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SOUHRN

Rostlinné viry patfi mezi vyznamné patogeny v zemédé€lstvi a zplsobuji velké ztraty
na tirods. Slechténi rostlinnych odriid rezistentnich k témto patogenim mize vést ke sniZeni
ztrat na plodinach. V dne$ni dobé genetické inZenyrstvi rychle nahrazuje klasické postupy
Slechténi rostlin. Pomoci modernich metod genomiky jako je aktivace post-transkripéniho
umlcovani geni a virem indukovaného uml¢ovani genti je mozné rychle ziskat rostliny odolné
proti urcitému viru.

V praktické Casti prace byla syntetizovana dsRNA genu plastového proteinu viru zluté
mozaiky cukety, ktera by dale mohla byt pouzita Kk vyvolani odolnosti rostlin celedi
Cucurbitaceae proti ZYMV.



SUMMARY

Plant viruses belong among importatnt pathogens in agriculture and cause great losses
to crops. Breeding of plant species which are resistant to these pathogens may lead to reduced
losses in crops. Today, genetic engineering is rapidly replacing standard plant breeding
methods. Modern methods of genomics such as activation of post-transcriptional gene
silencing and virus- induced gene silencing are used for quick profit of plants which are
resistant against a specific virus.

In the experimental part of this work, dsSRNA molecules of the coat protein of Zucchini
yellow mosaic virus were synthesized. These molecules could also be used to induce

resistance against ZYMV in plants of the Cucurbitaceae family.
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1 UVOD

Lidstvo studuje biologické metody, které umoznuji indukovat v rostlinach nové vlastnosti
od pocatku své existence. Jednou z hlavnich vlastnosti, které chce ¢lovék v rostlinach vyvolat,
je rezistence vuci urcitému patogenu, protoze béhem vyvoje lidské spolecnosti se zacaly
zvy$ovat naroky na vynos zemédélskych plodin. Uroda rostlin byla a neustale je v ohroZeni
napadeni patogeny, které jsou pfi¢inou nizkého zemédélského vynosu, mezi tyto patogeny
patii i rostlinné viry.

Zakladni a nejstarsi technika K vytvofeni nové vlastnosti napf. K vyvolani odolnosti je
Slechténi rostlin. Tato metoda je stejné stard jako péstovani zemédé€lskych plodin samo.
Béhem historie se tato technika vyvinula od nejprimitivnéjsi az ke §lechténi vyuzivanému
od 20. stoleti, pti kterém dochazi k zamérmému ki¥izeni genotypti za uUcelem zisku nové
odrtdy, kterd by vykazovala a do dalSich generaci pienédsela danou vlastnost napt. odolnost
(Graman a kol., 1998).

Dal8i moZnou vyuzivanou metodou je transgenoze, pomoci niZz vznikaji tzv. GMO
(geneticky modifikované organizmy). Zakladem této molekularné biologické techniky je
vneseni a exprese genu nebo naopak jeho vypnuti za Gelem vyvolani cilové vlastnosti
rostliny. V piipadé¢ transgenoze rostlin se vyuziva napt. bakterie Agrobacterium tumefaciens,
ktera do rostliny gen vnese (Prochazka a kol., 1998). Do rostliny urcené k transformaci je
pomoci bakterie vnesena T-DNA (cilova sekvence), ktera je ptivodné soucast Ti plazmidu.
Zavedena T-DNA se inkorporuje do DNA hostitelské buriky a dale se chova jako jeji soucast
(Paul a kol., 2012).

KfiZova ochrana (‘cross protection’) je dal§i vyuzivanou metodou pii navozovani
rezistence rostlin vuéi virdm/patogenum. Zakladem je infekce hostitelského organizmu
slabym kmenem viru a tim navozeni odolnosti proti nasledné mozné infekci silngj$im
ptibuznym kmenem (Valle a kol., 1988).

V blizké budoucnosti bude hojné vyuzivanad metoda aktivujici proces PTGS, diky némuz
dojde k vyvolani odolnosti rostlin pfedev§im vuéi viram. Zakladem je in vitro syntéza
vakciny mimo rostlinu ve formé molekul dsRNA, které obsahuji ¢ast nukleotidové sekvence
pfislusného genu, jenz ma byt umléen. Dvouvlaknova RNA je injikovana do organizmu,
ve kterém je nejprve zpracovana a nasledné dojde k ndvazani homologni mRNA do komplexu
RISC. Vysledkem je degradace nebo represe translace homologni cilové sekvence (Vaucheret
a kol., 2001).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Agrobacterium_tumefaciens

2 CiLE PRACE

e Shromazdéni literatury a vypracovani reSerSe na téma uloha dsRNA molekul

v interakci virus — rostlina.
e Bioinformaticka analyza dostupnych sekvenci Zucchini yellow mosaic virus.

e Vybér vhodnych genomickych segmetnti, navrh primert a syntéza dsRNA interferujici

s Zucchini yellow mosaic virus.
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3 SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY
3.1 Charakteristika rodu Potyvirus

Rod Potyvirus nalezi do ¢eledi Potyviridae, kterou lze zatradit mezi skupinu vird, jejichz
genom je tvofen ssSRNA pozitivni orientace. Zastupci patii mezi rostlinné viry, jejichz virové
Castice maji tyCkovity nebo vlaknity tvar a dosahuji velikosti kolem 760 nm. Stavba virionu

potyviru je znazornéna na Obr. 1 (http://viralzone.expasy.org/all_by species/50.html).

Obr. 1: Morfologie virionu — Potyvirus

(pfevzato a upraveno z http://viralzone.expasy.org/all_by species/50.html)

J

genomicka RNA, ® plastové proteiny tvotici kapsidu

Genom virt patticich do rodu Potyvirus je reprezentovan jednovlaknovou kodujici RNA
(‘positive-sense” sSRNA), ktera se exprimuje do jednoho proteinového prekurzoru
0 délce 350 kDa (Riechmann a kol., 1992; Riechmann a kol., 1995), ktery je proteolyticky
zpracovan virovymi protedzami na 7-10 mensich proteint (Langenberg, 1997). Patii mezi né
P1 (P1 proteinase), P3 (P3 protein), CI (Cylindrical Inclusion), HC-Pro (Helper-Component
Proteinase), Nla (Nuclear Inclusion A), NIb (Nuclear Inclusion B), CP (Coat Protein) a jesté
dva mensi proteiny (6K1, 6K2). VSechny tyto proteiny se poté v buiice Uc€astni mnoha
podstatnych procest, které jsou shrnuty v Tab. | (Reichmann a kol.,, 1992;
http://www.uniprot.org/uniprot/ Q89330). P1, P3 a HC-Pro jsou ty virové proteiny, které se
ucastni zpracovani jediného proteinu na jeho C konci ve virové Castici (Carrington a kol.,
1989; Verchot a kol., 1991). Obr. 2 potom znazorfiuje genomickou mapu virt zrodu

Potyvirus.
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Obr. 2: Genomicka mapa rodu Potyvirus

(pfevzato a upraveno z http://www.dpvweb.net/potycleavage/index.html)

P1 HC-Pro

P3 6K1 Cl

Mib ce

. EN—

e — —

P1 (P1 proteinase), HC-Pro (Helper-Component Proteinase), P3 (P3 protein), 6K1/2 (6 kDa protein 1/2), Cl (Cytoplasmic
Inclusion Protein), Nla VPg (Nuclear Inclusion Protein A — Viral genome-linked Protein), Nla-Pro (Nuclear Inclusion

MNla
VPg Pro

Protein A — 49 kDa Proteinase), NIb (Nuclear Inclusion Protein B), CP (Coat Protein)

Tab. I: Funkce proteinti zastupce rodu Potyvirus - Zucchini yellow mosaic virus

Proteinase

Zkratka proteinu Nazev Funkce
P1 P1 proteinase proteindza
N-terminal protein pohyb z buiiky do bunky (zfejme)
HC-Pro Helper Cqmponent proteinaza
Proteinase
ptenos zprostfedkovany msicemi
(interakce se styletem)
potlaceni PTGS
P3 Protein P3 patogenita, replikace
Cl Cyt(_)plasmlc_ replikace
Inclusion Protein
pfisednuti na membranu hostitelské
bunky
helikazova aktivita, stimulace ATP-
azove aktivity
CP Coat Protein obaleni RNA kapsidou
Capsid Protein zapojen do vektorového pienosu
regulace amplifikace RNA
pohyb z buniky do bunky
Nuclear Inclusion
NIa-\/P Protein A - Viral replikace (primer pro iniciaci syntézy
g genome-linked RNA)
Protein
Nuclear Inclusion
Nla-Pro Protein A - 49 kDa hlavni proteinaza
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Zkratka proteinu Nazev Funkce

Nuclear Inclusion replikace (RNA-dependentni RNA
NIb . .
Protein B polymeraza)
6K1/6K2 6 kDa protein 1/2 replikace

Virova RNA o velikosti 9,6 kb je obalena proteinovym plastém — kapsidou z plastového
proteinu (CP). Proteinovy obal kazdé Castice potyviru je tvoten asi 2000 identickych kopii CP
(Oruetxebarria a kol., 2001). Kapsida uz obalena neni (Langenberg, 1997). Ribonukleova
kyselina slouzi jako genomova i virovhi mRNA (messenger RNA), genomova RNA je

prekladana do zminénych polyproteint (http://viralzone.expasy.org/all_by_species /50.html).

3.2 Virus Zluté mozaiky cukety

Virus zIluté mozaiky cukety (Zucchini yellow mosaic virus — ZYMYV) se dnes systematicky
fadi do ¢eledi Potyviridae, rod Potyvirus, proto se Vv literatufe setkdvame i s nazvem Zucchini
yellow mosaic potyvirus (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp).

Primarni a nejcastéj$i zpisob pienosu ZYMYV je prostiednictvim msic (Aphididae) a to
neperzistentnim zpusobem. Pienos je vysledkem interakce mezi styletem msic, CP (Coat
Protein) a Hc-Pro (Helper-Component Proteinase). Méné frekventovany typ pienosu je
pomoci semen, je mozny i experimentalni pfenos mechanickou inokulaci (Simmons a kol.,
2008). Mezi hostitele, jejichz builky ZYMV nejcastéji napadd, patii hlavné hospodaiské
apro clovéka ekonomicky vyznamné rostliny jako jsou zastupci cCeledi tykvovité
(Cucurbitaceae): cuketa/tykev (Cucurbita pepo L.), dyné (Cucumis melo L.), okurka
(Cucumis sativus L.), vodni meloun (Citrullus lanatus L.), u kterych vytvaii mozaiky,
Zloutnuti, zkrouceni listl, zakrslost, deformace a blednuti semen i plodd (Simmons a kol.,
2008; http://www.agls.uidaho.edu/ebi/vdie/refs.htm). Infekce ZYMV muze zpusobit velké
ztraty pii péstovani tykvovitych plodin po celém svéte.

Poprvé byl ZYMYV pozorovan v Italii v roce 1973, od té doby se $iii dal do zeméd¢€lskych
oblasti, kde se péstuji tykvovité plodiny. V byvalém Ceskoslovensku byla piitomnost ZYMV
poprvé zaznamenana v roce 1991 (Glasa a kol., 2007). ZYMV byl z napadenych rostlin
izolovana také Vv jinych Céastech svéta a to naptiklad ve Francii, Némecku, Izraeli, Libanonu,
Velké Britanii, Maroku, Spanélsku, USA nebo v Austrélii, takze je patrné, Ze je tento virus

rozsiten po celém svéte (http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=282).

13


http://viralzone.expasy.org/all_by_species%20/50.html
http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
http://www.agls.uidaho.edu/ebi/vdie/refs.htm
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=282

Analyza molekularni variability tfi odlisSnych oblasti genomu (P1, P3 a CP) ZYMV
ukazala, Ze izolaty z Ceské a Slovenské republiky vykazuji pozoruhodné nizkou trovei
ve variabilit¢ téchto oblasti, izolaty ze stfedni Evropy jsou t€ém ¢eskym a slovenskym blizce
piibuzné. Izolaty z jinych Casti svéta (Asie) naopak vykazovaly obrovskou miru variability
v nukleotidovych sekvencich téchto ¥ oblasti genomu. Ceské, slovenské a stfedoevropské
izolaty jsou fylogeneticky zafazeny do uzce piibuzné skupiny. Uroved variability
nukleotidovych sekvenci oblasti P1, P3 a CP neni stejna, nejvyssi pozorovana variabilita byla
zjisténa v oblasti P1, P1 je tedy nejdivergentnéj$im regionem (Glasa a kol., 2007).

Pricinou rozdili v biologickych vlastnostech mezi izolaity ZYMV jsou zmény
v nukleotidovych sekvencich CP, HC-Pro a P3 genu. Zménami v potadi nukleotidi CP genu
dochazi k rozrtiznéni napt. v projevu piiznakd nakazy, okruhu hostitelskych organizmt nebo
pfenosu msSicemi. Diky postupnému ziskdvani novych sekvenci CP genu byly vytvéfeny
skupiny, do kterych se fadily rizné izolaty z riznych mist a zemi svéta. Coutts a kol. (2011)
sefadili izolaty ZYMV do 3 velkych skupin, které jesté podrobné&ji rozdélili na podskupiny.
Zatadili sem pouze izolaty, u kterych byl gen pro CP osekvenovan cely. Patii sem 42 novych
kompletnich nukleotidovych sekvenci CP genu ziskanych z australskych izolatl. Vzorky listh
tykvovitych rostlin, které trpély pfiznaky napadeni ZYMV, byly odebrany v 5 oblastech ve 4
statech v Australii. Dale se K témto vzorkim piidalo celkem 101 kompletné osekvenovanych
genll pro CP z dalSich kontinentli. Celkem bylo sefazeno 143 izolatl podle fylogenetické
podobnosti CP sekvenci. Vznikly tak 3 hlavni skupiny A, B a C. Skupina A obsahuje ctyfi
podskupiny (I-IV), do skupiny B se fadi dvé podskupiny (I a II), C skupina se dale ned¢li.

Tab. Il procentualné popisuje podobnost/identitu v nt sekvencich izolatd vsech tii skupin.

Tab. Il: Podobnost izolati ZYMV v nukleotidové sekvenci CP genu [%]

Skupina A B C

Podobnost sekvenci

ve skupiné [%] =88,9 >85,6 >85,8

Podskupina l. Il. 1. V. l. Il.

Podobnost

> > > > > > >
v podskuping [%] 295,9 | 2932 | 2918 | 2953 | =865 | 298,7 | =858

Do podskupiny A-I se fadi 23 izolatd ze zapadniho pobftezi a 2 z vychodniho, sekvence
téchto novych izolatd se v 95,9-98,9 % shodovaly s izolaty z Japonska a Evropy.
Do A-II patii 3 sekvence ze severni ¢asti Australie spoleéné s vzorky z USA, iranu, