u trvalé transformace (Halweg et
al. 2005 p. 7), ale i u transientni exprese (Diamos et al. 2016). Bylo popsdno nékolik sekvenci
MAR vyskytujicich se u tabaku: RB7 (Allen et al. 1996; De Bolle et al. 2007), TM2 (Xue et al.
2005 p. 2) nebo TM6 (Ji et al. 2013 p. 6). Sekvence byly popsané i u séji — P1 (Breyne et al.
1992; Petersen et al. 2002).

3.4.3 Promotory

Promotor oznacuje nukleotidovou sekvenci, ktera je rozpoznavana RNA polymerdazou.
Po jejich rozeznani se polymeraza navaze a je zahajena iniciace transkripce genu (Lewin 2007).

Dle funkce rozeznavame vice rliznych typl promotor( - konstitutivni, tkanové nebo
vyvojové regulované, nebo promotory, které reaguji na rlizné vnéjsi podnéty. V této praci jsme
pouzivali hlavné promotory konstitutivni a syntetické inducibilni promotory. Konstitutivni
promotory jsou aktivni v rliznych rostlinnych pletivech po celou dobu jejich existence (Alberts
et al. 1998). Mezi konstitutivni promotory patfi napriklad 35S promotor pochazejici z CaMV,
ktery se Casto pouziva pro expresi transgenu v rostlindch. Inducibilni promotory spoustéji
transkripci pouze za pritomnosti specifickych chemickych latek (Maizel & Weigel 2004) nebo
fyzikalnich stimulQ. Fyzikalnimi stimuly mohou byt napfiklad teplota u promotoru Pygp16, ktery
byl popsan u kvasinek (Fujita et al. 2006), nebo svétlo u promotoru P-RbcS proteinu rubisco.
P-RbcS je promotorem malych podjednotek proteinu RuBisCO a je indukovan svétlem

(Outchkourov et al. 2003; Gautier et al. 2014).
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Prikladem chemicky inducibilniho promotoru je LexA, ktery spole¢né s chimérickym
transkripénim aktivdtorem XVE a estradiolem (hormon z rfady estrogen(i) dosahne aktivace
(Zuo et al. 2000). Obdobné funguje promotor 5xM s aktivatorem VGE a chemickou latkou
methoxyfenozidem (Koo et al. 2004).

Mezi dalsi chemikalie (s pfislusSnym inducibilnim promotorem), které se daji pouzit
k regulaci exprese, patfi napfiklad médnaté ionty, ethanol nebo dexamethason (Padidam

2003).

3.5 Transientni rostlinna exprese

DosazZeni stabilni transformace a exprese v rostlinach je casto zdlouhavy proces.
Dlavodem jsou dlouhé protokoly pro transformaci, které typicky vyzaduiji pfiblizné 3-4 mésice,
ale u nékterych rostlin se tato doba muze prodlouzit k jednomu roku. Po samotné transformaci
je typicky nutné jesté z nékolika linii vybrat ty s vysokou a stabilni expresi a Uroven exprese
sledovat po nékolik generaci. DosaZeni transientni (do¢asné) exprese je oproti stabilni expresi
mnohem rychlejsi (fadové dny oproti mésicim aZ rokiim), neni tak narocna a velmi casto
produkuje vétsi mnozZstvi pozadovaného proteinu. Pfi transientni expresi se také vyuziva A.
tumefaciens — gen kédujici pfislusny protein je pomoci této bakterie vpraven do jadra pouze
nékterych rostlinnych bunék (bunky listl, kofent, semen a plod). Zde dochazi k prechodné
extrachromozomalni expresi. Exprese zintegrované DNA hraje pouze malou roli -
pravdépodobnost integrace DNA je pouze asi 5 %. Zadany protein je moZné detekovat jiz po
nékolika hodinach az dnech (24 hod — 4 dny). Jako binarni vektory se ¢asto vyuzivaji rostlinné

virové vektory (Kapila et al. 1997; Chen et al. 2013).
3.5.1 Transientni exprese pomoci rostlinnych virovych vektora

Rostlinné viry mohou byt pouZity jako univerzalni expresni vektory, které se vyuzivaji
pro produkci rekombinantnich proteinl v rostlinach (Yusibov et al. 2006). U transientni
exprese, ktera je zaloZena na rostlinnych virech, nedochazi k zac¢lenéni genetické informace
do genomu rostliny. Virova infekce rostliny zacina vstupem infekéniho materidlu do buriky.
Nasleduje amplifikace a akumulace viru, ktery se poté za urcitych okolnosti mlze rozsifit do
celé rostliny. Vétsina rostlinnych virl ma RNA genom a replikuje se v bunécné cytoplazmé,

nedochazi k jejich zaclenéni do genomu hostitele. PouZivané viry také nebyvaji pfenosné
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semeny, tudiz nedochdzi k dédéni expresniho vektoru na nasledujici generace. Nékterd
usporadani virovych vektorl vytvareji infekéni virové castice, které mohou byt purifikaci z
rostliny zpétné izolovany a pouzity pro infekci velkého mnoZstvi rostlin bez nutnosti pouziti
Agrobacteria (Koprowski & Yusibov 2001).

Inokulace hostitelské rostliny by méla byt co nejjednodussi. Provadi se pomoci bakterie
A. tumefaciens s vlozenym virovym vektorem — ten zajistuje systémovou distribuci v rostliné
(Koprowski & Yusibov 2001). Nejprve za pomoci kompatibilnich vir gent dojde k prenosu T-
DNA do jadra buriky (Kapila et al. 1997; Jiang et al. 2003). Virovy vektor vétSinou obsahuje
Uplnou nebo témér Uplnou infekéni cDNA sekvenci rostlinného RNA viru pod kontrolou silného
nebo inducibilniho rostlinného promotoru pro DNA polymerdzu Il. Rostlinnd burika prepise
cDNA do formy mRNA. Zde se mohou vyskytnout jistd technicka uUskali. ProtoZe se RNA viry
normalné replikuji v cytoplazmé, nikdy nepfijdou do styku s rostlinnym mechanismem
sestfihu intron z mRNA. Proto mohou sekvence nékterych virQ ptirozené obsahovat kryptické
introny, které je nutné pracné odstranit. Jindy mlze byt transport infekéni mRNA z jadra do
cytoplasmy neucinny a je nutné naopak néjaky intron do infekéniho klonu pridat. Dalsi uskali
spocivd vtom, Ze genomy nékterych virl neobsahuji polyA konec, béiny pro vétSinu
rostlinnych mRNA. V takovém ptipadé je zapotrebi na konec cDNA pridat autokatalyticky
ribozym (Siegel 1985; Verch et al. 1998; Cody & Scholthof 2019).

Sestaveni strukturnich virovych protein do organizované makromolekuldarni
struktury, kterd napodobuje autentické viry, se nazyva viru podobné ¢astice (VLP, virus-like
particles). Jedna se o jakési ,prazdné obaly“, do kterych je mozné vlozit pozadovany obsah.
Rekombinantni VLP mohou byt produkovany v rGznych prokaryotickych i eukaryotickych
organismech, tedy i v rostlinach (Santi et al. 2006; Huang et al. 2009).

Rostlina by méla byt k viru tolerantni — tim dosahneme vysoké koncentrace virli a tim
i vysokého vytézku (Koprowski & Yusibov 2001).

Genomy rostlinnych virli nejsou pfilis velké. Velikost genom( TMV a PVX se pohybuje
vrozmezi 6 az 7 kb (Gleba et al. 2007). Geminivirové vektory jsou jesté mensi. Napfiklad
genom BeYDV ma pouze 2561 bazi (Liu et al. 1997). Z toho vyplyvaji i rozdily v kapacité
prazdnych virovych vektor(, které jsou okolo 2000 bp pro geminivirové vektory a okolo 6000
bazi pro vektory zaloZzené na TMV. Vektory zaloZené na jinych RNA virech jsou zpravidla jesté

vétsi. Vektory s mensi celkovou velikosti jsou zpravidla i vhodnéjsi a stabilnéjsi béhem
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klonovani. Nevyhodou virovych vektori maze byt nestabilita genomu a omezend kapacita —
vétsSinou pouze jeden protein kédujici gen (Chapman et al. 1992).

Nékteré virové vektory jsou odvozeny od vir( s multipartitnim genomem, jako ma
napriklad virus kaderavosti tabaku (tobacco rattle virus, TRV) (Ratcliff et al. 2001). V takovém
pripadé se vétSinou modifikuje pro ucely genové exprese jenom mensi genom, zatimco vétsi
¢ast genomu je pouze zaklonovana do binarniho vektoru.

Dalsi nevyhodou vektor(i zaloZzenych na RNA virech je, Ze UspéSna exprese
pozadovaného proteinu je zpravidla podminéna pohybem vektoru z bunky do bunky a
rozsirenim virové infekce v listé. Je to dano tim, Ze pfenos kompletni virové RNA z jadra do
cytoplasmy rostlinné burnky je malo pravdépodobny. V infiltrovaném sektoru dochdzi k
produktivni virové infekci pouze v nékterych burnkach. Pokud je vsak virus schopen
autonomniho pohybu, velmi rychle dojde k jeho rozsiteni. V nékterych virovych vektorech je
novy gen vloZen na misto genu pro pohybovy protein(y), nebo plastovy protein. Tyto proteiny
nejsou nezbytné pro replikaci viru. Takto dekonstruovany virovy vektor zvySuje bezpecnost
expresniho systému — protoze nedochazi k tvorbé infekénich virovych ¢astic. Virovd RNA se
rostlinou zpravidla nesifi a nevznikaji nové virové Castice (Lindbo 2007). Chybéjici funkce
téchto genl je mozné nahradit jinak — budto pomoci transientni ko-exprese, nebo pomoci
transgennich rostlin, které zajisti chybéjici funkci.

Fitness pfirozeného viru zavisi na jeho schopnosti provadét rizné funkce, jako jsou
napfiklad: pocatecni infekce hostitele, amplifikace/replikace nukleovych kyselin, translace
proteinl, sestaveni kompletnich virionQ, Siteni z buriky do buriky, rozsifeni infekce na vétsi
vzdalenosti, preprogramovani hostitelskych biosyntetickych procest vcetné zastaveni
nékterych bunéénych funkci, potlaeni silencingu hostitele, interakce s vektorem a pfenos do
dalsi rostliny a dalSi schopnosti. U virového vektoru jsou vyZzadovany pouze nékteré z téchto
funkci. Uginny virovy vektor by mél mit navic alespori jednu novou funkci, kterou je hlavné
vysokd uroven exprese jednoho nebo vice heterolognich gen( (Gleba et al. 2014).

Jednim z cill exprese je i vyroba vakcin. Oproti tradi¢ni vyrobé vakcin v mikrobialnich
nebo zvifecich systémech ma produkce v rostlinach nékolik vyhod — nedochazi k potencialni
kontaminaci zvifecimi nebo i lidskymi patogeny (napf. viry a priony); rostlinné systémy jsou
efektivnéjsi (levnéjsi) nez prlmyslova zafizeni vyuZivajici fermentaci nebo bioreaktorové
systémy; v praxi je jiz vétSinou technika umoZznujici sbér a zpracovani rostlinného materialu ve

velkych mnoiZstvich znama; naptiklad, nemusi probihat purifikace vakciny, pokud je antigen
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vakciny uréen k oradlni imunizaci; dale se vyuziva vétsi rychlost exprese a vétSinou i mnoZzstvi
produkovaného proteinu; snizeni nakladd a doby potfebné na vyzkum a vyvoj; vysokd
flexibilita (Koprowski & Yusibov 2001; Streatfield et al. 2001; Daniell et al. 2001; Mason et al.
2002).

3.5.1.1 RNA virové vektory

Mezi nejpouzivanéjsi RNA virové vektory v dnesni dobé patfi TMV a PVX. Tyto virové
vektory vyuZivaji genomy odvozené od (+) ssRNA zminénych virl (Scholthof et al. 1996).

Po agroinfiltraci (+)ssRNA genomu viru do jadra burnky dojde k transkripci. Vznikly
transkript je transportovan do cytoplazmy a reprezentuje virovy genom. Rostlinné (+)ssRNA
viry se bézné do jaddra bunky nedostdvaji - jejich Zivotni cyklus se odehrava v cytoplazmé. Proto
je Casto nutné virovy genom optimalizovat, a to napfriklad odstranénim kryptickych mist pro
splicing. To umozZni bezproblémovy transport infekéniho transkriptu do cytoplazmy (Gleba et

al. 2007).

3.5.1.2 DNA virové vektory

Kromé virl s RNA genomem jsou populdrni i DNA vektory na bdzi geminivirl, jako je
napriklad BeYDV. Tento virovy vektor popisuji Regnard et al. (2010).

U geminivirQ je nutné agroinfiltraci vpravit do buriky i expresni kazetu pro replikdzu. Ta
zajistuje vystépeni virového ssDNA genomu z T-DNA, jeho naslednou cirkulizaci a replikaci.

Diky tomu pripada na jednu infikovanou buriku az nékolik tisicovek episomU (Hefferon 2014).

3.6 Geminiviridae

Virus Zluté zakrslosti fazolu je mastrevirus z ¢eledi Geminiviridae. Ma jednovlaknovou
kruhovou DNA, kterd se dokaze intenzivhé mnozit. Kazdad castice obsahuje pravé jednu
kruhovou molekulu DNA (Murphy et al. 2012). Genom se sklada z dlouhého intergenového
regionu (LIR — long intergenic region), kratkého intergenového regionu (SIR — short intergenic
region), a Ctyf otevienych ctecich ramch (ORF — open reading frame). LIR sekvence tvofri
vldsenku, obsahujici konzervovanou sekvenci TAATATTAC, diky které dochdzi k iniciaci
replikace. Naproti tomu SIR sekvence obsahuje obousmérny polyadenylacni signal, ukoncujici
replikaci. Oteviené ¢teci rdmce jsou: V1, V2, C1 a C2. Tyto Cteci rdmce jsou obousmérné a
koduji vznik ¢tyr protein(: pohybovy protein, obalovy protein a dva replikaéni proteiny — Rep

20



a RepA (Lazarowitz & Shepherd 1992; Liu et al. 1997). Schéma virového genomu je vidét na
Obrazku 1.

Vyhodou DNA vektor( je vyssi presnost replikace oproti RNA vektorim, které se
nachazeji v cytosolu, schopnost v jediné burice exprimovat nékolik genll zaroven, moZznost
pouziti standardnich rostlinnych promotort. RNA replikony s velkymi inserty navic ¢asto trpi
nestabilitou (Palmer & Rybicki 1998).

K cirkulaci a replikaci geminivirovych replikonl v hostitelskych burikach je zapotrebi jen
nékolik relativné kratkych sekvenci. Témito ¢astmi jsou LIR, SIR a Rep/RepA cteci ramec. T-
DNA sreplikonem obsahuje kopie LIR, které vytvofi hranice cirkulujici DNA. Sekvence
Rep/RepA mizZe byt umisténa na stejny plazmid (pozice cis), nebo muiZe byt na
oddéleném/samostatném plazmidu (pozice trans). Pokud je Rep/RepA v pozici cis, je obvykle

vloZen v antisence orientaci mezi ¢adstmi SIR a LIR2 (Hefferon et al. 2004; Regnard et al. 2010).

C1 (RepA) V1 (MP)

Bean Yellow Dwarf Virus
ntron (2561 bp)

Obrazek 1: Schéma genomu viru BeYDV. LIR obsahuje obousmérny promotor, ktery spousti
obousmeérnou transkripci: (V1 pohybovy protein, V2 plastovy protein) v jednom sméru (sense)
s (C1 RepA, C1/C2 Rep obsahujicim intron) v antisense (Chen et al. 2011).

3.7 Alphaflexiviridae

X virus bramboru patfi do rodu Potexvirus. Virova castice tvofi flexibilni, vlaknitou,
helikdlni strukturu, pfipominajici pruzné viakno. Délka je v okolo 500 nm. Primér ¢astice je
cca 13 nm (Francki et al. 2012).

