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Souhrn

RNA interference (RNAi) je mechanismus regulujici genovou expresi
prostfednictvim dvouvlaknové RNA (dsRNA). Tento proces probiha diky kratkym
jednovlaknovym fragmentim produkovanym z dsRNA prostiednictvim asociace dSRNA
s enzymatickymi komplexy, které jsou pak schopny rozpoznat piislusSnou mRNA a
nasledn¢ ji degradovat. Ackoliv je RNAi studovana pifedev§im na modelovych
organismech, jako je hlistice C. elegans, Drosophila melanogaster nebo Arabidopsis
thaliana, vyskytuje se pfirozen¢ i u ostatnich rostlin, hub, nizsich a vyssich zivocichu.

Zasadni roli v RNAI hraji malé RNA molekuly. Tyto RNA mohou byt exogenniho
¢i endogenniho puvodu, a v tomto smyslu jsou rozliSovany dvé zakladni drahy RNAI.
Prvni, exogenni draha, je aktivovana pritomnosti siRNA, jejiz antisense vlakno
je zaclenéno do RISC komplexu, coz vede ke $§tépeni komplementarni mRNA. Druhou
moznosti RNAI je endogenni draha. Tady dochazi ke vzniku miRNA z vlasenkového
prekurzoru. Vedouci vlakno miRNA je zapojeno do RISC komplexu, ktery je opét
schopen rozeznat cilovou mRNA a Stépenim ji degradovat.

V ramci experimentalni ¢asti jsem se snazila ovéfit, zda je mozné, a piipadné
s jakou efektivitou, infikovat rostliny hrachu setého (Pisum sativum L.) virem semenem
ptenosné mozaiky hrachu (PSbMV) metodou gun bombardmentu. U experimentalnich
rostlin byly aplikovany varianty inokula s riznymi vlastnostmi. Usp&snost jednotlivych
variant byla hodnocena nejprve na zéklad¢ vizualné pozorovanych symptomu, dale pak
metodou DAS-ELISA a poté u vybranych vzorkd pomoci RT-PCR.

Gun bombardment mize vést K Gispé$né inokulaci rostlin hrachu, tzn., Ze je mozné
touto metodou navodit virovou infekci. Podminky, za kterych bylo dosazeno
nejefektivnéjsi aplikace inokula, byly nasledujici: aplikace inokula fedéného v poméru 1:2
(listy z infekéni rostliny : fosfatovy pufr), pouziti karborunda (1% w/v) pro poruseni
povrchu listu a aplikace dvojnasobné infekéni davky (dva vystiely do jednoho listu, tzn.
2x20ul). Za dodrzeni téchto podminek bylo 60% sledovanych rostlin hrachu tspésné

infikovano virem semenem pienosné mozaiky hrachu.



Summary

RNA interference (RNAI) is a mechanism regulating gene expression through
double-stranded RNA (dsRNA). This process is processed through short single-stranded
fragments produced from the dsRNA via its association with enzymatic complexes that
are able to recognize the corresponding mRNA and degrade it subsequently. Although
RNAI is studied mainly in model organisms such as nematode C. elegans, Drosophila
melanogaster and Arabidopsis thaliana it is known that occurs naturally also in other
plants, fungi, lower and higher animals.

Small RNA molecules play the fundamental role in RNAI. They have exogenous or
endogenous origin and in that sense can be distinguish two main pathways of RNAI. The
first one, exogenous pathway, is activated by the presence of siRNA whose antisense
strand is incorporated into the RISC complex. It leads to complementary mRNA
cleavage. The second way of RNAI is endogenous pathway. For this pathway is typical
formation of miRNA from stem-loop precursor. Leading strand of miRNA is recruited to
RISC complex which is able again to recognize the target mMRNA and degrade by
cleavage.

In the experimental part of this bachelor thesis | was verifying possibility and the
effectiveness of the gun bombardment in succesfull infection of pea plants (Pisum
sativum L.) by Pea seed borne mosaic virus (PSbMV). Various types of inoculum were
applied to experimental plants and positive detection was first evaluated by visually
observed symptoms followed by DAS-ELISA and subsequently by RT-PCR in selected
samples.

The gun bonbardment can lead to succesfull inoculation of pea plants by the virus
as well as their experimental infection. The most effective parameters of application
were: inoculum dilution in the ratio 1:2 (leaves from source infected plants : phosphate
buffer), using of carborundum (1% w/v) for leaf surface abrasion and application of
double infectious dose (two shots into one leaf, it means 2x20ul). Under these conditions
60% of experimental pea plants were succesfully infected by the Pea seed borne mosaic

virus.
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1. Uvod

RNA interference  (RNAIi) je vramci molekularni biologie jednim
Z nejvyznamngj$ich objevil poslednich let. Ukolem RNAi je jednak regulace exprese
endogennich genti, ale je aktivovana také jako pfirozeny obranny mechanismus vici
napadeni viry ¢i transpozény. Stala se 1 dilezitou metodou uplatnujici se na poli
experimentalni genetiky. Diky RNAi doSlo k vyraznému vylepseni dosavadnich
genetickych analyz u modelovych organismil. V praxi mlze byt vyuzita pro spusténi
cilené genetické exprese nebo pro cilené umlCovani geni s umyslem vytadit dany gen
z ¢innosti a urcit tak jeho funkci v organismu.

Teoretickd Cast této bakalafské prace je zamécfena hlavné na mechanismus RNA
interference, na jeho uplatnéni se v interakci patogen — hostitel. Popisuje pribéh RNAi na
urovni transkripéni a posttranskripéni a objasniuje zapojeni malych RNA molekul v téchto
procesech.

Cilem praktické ¢asti je experimentalni ovéteni pouZziti metody gun bombardmentu
Vv inokulaci rostlin hrachu virem semenem pienosné mozaiky hrachu (PSbMV) a jeji
optimalizace. K detekci viru PSbMV je pouzita imunoenzymaticka metoda DAS-ELISA a
molekularni metody, RT-PCR a kvantitativni RT-PCR.



2. Cile prace

e vypracovat literarni reSersi na téma RNA interference a jeji role v interakci patogen —
hostitel

e charakteristika role pfirozenych a umélych interferujicich molekul RNA a jejich
zapojeni v interakcich

e experimentalni ovéfeni a optimalizace metody gun bombardmentu v inokulaci rostlin

viry
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3. Soucasny stav FeSené problematiky

3.1. RNA interference

RNA interference (RNAI) je v oblasti genomiky jednim z nejvyznamnéjSich objevu
poslednich let, za ktery byli v roce 2006 Andrew Z. Fire a Craig C. Mello ocenéni Nobelovou
cenou za fyziologii a medicinu.

RNAI je proces slouzici k regulaci genové exprese prostiednictvim dvouvlaknové
RNA, dochazi tedy k interferenci mezi dvouvldknovou RNA a komplementarni mRNA, jez
koduje uréity gen. K utlumeni genové exprese prostiednictvim RNAi dochazi bud’ na
transkripéni urovni, kdy je exprese genii ovlivnéna jiz na trovni DNA, nebo na urovni
posttranskripéni, kdy je degradovana cilovda mRNA, ¢imz dojde k zastaveni translace daného
genu. Je znamo, Ze RNAi se pfirozené vyskytuje u organismil, jako jsou hlistice,
trypanosomy, rostliny, houby, nizsi a vyssi zivo¢ichové (Mahmood-ur-Rahman et al., 2008).

RNAI slouzi k obrané vli¢i abiotickému stresu, k regulaci transpozomalnich elementt ¢i
k regulaci chromatinu. Je dokazano, Ze porucha v genech, zodpovidajicich za RNAi vede u
organismil ¢asto k poruchdm morfologického vyvoje nebo k porucham diferenciace bungk.
RNAIi je ale také prostfedek k ochrané¢ bun€k pied cizorodymi molekulami, jako jsou
nukleové kyseliny virového ptivodu ¢i transgeny (Grishok et al., 2001).

RNAI se také velmi rychle stava dilezitou metodou pro analyzu funkce gent u
eukaryot. Selektivnim vyfazenim funkce urcitétho genu miZeme pozorovat utlumeni
piislusného fenotypového projevu. Dllezitym vyuzitim RNAI je 1 transgenoze, kdy vnesenim

urcitého transgenu do rostlin miZzeme navodit odolnost vii¢i virovym patogentim.

3.1.1 Historie objevu RNA interference

Existenci fenoménu RNAi poprvé zaznamenali Napoli et al. (1990). Ve svych
experimentech s petiniemi vnaseli do rostlin gen pro chalcon syntazu uplatiujici se
V biosyntéze flavonoidil. Ziskané transgenni rostliny ov§em nemély ocekavané tmaveé nachove
zbarvené kvéty, ale vytvarely kvéty s bilymi oblastmi na tmavém podkladu nebo kvéty
kompletné¢ bilé. Kontrolni rostliny, do kterych nebyl vpraven gen pro chalkon syntazu,

vykazovaly pfirozen¢ se vyskytujici kvéty nachového zbarveni. Analyza RNA z kvétl
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transformovanych rostlin prokéazala oproti rodicovskym rostlindm vyrazné snizenou troven
MRNA produkovanou genem pro chalcon syntazu.

Molekularni podstatu RNAI odhalil Fire et al. (1998) pii pokusech provadénych na
hlistici C. elegans. Jejich cilem bylo vneseni antisense vlakna RNA do C. elegans a
zablokovani genu unc-22, jehoz mRNA byla komplementarni k antisense RNA. Jak
ocekavali, jednovlaknova antisense RNA se navdzala na mRNA genu, vznikla dvouvlaknova
RNA (dsRNA) a translaci cilového proteinu bylo zabranéno. Soucasné vsak jako kontrolu
vnesli do n€kolika had’atek také sense RNA a zjistili, Ze aplikace sense RNA vyvolala taktéz
inaktivaci genu unc-22. Duivodem byla kontaminace pftipraveného transkriptu malym
mnozstvim dsRNA a pravé ta zpasobila degradaci mRNA cilového genu. Usp&sna inaktivace
cilového genu prostfednictvim antisense RNA byla rovnéz zplisobena kontaminaci

transkriptu. Z uvedeného tedy vyplyva, Ze iniciatorem RNAI je bez diskuzi dsSRNA.

3.1.2 Mechanismus RNA interference

RNA interference se uplatituje ve dvou odlisSnych procesech. Prvnim z nich je aktivace
RNAi prostfednictvim exogenni siRNA, kdy je cilovdi mRNA rozstipana, coz vede k
pozastaveni exprese odpovidajiciho genu. Druhou moznosti je regulace exprese endogennich
genil prostfednictvim miRNA. mRNA je rozpoznana za pomoci endogenni miRNA a

vysledkem je zastaveni translace (Berkhout et Haasnoot, 2006).

3.1.2.1 Exogenni cesta RNA interference

Vyzkumy provadéné na octomilce Drosophila melanogaster ukazaly, ze sled reakci u
exogenniho ptivodu rozstipana enzymatickym komplexem, ktery se nazyva Dicer (Mahmood-
ur-Rahman et al., 2008). Dicer je specifickd dsSRNA endoribonukleaza typu III nachazejici se
v cytoplazmé. Stejnou funkci jako Dicer plni u rostlin Dicer-like proteiny (DCL). Na rozdil
od savcu, C. elegans, a kvasinek, pro které je typicka pfitomnost jednoho Diceru, se mizeme
u Drosophily setkat se dvéma Dicery, u Arabidopsis byly objeveny ¢tyfi rizné typy DCL
(DCL1, DCL2, DCL3 a DCL4), a u ryze dokonce deset typt DCL (Margis et al., 2006).
Soucasti Diceru je 5 funkEnich domén — N-terminalni RNA helikdzova doména, PAZ doména
rozpoznavajici dvounukleotidové presahy na 3" konci pre-miRNA, doména véazajici dsSRNA a

2 RNazové domény, které reguluji Stipani siRNA a miRNA (Yu et Kumar, 2003). Vysledkem
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Stipani jsou malé fragmenty o velikosti 21 — 25 nukleotid (nt). Tyto fragmenty se nazyvaji
malé interferujici RNA — siRNA a je pro n¢ typicky dvounukleotidovy piesah na 3’-koncich
obou fetézct (Mahmood-ur-Rahman et al., 2008).

Poté nasleduje efektorova faze RNA interference. V té je siRNA zaclenéna do
komplexu RISC (RNA-induced Silencing Complex). RISC je tvofen RNA a proteiny. Mezi
nejznamgéjsi proteiny patii naptiklad AGO2 zrodiny Argonaut, FMRP nebo P100. RISC
obsahuje nékolik podjednotek — PAZ a PIWI doménu, jiz zmiflovany Dicer nebo R2D2
(Hutvagner et Zamore, 2002; Caudy et al., 2003; Doench et al., 2003, Zeng et al., 2003).
Zaclenénim siRNA je RISC aktivovan a dvouvldknova siRNA je rozvolnéna na jednotliva
vlakna. Po odd¢leni vldken od sebe je sense vlakno siRNA degradovéano, antisense vlakno
zustava soucasti RISC komplexu a navaze se na komplementarni cilovou mRNA. SiRNA zde
tedy slouzi jako voditko k nalezeni cilové sekvence. mRNA je naStipana a tyto fragmenty jsou
poté degradovany nukledzami, coz vede ke ztrat¢ exprese dan¢ho genu. Po degradaci cilové
mRNA se RISC rozpadé na jednotlivé slozky, vedouci vlakno siRNA je z RISCu uvolnéno a
mize se opét uplatnit (Zamore et al., 2000; Meister et Tuschl, 2004).
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Obr. 1: Mechanismus RNA interference: uml¢ovani virového genu prostfednictvim aktivace

komplexu RISC. (prevzato z Mahmood-ur-Rahman et al., 2008).

3.1.2.2 Endogenni cesta RNA interference

Vyznamnou skupinou malych RNA molekul endogenniho ptvodu, které se zapojuji

v RNAI, jsou microRNA (miRNA). miRNA jsou v jadfe exprimovany jako primarni miRNA

(pri-miRNA) a zpracovany enzymovym komplexem Drosha do 70 nukleotidového

vlasenkového prekurzoru (pre-miRNA). Drosha patii stejné jako Dicer mezi dsRNA

endoribonukleazy typu III a je soucasti proteinového komplexu, ktery obsahuje také protein

Pasha vézajici dSRNA. Drosha kdéduje tfi domény — doménu vazajici RNA a dvé RNazové

domény (Denli et al., 2004). pre-miRNA je Vv cytoplazmé nasledné rozstipana Dicerem na
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dvouvlaknové miRNA (mechanismus biogeneze miRNA je podrobnéji popsan v podkapitole
Typy malych RNA).

V dal§im kroku je miRNA zaclenéna do RISC komplexu a dochazi k degradaci sense
vlakna, druhé vlakno (vedouci) miRNA zustava asociovano s komplexem RISC. Toto vedouci
vlakno je komplementarni k cilové sekvenci urcCité mRNA, na tu se navdze a dojde

k rozstipani mRNA nebo ke znemoznéni translace (Shimura et Pantaleo, 2011).

MicroRNA Pathway RNA Silencing Pathway
Developmental signals Virus Transgene
RIS RRLRRRRRRERRR0RENEN
'\
Imperfect dsRNA Perfect and extensive dsRNA
(] T
@ @ Initiationr
DCLI DCL1-4? step
[
T T _
 —— ALLLLLLILL ~
miRNA siRNA
Effector
step
LLLLLLVLLLL. AAA...A LI AAA..A J
Imperfect complementarity Perfect or near perfect
to mRNA in 3'UTR complementarity to mRNA
Translational inhibition and Site-specific mRNA cleavage
other PTGS effects

.....

siRNA drahy je dsRNA, kodovana virem nebo transgenem, zpracovana Dicer-like proteinem
na siRNA. V efektorové fazi je siRNA navazana do RISCu, ktery reguluje endonukleolytické
Stépeni cilové mRNA. miRNA drdha je spuSténa endogennim signdlem, zahrnuje vznik
miIRNA za pomoci Dicer-like  proteinu, zaclenéni miRNA do miRNA-
ribonukleoproteinového komplexu (miRNP) a naslednou inhibici translace, mRNA splicing a
jiné procesy souvisejici s posttranskripénim umlcovanim gent (prevzato z Yu et Kumar,

2003).
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3.1.2.3 Nejvyznamnéjsi rozdily v RNA interferenci u rostlin a Zivo¢ichu

Ackoli RNAI probihd u rostlin a zivocicht velmi podobné¢, existuji rozdily, kterymi se od sebe

rostliny a zivo¢ichové v tomto sméru lisi. Mezi nejvyznamnéjsi rozdily patii:

1)

2)

3)

4)

5)

Zpracovani jednovlaknovych transkriptli; Rostliny, kvasinky, hlistice a nékteré dalsi
organismy koduji pro zpracovani jednovlaknovych transkriptii (ssSRNA, ssDNA) RNA
dependentni RNA polymerazu (RdRP), kterd dosyntetizuje druhé vlakno. Savci tyto
RdRP nemaji.

Multiproteinovy komplex Dicer; Pro zivocdichy je typickd pfitomnost jen jednoho
takového komplexu. Rostlinnym homologem jsou Dicer-like (DCL) proteiny. Rostliny
obvykle koduji vice typtt DCL proteint (Margis et al., 2006).

Metylace miRNA; miRNA rostlin a nékolika dal$ich organisma jsou na 3° konci
metylovany, coz zabranuje degradaci malé RNA. miRNA savci metylovany nejsou
(Li et al., 2005).

Vazba endogennich miRNA na cilovou oblast; rostlinné miRNA se vazi na cilovou
mRNA s vysokou komplementaritou, zatimco miRNA se u zivo¢ichli vaze na mRNA
s komplementaritou mnohem nizsi. Rostlinné miRNA se zaméiuji na kodujici oblasti
mRNA, miRNA u Zivocichi se vaZi na vice cili a zpravidla ve 3" neptekladané oblasti
(Lewis et al., 2005; Krek et al., 2005; Xie et al, 2005).

P-bodies (‘processing bodies’); P-bodies jsou malé mechyiky, ve kterych je
degradovana nepotiebnd mRNA nebo je sem sméfovana translacné potlacena mRNA,
ktera ale mize byt v budoucnu opét translatovana. Pfitomnost P-bodies byla zatim
prokazana jen u zivocCichi, ale u Arabidopsis uz byly popsany tzv. Cajal bodies, jez by
mohly plnit stejnou funkci, jako P-bodies u zivocichti
(http://www.biolsci.org/vO5p0097.htm).
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3.2 Charakteristika role interferujicich molekul RNA a jejich

zapojeni v umléovdni genii

Je ztejmé, Ze kratké, proteiny nekodujici RNA, hraji dulezitou roli v regulaci vyvoje,

sestiihu intront ¢i editaci RNA (Lorkovic et al., 2000).

3.2.1 Detekce a identifikace malych RNA

Na charakterizaci malych RNA molekul mize byt pohlédnuto ze dvou thli — zélezi na
tom, zda ma byt charakterizovana exprese jiz znamych malych molekul RNA, nebo zda je
cilem objev novych malych RNA. Podle tohoto pfistupu je také vybirana vhodna metoda.

Jestlize maji byt detekovany jiz zndmé RNA molekuly, je nutna izolace celkové RNA.
Vhodnymi metodami pro detekci jsou postupy zaloZzené na hybridizaci nukleotidil, jako je
Northern hybridizace, prodluzovani primeru, real-time PCR, microarray hybridizace a dalsi.
V pfipadé¢, Ze je potieba znat informaci o piesné sekvenci neznamé malé RNA, je vyuzito
metody klonovani a sekvencovani populace malych RNA ptitomnych ve vzorku (Aravin et

Tuschl, 2005).
3.2.2 Objeveni malych interferujicich RNA molekul

Pribéh umlCovani gend fizeny malou RNA byl poprvé popsan vroce 1993 u
Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Tehdy bylo prokazano, ze
21 nt velky produkt nekodujiciho RNA transkriptu genu lin-4 zprostiedkovava represi lin-14
mRNA. Represe byla zavisla na ¢asteéné komplementarité sekvence mezi lin-4 21-nt RNA a
netranslatovanou oblasti (UTR) lin-14 mRNA. O nékolik let pozd¢ji byla u C. elegans
objevena dalsi 21-nt dlouha RNA odvozena od nekddujiciho RNA transkriptu genu let-7,
ktera regulovala expresi genu lin-41 (Reinhart et al., 2000). Malé RNA molekuly lin-4 a let-7
jsou sice sekvenéné nepiibuzné, ale dvouvladknovy prekurzor molekuly lin-4 i let-7 ma
charakter 30 bp dlouh¢ vlasenky. Experimenty tedy prokazaly, Ze 21 nt dlouhé sekvence hra;ji
dilezitou roli v genovém umlCovani.

Zatimco u C. elegans byly sledovany malé molekuly RNA, u rostlin byly studovany
mechanismy jako je kosuprese, transkripéni a posttranskripéni umlcovani genti a viry

indukované uml€ovani gent (t€émto mechanismiim bude v€novana samostatna kapitola), kde
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se malé interferujici RNA molekuly rovnéZ zapojuji (Waterhouse et al., 2001; Baulcombe,
2004).

Zapojeni kratkych RNA molekul v posttranskripénim uml€ovani genti bylo objeveno,
kdyz 25-nt sense a antisense RNA byly detekovany pouze Vv téch transgennich rostlinach,
které vykazovaly posttranskripéni umlcovani genti. Z toho bylo usouzeno, ze se malé RNA
musi umlcovani gend v néjakém sméru Gcastnit. I dalsi studie ukéazaly, ze tyto kratké RNA
jsou dusledné spjaty s posttranskripénim umléovanim gend V rostlinach (Mette et al., 2000;

Dalmay et al., 2000).

3.2.3 Typy malych RNA

V soucasné dob¢ rozliSujeme nékolik typt malych molekul RNA, které souvisi s RNA
interferenci, pfi¢emz nejvyznamngjsi jsou miRNA (microRNA) a siRNA (small interfering
RNA). Mezi dalsi patii napt. rasSiRNA (repeat-associated small interfering RNA), tasiRNA
(trans-acting small interfering RNA) a tncRNA (tiny non-coding RNA). Jednotlivé typy
téchto kratkych RNA se mezi sebou navzajem odliSuji svou strukturou, asociaci s odliSnymi
efektorovymi proteiny, biologickou funkci, ale hlavné tim, jestli jsou exogenniho C¢i
endogenniho puvodu, S ¢imZ souvisi i nasledny zpusob jejich zpracovani (Carthew et
Sontheimer, 2009). Exogenniho ptivodu jsou siRNA. Mezi endogenni malé RNA fadime
MIiRNA, tasiRNA, rasiRNA, tncRNA a také nékteré siRNA.

3.2.3.1 Srovnani siRNA a miRNA

siRNA a miRNA. se odliSuji skutecnosti, Ze miRNA je cilené exprimovana, jelikoZz fidi
regulaci endogennich gent, zatimco siRNA je primarné exogenniho plivodu a jejim zdrojem
jsou invasivni nukleové kyseliny, jako jsou viry, transpozony ¢i transgeny. Dalsi rozdil je ve
vzniku téchto kratkych RNA. miRNA vznikd z vlasenkového prekurzoru, zatimco siRNA
vzniké z dlouhé, zcela komplementarni dvouvlaknové RNA. Rozdilem mezi siRNA a miRNA
je také presnost jejich koncovych sekvenci. Vétsina druhli miRNA maé velmi piesné koncové
sekvence, pouze s malou variabilitou. Oproti tomu siRNA ma sklon k vét§i rozmanitosti, co se
tyCe jeji koncové stavby. Presnost koncovych sekvenci je pravdépodobné diivodem, proc
miRNA muze velmi specificky interagovat s mRNA, aniz by k tomu byla potieba striktni

komplementarita sekvenci ¢i dlouhé presahy (Carthew et Sontheimer, 2009).
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Na druhou stranu jsou si tyto molekuly v mnoha ohledech podobné — SiRNA i miRNA
jsou vysttihnuty ze svych prekurzorii pomoci enzymu Dicer a jednovlaknova forma siRNA i
mIRNA asociuje s enzymovym komplexem RISC (Carthew et Sontheimer, 2009). 21-nt
miRNA a siRNA jsou tvofeny proteinem DCLI, zatimco napt. 24-nt rasiRNA je produkovana
proteinem DCL3 (Xie et al., 2005).

3.2.3.2 siRNA

Molekuly siRNA jsou dlouhé 21-25 nt, s typickym dvounukleotidovym piesahem na 3°-
dvouvlaknova dsSRNA. dsRNA se mtize nachazet bud’ piimo v cytoplazmé, nebo se mize do
buiikky dostat z vnéjSiho prostfedi. siRNA byla dvojici Mello a Conte (2004) pivodné
pozorovana béhem viry a transgeny indukovaného uml€ovéni genil v rostlinach, kde slouzila
k ochrané¢ genomu pied témito elementy. V roce 2002 a 2003 byly jako dalsi zdroje dsRNA,
objeveny centromery, transpozony a jiné repetitivni sekvence (Lippman et Martienssen,
2004). dsRNA jako prekurzor siRNA muze ptipadné vzniknout zpracovanim ssRNA RNA
dependentni RNA polymerazou. SIRNA vznikajici z dsRNA jsou poté v efektorové fazi
zapojeny do enzymového komplexu RISC.

Kromé téchto exogennich siRNA byly u ptaki, savcl, had’atek ¢i rostlin objeveny také
endogenni siRNA (endo-siRNA). Endogenni siRNA jsou v mnohém podobné miRNA, ale
1i81 se zplisobem vzniku. Mezi nejvyznamnéjsi endo-siRNA u rostlin patii tasiRNA, dale jsou
to 'natural antisense transkript” odvozeny od siRNA (nat-siRNA) a heteromatickd siRNA (hc-
siRNA), odvozena z repetic a transpozomalnich elementt (Ro6ther et Meister, 2011).

3.2.3.3 miRNA

miRNA jsou nejvice zastoupenym typem RNA u rostlin a zivodichu (Bartel, 2004;
Ambros, 2004). U jednobunéénych eukaryot Trypanosoma brucei (Djikeng et al., 2001) a
Schizosaccharomyces pombe (Reinhart et Bartel, 2002) byly nalezeny pouze siRNA a
rasiRNA, ale ne miRNA.

miRNA jsou vystépeny z primarniho transkriptu (pri-miRNA), ktery vznika transkripci
tzv. MIR gend. Pri-miRNA je nejprve Vvjadfe zpracovana enzymem Drosha
(endoribonukleaza III) do podoby piiblizn¢ 70 nt dlouhé molekuly pre-miRNA ve tvaru
vlasenky, s typickym dvounukleotidovym piesahem na 3’-konci. Poté je z pre-miRNA
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vlasenky vystépen duplex miRNA/miRNA, ktery opousti jadro a za pomoci importinového
transporteru, proteinu Hasty (HST), vstupuje do cytoplazmy. Jedno z miRNA vlaken je
specificky rozpoznano, napt. proteinem Argonaut (AGO), druhé je degradovano. AGO
(Shimura et Pantaleo, 2011). U Zivo¢ichi se miRNA vazou nejcastéji na 3' UTR oblast cilové
MRNA, zatimco u rostlin dochazi k vazbé po celé kddujici oblasti mRNA (Lewis et al., 2005;
Krek et al., 2005; Xie et al, 2005).

3.2.3.4 rasiRNA

rasiRNA jsou mal¢ interferujici RNA spojené s repeticemi a vznikaji pravdépodobné
prodluzovanim sense a antisense transkriptli obsahujici repetitivni sekvence (Reinhart et
Bartel, 2002; Volpe et al., 2002; Aravin et al., 2003). Jejich zajimavou vlastnosti je §ifeni na
dlouhé vzdalenosti. Velikost téchto molekul se u jednotlivych druhti 1i$i a obecné jsou o néco
delsi nez siRNA nebo miRNA, typicka délka rasiRNA je 23 — 28 nt. rasiRNA jsou zapojeny
pii vytvafeni a udrzovani struktury heterochromatinu a pfti kontrole transkripti formujicich se
z repetitivnich sekvenci (Matzke et al., 2004; Lippman et Martienssen, 2004). U savcu je
existence funkénich rasiRNA diskutabilni, jejich pfitomnost byla prokézana pouze v nizkych
koncentracich (Pfeffer et al., 2005).

3.2.3.5 tncRNA

"Tiny non-coding RNA" jsou zvlastnosti C. elegans a jsou méné ¢asté nez miRNA
(Ambros et al., 2003). Jejich velikost je 19 — 23 nt. Nejsou evolu¢né konzervované. Ackoliv
je ptitomnost tncRNA zavisla na Diceru, dvouvlaknové prekurzorové molekuly tncRNA jesté
nebyly experimentalné ani pocitacové identifikovany. Funkce téchto molekul zatim nebyla

objasnéna (Aravin et Tuschl, 2005).

3.2.3.6 tasiRNA

U rostlin byl nedavno popsan zajimavy typ endogennich siRNA, pojmenovany trans-
acting siRNA (tasiRNA) (Vazquez et al., 2004; Allen et al., 2005). tasiRNA byly z pocatku
zaménovany s MIRNA. tasiRNA se ale od miRNA, ktera je téz endogenniho ptivodu, odlisuje

tim, ze vznika z dSRNA. Bylo odhaleno, ze specifické miRNA v rostlinach si cilen¢ vybiraji
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ke Stépeni jednovldknové nekddujici RNA transkripty, které jsou poté pouzity jako templat
pro RNA dependentni RNA polymerazu. Vznika dvouvlaknova RNA, kterou Dicer-like
proteiny zpracovavaji na 21-nt dlouhé molekuly tasiRNA. Ty interaguji s endogenni cilovou
mRNA, coz vede ke Sté€peni za pomoci stejného mechanismu jako u rostlinné miRNA a

dochazi tak k regulaci genové exprese (Aravin et Tuschl, 2005).

3.3 Umlcovani genii (Gene silencing)

Umlc¢ovani genti je proces, kdy dvouvldknova RNA mé schopnost umléovat geny
prostfednictvim degradace homologni RNA. Tato degradace se mtze dit na Grovni transkripce
(Transcriptional gene silencing, TGS), kdy v jadie dochazi k metylaci DNA a k modifikaci
chromatinu, nebo na urovni posttranskripéni (Post-transcriptional gene silencing, PTGS).
Toto uml¢ovani gent pak probiha v cytoplazmé buiiky (Jana et al., 2004).

TGS je primarné uréeno k regulaci transpozonl a ndhodné regulaci transgent, které
Casto svou strukturou, umisténim ¢i nadbytkem transpozény napodobuji. PTGS naproti tomu
hlavné reguluje virovou infekci a dodatecné také transgeny, které koduji aberantni RNA, jez
je podobna virové RNA (Vaucheret et Fagard, 2001).

Donedavna byly TGS a PTGS povaZovany za zcela odlisné formy umlcovani geni,
dnes ovSem vime, Ze jsou si v mnoha krocich podobné. Existuje mnoho bodl spole¢nych pro
oba, napiiklad zmény v DNA metylaci. TGS je spojeno s hypermetylaci sekvence promotoru,
zatimco PTGS je spojovano s hypermetylaci kodujici sekvence (Sijen a Kooter, 2000).
Rovnéz viry i transgeny mohou kédovat dsRNA a zptisobovat jak PTGS, tak i TGS. Havni
rozdil je ale v tom, zda se homologie mezi dsRNA a cilovym genem nachéazi v promotoru,

nebo v sekvenci otevieného ¢teciho ramce (ORF) (Vaucheret et Fagard, 2001).
3.3.1 Umlcovani gent na drovni transkripce (Transcriptional gene silencing, TGS)

U eukaryot je DNA metylace dilezita pro genovou expresi, organizaci a stabilitu
genomu, pro genomicky imprinting, inaktivaci chromozomu X a dal§i vyvojové procesy
(Bird, 2002; Jones et Takai, 2001). V rostlinich je vétSinou metylovana repetitivni DNA

asociovana s heterochromatinem (Kapoor et al., 2005).
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Systém DNA metylace je zalozeny na dvou rozdilnych aktivitich DNA metyltransferazy
— de novo aktivité, kde metyltranferaza prenasi metylovou skupinu na zcela nemetylovanou
dvouvldknovou DNA, a aktivité, kterd ma za kol jen udrzet metylacni systém u TGS. Zde
dochazi na komplementarnim vlakné DNA k metylaci cytosinu v blizkosti metylcytosinu.

dsRNA, jez je svou sekvenci komplementarni k sekvenci promotoru genu, ktery ma byt
umlcen, je enzymaticky zpracovana na 21-24 nt dlouhé molekuly, které slouzi jako signal, a
tento RNA signal pak tidi faktory pfeskupovani chromatinu a histonovou modifikaci enzymu.
Dojde k zacileni urcitych mist v genomu a vytvareni chromatinovych oblasti, které ptitahu;ji
DNA metyltranferazy. DNA genu je poté metylovana, coz udrzuje chromatin ve stabilnim
“utlumeném” rezimu (Kapoor et al., 2005).

DNA metyltransferdzy mizeme rozdelit na zdkladé jejich strukturni a sekvencni
podobnosti do nékolika skupin. Mezi nejvyznamnégjsi patii: DNMT1, DNMT2, DNMT3,
skupina metyltransferdz obsahujici chromodoménovy motiv, tzv. chromometyltransferazy
(CMTs), ¢i hlavni metyltransferdaza u Arabidopsis, metyltransferazal (MET1) (Henikoff et
Comai,1998).

3.3.2 Posttranskripéni uml¢ovani gent (Post-transcriptional gene silencing, PTGS)

Posttranskripéni uml¢ovani genit (PTGS) ma primarné vyznam v ochrané rostlin proti
virové infekci a transpozomalnim elementim, uplatiiuje se vSak i v regulaci endogenni
exprese genll (Yu et Kumar, 2003). Vzhledem k tomu, Ze proces PTGS nastdva
posttranskripéné a zahrnuje degradaci mMRNA, jsou RNA interference a PTGS v rostlinach
povazovany za souvisejici procesy. PTGS je vyvolano pfitomnosti dsSRNA v cytoplazmé
rostlinné buriky, bez ohledu na to, jakého je dSRNA puvodu (Dalmay et al., 2000; Mourrain et
al., 2000).

Signal umlCovani genl se $ifi plazmodezmaty z buiniky do buiiky prostiednictvim
cévniho systému a tidi tak sekvenci-specifickou degradaci cilovych RNA molekul. Tento
mobilni signal je zprostfedkovan dsRNA, siRNA a aberantni RNA (Yu et Kumar, 2003).

Pribéh PTGS je analogicky RNA interferenci, vramci jejiho pribéhu je opét
rozeznavana endogenni a exogenni cesta. Endogenni cesta vede k inhibici translace a dalSim
efektim uplatitujicim se ve vyvoji rostliny. Exogenni cesta se uplatituje v reakci na infekci
patogeny, vede ke specifické degradaci komplementarni RNA a dsDNA vira ¢i
transpozomalnich elementt. Dulezitou charakteristikou RNA uml€ovani u rostlin je fakt, Ze se

do n¢&j zapojuji dva funkéné odlisné druhy siRNA molekul (Hamilton et al., 2002). "Kratka’
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SiIRNA o velikosti 21-22 nt zprosttedkovava pomoci RISCu rozstépeni cilového transkriptu a
je urcena k signalizaci na kratké vzdalenosti. Druhd, 24-26 nt velkd ‘dlouhd” siRNA se
uplatiuje v metylaci DNA a systémovém $ifeni uml¢ovani (Hamilton et al., 2002).

PTGS je nejcastéji aktivovano virovou RNA (tzv. viry indukované umlcovani gent,
VIGS) nebo transgeny (transgeny indukované umlcovani gent) (Yu et Kumar, 2003).
Endogenni geny mohou byt umlc¢eny dodanim transgenu obsahujici obracené repetice.
Dochazi k metylaci endogenniho genu, coz muze vést k pfedCasné terminaci nebo dokonce
k prodlouZeni transkripce. To vede ke vzniku aberantnich transkriptd, které mohou slouzit
jako templaty pro RARP. PTGS mize byt navozeno jednovldknovym transgenem, sense
vlakno RNA vSak musi nejprve poslouzit jako templat pro RdRP, ktera d4 vzniknout dsRNA,
ktera aktivuje PTGS. Nejvyraznéjsiho fenotypu je dosazeno, kdyz jsou transgeny vlozeny a
transkribovany v obracené orientaci (Kooter et al., 1999).

Objev role genu Silencing defectivel (SDE1) a jeho vyznamu v aktivaci transgenu
Vv rostlinach (Dalmay et al., 2000) vedl k rozdéleni PTGS na SDE1 zavislé a na SDE1
nezavislé (Voinnet et al., 2000). PTGS na SDEL1 zavislé je aktivované transgenem, protoze
SDE1se podili na zpracovani RNA transgenu ve dvouvldknovou RNA. Naproti tomu PTGS
indukované virem je na SDE1 nezavislé, jelikoZ replikace virové RNA je zajiStena RNA
dependentni RNA polymerazou (Dalmay et al., 2000). Voinnet et al. (2000) dale rozlisil
PTGS na lokalni a systematickeé.

3.3.3 Viry indukované umléovani genii v rostlinach (VIGS)

K aktivaci viry indukovaného uml¢ovani genti dochazi v moment¢, kdy virus napadne
hostitelskou buniku (Ratcliff et al., 1999). VétSina rostlinnych virt ma RNA genomy
produkujici jednovlaknové RNA molekuly se schopnosti vytvaret v hostitelské buice
duplexy. Dosyntetizovani druhého vldkna komplementarniho k jednovlaknové RNA zajisti
RNA dependentni RNA polymeraza (RdRp) (Yu et Kumar, 2003).

Donedavna byla vétSina experimentti aplikovana na rostliné Nicotiana benthamiana, v
soucasné dob¢ se vSak s rozvojem novych metod a s pouzitim novych vektorti pracuje i s
jinymi rostlinnymi druhy, naptiklad s Arabidopsis thaliana (Lu et al., 2003).

Rostlinné viry pronikaji do rostlinné bunky prostfednictvim vektoru nebo Vv misté
drobného poskozeni, zde replikuji, a poté se pohybuji déle z buiiky do buiky, dokud se
nedostanou do cévnich svazkl. Témi se Sifi do vSech casti rostlinného téla. Paralelné s tim,
jak se Sifi virus, se §ifi také umlcujici signdl v podobé RNA. Jestlize se virus §iii rostlinou
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rychleji, nez umlcujici signal, dojde ke vzniku virové infekce. A naopak, v piipadé, Ze je
rychlejsi umlcujici signal, infekce se Vv rostling€ dale nesiti (Vance et Vaucheret, 2001). Jinak
je tomu ovSem u viroidl — ty jsou tvofeny malym RNA genomem a nekoduji zadné proteiny.
Ptesto mohou rostlinu také infikovat a §ifit se v ni. To se pravdépodobné déje prostiednictvim
asociace s hostitelskymi proteiny (Waterhouse et al., 2001).

Kromé toho, ze VIGS slouZzi jako obrana rostlin vici virové infekci, je také velmi
dobfe experimentalné vyuzitelny pro odhaleni funkce genti. Princip spocivd v tom, ze
sekvence genu, ktery ma byt umlcen, je vloZzena do virového vektoru nesouciho dale
promotor, virovou DNA (u DNA viru) nebo cDNA (u RNA viru) a terminator. Tento vektor
je posléze vnesen do rostliny za pomoci Agrobacterium tumefaciens, biolistickou metodou
nebo mechanickou inokulaci. Dojde k degradaci cilového transkriptu, coz vede k umlceni
ptislusného genu (Purkayastha et Dasgupta, 2009). Vibec prvni VIGS vektor byl vytvoien za
pouziti Tobacco mosaic viru (TMV), jenz patii mezi RNA viry. Cilem bylo inaktivovat
enzym phytoen desaturazu (PDS), jejimz tkolem je chranit chlorofyl pied "vyblednutim’.
Transkript rekombinantniho TMV nesouci sekvenci genu pds byl pfipraven in vitro a
inokulaci vnesen do rostlin Nicotiana benthamiana. To vedlo k aspé&Snému vytazeni funkce

genu pds. Listy rostlin vykazovaly "vyblednuti’ barviva (Kumagai et al., 1995).

3.3.3.1 Supresory uml¢ovani gent

Mnoho rostlinnych virt kdduje proteiny, které inhibuji uml¢ovani genti tim, Ze zasahuji
do jednoho ¢i vice kroka drahy PTGS. Tyto proteiny nejsou produkovany, dokud se virus v
infikované bufice nezaCne replikovat. Jestlize se virus akumuluje v bunice ve vysoké
koncentraci a po delsi dobu, vypovida to o silné supresorové aktivité. A naopak, jestlize se
virus vyskytuje v bufice v nizké koncentraci, miizeme oc¢ekavat slabou supresorovou aktivitu
(Lu et al., 2003).

Piikladem supresorovych proteint muze byt HC-Pro protein (helper component
proteinase) potyvirt, 2b protein viru Cucumber mosaic virus (CMV), protein pl9
viru Cymbidium ringspot virus (CymRSV) ¢i protein p25 viru Potato virus X (PVX).

HC-Pro protein zvySuje akumulaci celé fady rostlinnych virG (Vance et Vaucheret,
2001). Zabranuje viry indukovanému umlcovani genti i umlCovani genl indukované
transgeny, ale na rozdil od p25 nepotlacuje systémové umlcovani (Voinnet et al., 2000).

Protein p19 na sebe vaze volnou siRNA za vzniku komplexu p19-siRNA a snizuje tak

mnozstvi volné siRNA, kterd by jinak mohla byt zaclenéna do systému RISC a uplatnit se tak
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v mechanismu umlcovani geni. Kromé& toho také docasné sniZzeni volné siRNA
v infikovanych bunkach zabrani Sifeni mobilniho uml¢ovaciho signalu (Vance et Vaucheret,
2001).

Protein p25 potlacuje jak lokalni PTGS, tak systémové PTGS. Lokalni PTGS potlacuje
ale jen v pfipad¢, ze bylo navozeno transgenem, tedy drahou zavislou na SDE1; lokalni PTGS
aktivovano virovym vektorem zastaveno nebylo. U systémového umlCovani gent byl p25
ucinnym inhibitorem bez ohledu na to, zda bylo PTGS spusSténo virem ¢i transgenem

(Voinnet et al., 2000).
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4. Experimentalni Cast

Cilem praktické c¢asti mé bakalaiské prace bylo experimentalni ovéfeni pouziti a
optimalizace metody gun bombardmentu v inokulaci rostlin hrachu virem semenem pienosné

mozaiky hrachu (Pea seed-borne mosaic virus, PSbMV).

4.1 Materidl a metody

4.1.1 Biologicky material

Pro zvolené experimenty byly pouzity rostliny hrachu setého (Pisum sativum L.), k viru
vnimavého kultivaru Merkur. Semena byla vysévana v substratu Klasmann 4 v péstebnich
nadobach o priméru 10 cm. Experimentalni rostliny byly péstovany ve fytotronu pfi
fotorezimu dlouhého dne (16/8 h - den/noc) a teplote 22 °C /18 °C (den/noc).

Pro inokulace byl pouzit izolat viru semenem pienosné mozaiky hrachu PSB204, ktery
pochéazi ze sbirek Laboratofe molekularni biologie mikroorganismi, Univerzita Palackého
V Olomouci. Tento izolat je v laboratofi dlouhodobé udrzovéan na rostlinach hrachu Merkur.
Infikované rostliny, zdroj infekéniho agens, byly udrzovany za stejnych podminek jako

experimentalni rostliny.
4.1.2 Priprava inokula a vlastni inokulace experimentalnich rostlin

Pro piipravu inokula byly pouzity listy hrachu infikovaného izolatem PSbMV,
vykazujici typické ptiznaky infekce virem PSbMV. Jako pro inokulace nejvhodnéjsi stadium
byly zvoleny rostliny 12-14 dnt od vysevu, ve stadiu 2-3 pravého listu. Jelikoz cilem této
prace bylo ovéfeni ucinnosti a optimalizace metody gun bombardmentu v inokulaci rostlin
virem, bylo v pribéhu prace testovano nékolik rtiznych variant inokulace. Rozdil spocival
Vrizném mnozstvi vjedné déavce pouzitého inokula, v jeho riznych koncentracich
(fedéni), odliSnych abrazivech pouzZitych pii aplikaci, v mnoZstvi aplikované infekéni davky
(. vystteli) ¢i v tom, jestli bylo inokulum aplikovano na svrchni ¢i spodni stranu listu (viz
Tab. 1). V ramci experimentu byly jako kontrola zatazeny rostliny inokulované standardni

mechanickou cestou, pomoci houbicky.
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Tab. 1: Schéma laboratorniho experimentu

Varianty inokulace

Parametry 1. 2. 3. 4, 5. 6. 1. 8.
Pocet inokulovanych
] 5 5 5 5 5 5 15 10
rostlin
Mnozstvi inokula (ul)
50 20 20 20 20 20 20 20
na 1 vystiel
Redéni inokula 1:4 1:4 1:2 1:4 1:4 14 1:2 1:2
Druh abraziva bez abraziva | bez abraziva celit celit karborundum | karborundum | karborundum | karborundum
AKtivni uhli ano ano ano ano ano ano ano ano
Strana listu svrchni svrchni svrchni svrchni svrchni spodni svrchni svrchni
Pocet vystielii na list 1 1 1 1 1 1 1 2
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K piipravé inokula bylo pouzito ptiblizné€ 0,5 g listl z infikované rostliny. Zvazeny list
byl homogenizovan v tieci misce s fostaitovym pufrem (0,01 M; pH 8) v poméru 1:2 nebo 1:4
spole¢né s pridavkem aktivniho uhli. Aktivni uhli tvofilo 1% celkového objemu. Homogenat
byl centrifugovan 5 min pii 10 000 g pii 4°C, K supernatantu bylo poté — Vv zavislosti na
variant¢ — pfidano abrazivo, opét tvotilo 1% celkového objemu.

Do hlavné nabité pistole byla diikkladn¢ upevnéna zastfihnutd pipetovaci Spicka a
dovnitt S$picky bylo napipetovano odpovidajici mnozstvi inokula. Inokulum musi byt
pipetovano opatrné na okraj Spicky, aby bylo zabranéno jeho pfipadnému vte€eni do hlavné
pistole, ztraté objemu nebo kontaminace vzduchové pistole. Pro aplikaci inokula byl zvolen
druhy pravy list rostliny. K listu byla ze svrchni strany pfilozena plastova desticka umisténa
ve stojanu. Ta obsahovala kruhovy otvor, ve kterém bylo vlozeno plechové sitko. Pod sitko
se nasméroval list vhodny k inokulaci a ze spodni strany byl podloZen krycim sklickem (viz
Obr. 3). Z bezprostiedni vzdalenosti bylo ptes sitko pistoli nastfeleno inokulum. Po kazdém
vystielu bylo sitko i plastova desticka ocisténa bunicitou vatou. Zbytek inokula byl po péti
minutdch oplachnut jemnym postiikanim listh vodou a rostliny byly umistény zpét do

fytotronu.

Obr. 3: Schéma inokulace rostliny za pouziti vzduchové pistole (prrevzato z Predajna et al.,
2010)
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4.1.3 DAS-ELISA

Pfitomnost viru PSbMV v rostliné byla zjistovana pomoci DAS-ELISA testu
postupem podle Loewe Biochemica, GmbH, 14 dni po inokulaci rostlin.

Do jamek v ELISA desti¢ce bylo nejprve napipetovano 200ul smési protilatek proti
viru PSbMV a koutovaciho pufru (v poméru 1:200). Takto byla desticka inkubovana 3 hodiny
pti 35 °C a poté byly jamky desticky tiikrat promyty promyvacim pufrem. Vzorky listd pro
analyzu byly odebirany ze tfetiho patra (shora) experimentalnich rostlin a taktéz ze zdravé
rostliny (negativni kontrola) a z kontrolni virem infikované rostliny (pozitivni kontrola). Listy
byly homogenizovany v extrakénim pufru (v poméru 1:10). Do kazdé jamky pak bylo
napipetovano 250 pl extraktu, do jedné jamky bylo napipetovano pouze 250 ul extrakéniho
pufru ('slepy” vzorek). Vzorky byly inkubovany pies noc pii teploté 4 °C. Nasledujici den
byly vzorky vymyty pomoci promyvaciho pufru a do kazdé¢ jamky bylo napipetovano 200 pl
protilatek znacenych enzymem a konjugaéniho pufru (v poméru 1:200). Desticka byla
inkubovéana 3 hodiny pfi 35 °C a nésledn¢ promyta promyvacim pufrem. Do jamek bylo
naneseno 200 pl barvici smési (0,75 mg Na,PNP / 1 ml substratového pufru) a desticka byla
inkubovana ve tmé pii pokojové teploté a nasledné byla po 1, 2 a 24 hodinach vyhodnocena
absorbance (vlnova délka 405 nm) pomoci ELISA readeru BioTek. Za pozitivni vysledek (+)
u DAS-ELISA byla povazovana hodnota absorbance 0,100 a vy$si (po odectu absorbance

"slepého” vzorku, extrakéniho pufru).

4.1.4 Izolace celkové RNA

Celkovda RNA byla izolovana pomoci NucleoSpin® RNA Plant kitu (Macherey-
Nagel). 50 — 100 mg listd analyzovanych rostlin bylo homogenizovano v RAl pufru
s ptidavkem merkaptoethanolu pomoci Lysing matrix (Q-BlOgene) v homogenizatoru
FastPrep (ThermoSavant) a celkova RNA byla dale izolovana podle pokyni vyrobce.
Izolovana RNA byla rozpusténa v 60 ul RNase-free vody.

Koncentrace a Cistota izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky (UV-VIS,

Beckman Coulter, DU 730). Jednotlivé vzorky RNA byly dlouhodobé uchovavany pti -80 °C.
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4.1.5 Reverzni transkripce

Virova RNA byla pfepsana do cDNA pomoci ‘dvoukrokové” reverzni transkripce za
pouziti ‘'random’” primera (Promega).

Pro reakci byly pfipraveny dvé reakéni smési — premix | a premix Il. Premix |
(mnozstvi na jeden vzorek) byl slozen z 9 ul dEPC destilované vody a 1 pl 'random” primert
(0,5 uM, Promega). 10 ul smési bylo pipetovano do tenkosténné PCR zkumavky o objemu
0,5 ml, nasledné bylo ptfidano 5ul vzorku. Celkovy objem tedy byl 15 pl. Reak¢ni smés byla
inkubovéna 5 min pii 70 °C, poté byla okamzit¢ pienesena na led. Nasledné bylo do
zkumavky pfipipetovano 25 ul premixu II, ktery byl tvofen 11,5 ul dEPC destilované vody, 8
ul AMV RT reakéniho pufru (5x, Promega), 4 ul ANTP (10mM, Fermentas), 0,5 pl Rnasin®
inhibitoru (40 U/ul, Promega) a 1 ul AMV reverzni transkriptazy (10 U/ul, Promega).
Reverzni transkripce probihala v celkovém objemu 40 pl smési po dobu 60 min pii teploté 37
°C v termocycleru Thermal Cycler Gene E (Techne). Ziskané vzorky cDNA byly nésledné
dlouhodobé¢ uchovavany pii -20 °C.

4.1.6 PCR amplifikace

Virovd cDNA ziskand reverzni transkripci byla amplifikovdna polymerazovou

fet¢zovou reakci (PCR) =za pouziti kombinace specifickych primerd PSB8812
(5'-TTGAGAAATACACGGAAGC-3") a PSB9440 (5'-CATTATCTGTCTGAAAGTTGG-
3") podle Safatova et al. (2008). PCR reakéni smés obsahovala (mnoZstvi na jeden vzorek):
4 ul Go-Taq® Flexi reakéniho pufru (5x, Promega), 1,2 pl MgCl; (25 mM, Promega), 9,2 ul
destilované vody, 2 ul ANTP (2 mM, Fermentas), 0,2 pl kazdého primeru (20 pmol/ul), 0,2 pl
Go-Taq® DNA polymerazy (5 U/ul, Promega) a 3 ul cDNA pfislusného vzorku. Celkovy
objem reakce byl tedy 20 pl.
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PCR amplifikace probihala za nasledujicich podminek:

= Pocatecni pre-denaturace 94 °C, 2 min
= Amplifikace (40 cykli):
o Denaturace 94 °C, 1 min
o Hybridizace primert (annealing) 52 °C, 1 min
o Syntéza (extension) 72 °C, 1 min
= Zaverecna elongace 72 °C, 10 min

Detekce a vyhodnoceni velikosti PCR produkti probihalo pomoci elektroforetické
separace (ELFO) v 1,5% agar6zovém gelu (Amresco) v prostiedi TAE pufru. DNA byla
barvena pomoci barviva GelRed Nucleic Acid Stain (fedéni 10000x ve vodé, Biotium, Ltd.),
které bylo pfidavano piimo do agar6zového gelu pted vlastni elektroforetickou separaci (3
ul/50ml gelu). Do prvni jamky na gelu bylo vzdy naneseno 2 pl velikostniho markeru
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas), do nésledujicich jamek bylo naneseno 5 pl
vzorku. Migrace vzorkid probihala pfi stejnosmérném napéti 80 V po dobu 45 min. PCR
produkty byly néasledn¢ vizualizovany a dokumentovany s pouzitim UV transluminatoru a

dokumentaéniho zatizeni SynGene (Synoptics Ltd., UK).

4.1.7 Kvantitativni RT-PCR

Scilem kvantifikace virové infekce (nebo pro zjisténi rozdild v koncentraci viru
V jednotlivych rostlindch) byla pouzita metoda kvantitativni RT-PCR. Reakce probihala za
obdobnych podminek jako standardni RT-PCR, cDNA byla syntetizovana pomoci random
primert (Promega), kvantifikace byla provedena pomoci specifickych primert PSB8812 a
PSB9440. Reakéni smés pro kvantitativni PCR obsahovala (mnozstvi na jeden vzorek): 2 pul
Platinum Taq pufru (10x, Invitrogen), 0,6 ul MgCl, (50 mM, Promega), 13,2 ul destilované
vody, 1 pul ANTP (2 mM, Fermentas), 0,1 pl f primeru (20 pmol/ul), 0,1 ul r primeru (20
pmol/ul), 0,8 ul SYBR Green (2x, Invitrogen), 0,2 ul Platinum Taq® DNA polymerazy (5
U/ul, Invitrogen) a 2 ul cDNA pfislusného vzorku. Kone¢ny objem reakce byl 20 pl a reakce
probéhla v Real-time cycleru RotorGene 3000 (Corbett Research, Australie).
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Kvantitativni RT-PCR probihala za nésledujicich podminek:

= Aktivace polymerazy 95 °C, 3 min
= Amplifikace (45 cykli):
o Denaturace 95°C,45s
o Hybridizace primert (annealing) 52°C,45s
o Syntéza (extension) 72 °C,45 s
= Analyza teploty tani PCR produkti:
o Stabilizace 72°C,45s
o Teplotni gradient (1 °C) 72-95°C,5s

4.2 Vysledky a diskuze

U inokulovanych experimentalnich rostlin byly nejprve vizualné¢ hodnoceny symptomy
virové infekce. Pfitomnost/absence typickych symptomt naznacila, zda byla inokulace rostlin
pomoci gun bombardmentu uspésna, ¢i nikoliv.

Kontrolni rostliny, inokulované standardni mechanickou cestou, vykazovaly typicke
symptomy infekce PSbMV jako svinutku listd, chlorotickou mozaiku, prosvétlovani zilek
nebo celkovou zakrslost rostlin.

U experimentalnich rostlin byly 14 dnl po inokulaci (dpi) pozorovéany taktéz typické
ptiznaky infekce PSbMV, i kdyZ vétSinou jen v mirné formé¢ (viz Tab. 2). Vyskytlo se vSak 1
Sest rostlin zcela bez typickych piiznakl infekce. Po 27 dnech od inokulace doslo u vétSiny
rostlin k rozsiteni virové infekce. Rostliny vykazovaly bud’ silngjsi formu ptiznaku, nebo na
nich byly pozorovany dali symptomy typické pro infekci rostliny PSbMV. Ctyfi rostliny

nevykazovaly ptiznaky ani po 27 dnech od inokulace.
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Obr. 4: Porovnani zdravé rostliny hrachu (vlevo) a rostliny vykazujici pfiznaky infekce

PSbMV — svinutka listi (vpravo). Zdroj: http://www.inra.fr/hyp3/images/6034232.jpg

Za uUCelem ovéfeni moznosti pouziti a optimalizace metody gun bombardmentu
pii inokulaci rostlin virem byly testovdny rizné podminky aplikace inokula (viz Tab. 1).
Uspésnost inokulace/aplikace, tzn. pfitomnost a replikace viru v rostling, byla hodnocena

DAS-ELISA testem a u vybranych vzorkd pomoci RT-PCR (viz Tab. 2).

Podminky experimentu, pfi kterych bylo inokulum aplikovano:

1) Mnozstvi aplikované infekéni davky
Byly provedeny dva experimenty. V prvnim experimentu bylo na list péti pokusnych
rostlin hrachu aplikovéno jednorazové 50 pl inokula (varianta 1) a na dalSich pét
rostlin aplikovano pouze 20 ul inokula (varianta 2). DAS-ELISA test prokazal
Vv piipadé nastielovani davkou 50 pl jednu uspésnou inokulaci, u druhé varianty (20
pl) nebyl virus detekovan v zadném ptipad€. Jednordzova aplikace 50 pl davky
inokula tedy nebyla povazovana za vyrazné efektivn€j$i, proto bylo v dalSich
experimentech pracovano s davkou 20 pl. U druhého experimentu (varianta 8) bylo
testovano pouziti dvojnasobné infekéni davky. Neslo vSak o jednu aplikaci inokula o
objemu 40 ul, ale bylo nastielovano dvakrat 20 ul do jednoho listu. VSechny rostliny
V tomto experimentu vykazovaly ¢trnact dnit po inokulaci pfiznaky infekce o rtizné
intenzité, virus byl pomoci DAS-ELISA testu detekovan u 60% pokusnych rostlin.
Z toho tedy vyplyva, ze dvoji aplikace infek¢ni davky na tentyz list je efektivnéjsi, nez
aplikace pouze jedné davky inokula.

33



2)

3)

Pouziti abraziva

Byly porovnavany tii varianty abraziva — tj. aplikace bez abraziva, aplikace celitu
nebo karborunda.

Pro uspésnou inokulaci rostlin hrachu virem semenem pfenosné mozaiky hrachu bylo
nezbytné¢ narusit povrch listu. Do inokulacni smési bylo pfiddno bud jedno
(objemové) procento celitu (varianty 3 a 4), nebo karborunda (varianty 5 — 8).
Aplikace celitu se neukazala jako vyhovujici, u experimentdlnich rostlin nedoslo
k infekci Zadné rostliny virem. Jako vhodnéjsi abrazivum, jehoz aplikaci doslo
pravdépodobné¢ k vyraznéjSimu povrchovému posSkozeni listu, se ukazalo
karborundum. U vétsiny rostlin variant 5 — 8 byly pozorovany po 14ti dnech prvni
ptiznaky infekce. Virus byl detekovan pomoci DAS-ELISA testu u dvanacti z dvaceti
deviti ovlivnénych rostlin.

V piipad¢, ze do inokula¢ni smési nebylo ptidano abrazivum (varianty 1 a 2), vétSina
pokusnych rostlin nebyla infikovana virem a na ovlivnénych rostlinach nebyly
pozorovany zadné ptiznaky infekce PSbMV. Piitomnost viru se podafila prokazat

DAS-ELISA testem pouze v jednom piipad¢ z celkovych deseti.

Redéni inokula

Byla testovana koncentrace aplikovaného inokula, a to v poméru 1:2 nebo 1:4.

S fedénim listd virového izolatu fosfatovym pufrem v poméru 1:4 bylo pracovano u
variant 1, 2, 4, 5 a 6. Varianty 1, 2, 4 byly netspésné, stejné tak varianta 5, u které
rostliny bud’ nevykazovaly ptiznaky vibec, nebo jen v mirné formé. Virus nebyl
pomoci DAS-ELISA testu detekovan v zddném vzorku této varianty (viz Tab. 2). U
Sesté varianty, tj. v kombinaci s pouzitim karborunda a s aplikaci 20 pl inokula na
spodni stranu listu, vykazovaly typické ptiznaky infekce o rtizné intenzit€ tfi rostliny
z péti. U téchto symptomatickych rostlin byl virus detekovan DAS-ELISA testem u
jedné rostliny, kterd vykazovala nejsilnéjsi ptiznaky infekce (rostlina €. 6, viz Tab. 2).
Prostfednictvim RT-PCR pak byla pfitomnost viru dok4dzdna u vSech tii
symptomatickych rostlin — virus se pravdépodobné nevyskytoval v listech odebranych
pro DAS-ELISA test v tak vysoké koncentraci, aby mohl byt detekovan.

rostlin varianty 3 vedla k nulové efektivité, nicméné u variant 7 a 8 byl virus
detekovan v jedendcti z dvaceti péti piipadi, pfiznaky vykazovaly az na jednu vSechny

sledované rostliny.
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Na zdkladé¢ hodnoceni uspéSnosti inokulace (Tab. 2) muzeme fici, ze vyssi

L4

koncentrace virovych ¢astic vede k efektivnéjsi inokulaci rostlin.

4) Aplikace inokula

Byly testovany dvé moznosti aplikace infekéni davky na list - na svrchni stranu
(varianta 1, 2, 3, 4, 5, 7 a 8) a na spodni stranu listu (varianta 6 — viz piedchozi bod).

U vSech variant krom¢ varianty 6 bylo inokulum aplikovano na svrchni stranu listu,
tento postup byl pouzit jako standardni aplikace a vedl opakované k tispésné inokulaci
virem. Pfi dvou srovnatelnych aplikacich, varianta 5 a 6, byla zjisténa vétsi uspéSnost
pti aplikaci na spodni stranu listu. S ohledem na maly pocet opakovani vSak nelze
jednoznaéné rozhodnout, zda ma tento zpisob aplikace zasadni vliv na uspéSnou
inokulaci rostliny, tj. na efektivnéjsi vniknuti virovych ¢astic do listu a nasledné

pomnozeni viru v rostling.

Kuspésné inokulaci rostlin, i kdyz s riiznou efektivitou, doslo v ptipadé tii variant
(varianta 6, 7 a 8, viz Tab. 2). Jako nejvhodnéjsi se vSak jevila varianta 8, kdy byla pfitomnost
viru detekovana v Sesti rostlinaich z deseti. Inokulum bylo fedéno 1:2 (listy z virového
izolatu:fosfatovy pufr), bylo pouzito jedno objemové procento karborunda jako abraziva a
byla aplikovana dvojndsobna infekéni davka (dva vystiely do jednoho listu, tzn. 2x20ul) na
svrchni stranu listu.

Metodu gun bombardmentu za pouziti vzduchové pistole pouzil poprvé jako
alternativni metodu k inokulaci rostlin virem Predajna et al. (2010). Jeho experimenty byly
zalozeny na inokulaci rostlin tabaku Nicotiana benthamiana infekénim klonem viru Sarky
Svestky Plum pox virus (PPV), jehoz cDNA byla navazana na wolframové mikroprojektily.
Na listy rostlin bylo aplikovano 10 pul suspenze mikroprojektili s navazanou DNA a nejc¢astéji
byly infikovany 2 — 3 tydenni rostliny. Prvni pfiznaky infekce PPV u rostlin, které byly
inokulovany ve stafi dvou tydnt od vysevu, byly pozorovany jiz po sedmi dnech od aplikace
infekéni davky. To je podstatné diive, nez u mého experimentu, kdy byly prvni symptomy
PSbMV vizualn€ pozorovany vétSinou az 14 dnii po inokulaci. Vzhledem ke zcela odliSnym
podminkdm umélého patosystému (virus/rostlina) jsou ale ob& pozorovani v souladu
S pozorovanim piiznakl infekce pfi mechanické inokulaci virem. Pfi nastfelovani inokula na

listy dvoutydennich rostlin bylo u experimentu Predajni et al. dosazeno uspésnosti 88%, v
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(varianta 8, viz Tab. 1 a Tab. 2) uspésnost 60%.

Pro ovéteni vysledkli detekce pfitomnosti viru v rostlindich pomoci vizualniho
hodnoceni symptomtl inokulovanych rostlin a DAS-ELISA testu a sohledem na vyrazné
slabsi symptomy infekce pozorované na experimentalnich rostlindch byly u rostlin odebrany
vzorky listti 14 dnt (varianty 5, 6, 7 a 8) a 27 dnti po inokulaci (dpi) (varianty 5, 6, a 7). Pro
detekci viru byla pouzita RT-PCR. Vizualni hodnoceni symptomu virové infekce a vysledky
detekce viru v rostlinach pomoci DAS-ELISA metody a RT-PCR jsou shrnuty v nasledujici

tabulce:
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Tab. 2: Hodnoceni uspésnosti inokulace

Varianta 14 dpi 27 dpi
inokulace |  Rostlina Symptomy DAS-ELISA | RT-PCR Symptomy RT-PCR

1 bez piiznakid - - bez piiznaki -

2 bez ptiznakl - - bez ptiznaki -

¢.5 3 bez piiznakid - - bez piiznaki -
4 SL MOZ - - SL SV, SL MOz -

5 SL SV - - SL SV -

6 SL SV, MOz, Z + + SV, M0z, z +

7 bez piiznakt - - PZ -

¢.6 8 bez piiznaki - - bez piiznaki -
9 SL MOz - + PZ -

10 VA - + SL SV, SLMOZ, Z -

11 SL SV - - SV, SL MOZ -

12 SV - + SV, SL MOZ -

13 SL SV - - SV, SL MOZ -

14 bez ptiznaki - - SL SV -

15 SL SV - - SV, SL MOZ -

16 SL SV, MOZ + nt nt nt

17 SL SV, MOz - nt nt nt

¢.7 18 SL SV, MOz - nt nt nt
19 SL MOZ + nt nt nt

20 PZ - nt nt nt

21 SL SV, SL MOz - nt nt nt

22 SL MOz, Z + nt nt nt

23 SL SV, MOz - nt nt nt

24 SL SV, MOz + nt nt nt

25 SL SV, MOZ + nt nt nt

26 SV, MOzZ + nt nt nt

27 SL SV, MOz - nt nt nt

28 SL SV, MOz - nt nt nt

29 SL SV, MOz + nt nt nt

5 30 SL SV, MOZ - nt nt nt
.8 31 SL Moz ¥ nt nt nt
32 SL SV, MOZ + nt nt nt

33 SV, SL MOZ + nt nt nt

34 SL SV, MOz + nt nt nt

35 SV, PZ - nt nt nt

Vysvétlivky: SL SV — slaba svinutka, SL MOZ — slaba mozaika, SV — svinutka, MOZ — mozaika, Z — zakrslost,

PZ — prosvétlovani zilek

+ : pozitivni, - : negativni, nt: netestovano
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Pro detekci viru v rostlin€ byla pouzita metoda RT-PCR za pomoci reverzni transkripce
s pouzitim random primertt a PCR s primery PSB8812 a PSB9440 specifickymi pro pocatek
genu pro plastovy protein viru. O¢ekavana velikost PCR produktu byla 628 bp.

Ptitomnost viru byla detekovana pouze u rostliny ¢. 6 (ve vzorcich odebiranych 14 1 27
dpi, viz Obr. 5), coz je v souladu s pozitivnim DAS-ELISA testem a se symptomy, které
rostlina vykazovala v obou odbérech. Dale byl detekovan slaby produkt ve vzorcich 9, 10 a 12
(viz Obr. 5). To odpovida pfiznakiim na rostlinach pozorovanych 14 dpi i 27 dpi, ne
vSak detekci viru prostiednictvim DAS-ELISA testu (viz Tab. 2).

D4 se také predpokladat, Ze jestlize byl PCR produkt pfitomen u vzorkl €. 9, 10 a 12
Z odbéru 14 dpi, bude tento PCR produkt detekovan i u vzorkti odpovidajici odbéru 27 dpi,
jelikoz pii uspésné inokulaci by mélo dojit k pomnozeni viru v rostliné. To se ovSem
neprokazalo. Pfi¢inou bude snejvétsi pravdépodobnosti nedostacujici kvalita vyizolované

RNA, které byla pro RT-PCR pouzita, nebo kontaminace vzorkl v pribéhu RT-PCR.

[ d

L 1/2 2/2  3/2 4f2 5/2 6/2 7/2  8/2 9/2 10/2 11/2 12/2 13/2 14/2 15/2

=
- <«— 628 bp

Obr. 5: Detekce PSbMV ve vzorcich 1 —15
(L: 100 bp DNA ladder, Fermentas; drahy 1 — 15, 1/2-15/2: vzorky ¢. 1 — 15; Sipka oznacuje
velikost specifického produktu)
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Koncentrace viru ve sledovanych rostlindich a jejich zmény byly analyzovany také
pomoci kvantitativni RT-PCR. Pro tuto analyzu bylo vybrano patnact rostlin, varianty 5, 6 a
7.

Nejvyssi koncentrace viru byla zjisténa u rostliny vykazujici jiz 14 dnl po inokulaci
typické priznaky (rostlina €. 6), u dalSich rostlin - €. 2, 3,4, 5, 6, 7, 13, 14 byla detekovana 14
dnti 1 27 dnti po inokulaci vyrazné niz$i koncentrace (viz Tab. 3, Graf. 1), na hranici detekce

pomoci standardni RT-PCR.

Tab. 3: Stanoveni koncentrace viru ve vybranych pozitivnich vzorcich

_ Relativni
Oznaceni . )
vzorku Popis vzorku koncentracg viru
na 1 mg listu
2 rostlina €. 2 varianty 5, 14 dpi (73 mg) 0,06%
3 rostlina ¢. 3 varianty 5, 14 dpi (57 mg) 0,50%
4 rostlina €. 4 varianty 5, 14 dpi (43 mg) 1,08%
5 rostlina €. 5 varianty 5, 14 dpi (80 mg) 0,28%
6 rostlina ¢. 6 varianty 6, 14 dpi (74 mg) 100,00%
7 rostlina €. 7 varianty 6, 14 dpi (58 mg) 0,43%
13 rostlina ¢. 13 varianty 7, 14 dpi (39 mg) 0,95%
14 rostlina €. 14 varianty 7, 14 dpi (56 mg) 0,37%
32 rostlina ¢. 3 varianty 5, 27 dpi (77 mg) 0,14%
6/2 rostlina ¢. 6 varianty 6, 27 dpi (51 mg) 34,32%
712 rostlina ¢. 7 varianty 6, 27 dpi (72 mg) 0,39%
14/2  |rostlina ¢. 14 varianty 7, 27 dpi (57 mg) 0,14%
15/2  |rostlina ¢. 15 varianty 7, 27 dpi (57 mg) 0,65%

Vysvétlivky: vzorek €. 6 slouzi jako kalibrator
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Graf 1: Kvantifikace virové infekce pomoci komparativni analyzy (zobrazeny pouze pozitivni

vzorky)
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5. Zavér

Teoreticka Cast této prace shrnuje aktualni poznatky k tématu RNA interference a jeji
role v interakci patogen — hostitel. Je také zaméfena na zapojeni interferujicich RNA molekul
V interakcich a na umlcovani gent.

Princip RNA interference je zalozen na umlceni genové exprese prostfednictvim
interakce dvousroubovice RNA s homolognim transkriptem. RNA interference se piirozené
uplatiiuje v regulaci endogenni exprese gent prostfednictvim miRNA, ale svou roli hraje i
V ochrané organismu pied nezadoucim patogenem, kdy se do buniky dostava jednovldknova
nebo dvouvlaknova RNA exogenniho pivodu.

Proces, kdy ma dvouvldknovda RNA schopnost umlcovat geny prostfednictvim
degradace homologni RNA, se nazyva uml¢ovani gent (gene silencing). Tento mechanismus
je charakteristicky tim, Ze provadi zmény vV metylaci DNA. U transkripéniho umlcovani gent
(TGS) dochazi k hypermetylaci promotoru, kdezto u posttranskripéniho uml€ovéani genti
(PTGS) je iniciovana hypermetylace kodujici sekvence. Ackoli se PTGS uplatiiuje také
v regulaci endogenni exprese genti, jeho primarni vyznam spocivd v ochrané rostlin proti
transpozomalnim elementim a virové infekci. Jestlize je PTGS aktivovano virovou RNA,
hovotime o viry indukovaném umlcovani gent (VIGS). VétSina viri obsahuje ve svém
genomu jednovldknovou RNA, k niZ je v hostitelské bunce pomoci RNA dependentni RNA
polymerazy dosyntetizovano druhé komplementdrni vldkno a vznikd tak dvouSroubovice
RNA.

Gun bombardment je ndastroj, ktery se da beze sporu vyuzit ke studiu RNA interference.
K tomu, aby tato metoda vedla k Gspé&$né inokulaci experimentalnich rostlin virem, je vsak
potieba dodrzet urcité podminky. V experimentech provadénych v rdmci mé prace jsem doSla
k zavéru, ze pro uspésnou inokulaci rostlin hrachu virem semenem ptfenosné mozaiky hrachu
je nezbytné narusit povrch listu pomoci abraziva, nejlépe karborunda. Jako efektivni se dale
ukézala byt aplikace inokula s pomérem fedéni virového izolatu fosfatovym pufrem v poméru
1:2 a taktéz pouziti dvojnasobné infekéni davky, aplikované na list ve dvou vystielech, tedy

2x 20 pl.
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7. Seznam pouzitych zkratek a symboli

AGO

bp

cDNA
CMV
CymRSV
DAS-ELISA
dEPC

DCL

DNA
dNTP
dsRNA
EDTA
ELFO
ELISA
f-primer
HC-Pro
hc-siRNA
MRNA
miRNA

nt

ORF

PCR

PDS

PPV
pre-miRNA
pri-miRNA
PSbMV

PTGS
PV X
rasiRNA

Argonaut

base pairs, pary bazi

komplementarni DNA

Cucumber mosaic virus

Cymbidium ringspot virus

double antibody sandwich ELISA
diethylpyrokarbonat

Dicer-like

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleosidtrifosfat

dvouvlaknovd RNA

kyselina ethylendiamintetraoctova
elektroforéza

enzym-linked immunosorbent assay
forward primer, pfimy primer

helper component protease
heterochromaticka siRNA

mediatorova RNA

mikro RNA

nukleotid(y)

open reading frame, otevieny ¢teci rimec
polymerdzova fetézova reakce

phytoene desaturase

Plum pox virus

prekurzor miRNA

primarni transkript miRNA

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

post-transcriptional gene silencing, posttranskripéni umlcovani geni
Potato virus X

repeat-associated SiRNA
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r-primer
RdRp
RISC
RNA
RNAI
RT-PCR
SIRNA
SSRNA
Taq polymeraza
TGS
T™MV
Tris

reverse primer, zpétny primer

RNA dependentni RNA polymerasa

RNA-induced silencing komplex

ribonukleova kyselina

RNA interference

reverzni transkripce - polymerazova fetézova reakce
mald interferujici RNA

jednovldknova RNA

termostabilni plymeraza

transcriptional gene silencing, transkripéni uml¢ovani genti
Tobacco mosaic virus

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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8. Prilohy

8.1 SloZeni roztokii

Koutovaci pufr (pH 9,6; 1000 ml):
Na,CO3 1,59 g
NaHCO; 2,939

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

NaCl 8¢
KH,PO, 0,24
Na,HPO,. 12H,0 2949
KCI 0,24

Extrakéni pufr (pH 7,4; 1000 ml):

PBS 1000 ml
PVP K-25 209
Tween 20 0,5mi
vajecny albumin 109

Konjugacni pufr (pH 7,4; 1000 ml):

PBS 1000 ml
PVP K-25 20g
Tween 20 0,5 ml
vajecny albumin 24

Promyvaci pufr:
1/5 PBS 1000 ml
Tween 20 0,5ml

Substratovy pufr (pH 9,8; 1000 ml):

diethanolamin 97 ml
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pH se upravi koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou

5x TAE pufr:

Tris 24,2 ¢
ledova kyselina octova 571 ml
05MEDTA 10 ml

pH pufru se upravuje na hodnotu 8,0 kyselinou octovou a nasledné se doplni do 1000 ml.
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