Jeho genom je tvoren (+) ss RNA o délce 6 435 nukleotidl (Skryabin et al. 1988). Genom
je rozdélen do péti ORFs. Prvni ¢teci ramec (ORF1) kdduje virovou replikdzu. ORF 2, 3 a 4 tvori

TGB. Ty slouZi k tvorbé pohybového proteinu. ORF5 ma funkci tvorby obalového proteinu,
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jehoz hlavni funkci je ochrana virové RNA, ale je nepostradatelny i pti Sifeni viru z bunky do
buriky a pro Sifeni viru systémem rostliny. Genom obsahuje 5 ¢epic¢ku a na 3‘ konci ma poly-
A sekvenci. Neprekladana oblast na 5 konci virové RNA (5 UTR; untranslated region) je dlouha
84 nukleotid(i, obsahuje enkapsidacni signal, reguluje syntézu subgenomovych RNA a jeji
soucasti je translacni zesilovac (enhancer) (Verchot-Lubicz et al. 2007).

PVX je v pfirodé prenasen pouze mechanicky — neni prenasen vektory ani semeny. Po
ulpéni na povrch zlstdva infekéni az 6 hodin. Jeho hostitelem jsou prevaziné rostliny z celedi
lilkovitych (Solanaceae) — napfiklad lilek brambor a tabak selsky. Symptomy jsou zavislé na
typu virového izoldtu a odridé daného hostitele. Nejcastéji se ale jednd o mozaiku, zvinéni

listl a retardace rUstu (Francki et al. 2012; Yardimci et al. 2018).

3.8 Virgaviridae

Virus mozaiky tabaku patfi do rodu Tobamovirus. Stejné jako PVX virion obsahuje
jednovlaknovou molekulu RNA s kladnou polaritou (+) ssRNA. Délka genomu tohoto viru cini
6 395 nukleotidll. 3‘ konec neobsahuje poly-A sekvenci. Genom TMV byl osekvenovan jiz
v roce 1982, tedy jako jeden z prvnich v historii (Goelet et al. 1982; Dawson & Lehto 1990).

Genom tobamovirl obsahuje informaci pro vznik 4 protein(. Dva proteiny tvofi RdRp
polymerazu, dalsi tvori pohybovy a plastovy protein (Cann 2011). Plastové proteiny tvori
dutou Sroubovici, kterd ma tvar tuhé tycinky. Délka virové &astice je 300 nm a Sirka je
v priméru 19 nm (Namba et al. 1989).

Proces sbalovani ¢astice mizeme rozdélit do dvou hlavnich ¢asti: iniciace a elongace.
Iniciace enkapsidace je specificky proces. Dochazi pfi ném k rozpoznani sekvence pocatku
sbalovani ¢astic (Origin of assembly sequence - OAS), ktera se nachazi na virové RNA a vidy
obsahuje nukleotidovou sekvenci AAGAAGUCG. Tato sekvence interaguje s vazebnym mistem
v kapsidovém proteinu a nachdzi se v blizkosti 3' konce virové RNA (Turner et al. 1988; Hwang
et al. 1994). OAS sekvence byla osekvenovéna jiz v roce 1977 (Zimmern 1977).

Elongace je jiz nespecificky proces, ktery neni zavisly na sekvenci enkapsidované RNA.
Velikost slozené c¢dstice je zavislda na délce RNA, kterd interaguje s kapsidovymi proteiny a
spole¢né tvofi cely virion. V nékterych pripadech mohou vznikat i pseudoclastice, které
neobsahuji RNA. Takovéto ¢astice nemaji délku zavislou na molekule RNA a jejich délka je

nahodna (Butler 1984; Harrison et al. 1999).
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TMV ma Siroky rozsah hostitelll — bylo popsano vice nez 200 rostlinnych druh( v 11
Celedich, o nichZ je znamo, Ze mohou byt hostitely. Mezi né patfi napriklad lilkovité
(Solanaceae), tykvovité (Cucurbitaceae), pryskyrnikovité (Ranunculaceae) nebo kakostovité
(Geraniaceae). Nejcastéjsimi priznaky jsou mozaika, malformace listd, vyrazné Zloutnuti

(pfedevsim Zilnatiny) a nekrdzy, které jsou Casto na stoncich (Shew & Lucas 1991).
3.9 Synteticka biologie

Na pomezi nékolika védnich oborl (napfiklad vypocetni techniky, bioinZenyrstvi,
molekuldrni biologie a evolucni biologie) vznikd v soucasné dobé novy obor - synteticka
biologie (Haseloff & Ajioka 2009). Jednou z hlavnich vyzev v syntetické biologii rostlin je prenos
slozitéjSich multigennich struktur do rostlinného genomu. K jejich sestavovani slouzi nové
techniky modularniho klonovani — jednotlivé, predem pfipravené ¢asti (moduly), jsou pomoci
predem stanovenych pravidel - konvenci, sestaveny dohromady. Tento postup byl viele pfijat,
protoZe nabizi hned nékolik vyhod. Mezi né patfi napfiklad rychlost, univerzalnost, tj. moznost
sdilet jiz pfipravené a otestované ¢asti mezi laboratofemi pro nové aplikace, kombinatorické
moznosti a nizkd cena (Ellis et al. 2011). Lze ocekavat, Ze tyto postupy prispéji k vyvoji biologie
podobnou mérou, jako méla standardizace prlimyslovych vyrobk( pro primyslovou revoluci
v druhé poloviné 19. stoleti.

Vyhodou Zivych bunék je jejich schopnost se replikovat. S vloZzenou DNA sekvenci je
mozno z bunék vytvofit tovarnu na vyrobu pozadovaného proteinu (Gibson et al. 2008).
| prfes vSechny vyhody, které syntetickd biologie nabizi, se tento obor potykd s mnoZstvim
problému, jako jsou napfriklad regulace, etika, politické a spolecenské otazky souvisejici s timto
oborem. To znamena i pfipadné zneuziti umélych organism( (Haseloff & Ajioka 2009; Huang
et al. 2016).

Jednim ze zplsobld modularniho klonovani je zplisob nazvany Golden Gate (Engler et
al. 2009). Tento systém vyuZiva restrikénich enzym( typu IIS. Ty jsou podobné klasickym
restrikénim enzymUm typu Il (napfiklad EcoRI/EcoRV/Pstl). Nicméné, namisto Stépeni pfimo
v cilové sekvenci, enzymy IIS (napfiklad Bbsl/Bsa/BsmBl) $tépi mimo cilovou sekvenci (viz

Obrazek 2).
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Typ restrikéniho enzymu 11 Typ restrikéniho enzymu IIS
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Obrazek 2: Ukazka rozdilu mezi restrikénimi enzymy typu Il a 1IS. Na levé strané je konkrétné
zobrazen enzym EcoRl, na pravé strané enzym Bbsl. Pfrevzato z webovych stranek Thermo
Fisher Scientific, upraveno.

Kazdy DNA fragment tak ziskdva na koncich pseudonahodné 4 nukleotidové presahy.
Tyto presahy mohou byt v ndsledujicich krocich spojeny pomoci T4 ligdzy. Pokud jsou tyto
presahy standardizovany - napfriklad vSechny promotory maji stejné koncové sekvence a jsou

tudiZ libovolné zaménitelné, hovofime o konvenci (obrazek 3).

A 0 02 03 1 12 13 14 15 16 17 21
TRANSCRIBED REGION 3 NT
(1L TL2] L3 ] TLe
GGAG TGAC TCCC TACT CCAT AATG AGCC TTCG GCAG GCTT GGTA CGCT
B [ 01-02-03-11-12 (PROM+UTR+ATG) ||[ " 1314-1516cos)  ||[ 1721aER) || BASIC
1 1
[ 01:02.03-1112(PROM+UTR+ATG) || [3sP] [ 141516 cos) ||[_1721cer)_ || secreteo
1 1
[ 01-02-03-11-12 (PROM+UTR+ATG) [ 13-1a15cos) | feet]|[ i721qER) ]| creusion
| otoz03t1promsutr) | [120n]||  13-1415-6cos) ||| 4721ER) ]| NrFusion
| |
[ ot020311prOoMsuTR) | [120vn]|[ 13-14-15(cDs) ]|| 17-21(TER) || NT& cTFusion
|
[ 131415-16cos)  ||[1721aEr) || opproma
1
[ 13-1415-16c0s) ||| _17-2100ER) || operoms
I
| o1-02-03-11128(nTERACTIONADAPTOR) ||| 13-14-1516cDs)  ||[17-21ER) ]| PrOT INTERACT
: v : . -
1 1
c |[ orozosnipromeutR) | [ 121300 | [14-150N) [[ecoc]i [ a721ER) ]| nerna
1 1 1
[ 01-02-03-11-c (PROM+UTR+mir173) | | 12-13-14-15-16 (1GOI) [\ 17210ER) ]| tasivna
| | 1 GTAG TCTC _
[ oozosnerowum | [zamers) | [ o |2 ] amiRNA
¥

Obrdazek 3: Ukazka konvence GoldenBraid 2.0. Prehled 4 nukleotidovych pfesahu jednotlivych
Casti a jejich mozné spojeni v GB kazetu. Prevzato z Sarrion-Perdigones et al. (2013).

3.9.1 Metoda GoldenBraid

GoldenBraid (GB) metoda vychazi ze systému GoldenGate. Obé tyto metody vyuZzivaji

k tvorbé genovych konstruktl standardizované, vzajemné zaménitelné Casti — ty se nazyvaji

kazety/GB parts (Engler et al. 2008). Metoda GoldenBraid vyuZivd bindrniho (parového)
pristupu.

Princip Golden Gate vyuZivaji dvé konvence MoClo (Weber et al. 2011) a GoldenBraid

(Sarrion-Perdigones et al. 2011). Obé tyto metody vyuZivaji sestavovani vice fragmentovych
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konstruktl systému Golden Gate a vétSina elementdrnich dilG je vzajemné zaménitelnych i
mezi obéma systémy.

Z pozadovanych DNA fragmentU jsou v pribéhu domestikace (Uprava sekvence dle
pozadodované konvence) nejprve odstranéna vnitini mista restrikénich enzym( BsmBI/ a Bsal.
Na konce jsou pridany presahy s restrikénimi misty a ur¢enymi 4bp konvenénimi presahy. PCR
fragmenty jsou poté v restrikéné-ligacni reakci pomoci enzymu T4 ligazy a resktriktazy BsmBI
vloZzeny do univerzdlniho vstupniho plazmidu pUPD1 nebo pUPD2. pUPD plazmidy se
zaklonovanymi ¢astmi ,,GB parts” jsou nasledné spojovany do vétsich celkli — jednotlivych
transkrip¢nich jednotek a vicegenovych komplex(i. Nejprve se z nékolika domestikovanych
DNA fragmentd sestavi binarni plazmid Urovné alfa s kanamycinovou rezistenci. Tim vznika
Uplnd transkripéni jednotka, ktera obvykle obsahuje promotor, kddujici oblast genu a
terminator (Sarrion-Perdigones et al. 2011). Dva alfa plazmidy se dale sestavuji do plazmidu
urovné omega se spektinomycinovou rezistenci. Ze dvou omega plazmid( Ize opét sestavit
Alfa plazmid vyssi urovné, a tak stdle dokola, maximalni pocet sloZenych transkripénich

jednotek je omezen pouze stabilitou plazmidové DNA.

3.9.1.1 Klonovaci struktura LacZ

Celad konvence obsahuje specialni zaklonovanou strukturu — gen LacZ, ktery koduje
enzym B-galaktosidazu. Tento gen umozniuje modrobilou selekci. Pfidanim substratu X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-galactopyranoside), oddélime plazmidy (burky), které obsahuji
zaklonovany gen, od bunék obsahujicich prazdny plazmid — pokud se vkladany gen spravné
umisti do vektoru, narusi gen LacZ, ktery prestane produkovat enzym B-galaktosidazu. Enyzm
B-galaktosidaza rozklada X-gal za vyniku modré slouceniny. Proto jsou kolonie, u kterych se
gen spravné nevlozil, modre zbarvené (Padmanabhan et al. 2011; Juers et al. 2012).

Pro pozitivni transformanty je tedy pouzZita dvojitd kontrola — antibiotikova rezistence

a modrobila selekce — viz Obrazek 4.
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Obrazek 4: Ukazka modrobilé selekce na plotné s LB médiem a agarosou obsahujicim
kanamycin a X-gal.

3.10 Reportérové geny

Reportérové (téz signalni nebo markerové) geny jsou takové geny, jejichz expresi
(biochemicky produkt) je snadné detekovat (vizualnim projevem) a kvantitavné stanovit. Tudiz
mohou slouZit jako méfitko stupné experese transgenu. Jejich projevem je nejc¢astéji barevna
reakce nebo fluorescence (Bednar 2000). Oblibené je pouziti zejména fluorescencnich
reportérovych gent ve fuzi se studovanym genem. Takové fuzni proteiny dobfe prozrazuji

presnou lokalizaci exprese transgenu (Ondrej & Drobnik 2002).
3.10.1 B-glukuronidaza (GUS)

GUS reportérovy systém je pouzivan jiz od roku 1985. Tento systém funguje diky enzymu
B-glukuronidaze. Tento enzym, pochazejici z bakterie Escherichia coli, Stépi B-glykosidické
vazby mezi kyselinou glukuronovou a necukernou slozkou (aglykolem). Pti inkubaci se
specifickym bezbarvym/nefluorescencnim substratem se pfeméni na barevny/fluorescencni

produkt (Jefferson et al. 1986).
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Aktivitu GUS enzymu lze detekovat fluorescenéné v homogenatu se substratem 4-
metylumbelliferylglukuronidem (MUG), ktery fluoreskuje pouze tehdy, pokud je rozstépen na
B-glukuronid a 4-metylumbelliferon. Dalsi mozZnosti je pouZiti barviva X-gluc (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-glukuronova kyselina), které po rozstépeni ddva modrou krystalickou
nerozpustnou slouceninu a Ize jej pozorovat pfimo v pletivu (Ondrej & Drobnik 2002).

Nejvétsi vyvhodou GUS metody je vysoka citlivost a jeji kvantifikace glukuronidazové
aktivity. PFi histochemickém barveni vSak bohuZel dochdzi k usmrceni bunék (Thomasset et

al. 1996).
3.10.2 Zeleny fluorescencni protein (GFP)

Zelené fluoreskujici protein (GFP - Green fluorescent protein) byl poprvé izolovan jiz v 60.
letech z morské meduzy Aequorea victoria japonskym védcem Osamu Shimomura
(Shimomura 1979). Jako pomocny nastroj v molekularni biologii se ale mohl pouZit aZ po roce
1992 - Douglas Prasher navrhl a prezentoval klonovani nukleotidové sekvence genu pro GFP
(Prasher et al. 1992). O dva roky pozdéji se v laboratofi Martina Chalfie podafilo navodit
expresi GFP v burikach bakterie E. coli (Chalfie et al. 1994). V roce 1995 byl vytvofen mutant
S65T s krystalickou strukturou diky Rogeru Y. Tsienovi a jeho skupiné. Tato mutace dramaticky
zvysila fluorescencni Uroven a jeji stabilitu (Cubitt et al. 1995). V roce 2008 obrdzeli Osamu
Shimomura, Martin Chalfie a Roger Y. Tsien Nobelovu cenu za chemii za objev a vyzkum tohoto
proteinu.

GFP mad schopnost pfeménovat modré nebo ultrafialové svétlo na svétlo zelené. Tento
protein se skldda z 238 aminokyselin (26,9 kDa). GFP ma unikatni sudovity tvar (beta — barrel).
Skladda se z jedenacti B-listl, tvoficich sténu a jedné a-helixové Sroubovice probihajici jeho
stredem (Yang et al. 1996). Wild type GFP (wtGFP) ma dvé absorpcni maxima svétla (395 nm
a vedlejsi 475 nm). Po excitaci svétlem o vinové délce 395 nm emituje svétlo s maximem
509 nm, coz je linie v zelené Casti viditelného spektra (pro lidské oko charakteristicka zelena
barva) (Heim & Tsien 1996; Tsien 1998).

Asi nejvétsi vyhodou vyuziti GFP a jeho derivat(l je jeho moZnost pozorovani primo
v Zivém pletivu (pokud jde o rostliny) po excitaci vhodnym zarenim. Je to neinvazivni
metoda, pfi které nedochazi k poskozeni bunék. Neni potfeba pridani zadného substratu

(jako je tomu u GUS) a jedna se tedy o autokatalyzovanou reakci. Nevyhodou této metody
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mUZe byt ¢asto vysoka autofluorescence rostlinnych pletiv a tim celkové sniZeni presnosti

dosazenych dat (Haseloff & Amos 1995).

3.10.2.1 Zluty fluorescenéni protein (YFP)

Do praxe presli mutanti se zménénou vinovou délkou emitovaného svétla. Vznika rfada
variant fluoreskujicich v jinych barevnych spektrech nez je zeleny kanal. Témi jsou napftiklad
modry fluorescencni protein (BFP — Blue fluorescent protein) nebo Zluty fluorescencni protein
(YFP — Yellow fluorescent protein). Rozdil v barevném spektru je dan hlavné strukturou
sttedového chromoforu. Zluty fluorescenéni protein ma absorpéni maximum 512 nm a emisni
maximum 522 nm (Wachter et al. 1998).

Ukdzka barevného spektra je zobrazena na Obrdazku 5.
3.10.3 Cerveny fluorescenéni protein (DsRed)

V roce 1999 byl publikovan ¢lanek, ktery poprvé zminil ¢erveny fluorescencni protein. Ten
byl izolovan z morskych kordll rodu Discosoma. Tento protein mda absorpcni maximum 558

nm a emisni maximum 583 nm. Tento protein je nyni oznacovan jako DsRed (Matz et al. 1999).

GFP-derived mRFP1-derived Evolved by SHM
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Obrazek 5: Ukazka barevného spektra rtiznych fluorescencnich proteint.
http://chemistry.berea.edu/~biochemistry/2016/cobalamin/
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4 Metodika

4.1 Slozeni pouzitych médii a pufra

4.1.1 Kultivacni a infiltracni média

LB médium — tekuté

1 % pepton, 0,5 % kvasnicny extrakt, 1 % NaCl, rozpusténo v dH;0

LB médium - s agarosou

1 % pepton, 0,5 % kvasnicny extrakt, 1 % NaCl, 1, 6 % agar, rozpusténo v dH,0

MS médium - tekuté

0,44 % Murashige-Skoog s vitaminy, 2 % sacharéza, rozpusténo v dH,0

MS (Murashige-Skoog) médium — s agarosou

0,44 % Murashige-Skoog s vitaminy, 2 % sacharéza, 0,8 % agar, rozpusténo v dH,O

Infiltracni médium

10 mM MES, 10 mM MgCl2, 100 uM acetosyringon, rozpusténo v dH,0

Cim

0, 5 % kyselina 1-naftyloctova, 0, 005 % 6-benzylaminopurin, 0, 01 % karbenicilin, 0, 0025 %
BASTA, 0,8 % agar, rozpusténo v MS médiu

SIM

0, 2 % zeatin ribozid, 0, 02 % kyselina 1-naftyloctova, 0, 02 % kyselina giberelova, 0, 01 %
karbenicilin, 0, 0025 % BASTA, 0,8 % agar, rozpusténo v MS médiu

RIM

0, 01 % karbenicilin, rozpusténo v MS médiu
4.1.2 Pufry

PBS + Tween

137 mM NacCl, 7, 8 mM NazHPO4. 12 H,0, 1, 5 mM KH2POg4, 2, 7 mM KCl, 3, 1 mM NaNs, 0,05
% Tween 20, rozpusténo v dH20, pH 7, 4

RNA extrakcni pufr

800 mM guanidinhydrochlorid, 50 mM Trisaminomethan, 0,5 % Triton X100, 1 % Tween-20,

rozpusténo v dH;0
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RNA promyvaci pufr

10 mM Trisaminomethan, 0, 1 % Tween-20, rozpusténo v dH;0

TBE

89 mM Tris-HCI, 89 mM H3BOs, 2, 5 mM EDTA, rozpusténo v dH,0, pH 8, 0

DNA extrakéni pufr

100 mM Trisaminomethan, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM Beta-merkaptoethanol,
rozpusténo v dH,;0

Fosfatovy pufr pro purifikaci virovych ¢astic

0,5 M NazHPO4, 0, 5 % kyselina askorbova, rozpusténo v dH,0, pH upraveno na 7, 2

4.2 GoldenBraid klonovani

V celé préci byla pouzita klonovaci metoda GoldenBraid, ktera byla navic modifikovédna
o pét novych alfa plazmid( (Dusek et al. 2020). Témi jsou alfa 11, 12, 13, 14 a 13R. Tyto

plazmidy jsou kompatabitlni s pavodni konvenci GoldenBraid.

4.2.1 Domestikace DNA sekvenci metodou GoldenBraid do vstupnich plazmidi pUPD

V pribéhu domestikace musi byt nejprve z cilovych DNA sekvenci odstranéna mista pro
Stépeni BsmBl a Bsal enzymU. Na konce jsou pridany presahy s resktrikénimi misty a patficnymi
4bp konvencnimi presahy. PCR fragmenty jsou poté v restrikéné-ligacni reakci pomoci T4 ligdzy
a resktriktazy BsmBI vlozeny do univerzalniho vstupniho plazmidu pUPD1 nebo pUPD2.
Genové mapy obou plazmid( jsou zobrazeny na Obrazcich 6 a 7. Zakladni rozdily mezi témito
plazmidy jsou shrnuty v Tabulce 3. Oba tyto plazmidy obsahuji gen pro LacZ, ktery ve vhodnych
bunikdch umoznuje modrobilou selekci (Engler et al. 2008; Sarrion-Perdigones et al. 2013).

Obecné slozeni a podminky reakce jsou uvedeny v Tabulkach 1 a 2.
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Slozka reakce Jednotka Objem

PCR fragment s 4 bp pfislusnymi 100 ng od kazdého plazmidu, 80 ng
presahy e PCR fragmentu

Pufr 10x T4 ligdza pl 1

T4 ligaza pl 1

BsmBlI ul 1

ddH20 pl Doplnéno do 10 ul

Tabulka 1: Obecné slozeni pro restrikéné-ligacni reakci.

Faze restrik¢né-ligacni reakce | Teplota (°C) Cas (minuta) Pocet opakovani
Pocatecni faze reakce 37 15 1
37 2
Restri¢né-ligacni reakce 16 5 15-45
Konecna faze reakce 37 15 1
Deaktivace enzymu 80 15 1

Tabulka 2: Obecné podminky restrikcné-ligacni reakce.

Nazev plazmidu pUPD1 pUPD2
Rezistence ampicilin chloramphenicol
5" klonovaci misto CTCG CTCG

3" klonovaci misto CGAG TGAG

Velikost plazmidu 3640 bp 2 690 bp

Tabulka 3: Ukazka rozdilti mezi domestika¢nimi plazmidy pUPD1 a pUPD2.

31




LacPromoter
LacOperator

LacOperator
LacPromoter

Obrazek 6: Ukazka plazmidu pUPD1. Zakladni domestikacni plazmid pro metodu GoldenBraid.
Na obrdzku jsou vyznacena restrikéni mista pro enzym Bsal — v pozici 502 a 1087. Vytvoreno
v Benchlingu.

Lambda-Tern

pUPD2

HisOperon termirator 2690 bp

LacOperator

Obrazek 7: Ukazka plazmidu pUPD2. Zakladni domestikacni plazmid pro metodu GoldenBraid.
Na obrazku jsou vyznacena restrikéni mista pro enzym Bsal — v pozici 0 a 585. Vytvoreno
v Benchlingu.
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4.2.2 Domestikace DNA sekvenci metodou GoldenBraid do binarnich plazmidi pDGB

V nésledujicim kroku byly pro sestaveni vétsich celk(l pouzity vektory pDGB, a to
plvodni destinacni vektory pDGB1al, 2 a pDDGB3Q1, 2 — a nové vytvorené pDGBlall, 12,
13,14 a 13R.

Plazmidy pDGB jsou binarni vektory, obsahujici specidlni klonovaci strukturu, tzv. GB
kazetu. Tyto plazmidy také nesou gen LacZ, ktery byl popsan jiz dfive. GB kazeta, obsazend
v plazmidu, je ohrani¢ena rozpozndvacimi misty restrik¢nich enzymu typu IS (BsmBI a Bsal).
Cisla a pismena Fecké abecedy v ndzvu plazmid@ slouZi k rozpoznani cilového plazmidu dle

pfilehlych pfesahd, vytvorenych IIS enzymy (Sarrion-Perdigones et al. 2011).

pDGBlal, 2, 2R 11, 12, 13, | pDDGB3Q1, 2
Nazev plazmidu

14 a 13R
Rezistence kanamycin spektinomycin
Velikost plazmidu 3195 bp 6 800 bp
Restrikéni enzym pro vloZeni | Bsal BsmBI
Restrikéni enzym pro vyjmuti | BsmBI Bsal

Tabulka 4: Srovnani destinacnich vektori pDGBla a pDDGB3Q.

33




pDGB1a1

3194 bp

Obrdazek 8: Ukazka plazmidu pDGB1al. PGvodni destinacni vektor. Na obrazku jsou vyznacena
mista pro restrikci enzymem BsmBI. Vytvoreno v Benchlingu.

pDGB1ac11 | B [ pDGB1 12

3194 bp I | 3198 bp
[/

Obrazek 9: Ukazka plazmidu pDGBlall a pDGB1lal2 . Nové vytvorené destinacni vektory
rozsifujici plvodni konvenci. Na obrdzku jsou vyznacena mista pro restrikci enzymem BsmBI.
Vytvoreno v Benchlingu.
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4.3 Transformace Escherichia coli pomoci teplotniho Soku a jejich kultivace

Pro klonovani byl pouzity bakterie Escherichia coli kmend DH5a a TOP10. DNA pro
domestikacni reakci byla metodou teplotniho Soku transformovéna do E. coli (Van Die et al.
1983). 5 ul plazmidu bylo smichano s 40 pl kompetentnich bunék. Smés byla ponechdna 30
minut na ledu, zahtata na 42 °C na 2 minuty a poté znovu ddna na led na 2 minuty. Nasledné
bylo ptiddno 600 ul tekutého LB média bez antibiotik a inkubovano za konstantniho trepani
220 otacek/minutu - 30 minut pfi 37 °C (Shaking incubator NB-205, USA). Smés byla sto¢ena
pfi 12 500 g 2 minuty. Nasledné bylo odsano 500 pl supernatantu a peleta resuspendovana ve
zbylém médiu.

100 pl transformacni smési bylo vyseto na misky s pevnym Luria-Bertani (LB) mediem
obsahujicim pfislusné selekéni antibiotikum (100 pg/ml spektinomycinu pro alfa plazmidy, 50
ug/ml kanamycinu pro omega plazmidy, 50 pg/ml chloramfenikolu pro UPD plazmidy) a
inkubovano pti 37 °C pres noc (Heraeus B6 incubator, Némecko). Misky s pevhym LB mediem
obsahovaly i substrat X-gal (5-bromo-4-chloroindol-3-yl B-D-galactopyranoside), ktery sloutZil
k modrobilé selekci. Narostlé bilé kolonie (pozitivni transformanty) byly péstovdny v 5 ml LB
média s prislusnymi antibiotiky za konstantniho michani (250 otacek / min) pfi 37 °C /24 hodin.

Vsechny bakterialni kultury byly z dlivodu vétsi ispésnosti nasazovany v duplikatech.

4.3.1 lzolace plazmidové DNA

Z narostlé 5 ml bakterialni LB kultury mohla byt izolovana plazmidova DNA pomoci kitu
GenelET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), ktery vyuZiva alkalickou lyzu
(Sambrook & Russell 2006). Plazmidovda DNA byla kontrolovdna restrikénim Stépenim a
sekvenovana pfrislusSnymi primery (GATC Biotech, Némecko). Takto vytvorena DNA se skladuje

pfi - 20 °C.
4.4 Kontrolni restrikcni Stépeni plazmidové DNA

Z dlvod( ovéreni spravnosti transformace plazmidové DNA do bakteriadlnich bunék E.
coli je vyuzivana restrikCni analyza. Pro kazdy typ plazmidové kostry byly vybirany rozdilné
restrikéni enzymy. Destinacni vektory jsou navrieny tak, Ze kontrolni restrikéni misto se
konstantné nachazi na plazmidové kostfe mimo usek uréeny pro vkldadanou DNA sekvenci.

Diky tomu je pokaZdé Usek plazmidové kostry konstantni.
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Kostra plazmidu Restrikéni enzymy Velikost plazmidové kostry po stépeni

pUPD1 EcoRI 2997 bp

pUPD2 EcoRl + Pstl 2029 bp

pDGB...al1, 11, 12, 13, 14 EcoRI

pDGB...o2 Hindlll pDGB1 = 2 600 bp
pDGB...a2R EcoRV pDGB2 = 6 220 bp
pDGB...Q1 BamHI pDGB3 = 6 300 bp
pDGB...Q2 EcoRV

Tabulka 5: Ukazka restrikénich enzymu pouzitelnych pro kontrolu Uspésnosti transformace
DNA do bunék E. coli a izolaci plazmidové DNA. Ve vSech reakcich byl pouzit pufr CutSmart
(New England Biolabs, USA).

Kontrolni restrikéni reakce probihala pfi objemu 20 pl, pfi teloté v 37 °C bud’ 3 hodiny,

nebo pres noc. Jeji obecny predpis je v Tabulce 6.

Slozka reakce Objem

Restrikéni enzym 0, 25 ul

Pufr CutSmart 2 ul

Plazmidova DNA 4 pl (cca 200 az 500 ng)
ddH20 13, 25 pl

Tabulka 6: Obecny predpis pro kontrolni restrikéni reakci. Objem celkové reakce je 20 pl.

4.5 Sekvenace plazmidové DNA

Na zakladé restrikéni reakce byly vybrany klony pro DNA sekvenaci. Sekvenaci zajistuje
firma Eurofins Genomics (Némecko). Obecny predpis pro reakéni smés je 5 ul sekvenaéniho
primeru (koncentrace 5 umol) a 5 pl plazmidové DNA (koncentrace 80—-100 ng/ul). Ziskané
Udaje byly vyhodnoceny pomoci programu Vector NTI Advance 11.

Ve vétsiné pripadl jsme pro sekvenaci pouzili obecné primery navrzené dle sekvenacni
kostry destina¢niho vektoru. V ptipadé, Ze byl vloZeny inzert pfilis veliky, byly pouZity jesté

genové specifické primery (viz Tabulka 7).
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Nazev primeru Nukleotidova sekvence Délka primeru (bp)

Insert zaklonovany do pUPD2 plazmidu

pUPD2-F2 CCCGATCAACTCGAGTGCCA 20

pUPD2-R2 GAGGAAGCCTGCATAACG 18

Insert zaklonovany do alpha plazmidu

GB-alfa-F2 GGGCTTCTGGATTTCCGATC 20

GB-alfa-R2 ITTTGCTCACATGAGATCTC 20

Insert zaklonovany do omega plazmidu

Omega-Seq-F GCCGTTCTTCCGAATAGCATCG 22

Omega-Seq-R TACAAATGGACGAACGGATAAA 22

Inzert zaklonovany vedle MAR sekvence

P1-MAR-3 ATTTGGGTAAAATGTGAGAG 20
P1-MAR-5 AAGAGAGTGCGGAAATTATA 20
RB7-MAR-3 AAAGAATGGCAGTTTTCCTT 20
RB7-MAR-5 GGTTCGAATTTGTTTTACTC 20

Inzert zaklonovany vedle DsRed sekvence

DsRed-seq-3 AACCGAGGGACGCCACCA 18

DsRed-seq-5 GTTCCTTCCATGCGAACCTT 20

Inzert zaklonovany vedle GFP sekvence

GFP-seq-3 CATGGTCCTGCTGGAGTTCGT 21

GFP-seq-5 AGCTCGACCAGGATGGGCA 19

Tabulka 7: Pfehled vybranych sekvenacnich primerl uzplsobenych pro metodu GoldenBraid.

4.6 Péstovani rostlin

Teplota v rlistové mistnosti byla béhem experimentu nastavena na 24 °C. V mistnosti bylo
umeélé osvétleni a byla udrzovana denni Sestnactihodinova svételna perioda. Rostliny byly
péstovany pod zarivkami 36 W / 840 G13 MASTER TL-D (Philips, Nizozemsko) a specifickym
LED osvétlenim - 8BEN-120cm-15W-GL-230V-T-G13 (FrontierTechnologies, Ceska republika).
Tyto zafivky byly nainstalovany v poméru 1:1 a intenzita svétla se pohybovala od 90 do 140

umol.s (Janda et al. 2015). Diky témto podminkdm mohly byt rostliny péstovany po cely rok.
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4.6.1 Tabaky

Dvou aZ tfitydenni sazenice Nicotiana benthamiana, Nicotiana rustica, Nicotiana
glutinosa a Nicotiana tabacum byly jednotlivé rozsazovdny do smési zahradniho substratu s
perlitem v poméru 3 : 1. Prvni 2 dny po presazeni byly pfiklopeny miniparenistém. Po dalSich

2 — 3 tydnech byly rostliny pfipravené na inokulaci.
4.6.2 Arabidopsis thaliana

Semena rostlin byla nejprve sterilizovana. Jednotlivé alikvoty (max. 20 mg/zkumavka)
byly promyty 1 ml desinfekéniho roztoku (15 ml SAVO, 35 ml ddH20, 0,01 ml Tween20). Poté
byly tfikrdt promyty ddH;0 a ponechany ve tmé, ve 4 °C po dobu dvou dni. Tim doSlo ke
stratifikaci semen a zvyseni jejich klicivosti. Semena byla husté vysazena do sadbovaci tablety
Jiffy (Jiffy International AS, Norsko) a po 7 — 10 dnech prepikyrovana do jednotlivych kvétnikd.

Po dalSich 2 — 3 tydnech byly rostliny dostatecné odrostlé.
4.6.3 Péstovani rostlin in vitro

Semena rostlin N. benthamiana musela byt nejprve sterilizovana proti vyskytu
mikroorganizm(. Nejdfive je alikvot ponofen do 30% SAVA na 5 minut. Semena jsou poté
dvakrat omyta v destilované vodé a nechdna oschnout. Poté jsou rozmisténa na Petriho misku
a vloZena spolecné s0, 5 | vody v kaddince (zabranuje poskozeni) do mikrovinné trouby.
Sterilizuje se dvéma cykly po 4 minutach. Mezi cykly se vyméni voda za novou a semena se
nechaji vychladnout.

Sterilni semena jsou rozmisténa na Petriho misku obsahujici MS medium s agarézou (viz
Obrdazek 10). Po vzejiti rostlin a dostatecném odrostu (cca 14 dni), byly jednotlivé rostliny
pfeneseny do sterilnich rastovych nadob - magent™ (Merck, Némecko), které obsahuji MS
médium. Magenty™ (Merck, Némecko) byly pfeneseny do rdstové mistnosti s 24 °C a

Sestnactihodinovou denni svételnou periodou. Zde rostly dalsi 2 — 3 tydny.
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Obrazek 10: Vysev in vitro rostlin N. benthamiana. Petriho miska obsahuje MS medium
s agardzou bez antibiotik.

4.7 Transformace Agrobacterium tumefaciens pomoci teplotniho Soku a jeho

kultivace

Buniky A. tumefaciens byly metodou teplotniho Soku (freeze-thaw shock method)
transformovany pfislusnym bindrnim vektrorem (An 1987). Pro klonovani byl pouZity bakterie
kmen( GV3101 a EHA105. 100 ng plazmidu (pfiblizné 2 ul) bylo smichano s 40 ul kompetentich
bunék. Smés byla ponorena do tekutého dusiku na 5 minut, poté vlozena do termobloku
zahratého na 37 °C, do té doby, dokud smés nerozmrzla. Tento krok se zopakoval a po
nasledném roztati se smés vlozila na 5 minut do ledu. Ke smési bylo priddno 500 ul tekutého
LB média bez antibiotik a inkubovano za konstantniho tfepani 220 otacek/minutu — 1 hodinu
pri 28 °C (Shaking incubator NB-205, USA). Smés byla sto¢ena 12 500 g / 2 minuty. Nasledné
bylo odsano 400 pl supernatantu a peleta resuspendovana ve zbylém médiu.

100 ul transformacni smési bylo vyseto na misky s pevnym LB mediem obsahujicim
prislusné selekéni antibiotikum (100 pg/ml spektinomycinu, 50 pg/ml kanamycinu, 50 ug/mi
rifampicinu) a inkubovano pfi 26 °C pfes noc (Heraeus B6 incubator, Némecko). Narostlé

kolonie byly pouzity pro nasledné péstovani.
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4.8 Agroinfiltrace

Agrobakterie byly péstovany v 5 ml LB média s prislusnymi antibiotiky (100 ug/ml
spektinomycinu, 50 pg/ml kanamycinu, 50 pg/ml rifampicinu) za konstantniho tfepani (250
otacek/min) pfi 26 °C 24 hodin. Poté byly bakterie peletovany pomoci centrifugace - 10 minut
pfi 3700 g (Heraeus Biofuge Pico, Némecko) poté resuspendovany v infiltracnim pufru. Opticka
densita (OD 600) byla mérena ptimo v Cirych polystyrénovych kultivacnich zkumavkach (Gama,
Ceskd republika) pomoci denzitometru DEN-1 (Biosan, Loty$sko). PouZitd bakterialni
koncentrace byla OD = 1. Vysledna bakteridlni suspenze byla vpravena do spodni strany listu
pomoci injekéni stfikacky bez jehly (Huang & Mason 2004). Tlak z injekéni stfikacky umozniuje
pranik bakterii do rostlinného pletiva. Pro vétsi efektivitu byly rostliny pred infiltraci oroseny

vodou, aby doslo k otevieni pridduchi na spodni strané listU.

4.9 Méreni a zobrazovani fluorescence

Jak bylo jiz dfive receno, GFP (WtGFP) ma dvé absorpcni maxima (395 nm a vedlejsi 475
nm) a emisni maximum 509 nm. DsRed ma absorp¢ni maximum 558 nm a emisni maximum

583 nm.
4.9.1 Fotografie

Celé rostliny byly zobrazeny pomoci digitalniho fotoaparatu Olympus E-PL3 s objektivem
Zeiss Pancolar (50 / 1,8). GFP byl vizualizovan pomoci samostatné sestavenych UV LED svitidel
(pFiblizné 400 nm) a LEE 124 DarkGreen filtru. Podobné byla vizualizovéna fluorescence DsRed
pomoci zelenych LED svitidel (pfiblizné 530 nm) a filtru LEE 019 (oba filtry Thomann,

Némecko).
4.9.2 Fluorescencni mikroskopie

Pro fluorescenéni mikroskopii byl pouZit pfistroj Leica CTR 5000 s filtrovymi
kombinacemi GFP, FluoA, N2.1 a I3 (Leica Microsystems, Némecko). Diky témto filtriim byla

mozna vizualizace markerovych proteini GFP, YFP a DsRed na bunéc¢né urovni.
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4.9.3 Meéreni fluorescence

Fluorescence listovych extraktl obsahujicich exprimované proteiny GFP a DsRed byla
méfena na pfistroji Tecan-F200 (Tecan, Rakousko) pomoci sady filtrd GFP (485/20 nm
excitace; 535/25 nm emise) a sady filtrll DsRed (535/25 nm excitace; 586/20 nm emise).

Pro kazdy vzorek byly odebrany 5 dni po inokulaci (Day post inoculation — DPI, pokud neni
uvedeno jinak) tfi listové disky vykrojené z naockovanych &asti listd (35 mg), a byly zmrazeny
v tekutém dusiku. Takto zmrazené pletivo bylo homogenizovano ve zkumavkachs 1 g 1,3 mm
kulicek z oxidu kifemicitého ve 300 ul PBS + T pomoci FastPrep-24 (MP Biomedicals, USA).
Vzorky byly poté normalizovany na celkovou koncentraci proteinu 1 mg/ml s pouZitim

soupravy Pierce ™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.10 Sekundarni inokulace rostlin virovymi vektory

Jako zdroj virovych ¢&astic slouZzi infiltrované listy s prisluSnymi bakteriemi. T¥i listové
disky vybrané z naockovanych ¢asti listl (35 mg), byly odebrany pro kazdy vzorek, 5 dni po
inokulaci a byly zmrazeny v tekutém dusiku. Takto zmrazené pletivo bylo homogenizovano ve
zkumavkach s 1 g 1,3 mm kuli¢ek z oxidu kfemicitého ve 300 pl PBS + T pomoci FastPrep-24
(MP Biomedicals, USA). Poté byly zbytky rostlinnych pletiv sedimentovdany pomoci
centrifugace - 5 minut pti 13 000 g. Supernatant byl pouZit jako nasledné virové inokulum.

Listy N. benthamiana byly lehce popraseny karborundem, na kazdy list bylo pfidano 20
ul prislusného inokula, a to bylo jemné rozetfeno po listu prstem v jednordzové nitrilové

rukavici.

4.11 Extrakce rostlinné DNA

Postup je zaloZen podle Dellaporta et al. (1983) s nékolika Upravami. T¥i listové disky (35
mg) byly zmrazeny v tekutém dusiku. Takto zmraZené pletivo bylo homogenizovédno ve
zkumavkach s 1 g 1,3 mm kulicek z oxidu kfemicitého. Poté bylo pridano 400 pl DNA
extrakéniho pufru a znovu homogenizovdno. Ze smési bylo odebrdno 350 pl do nové
mikrozkumavky a smichano s 10 % SDS a zahtato na 65 °C/10 minut. Nasledné se pfida 125 pl

5 M octanu draselného a vzorek se da na 15 minut do ledu.
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Vzorek se stoci 12 500 g/10 minut, supernatant se odebere do nové mikrozkumavky a
pfida se 250 ul isopropanolu. Mikrozkumavka se umisti do mrazaku (- 20 °C) na 15 minut, stoci
se 12 500 g/10 minut a odebere se supernatant. Usazena peleta se promyje v 250 pl 70%
ethanolu, stodi se 12 500 g/5 minut. Veskery ethanol se odebere a peleta se necha pfiblizné
10 minut vyschnout (nutno kontrolovat, aby nedoslo k preschnuti). Nakonec se prida 100 pl

ddH;0 a vzorek se inkubuje 10 min/65 °C. Tim dojde k rozpusténi DNA.

4.12 Extrakce virové RNA pomoci filtracniho papiru

Extrakce virové RNA byla zaloZzena na ¢lanku Zou et al. 2017 s jistymi modifikacemi.
Namisto papirovych diski nebo prouzk( byly pouzivany malé papirové obdélniky (filtracni
papir) 6x4 mm srolované ve 200 ul Spickach. Dilezité je spravné vlozeni filtra¢niho papiru do

Spicky, aby tekutina pfi odbéru vzorku nevytvarela bubliny (viz Obrazek 11).

Spravné

Obrazek 11: Ukazka spicek s viozenym filtracnim papirem pro odbér DNA/RNA. V horni ¢asti
je filtraéni papir spravné srolovan a vzorek nevytvari pti odbéru bubliny. Ve spodni ¢asti nebyl
filtracni papir spravné srolovan a a pfi odbéru dochdzi ke tvorbé bublin.

Tri listové disky odebrané z naockovanych ¢asti listi (35 mg), byly odebrany pro kazdy
vzorek 5 DPI a byly zmrazeny v tekutém dusiku. Takto zmrazené pletivo bylo homogenizovano
ve zkumavkach s 1 g 1,3 mm kulicek z oxidu kifemicitého ve 250 ul RNA extrakéniho pufru
pomoci FastPrep-24 (MP Biomedicals, USA).

Pfipraveny extrakt byl pres filtracni papir tfikrat nasat pipetou do Spicky. Tim doslo

k pfichyceni VLP k filtraénimu papiru. Nasledné byl filtraéni papir tfikrat proplachnut RNA
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promyvacim pufrem od nedistot. Nakonec je pres filtracni papir tfikrat nasata reakéni smés

pro RT-PCR (Moravec, nepublikovano).

4.13 Reverzni transkripce

Pouzité VLP jsou odvozené od TMV, coi je virus obsahujici +ssRNA. Reverzni
transkripce je reakce, béhem které dochazi k prepisu RNA do molekuly cDNA. Katalyzatorem
reakce je reverzni transkriptaza (pouzita M-MLV Reversni transkriptasa RNase H minus
(Promega, USA)). Produktem reverzni transkripce je hybrid RNA/DNA, ktery je nasledné mozny
amplifikovat pomoci PCR reakce.

V prvnim kroku byla reakéni smés 3krat nasata pres filtracni papir. Tim doslo k uvolnéni
VLP do reakéni smési. Smés obsahovala:

10 pl  M-MLV PUFR 5x (Promega, USA)

2ul dNTP (10 mM) (Thermo Scientific, USA)
2ul PrimerF

2ul PrimerR

31,5 pl ddH20

Poté byla smés na 10 minut zahfata na 70 °C. Diky tomu doslo k poruseni virovych
Castic a uvolnéni RNA do smési (Thomson & Dietzgen 1995). V dalSim kroku bylo po
vychladnuti do rekace pridano:

0,5 ul RNAsin/ RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul) (Thermo Scientific, USA)
2yl M-MLV reverzni transkriptdza RNase H minus (Promega, USA).

Finalni objem reakce byl 50 ul. Vzorky byly inkubovany 60 minut pfi 42 °CA poté jesté
5 minut pfi 70 °C z dlvodu inaktivace enzymu reverzni transkriptazy. Vzniklé produkty byly

pozity v ndsledné PCR.
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4.14 PCR (Polymerazova retézova reakce)

Obecny predpis pro PCR reakci pouzivanou pro amplifikaci DNA fragmentd je uveden

v Tabulce 8. Pokud neni uvedeno jinak, tak teploty a ¢asy pouZité v reakci jsou v Tabulce 9.

Slozka reakce Objem Finalni koncentrace
Pufr 10x 2,5ul

dNTP 0,75 ul 300 uM

Primer F 0,75 ul 300 uM

Primer R 0,75 ul 300 uM

Taq polymeraza 0, 25 ul 1 U na reakci
Templat 1l

ddH20 19 ul

Tabulka 8: Obecné sloZzeni smési pro Polymerazovou retézovou reakci.

Faze PCR Teplota (°C) Cas (sekundy) Pocet opakovani
Pocatecni denaturace 94 180 1

Denaturace 94 30

Annealing 55 30 30

Elongace 72 35

Deaktivace enzymu 72 600 1

Tabulka 9: Obecné podminky pro Polymerazovou retézovou reakci.

4.15 Horizontalni agarézova gelova elektroforéza

Pro potreby rozdéleni jednotlivych DNA fragmentl podle jejich velikosti byl v této praci
pouzit 1% agardzovy gel. Elektroforéza vyuziva rozdilnou pohyblivost jednotlivych fragment(
danou pravé jejich rlznou velikosti. Nukleova kyselina nese diky zdporné nabitym fosfatiim
zaporny naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje od zaporného pélu (katody) ke
kladnému (anodé).

K 100 ml TBE pufru byl pfidan 1 gram agardzy (Cambrex, USA) a tato smés byla po dobu
cca 5 minut zahfivana v mikrovinné troubé, dokud nedoslo k Uplnému rozpusténi agardzy.
Poté bylo do roztoku pridano vazebné barvivo Midori Green Advance (Elisabeth Pharmacon,
Ceska republika) o objemu 4 pl a pfipraveny roztok byl nalit do aparatury pro ptipravu geld
(BIO-RAD, USA). Po zatuhnuti byl gel pfenesen do elektroforetické vany (BIO-RAD, USA). Do
jamek byly naneseny vzorky z PCR reakce o objemu 10 pul na jamku. Jako molekulovy marker

byl pouzit GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA).

44



Celd reakce probihala v 1xTBE elektroforetickém pufru, pfi konstantnim napéti 100 V
40 minut. Gel byl zobrazen a vyfotografovan v pfistroji ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-

RAD, USA).

4.16 Purifikace VLP

Inokulované listy byly zvazeny (pfiblizné 40 g) a zmrazeny pomoci tekutého dusiku v tieci
misce, kde byly ndsledné homogenizovany. Po dlikladném nadrceni rostlinného materialu byl
pridan 1,3 nasobek fosfatového pufru. Vysledna smés byla prefiltrovdna pres platno do 50 ml
zkumavek a centrifugovana 30 minut/ 4 100 g/4 °C (Heraeus Multifuge 3S-R, Némecko).
Supernatant byl odebran do nové nadoby a byl k nému pridan NaCl (tak, aby vyslednd
koncentrace byla 3 %) a PEG 6000 (tak, aby vyslednd koncentrace byla byla 5 %). Smés byla
michana pres noc pfi 4 °C. Vzorky byly preneseny do 50 ml zkumavek a centrifugovany 20
minut/ 4 800 g/4 °C (Heraeus Multifuge 3S-R, Némecko). Vysledny supernantant byl odstranén
a peleta byla resuspendovana v % puvodniho objemu 50 x zfedénym fosfatovym pufrem.
Vzorky byly opét preneseny do 50 ml zkumavek a centrifugovany 15 minut/ 4 100 g/4 °C
(Heraeus Multifuge 3S-R, Némecko). Supernatant byl prenesen do ultracentrifugacnich kyvet
v objemu 20 ml na sacharosovy polstar (20% sachardza v 50x ziedéném fosfatovém pufru) a
kyvety byly nasledné co nejpresnéji vyvazeny. Takto vyvaziené kyvety byly odstfedény na
ultracentrifuze (Beckman L7-55, rotor Ti50.2, USA) — 3 hodiny/ 27000 g/ 4 °C. Po
ultracentrifugaci byl z kyvety odstranén supernatant a vznikld gelova peleta byla opatrné
omyta od zbylych zelenych necistot 50x ziedénym fosfatovym pufrem. V tomtéz pufru (1 ml)

byla rozpusténa.
4.17 Transmisni elektronova mikroskopie

Dalsi metodou pro detekci TMV VLP je elektronova mikroskopie. Niklova
elektronmikroskopicka sitka, ktera ma velikost ok (mesh) 300, potazena formvarovou vrstvou
(Edge Scientific, Kanada) byla poloZena matnou stranou na kapku 10 pl VLP purifikatu a
inkubovana po dobu 15 minut v pokojové teploté. Nasledné byla 2x promyta na kapce vody
(20 ul a 10 pl). Sitky byly poté negativné kontrastovany na 20 pl kapce 2% molybdenanu
amonného s 1% trehaldzou (pH 6,4) po dobu 3 min pfi pokojové teploté. Poté se nechaly pres

noc vyschnout.
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Snimky byly pofizeny na transmisnim elektronovém mikroskopu Morgagni 268D (FEl,

Ceska republika) se zabudovanou digitalni kamerou.

4.18 Stabilni transformace rostlin

4.18.1 Transformace rostlin N. benthamiana

Tento protokol je vypracovan podle predlohy (Clemente 2006), s jistymi Upravami, které
jsou uvedeny nize.

Bakterie A. tumefaciens byly péstovany v 5 ml LB média s prislusnymi antibiotiky (100
ug/ml spektinomycinu, 50 pg/ml kanamycinu, 50 pg/ml rifampicinu) za konstantniho tfepani
(250 otacek/min) pfi 26 °C 24 hodin. Poté bylo odebrano 400 pl narostlé bakteridlni suspenze
a sedimentovano pri 10 000 g 2 minuty. Peleta byla dvakrat promyta 2 ml MS média. Nakonec
byla rozpusténa v 700 pl téhoZz média a ponechana v ledu. Na transformaci byly pouzity listy
zrostlin N. benthamiana péstovanych in vitro (mésic — mésic a pual starych). Listy byly
rozfezany na Ctverecky o velikosti 0,5 x 0,5 cm. Roziezané listy byly kladeny do Petriho misky
s 10 ml MS média, pokazdé spodni stranou listu nahoru. Po pokryti hladiny listovymi ¢tverecky
bylo pridano 25 ul prislusné bakteridlni suspenze a opatrné promichano pipetou. Petriho
misky byly poté uloZeny na dva dny do tmy pfi 26 °C.

Po dvou dnech bylo médium odsato, listové disky osuseny na sterilnim filtraénim papiru
a preneseny na Petriho misky s obsahujici pokrajené CIM (callus-inducing medium). Misky byly
oblepeny prodysnou paskou a preneseny do osvétlené rastové komory s Sestnacti
hodinovym dennim rezimem a 24 °C. Po dalSim tydnu byly listové disky preneseny na Petriho
misky, které obsahovaly SIM (shoot-inducing medium). Misky byly opét oblepeny prodysnou
paskou a preneseny zpét do rlstové komory. Tento postup je nutné opakovat kazdy tyden
s Cerstvym SIM, do té doby, neZ se objevi prvni rasici stonky na kalusech (viz Obrazek 12).

Stonky, které jsou minimalné jeden centimetr dlouhé, jsou odtiznuty a prfeneseny do
magenty™ (Merck, Némecko) s médiem RIM (root-inducing medium). V ristové komore se
pak magenty™ (Merck, Némecko) nechaji aZ do chvile, neZ se vytvofi dostateény kofenovy
systém. Pak lze rostliny ptresadit do sadbovaci tablety Jiffy (Jiffy Products International AS,

Norsko). Do CIM a SIM se pfida prislusna selekéni chemikalie.
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Obrazek 12: Ukazka kalusti péstovanych vin vitro podminkach. Kalusy jsou péstované
v Petriho misce na SIM. Fotka byla pofizena po patém pasazovani na SIM. Cervenym kruhem
je oznaceny rasici vyhon.

4.18.2 Transformace rostlin A. thaliana

Protokol byl délan dle (Logemann et al. 2006) s drobnymi Gpravami. Optimalni rostliny
maji velké mnoiZstvi shluk(i nerozvitych kvétl. Toho Ize docilit zastfizenim vyhonu rostliny
v rané fazi (5. — 6. tyden po zastfizeni je nejlepsi ¢as na inokulaci).

Bakterie A. tumefaciens byly péstovany v 30 ml LB média s prislusSnymi antibiotiky (100
ug/ml spektinomycinu, 50 ug/ml kanamycinu, 50 pug/ml rifampicinu) za konstantniho tfepani
(250 otacek/min) pfi 26 °C 24 hodin. Takto narostla bakteridlni suspenze byla pfidana do 400
ml 5% sachardzového roztoku s 0,03 % Silwetu L77. Celd rostlina se ponotila na 10 sekund do
této smési. Rostliny jsou nasledné vloZeny na 16 hodin do navlhéenych minipafenist na
zastinéné misto. Poté se vyndaji a nechaji se za normalnich podminek rlist. Po jednom tydnu
je nutné proces zopakovat.

Rostliny se nechaji odrlst a dozrat. Semena se sklidi, vysusi, stratifikuji a vyseji na zahradni
substrat s perlitem. Pro selekci transformant( se zvoli pfislusné antibiotikum nebo herbicid

(viz Obrdazek 13).
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Obrazek 13: Vybér transformantt rostlin A. thaliana. Na rostliny byl pouzit selektivni herbicid
BASTA 14 dni po vysevu.

4.19 Aktivace inducibilnich promotort

V praci byly pouzity dva inducibilni promotory LexA a 5xM. Chemickym aktivatorem
promotoru LexA je estradiol, promotoru 5xM methoxyfenozid, ktery se nachazi, jako G¢inna
latka, v insekticidu Integro (Dow AgroSciences, Velkd Britanie). Do 5 ml bakteridlni suspenze
rozpusténé v infiltraénim pufru bylo pfidano 0,5 ul Integra/5 pl estradiolu (30 mM) tésné pred

infiltraci.
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5 Vysledky
5.1 Rozsireni konvence GoldenBraid o nové alfa plazmidy

Pro rozsiteni moznosti systému GoldenBraid byl stavajici plazmid a1l nahrazen 4 novymi
plazmidy pojmenovanymi all, al2, al3 a al4. Plazmid al3 byl navic navrien i v reverzni
orientaci. Ctyfbazovy pfesah generovany béhem reakce BsmBI na 5  konci u plazmidu al je
totoiny s presahem all. Podobné je presah na 3° konci u plazmidu al totoiny s
presahem al4. Nové navrzené konce plazmidl jsou zobrazeny v Tabulce 10. AZ na tyto nové
navrzené 4 bazové presahy jsou vektory identické s rodi¢ovskym plazmidem pDGB1al. Proto
jsou plazmidy a2 a vSechny Q plazmidy kompatibilni s nové navrienym systémem a nasledné

reakce nejsou nijak omezeny.

Plvodni destinacni vektory 5" klonovaci misto 3" klonovaci misto
al GGAG GTCA
a2 GTCA CGCT
Nové vytvorené destinacni vektory 5° klonovaci misto 3’ klonovaci misto
all GGAG CCAT
al2 CCAT GCTT
al3 GCTT GGTA
ald GGTA GTCA
a2 GTCA CGCT

Tabulka 10: Prehled klonovacich mist po restrikci enzymem BsmBI. Podtrzitko zobrazuje
rozdéleni plazmidu al do 4 novych plazmid(. Pfevzato z Dusek et al. 2020, upraveno.

5.2 Prizplisobeni BeYDV vektorl pro konvenci Golden Braid

Po domestikacni reakci a jejim ovéreni sekvenaci byl LIR1 zaklonovan do vektor( alfa 11,
12 a 13. Genomova Cast LIR2-Rep/RepA-SIR byla vloZzena do vektoru pDB1 alfa 2R, ktery
umoziuje sestaveni této ¢asti v opacné orientaci (antisense orientation). Vysledny klon neni
zcela totozny se sekvenci wtBeYDV. Do genomu musely byt zavedeny mutace pro odstranéni

mist Bsal a BsmBI a na hranicich jednotlivych kazet jsou 4-8 nt inzerce.
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all al2 al3 old a2R

R ]
pGB-R-DsRed-GFP E=P 19— Lir1 | [SIR NReplRepAY LIR2 |
PGB-R-GFP-DsRed =P 19— Lrri | [SIR NRep/RepA LIR2 |

pGB-RDsRed  [RDZMAR] [ Linker ][ Lir1 | (NI [SIR NReplfephy LIR2 |
PGB-R-GFP [RB7-MAR] [ Linker |[ Lr1 | NI [SIR NReplfep LIR2 |
all al2 al3 ol4d o?

pGB-E-GFP-DsRed PI-MAR |EE="P 19—

Obrazek 14: Schématické znazornéni pouzitych konstruktl. pGB - plazmidy GoldenBraid; R-
replikujici se konstrukt; E — nereplikujici se vektory odvozené od pEAQ; DsRed/GFP -
fluorescencni reportérové geny pod promotorem 35S a Nos terminatorem s5°/3' UTRs
odvozenymi od CPMV; MAR Rb7/P1 - matrix attachment regions; Linker - vypliiovy fragment,
ktery je dlouhy 35bp; P 19 — potlacovatel silencingu odvozeny od viru kefi¢kovitosti rajcete.

5.3 Transientni exprese pomoci replikujicich se a nereplikujicich se vektort

Soucasna exprese dvou nebo vice gen( je dllezitd pro produkci multimernich proteing,
jako jsou napriklad protilatky (téZky a lehky retézec). Proto jsme hledali optimalni strategii pro
soucasnou expresi dvou fluorescencnich reportérovych gent. Vektory pEAQ jsou zaloZené na
vysoce translatovatelnych 5°/3” UTR (Untranslated region) pochdzejicich z viru mozaiky vigny
(cowpea mosaic virus, CPMV). Vektory pEAQ byly Uspésné pouzity k expresi protilatek
v rostlinach (Sainsbury & Lomonossoff 2008; Sainsbury et al. 2009), stéjné tak byly Uspésné
pouzity i geminivirové replikujici se vektory (Hefferon & Fan 2004; Regnard et al. 2010).

Vysledkem byla silnéjsi exprese prvni transkripéni jednotky (asi 2-3krat) v replikujicich
se i nereplikujicich se konstruktech. Pro prostou celkovou koexpresi dvou proteind se zda byt
nejlepsi kombinace dvou nezavislych nereplikujicich se plazmidd, tedy smés dvou kmenu
agrobakterii, smichanych tésné pred infiltraci (Obrdzek 15). Zaroven je z Obrazku 16 patrné,
Ze toto reSeni vede k nevyrovnané expresi GFP a DsRed v jednotlivych burikdch, cozZ je pro

expresi vicejednotkovych protein(i nevyhodné.
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Obrazek 15: Koexprese dvou fluorescencnich reportérovych gend. Listy N. benthamiana byly
infiltrovany replikujicimi a nereplikujicimi se konstrukty exprimujicimi fluorescen¢ni markery
GFP a DsRed, které byly bud' pfitomny na jednom plazmidu v jednom kmeni agrobakterii EHA
105, nebo na dvou spolecné infiltrovanych plazmidech (2 kmenech agrobakterii). Relativni
exprese fluorescencnich reportéri byla mérena 5 dni po infiltraci. Fluorescence ziskana z
reportérového nereplikujiciho se vektoru byla stanovena jako 1,0 (pGB-R-GFP a pGB-R-DsRed).
A - SloZeny obraz; B - Viditelné svétlo; C - GFP kanal; D — DsRed kanal

1 - pGB-E-GFP-DsRed; 2 - pGB-E-DsRed-GFP; 3 - pGB-R-GFP-DsRed; 4 - pGB-R-DsRed-GFP

E - Grafické znazornéni koexprese GFP a DsRed. Data byla méfena na pfistroji Tecan-F200
(Tecan, Rakousko). Jednd se o relativni hodnoty, takZe byly normalizovény na jeden kazetovy
konstrukt pGB-R-GFP, respektive pGB-R-DsRed. Statisticky vyznamné rozdily pfi p = 0,05 jsou
oznaceny rlznymi pismeny. Pfevzato a upraveno z Dusek et al. 2020.
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Kombinace GFP a DsRed kanal( DsRed kanal GFP kanal

pGB-R-GFP
+
pGB-R-DsRed

pPGB-R-
DsRed-GFP

pGB-R-
GFP-DsRed

Obrazek 16: Kombinovany mikroskopicky snimek ukazujici fluorescenci replikujicich se
konstruktli 5 DPI. Kombinované obrazky z ¢erveného i zeleného kanalu jsou v levém sloupci,
kandl DsRed uprostfed a kanal GFP vpravo. Horni fadek ukazuje signal ze dvou nezavislych
agrobakterii (plazmid(l), stfedni a dolni fadek jsou replikacni konstrukty se 2 trankripcnimi
jednotkami. (pGB-R-DsRed-GFP a pGB-R-GFP-DsRed). Pfevzato a upraveno z Dusek et al. 2020.

5.3.1 Nekrdzy na listech N. benthamiana

Jiz dfive byly prokazany nekrézy vyvolané replikaci BeYDV v listech N. benthamiana.
Tyto pfiznaky mohou byt zredukovany pouZitim rdznych kmenU agrobakterii (Diamos et al.
2016) nebo vloZzenim MAR za expresni kazetu.

Proto jsme se pokusili vyzkouSet dva rozdilné kmeny A. tumefaciens - GV3103 a
EHA105. Ani jeden z téchto kmenl nemél vyrazny vliv na tvorbu nekrdz. Pouze relativné mirny
ucinek byl pozorovan pti pouziti RB-7 MAR. Jiné MARy (TM2 a TM6 odvozené od tabaku a P1
odvozeny od sdji) nevykazovaly zadny ucinek.

Dalsi moZnost, kterd by mohla snizit tvorbu nekréz, je naredéni suspenze A.
tumefaciens poutité pro inokulaci. Testovali jsme dvojndsobné fedici fady pocinaje ODeoo =
0,25 az OD600 = 0,015. Listy infiltrované nereplikujicim se vektorem nevykazovaly Zadné

znamky nekrdzy ani pfi nejvyssi koncentraci agrobakterii (ODesoo = 0,25). Mohli jsme ale
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pozorovat postupné snizovani intenzity fluorescence odpovidajici sniZujici se hustoté
agrobakterii. Na druhé strané vsechny pouzité koncentrace replikujicich se konstrukt(l, s

vyjimkou téch nejvice zfedénych, vykazovaly nekrézy jiz 4. DPI (Obrazek 17).

Obrazek 17: Nekrdzy na listech N. benthamiana — replikujici se a nereplikujici se vektory: A
- Viditelné svétlo, pGB-E-DsRed-GFP; B - kandl DsRed, pGB-E-DsRed-GFP; C - Viditelné svétlo,
pGB-R-DsRed-GFP; D — kandl DsRed, pGB-R-DsRed-GFP

Listy byly infiltrovany pomoci A. tumefaciens EHA 105 nesouci pfislusny plazmid.
Hustoty suspenze byly nasledujici: 1 - 0,015; 2 - 0,0312; 3 - 0,0625; 4 - 0,125; 5 - 0,25.
Fotografie byly pofizeny 12 DPI. Pfevzato a upraveno z Dusek et al. 2020.

5.4 Systém tvorby TMV VLP

V tomto experimentu jsme se pokusili docilit tvorby TMV VLP pomoci soucasné infekce
rostlinnych bunék dvéma virovymi vektory odvozenymi od BeYDV, z nichZ jeden vyvoldva
expresi TMV-GUS-OAS a TMV-DsRed-0AS. Dalsi vektor vyvola expresi TMV CP a reportérového
genu YFP.
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Ve viech inokulacich byl pouzit vektor pGB-TMV-GUS-OAS (respektive pGB-TMV-DsRed-
OAS). Ten obsahuje 5" UTR (také zvany TMV omega enhancer) a 3" UTR pochdzejici z viru TMV.
V 3’ ¢asti je navic nukleotidova sekvence OAS, spole¢né s markerovym genem GUS/DsRed.

Geminivirova sloZka (¢asti pochazejici z viru BeYDV) obsahuje Lirl, Sir a Lir2. Konstrukty
slozené z téchto dvou slozek byly pojmenovény pGB-G-TMV-GUS-OAS a pGB-G-TMV-DsRed-
OAS podle toho, jaky byl pouzZit reportérovy gen. Aby se mohly vytvofit TMV VLP, je nutné
dodat i TMV CP. Ten byl dodan konstruktem pGB-E-TMV-CP-YFP, obsahujici navic Zluty
fluorescenéni protein jako reportérovy gen. Jako kontrola byl navrzen konstrukt pGB-E-PVX-
CP-YFP, ktery je totozny s konstruktem pGB-E-TMV-CP-YFP, pouze misto obalového proteinu

TMV obsahuje obalovy protein PVX (vSechny tyto konstrukty viz Obrazek 18).

all al2 al3 ald a2R

i —
PGB-G-TMV-GUS-0As [Rb7-MAR][ Lir1 | [fVVIGDSIoAY [Rb7-MAR] [SIR [T G5 [T LIR2 |
PGB-G-TMV-DsRed-0AS[Rb7-MAR| [ Lir1 | iraaay [Rb7-MAR] [SIR T GUs I LIR2 |

all al2 al3 old a2

pGB-E-TMV-cP-YFP  [RB7-MAR] [ Linker | [EMV-CP |[ YFP | EE=—=P 19—
pGB-E-PVX-CPYFP  [RBZ-MAR] [ Linker |[LPVX-CP |[ YFP_ |EE=—=P19—

Obrazek 18: Schématické znazornéni pouzitych konstruktl pro tvorbu VLP. pGB - plazmidy
GoldenBraid; G - obsahuje GUS misto; E - nereplikujici se vektory odvozené od pEAQ;
DsRed/YFP - fluorescencni reportérové geny pod promotorem 35S a Nos terminatorem s 5°/3'
UTRs odvozenymi od CPMV; MAR Rb7 - matrix attachment region; Linker - vyplfovy fragment,
ktery je dlouhy 35bp; P 19 — supresor silencingu odvozeny od viru kefickovitosti rajcete;
TMV/PVX - CP — geny pro tvorbu obalového proteinu pod promotorem 35S a Nos
terminatorem s 5°/3' UTRs odvozenymi od CPMV.

5.4.1 Tvorba TMV VLP

Byly zvoleny 4 rGzné kombinace agrobakterii, kterymi byly infikovany rostliny N.
benthamiana. Ve vSech moZnostech byl pritomny konstrukt pGB-G-TMV-GUS-OAS. V prvni
kombinaci byl k pGB-G-TMV-GUS-OAS pfidan supresor silencingu P 19, jednalo se tedy o smés
2 agrobakterii. V druhé moznosti byly rostliny inokulovdny pGB-G-TMV-GUS-OAS a pGB-E-
TMV-CP-YFP. Ve zbylych mozZnostech byly pridany replikacni a replikaéni asociacni proteiny
(Rep/RepA odvozena od BeYDV), které mély zvysit produkci markerového proteinu. Navic byly

pridany obalové proteiny na samostatnych plazmidech: pGB-E-TMV-CP-YFP, nebo pGB-E-PVX-
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CP-YFP (Graf 1). Pokud dojde ke koinfiltrtaci pGB-G-TMV-GUS-OAS a pGB-E-TMV-CP-YFP,
dojde k tvorbé TMV VLP.

Stejny postup i kombinace je v Grafu 2, pouze zde byl zvolen jiny markerovy gen —

DsRed misto GUS. Hodnoty byly méreny 5 DPI.

Aktivita GUS v agroinfiltrovanych listech
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Graf 1: Stanoveni GUS aktivity v infiltrovanych listech: AZ na kontrolu (Zdrava rostlina) byl ve
véech kombinacich pfitomny pGB-G-TMV-GUS-OAS v kombinaci s: A — PVX obalovym
proteinem a Rep/RepA; B - TMV obalovym proteinem a Rep/RepA; C — samostatny pGB-G-
TMV-GUS-OAS; D — TMV obalovym proteinem. Jednalo se tedy o koinfiltraci vice agrobakterii.
Méreno 5 DPI v rostlindch N. benthamiana.

Produkce DsRed v agroinfiltrovanych listech

Relativni produkce Dsred
=
ok, ULINUTW

Graf 2: Stanoveni DsRed v infiltrovanych listech: AZ na kontrolu (Zdrava rostlina) byl ve viech
kombinacich pfitomny pGB-G-TMV-DsRed-OAS a: A - PVX obalovy protein a Rep/RepA; B -
TMV obalovy protein a Rep/RepA; C - samostatny pGB-G-TMV-DsRed-OAS (bez Rep/RepA); D
- pfiddn pouze TMV obalovy protein (bez Rep/RepA). Fluorescence namérena v listech
infikovanych vektorem pGB-G-TMV-DsRed-OAS byla poZita jako 1,0. Jednalo se tedy o
koinfiltraci vice agrobakterii. Méfeno 5 DPI v rostlinach N. benthamiana.
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Obréazek 19: Vliv pfitomnosti Rep/RepA na tvorbu markerového proteinu u vektoru pGB-G-
TMV-GUS-OAS v rostlinach N. benthamiana. Az na kontrolu (D) byl ve vSech kombinacich
pritomny pGB-G-TMV-GUS-OAS a Rep/RepA. A — TMV obalovy protein se Zlutym
fluorescenénim proteinem; B - PVX obalovy protein se Zlutym fluorescenénim proteinem; C —
samostatny pGB-G-TMV-DsRed-OAS; D — zdrava rostlina. Fotografie byla pofizena 5 DPI,
zobrazené méfitko 1 mm.
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Obrazek 20: Vliv pfitomnosti Rep/RepA na tvorbu markerového proteinu u vektoru pGB-G-
TMV-DsRed-OAS v rostlinach N. benthamiana. Az na kontrolu (D) byl ve vSsech kombinacich
pritomny pGB-G-TMV-DsRed-OAS a Rep/RepA. A — TMV obalovy protein se Zlutym
fluorescenénim proteinem; B - PVX obalovy protein se Zlutym fluorescenénim proteinem; C —
samostatny pGB-G-TMV-DsRed-OAS; D — zdrava rostlina. Fotografie byla pofizena 5 DPI,
zobrazené méfitko 1 mm.

Z graft (Graf 1 a 2) je vidét, Ze na hladinu exprese markerového proteinu GUS/DsRed
méla nejvétsi vliv pfitomnost Rep/RepA. Pokud byl pfitomen i odpovidajici obalovy protein
(TMV), produkce v inokulovanych listech byla lehce snizena. Domnivame se, Ze divodem
muzZe byt sniZzeni koncentrace RNA dostupné pro translaci, protoze ¢ast RNA je zabalena do
obalového proteinu a jiz nemUze slouzit jako templat pro tvorbu dalSiho proteinu.

Na obrdzcich 19 a 20 mUZeme vidét vzorky 5 DPI pod fluorescencnim mikroskopem.
Fotografie byly pofizeny s filtrem I3, ktery zobrazuje protein DsRed cervené a YFP zelené.

Fotografie jsou shodné s daty namérenymi na Tecanu-F200.
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5.4.2 Detekce VLP pomoci PCR

Jednim ze zpUsobd, jak zjistit, zda je RNA chranéna proteinovym obalem ve VLP
Casticich, je PCR amplifikace.

Vzorky do reakce byly odebrany pomoci metody filtraéniho papiru popsané v kapitole
4. 12. Primery poutZité v reakci jsou zobrazeny (cilené na markerové geny) v Tabulce 11 a pro
housekeepingovy gen Actin v Tabulce 12. Obecny predpis pro PCR reakci, pouZivanou pro

amplifikaci DNA fragmentu, je uveden v Tabulce 8 a podminky v Tabulce 9.

Nazev primeru Nukleotidova sekvence
DsRed-3 TGGTGGCGTCCCTCGGTT
DsRed-5 AAGGTTCGCATGGAAGGAAC
GUS-F CAGCGTAATGCTCTACACCA
GUS-R GATATCACACTCTGTCTGGC

Tablka 11: Primery pouZité pro Reversni transkripci a naslednou PCR. Obé dvojice primeru
cili na geny pro tvorbu markera uvnitf VLP — DsRed a GUS. Pro DsRed je velikost amplikonu
623 bp, pro GUS 277 bp.

M123 456 M123456 M123456

6 000 Yo —
3 000 . —

1 000
750

500 | - - -

250 - - e = -

bp A B C

Obrazek 21: Elektroforeticky gel zobrazujici pfitomnost markerového genu uvniti VLP. A —
Kontrolni vzorky s Actinovymi primery. B — Vzorky s GUSovymi primery. C — Vzorky
s DsRedovymi primery. 1% agardzovy gel.

M — Marker; 1 — pGB-G-TMV-DsRed-OAS + pGB-E-TMV-CP-YFP; 2 - pGB-G-TMV-GUS-OAS +
pGB-E-TMV-CP-YFP; 3 - pGB-G-TMV-DsRed-OAS + pGB-E-PVX-CP-YFP; 4 - pGB-G-TMV-GUS-
OAS + pGB-E-PVX-CP-YFP; 5 — Zdrava rostlina; 6 — Pozitivni kontrola (jako pozitivni kontrola
byla pouZita pfislusna plazmidovad DNA o koncentraci 1 ng/ul). Pro DsRed je velikost amplikonu
623 bp, pro GUS 277 bp, pro Actin 269 bp.
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Velikost amplikonu DsRed je 623 bp a amplikonu GUS je 277 bp. Jako kontrola extrakce
a integrity RNA slouzil gen NbActin, kde je velikost amplikonu 269 bp. Jako pozitivni kontrola
slouzil pfislusny 100krat nafedény plazmid (finalni koncentrace cca 1 ng/ul). Pro NbActin byla

pouZzita DNA o stejné koncentraci.
5.4.3 Sekundarni inokulace TMV VLP

Jako zdroj VLP slouzily agroinfiltrované listy popsané drive. VLP jsou tvofeny obalovym
proteinem TMV, ktery obaluje RNA kédujici enzym GUS. Vzorky byly odebrany 5 DPI.

Z grafu 3 vyplyva, Ze listy infikované kombinaci GUS RNA a TMV CP (pGB-G-TMV-GUS-OAS

+ pGB-E-TMV-CP-YFP + Rep/RepA), ale i kombinaci GUS RNA a PVX CP (pGB-G-TMV-GUS-OAS

+ pGB-E-PVX-CP-YFP + Rep/RepA) vykazuji prokazatelnou expresi GUS. Listy infikované

kombinacemi bez virovych obalovych proteinli expresi GUS nevykazuji. Tato data naznacuiji,

Ze kromé ocekdvanych VLP ¢&astic zaloZzenych na specifické interakci OAS motiv a TMV CP

v rostlinach zfrejmé dochazi i k nespecifické tvorbé c¢astic obalenych PVX CP.

Produkce GUS v sekundarné inokulovanych listech

N
o
o

=
(%)
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—
o
o

|

Relativni GUS produkce
)

0
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A AN NN TN O ONNOOOIODIDDOO A A ANANOTOS < N
R I e IR I IR I TR e O B I I o |
Cas (min)
= A\: PGB-E-PVX-CP-YFP+REP s B: pGB-E-TMV-CP-YFP+REP s C: pGB-G-TMV-GUS-OAS

D: pGB-E-TMV-CP-YFP @ 7drava rostlina

Graf 3: Stanoveni GUS aktivity v rostlinach inokulovanych mechanicky: Listy byly mechanicky
inokulovany exktraktem z list(i, ve kterych byl reportérovy konstrukt pGB-G-TMV-GUS-OAS a
A — PVX obalovy protein a Rep/RepA; B - TMV obalovy protein a Rep/RepA; C — samostatny
pGB-G-TMV-GUS-OAS; D - TMV obalovy protein; Kontrolni vzorek — (Zdrava rostlina)
neobsahoval ani reportérovy ani pomocny kontrukt.

5.5 Detekce VLP pomoci transmisni elektronové mikroskopie
Snimky byly pofizeny na transmisnim elektronovém mikroskopu Morgagni 268D (FEl,
Ceska republika) se zabudovanou digitalni kamerou.
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Pro elektronovou mikroskopii byly zvoleny dfive popsané kombinace konstruktli pro

tvorbu TMV VLP — tedy c¢éstice, které obsahuji reportérovy gen pro tvorbu GUS a DsRed (viz

Obrdazek 18).

Obrazek 22: Tvorba VLP obsahujici reportérovy gen GUS. Rostliny N. benthamiana byly
inokulovdny konstrukty pGB-G-TMV-GUS-OAS, pGB-E-TMV-CP-YFP a Rep/RepA. Vzorky pro
purifikaci byly odebrany 11 DPIl. Snimky byly pofizeny na transmisnim elektronovém
mikroskopu Morgagni 268D (FEI, Ceska republika).

Obrazek 23: Tvorba VLP obsahujici reportérovy gen DsRed. Rostliny N. benthamiana byly
inokulovany konstrukty pGB-G-TMV-DsRed-OAS, pGB-E-TMV-CP-YFP a Rep/RepA. Vzorky pro
purifikaci byly odebrany 11 DPIl. Snimky byly pofizeny na transmisnim elektronovém
mikroskopu Morgagni 268D (FEI, Ceska republika).
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Castice viru tabakové mozaiky maji délku pfiblizné 300 nm, co? odpovidd délce

pozorovanych &3stic.

5.6 Vliv pfitomnosti Rep/RepA na tvorbu proteinu pomoci geminivirovych

vektoru

V tomto experimentu byl ukazan vliv pfitomnosti Rep/RepA na vysi produkce proteinu.
Jako reportér byl zvolen protein GFP. Byly zvoleny tti rGizné kombinace inokulace — samotnym
konstruktem pGB-R-GFP, ktery obsahuje Rep/RepA; samotnym konstruktem pGB-G-GFP,
ktery je bez Rep/RepA; kombinaci dvou agrobacterii — pGB-G-GFP a konstruktu, ktery nesl
Rep/RepA. Konstrukty jsou zobrazeny na Obrazku 24.

all al2 al3 ol4 o2R
e
PGB-R-GFP [Ro7-MAR] [ Linker |[Lir1 | [NCEaN [SIR NRepRephY LIR2 |

pGB-G-GFP [Rb7-MAR] | Linker |[ Lirl

Obrazek 24: Schématické znazornéni pouZitych konstruktl exprimujicich GFP. pGB -
plazmidy GoldenBraid; R- replikujici se konstrukt G - obsahuje GUS misto Rep/RepA; GFP -
fluorescencni reportérové geny pod promotorem 35S a Nos terminatorem s5°/3' UTRs
odvozenymi od CPMV; MAR Rb7 - matrix attachment regions; Linker - vyplfovy fragment,
ktery je dlouhy 35 bp.

Pro kazdou kombinaci konstruktl byly agroinfiltrovany 3 rostliny N. benthamiana.
Hustoty bakteridlnich suspenzi byly OD = 0,5. Vzorky pro ¢as 0 byly odebrany ihned po
infiltraci. Poté byly vzorky odebirany po dobu 10 dnl. Pro kazidy vorek byly odebrany 3
nahodné listové disky (rostliny inokulované konstrukty obsahujicimi Rep/RepA zacaly
v pribéhu odbéru podléhat ¢astecné nekrdze. Pro to byly vzorky odebirdny z ¢asti listl, které
byly postizeny nekrézou jen castecné). Ze vzorkd byla vyizolovdna DNA pomoci postupu
Dellaporta et al. 1983 (viz kapitola 4.11). DNA byla pouZita jako templat pro ndslednou
kvantitativni PCR (qPCR). Byla pouZita souprava LightCycler” 480 SYBR Green | Master (Roche,
Svycarsko) a pfistroj LightCycler® 480 (Roche, Svycarsko). V reakcich byly pouZity dvé sady
primerl — primery zamérené na GFP prevzaté z Wang et al. 2004 (GFP-qFor, GFP-gRev) a
primery cilené na Actin (Nb-ActinS, Nb-ActinAS) viz Tabulka 12.

Actin je housekeepingovy gen, tedy gen, ktery je exprimovan ve vSech typech tkani a

bunék, a je potfebny pro udrzbu zakladnich bunécnych funkci (geny, které jsou exprimované
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vidy a v kazdém bunééném typu) (Watson 1965; Warrington et al. 2000). Pomoci Actinu byla

koncentrace jednotlivych vzork( sjednocena.

Nazev primeru Nukleotidova sekvence
GFP-gFor CTGCTGCCCGACAACCAC
GFP-gRev TCACGAACTCCAGCAGGAC
Nb-ActinS CCGTGGAGAAGAGCTACGAG
Nb-ActinAS GATACGGGGAGCTAATGCAG

Tabulka 12: Primery pouzité pro gPCR. Prvni dvojice primer(i je zamérena na markerovy gen
GFP. Druhd vojice primerQ cili na housekeepingovy gen Actin infiltrované rostliny N.
benthamiana.

Produkce virové DNA pro GFP v agroinfiltrovanych listech

1.9
1.8

1.6
1.5
14
1.3
1.2
1.1

Relativni produkce GFP

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Den odbéru vzorku

pGB-R-GFP pGB-G-GFP pGB-G-GFP+Rep

Graf 4: Produkce virové DNA pro GFP v agroinfiltrovanych listech po dobu 10 dni. Produkce
byla méfena pomoci metody qPCR a vSechny vzorky byly normalizovany na Actin. Osa Y je
zobrazena v logaritimické Skale. pGB-R-GFP - replikujici se konstrukt; pGB-G-GFP -
nereplikujici se konstrukt (obsahuje GUS misto Rep/RepA); pGB-G-GFP+Rep — nereplikujici se
konstrukt smiseny s konstruktem, ktery obsahuje Rep/RepA.

U vzork(, které obsahovaly Rep/RepA, dochazelo k nekrézam. Proto nebyly listové
disky odebirany ndhodné, ale pouze z ¢asti, které nebyly zcela nekrotické. Jak je vidét z Grafu

4, nejvétsi vliv na produkci virové DNA (markerového proteinu GFP) ma pfitomnost Rep/RepA.
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5.7 Permanentni rostlinna transformace

Do rostlin N. benthamiana mély byt vloZeny geny pro tvorbu CP a MP viru BeYDV. Vektor
pGB-355-BeYDV-CP/MP ma geny pro tvorbu CP a MP pod konstitutivnim promotorem 35S. Ve
vektoru pGB-Induc-BeYDV-CP/MP jsou geny CP a MP pod kontrolou chemicky inducibilnich
promotori 5xM respektive LexA (Zuo et al. 2000; Semenyuk et al. 2010; Chen et al. 2017).

Postup transgenoze byl dodrZzen s obéma konstrukty. DoSlo k tvorbé kalust na médiu
obsahujicim selekéni herbicid BASTA. Kalusy zacaly mit vyhony po 6 —8 tydnech. Z vyhon( byly
Uspésné napéstovany dospélé rostliny. Rostliny byly ndsledné testovany na pfitomnost
transgenu (potiranim listll zfedénym herbicidem BASTA 1:400, PCR cilenou na gen BASTA, CP
a MP). Vsechny vysledky byly negativni. Proto byl pokus nékolikrat opakovan, vidy
s negativnim vysledkem.

Jako alternativa byla proto zvolena transgendze na rostlinach A. thaliana. Pro
tranformaci rostlin byly pouZité stejné konstrukty jako na rostliny N. benthamiana. | pres
dodrzeni vSech postupll nebyla ziskana transgenni rostlina. Tento postup byl aplikovan na jiné
konstrukty, u kterych probéhla trangendza Uspésné. U konstruktl pGB-35S-BeYDV-CP/MP a
pPGB-Induc-BeYDV-CP/MP byla zatim bohuzel nelspésna.

oll al2 al3 old o2
pGB-35S- : ”
BeyDv.cp/mp  LPL-MAR ]| Linker | [BevDV-CP | [BeYDVEMP [

pGB-Induc- —

BeYDV-CP/MP

Obrazek 25: Mapa konstruktl pro stabilni rostlinnou transformaci. pGB - plazmidy
GoldenBraid; MAR Rb7/P1 - matrix attachment regions; Linker - vypliovy fragment o délce
35bp; BeYDV-CP — gen pro tvorbu obalového proteinu viru BeYDV, pod promotorem 35S a s
Nos terminatorem; BeYDV-MP — gen pro tvorbu pohybového proteinu viru BeYDV, pod
promotorem 35S a Nos terminatorem; Basta/OleRed — gen pro rezistenci k herbicidu Basta a
cerveny fluorescencni protein, ktery se exprimuje pouze v semench; VGE/XVE - transkrip¢ni
aktivatory; 5xM/LexA — inducibilni promotory.

VGE
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5.8 Transientni inducibilni exprese

Konstrukt pGB-Induc-GFP-DsRed (viz Obrazek 26) byl navrzen tak, aby byl co nejvice
podobny konstruktu pGB-Induc-BeYDV-CP/MP (viz Obrazek 25). Po pridani pfislusné
chemikalie doslo ke spusténi exprese reportérovych gen(. Byly zvoleny 4 rlizné kombinace —
pouze estradiol, pouze methoxifenozid, oba dva induktory dohromady a kontrola bez ptidani
induktoru. Po pfidani pouze jednoho induktoru doslo k nejvyssi expresi. Pokud byly pfitomny
oba, exprese probihala, ale pomérné slabé. Kontrola vysla negativné a je srovnatelna se

zdravou (neinokulovanou) rostlinou N. benthamiana — viz Obrazek 27.

all al2 al3 ald o2
pGB-Induc-
GFP-DsRed VGE | Plexa-cre

Obrazek 26: Mapa konstruktu pro transientni inducibilni expresi reportérovych geni GFP a
DsRed. pGB - plazmidy GoldenBraid; Rb7 - matrix attachment region; Basta/OleRed — gen pro
rezistenci k herbicidu Basta a cerveny fluorescenéni protein, ktery se exprimuje pouze
v semench; VGE/XVE - transkrip¢ni aktivatory; 5xM-DsRed — fluorescencni reportérovy gen
DsRed pod promotorem 5xM; LexA-GFP — fluorescenéni reportérovy gen GFP pod
promotorem LexA.

64



Estradiol

Estradiol Methoxyfenozid } Bez induktoru
Methoxyfenozid
GFP
kanal
DsRed
kanal

Produkce GFP pod inducibilnim promotorem Produkce DsRed pod inducibilnim promotorem
& 7000 - 9000
& 6000 . & 8000
r & 7000
: 5000 v 6000
B 4000 £ 5000
& 3000 B 4000
'z 5 3000
g 2000 g 2000
£ 1000 = 1000
[ -
&, L A & . 5
\ -4
o"f‘b &° & & «°
d x W Oy
& P + ‘(\Q QO
A 4 A ° 5
X e ¥ Qg >
N Q& N &
W v &

Obrazek 27: Grafické znazornéni transientni exprese s induciblnimi promotory 4 DPI u rostlin
N. benthamiana. Pro infiltraci byl pouZit konstrukt pGB-Induc-GFP-DsRed, ktery obsahuje
fluorescenéni reportérové geny GFP a DsRed pod inducibilnimi promotory. V horni poloviné
obrazku jsou fotografie z fluorescencniho mikroskopu. Ve spodni poloviné jsou data namérena
na pristroji Tecan-F200, zobrazené méfitko 200 um.
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6 Diskuze

6.1 Rozsireni konvence GoldenBraid o nové plazmidy

V prvni ¢asti prace jsme rozsitili stavajici konvenci GoldenBraid o 5 novych a plazmidd.
Témijsou all, al2, al3, ald a al3R. Tyto nové plazmidy jsou kompatibilni s plvodni verzi GB
a kombinuji jeji vyhody (nekonecnd smycka bez potfeby specidlnich linkerd) svyhodami
systému MoClo (schopnost sestavit slozitéjsi vicegenové konstrukty v jediné reakci).

Poté, co je GB kazeta domestikovdna (ovérena restrikcnim Stépenim a sekvenaci),
nevyzaduje jiz pro daldi vyuZiti sekvenaci, nebo syntézu novych oligonukleotidd. Takto
zhotovené a ovérené kazety je moziné potzivat i v dalSich reakcich pro jiné konstrukty.

Pro konstrukci rozsahlejsich plazmid( v plivodni bindrni konvenci (Sarrion-Perdigones et
al. 2011) bylo zapottebi nejprve vytvoftit velké mnozstvi meziproduktovych plazmid(, které
vyzadovaly klonovani, transformaci, izolaci a ovéreni restrikénim Stépenim popfripadé
sekvenaci. Diky rozsifeni o 5 novych a plazmid( je prdce mnohem rychlejsi a levnéjsi (viz

Obrdazek 28).
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Obrazek 28: Schématické zndazornéni pavodni binarni konvence a jeji rozSifeni. A —
V rozsitené sestavé je pUvodni plazmid al nahrazen 4 novymi a plazmidy. Konec 5 plazmidu
all a konec 3'plazmidu al4 jsou identické s konci plvodnich plazmidl al a a2. B — Ukdzka
nekonecné smycky v klasické bindrni sestavé oproti rozSifené konvenci. Je zde i vidét
maximalni pocet sestavenych transkripénich jednotek. Pfevzato a upraveno z Dusek et al.
2020.
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Rozdily ve spolehlivosti sestavovanych plazmidd jsou zobrazeny v Tabulce 13. Jak je

vidét, obé metody maji obdobnou Uspésnost sestaveni.

Zpusob klonovani Celkové sestavenych plazmidli | Spravné sestavené plazmidy
PUvodni metoda 52 38 (73,1 %)
Rozsitend metoda 162 131 (80,8 %)

Tabulka 13: Srovnani plvodni binarni metody s nové navrzenou péticlennou metodou.

Moznosti, diky které by se dala zvysit efektivnost sestavovani plazmidd, je optimalizace
4 nukleotidovych presahtl. Potapov et al. (2018) popisuji vhodnost vSech moznych kombinaci
4 bazovych presahl pouzitelnych v konvenci GoldenGate. Ukazuji zde dokonce moznost
spojeni az 24 rGznych plazmid( do jednoho vektoru s Uspésnosti 84 %. Tento Clanek vysel
v roce 2018, navrhy 4 bazovich presahu pro rozsifeni konvence GoldenBraid byly ale navrzeny
jiz v roce 2015 a vytvoreny v roce 2016, takZe tato empiricka data nemohla byt zohlednéna. |
tak se efektivita pohybuje okolo 80 % (viz Tabulka 13), coz je dostacujici pomér pro tvorbu

novych plazmida.
6.2 Replikujici a nereplikujici se virové vektory

V praci byly pouzity replikujici se vektory odvozené od viru BeYDV a nereplikujici se
vektory odvozené od systému pEAQ. Oba dva tyto typy exprimuji dva fluorescenéni markery.
Nase data ukazuji, Ze sila exprese (replikujicich se i nereplikujicich se vektord) zavisi na
topologii multigenovych vektor(. Podobné vysledky byly dosazeny i v dfivéjsi studii exprese
protildatek v systému pEAQ. Autofi dosahli vyssi produkce protilatek, pokud byl gen pro tézky
fetézec umistén pred gen pro lehky fetézec (Sainsbury et al. 2009). Obdobnych vysledk( bylo
dosazeno v této praci (viz Obrazek 15) — ¢im bliZe je transkripéni jednotka umisténa k levému
okraji LB, tim silnéjsi je exprese proteinu.

Pfitomnost (respektive nepfitomnost) Rep/RepA ma vliv na produkci markerového
proteinu. Rostliny byly inokulovany tfemi podobnymi konstrukty - samotnym konstruktem
pGB-R-GFP, ktery obsahuje Rep/RepA; samotnym konstruktem pGB-G-GFP, ktery je bez
Rep/RepA; kombinaci dvou agrobakterii — pGB-G-GFP a konstruktu, ktery samostatné
exprimuje Rep/RepA.

Obdobné vysledky jsme publikovali (Dusek et al. 2020) v ¢lanku, kde byla

kvantifikovana vektorovda DNA pomoci qPCR. Rostlinné pletivo bylo infiltrovano dvéma
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podobnymi konstrukty: pGB-R-GFP-DsRed (obsahuje Rep/RepA) a pGB-G-GFP-DsRed
(obsahuje GUS misto Rep/RepA). Dle vysledkd vyplyva, Ze replikujici konstrukty maji pfiblizné
150krat vice kopii neZz nereplikujici se. Velice podobnych vysledkd dosahli ve svych
disertacnich pracich i Raygaana Jacobs (Jacobs 2018) u viru BeYDV a Pavel Cejnar (Cejnar et al.
2019) u viru zakrslosti pSenice (wheat dwarf virus, WDV), ktery také patfi do celedi
Geminiviridae. R. Jacobs vytvofila konstrukty také pomoci GB metody. Jako markerovy gen
zvolila eGFP (optimalizovany mutant GFP (Cormack et al. 1996)) a zaklonovala jej do tfech
geminivirovych vektor(l — 1: GB-pRIC 3.0-GFP obsahujici Rep/RepA, 2: GB-pRIC 3.0-GFP, ktery
md misto Rep/RepA vyplriovy fragment DNA, 3: GB-pRIC 3.0-GFP obsahuji Rep/RepA mimo

cirkulacni usek. Vzorky listli byly odebrany 1., 3. a 5. den po inokulaci.
6.2.1 Tvorba TMV VLP

Nejprve byl navrzeny DNA konstrukty, a to tak, aby obsahoval reportérové geny GUS a
DsRed. Transkribovand mRNA obou téchto reportérovych genli zarovenn obsahovala TMV
enkapsida¢ni sekvenci OAS. Tato kazeta byla poté zaklonovdna do geminivirového vektoru
obsahujiciho 2x LIR a SIR sekvence, jakoZ i sekvenci pro Rep/RepA, vse odvozeno od viru
BeYDV. V jadru rostlinné buriky nejprve dojde k cirkularizaci geminivirového genomu a k jeho
amplifikaci. Z reportérové kazety je transkribovana mRNA a transportovdna z jddra. Pokud
byla pouzita kombinace vektorl, kterd kromé reportérové mRNA s OAS signalem jesté
produkuje obalovy protein TMV (respektive PVX CP jako negativni kontrolu), doslo k tvorbé
VLP ¢&astic. Céstice byly detekovany pomoci metody PCR (viz Obrazek 21) a transmisni
elektronové mikroskopie (viz Obrdzek 22 a 23).

Systémem tvorby VLP se zabyva dr. Lomonossoff, ktery popisuje tvorbu ¢astic pomoci
nereplikujicich se pEAQ vektorl (Saunders & Lomonossoff 2017). V roce 2021 vysel ¢lanek
(Thuenemann et al. 2021) porovnavajici replikujici se (pEff) a nereplikujici se (pEAQ) vektory

slouzici k tvorbé VLP. V této prdci vychazeji jako ucinnéjsi vektory, které se replikuji.
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6.2.2 Nekrotizujici listy N. benthamina

Jiz dtive byly prokdzany nekrdzy vyvolané replikaci BeYDV v listech N. benthamiana. V
literature jsou popsany i zpUsoby, jak tuto nekrotickou reakci omezit nebo zpomalit, napfiklad
pouzitim rGznych kmen( agrobakterii nebo vloZzenim MAR sekvence do replikujici se ¢asti
geminovirového genomu za expresni kazetu (Diamos et al. 2016).

Podobnou strategii jsem testoval i v této praci. Pouzil jsem A. tumefaciens GV3103 a
EHA105, avsak nezaznamenal jsem meéfitelny vliv na tvorbu nekrdz. Lehky zmirnujici ucinek
mélo vloZeni sekvence RB-7 MAR. Jiné MAR sekvence (TM2 a TM6 odvozené od tabaku a P1
odvozeny od sdji) nevykazovaly zadny ucinek.

Nase dalsi ivaha spocivala v tom, Ze nekrdzy by mohly byt omezeny nebo zpomaleny
nizSim mnozstvim suspenze A. tumefaciens pouZité pro inokulaci. A zatimco nereplikujici se
konstrukty s fedénim rychle ztraceji ucinnost, u replikujicich konstruktll by mohla byt mald
pocatecni naloz v zapéti kompenzovana autonomnireplikaci DNA. Testovali jsme dvojnasobné
fedici fady pocinaje ODeoo = 0,25 aZz OD600 = 0,015. Listy, které byly infiltrovany nereplikujicim
se vektorem, nevykazovaly zadné znamky nekrdzy ani pfi nejvyssi koncentraci agrobakterii
(ODeoo = 0,25). Lze vsak pozorovat postupné snizovani intenzity fluorescence odpovidajici
snizujici se hustoté agrobakterii. Na druhé strané vSechny pouZité koncentrace replikujicich se
konstruktd, s vyjimkou téch nejvice zfedénych, vykazovaly nekrdzy jiz 4. DPI (viz Obrazek 17,
na kterém jsou zobrazeny fotografie 12 DPI).

Dalsi studovanou moznosti pro omezeni tvorby nekrdz byla inokulace rliznych druh
tabakd. Témi byly Nicotiana rustica, Nicotiana glutinosa a Nicotiana tabacum (spolu
s Nicotiana benthamiana). Vsechny tabdky byly inokulovany replikujicim se konstruktem o
koncentraci ODego = 0,25. N. tabacum a N. benthamiana vykazovaly silné nekrdzy jiz 4 DPI.

K mirnému atlumu tvorby nekréz doslo u druhl N. rustica a N. glutinosa.

6.3 Transientni inducibilni exprese

V dal$im experimentu jsme testovali moznost chemicky indukovatelné exprese nejprve
reportérovych genl a poté i ¢asti BeYDV genomu. Pouzili jsme konstrukty, ve kterych byly
kazety s inducibilnimi promotory i kazety s pfislusSnymi transkripnimi aktivatory na jednom

plazmidu (viz Obrazek 26).
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Konstrukt pGB-Induc-GFP-DsRed byl navrzen tak, aby byl co nejvice podobny konstruktu
pGB-Induc-BeYDV-CP/MP. M3 to byt jakasi kontrola pro funkénost inducibilni exprese, jak
transientné, tak pozdéji v permanentni rostlinné expresi. Transientni exprese byla Uspésn3, i
kdyz pfidanim jen jedné aktivacni chemikalie, doslo i k slabé expresi druhého markerového
genu. To mohlo byt zplsobeno zptisobem inokulace — na jedné poloviné listu byla aplikovan
estradiol, na druhé poloviné methoxifenozid (z dlvodu lepsiho vyhodnoceni exprese).
Chemikalie se ale vodivymi pletivy mohly v rostliné dostat i na druhou polovinu listu, a tim se
mohla spustit slabd exprese. Kontrola bez aktiva¢nich chemikalii méla aktivitu srovnatelnou
s negativni kontrolou. Takto navrzeny konstrukt, ktery ma dva inducibilni promotoryis obéma

transkripénimi aktivatory na jednom plazmidu, byl v laboratofi navrZzen poprvé.

6.4 Aplikace GoldenBraid ve strategii CRISPR/Cas9

Nova péticlenna metoda umozZnuje rychlejsi a robustnéjsi sestaveni plazmidd oproti
pavodni konvenci (Vazquez-Vilar et al. 2017). V kombinaci s geminivirovimi vektory se jevi jako
vhodna metoda pro soucasnou strategii CRISPR/Cas9 (Jinek et al. 2012) — z 5 mozZnych kazet 3
kazety mohou obsadit sekvence gRNA (sestavené pouze pomoci oligonukleotidll) a zbylé 2
kazety LIR1 a LIR2-Rep/RepA-SIR (viz Obrazek 29). Diky tomu dojde k replikaci geminivirového
vektoru a k tvorbé vysokych poctd kopii vlozenych gRNA. Cas9 nukledza mlze byt na jiném
plazmidu, nebo se mize v dalSim kroku spojit do jednoho celku.

Geminivirové vektory pouzivané pro metodu CRISPR/Cas9 (gRNA) jsou jiz popsany (Yin

et al. 2015; Dahan-Meir et al. 2018). S témito konstrukty jiz v laboratofi probihaji pokusy.

all al2 ol3 ald o2R
——
A [ TR (SR A 12 |
all ol2 ol3 old o2

B  [Rb7-MAR] [ Linker | LN BEESN

Obrazek 29: MoZné pouiiti rozsifené metody GB k tvorbé konstrukt pro CRISPR/Cas9. A —
Replikujici se vektor obsahujici az 3 kazety s gRNA. B — Kazeta obsahujici nukledzu Cas9;
markerovy gen Timer (marker, ktery v prlbéhu ¢asu méni svoji fluorescenci ze zelené na
Cervenou, (Terskikh et al. 2000); rezistenci k herbicidu Basta a Cerveny fluorescencni protein,
ktery se exprimuje pouze v semenech, usnadnuje naslednou selekci.
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6.5 Transgenni rostliny

Jako alternativa k transientni expresi existuje moznost vytvofit trangenni rostliny, které
exprimuji transgen stabilné. Uz pred ¢asem byla popsdna Uspésnda moznost transgendze na
vice jak 120 druzich rostlin (Birch 1997). Ovsem je dllezité, aby trvalé vneseni trangenu do
genomu rostliny prevysovalo finan¢ni ndklady a nevyvazovalo ¢asovou naroc¢nost. Pomoci
transientni exprese je mozno produkovat vysoké vytézky proteinl v relativné kratké dobé (dny
— tydny). Je vSak nutné, aby kazda rostlina byla infiltrovana prislusSnym A. tumefaciens, coz pfi
velkém poctu rostlin mlze byt narocné (lze usnadnit vakuovou infiltraci). Stabilni exprese
v trangenni rostliné je ¢asové narocnéjsi (mésice) a vytézky pozadovaného proteinu jsou nizsi.
Ovsem po dosazeni homozygotni linie je dalSi manipulace s rostlinami pomérné nenaroc¢na
(Garabagi et al. 2012).

V této praci mély byt vytvoreny transgenni rostliny N. benthamina, nesouci plastovy a
pohybovy protein viru BeYDV, a to pod konstitutivnim promotorem 35S (pGB-35S-BeYDV-
CP/MP), nebo pod inducibilnimi promotory 5xM a LexA (pGB-Induc-BeYDV-CP/MP). Pak by se
mohly infiltrovat transgenni rostliny vektory, kterym by chybél plastovy a obalovy protein
(napr. pGB-R-GFP a pGB-R-DsRed) a bylo by moZné pozorovat pohyb virovych ¢astic z bunky
do bunky. Plazmidy nesouci transgeny byly Uspésné vytvoreny (viz Obrazek 25). Pres
nékolikanasobné opakovani (pro kazdy konstrukt bylo pfipraveno asi 800 listovych disku),
nebylo dosazeno vytvoreni transgenni rostliny. Po celou dobu byl do médii pfidavan selekéni
herbicid Basta a i tak doslo k vytvoreni kalusu, zakorenéni rostlin a preneseni do kvétinace.
Z takto odrostlych rostlin byl odebran materidl pro screening, ktery vSak vysel negativné.

Proto byla soubéZné zahdjena i transgendze na rostlinach A. thaliana. | pres Uspésnou
transgendzu jinych konstruktl (vliv rdznych promotortd na silu exprese), u pGB-35S-BeYDV-

CP/MP a pGB-Induc-BeYDV-CP/MP transgendze doposud nebyla zdafila.
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7 Zaver

e Cilem prace bylo vytvoreni virovych vektor(, pomoci kterych mohou byt v rostlinach
efektivné exprimovany cizorodé proteiny a pribéh exprese lze sledovat pomoci
markerovych gen0. Jako markerové geny byly zvoleny reportéry GFP, DsRed a GUS.
Tvorbou vektoru byl rozsiten stavajici systém GoldenBraid o 4 nové plazmidy.

e Podafilo se vytvofit virové vektory na zakladé viru TMV, kterymi byly Uspésné
sekunddrné inokulovany rostliny N. benthamiana a doslo k expresi markerového
proteinu. Takto vytvorené viru podobné &astice byly Uspésné detekovany pomoci
metody PCR a elektronové mikroskopie.

e Podafilo se urcit vliv Rep/RepA u geminivirovych vektor(. Nejvétsi vliv ma jeji samotna
pfitomnost (nepfitomnost). Rep/RepA mizie byt doddna i na jiném vektoru, ale
exprese je pak o néco slabsi. U konstrukt(i, obsahujicich Rep/RepA, je vSak nevyhodou
tvorba nekrdz na rostlinach N. benthamiana, a to jiz 4 DPI.

e Jako alternativa ktransientni rostlinné expresi je permanentni exprese. VSechny
experimenty s transientni expresi byly Uspésné, s permanentni bohuZel nikoliv. To
poukazuje na narocnost transgendze rostlin oproti do¢asné expresi.

e Uspéiné byl vytvoren plazmid nesouci dva inducibilni promotory (5xM a LexA). V
rostlinach N. benthamiana, po pfidani aktivacnich chemikalii, spustily expresi
markerovych proteinl. Pokud aktivacni chemikalie nebyla pfitomna, exprese

neprobihala.
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Zkratka
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BFP
BYDV
CaMV
cDNA
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CPMV
ddH,0
DGB
dH,0
DNA
dNTP

DPI
DsRed
GB
GFP
GUS
HR

LB

LIR
MAR
MP
MmRNA
MS
OAS
oD
ORF
PAMP

PBS
PCD
PCR
PLRV
PPV

Anglicky nazev

5/3" Non-translated region
alfalfa mosaic virus

blue fluorescent protein
barley yellow dwarf virus
cauliflower mosaic virus
complementary DNA
callus-inducing medium
cowpea mosaic virus

ultra pure and sterile water
double-gene block
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deoxyribonucleotic acid
deoxynucleotide
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day post inoculation
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GoldenBraid
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Luria-Bertani

long intergenic region
matrix attachment region
movement proteins
messenger RNA
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origin of assembly sequence
optical density

open reading frame
pathogen-associated
molecular patterns
phosphate-buffered saline
programmed cell death
polymerase chain reaction
potato leafroll virus

plum pox virus
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Cesky nazev

5°/3" neprekladana oblast
virus mozaiky vojtésky

modry fluorescencni protein
virus Zluté zakrslosti je€mene
virus mozaiky kvétaku

DNA syntetizovana podle RNA
kalus indukujici médium

virus mozaiky vigny

destilovana a demineralizovana voda

blok dvou proteint

destilovana voda
deoxyribonukleotidova kyselina
deoxynukleosid trifosfat

dni po inokulaci

Cerveny fluorescencni protein
zplUsob modularniho klonovani
zeleny fluorescenéni protein
B-glukuronidaza
hypersenzitivni reakce
Luria-Bertani

dlouhy intergenovy region
MAR sekvence

pohybové proteiny
mediatorova RNA

Murashige a Skoog

sekvence pocatku sbalovani ¢astic
optickd densita

otevieny Cteci rdmec
molekularni motivy spojené s
patogenitou

fosfatovy pufr

programovana bunécna smrt
polymerdzova fetézova reakce
virus svinutky bramboru

virus Sarky Svestky



Primer F
Primer R
PRR

PVX
PVY
RIM
RNA
RT
SIM
SIR
ssDNA
ssRNA
TBE
T-DNA
TGB
Ti-plazmid

T™MV
TRV
TSWV
VLP
WDV
Wt
YFP

primer forward

primer reverse
pathogen recognition
receptors

potato virus X

potato virus Y

root- inducing medium
ribonucleic acid

reverse transcription
shoot-inducing medium
short intergenic region
single-stranded DNA
single-stranded RNA
tris/borate/EDTA buffer
transfer DNA
triple-gene block
tumor inducing plasmid

tobaco mosaic virus
tobacco rattle virus
tomato spotted wilt virus
virus-like particles

wheat dwarf virus

wild type

yellow fluorescent protein
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primer pfimy
primer zpétny
receptory rozpoznavajici patogeny

X virus bramboru

Y virus bramboru

koreny indukujici médium
ribonukleova kyselina
reverzni transkripce
vyhony indukujici médium
kratky intergenovy region
jednovlaknova DNA
jednovlaknova RNA
tris/borat/EDTA pufr

Cast DNA z Ti-plazmidu
blok tfi proteind

plazmid z bakterie A. tumefaciens

indukujici nadory

virus mozaiky tabdku

virus kaderavosti tabaku
virus bronzovitosti rajcete
viru podobna ¢astice

virus zakrslosti pSenice
nativni typ

Zluty fluorescencni protein
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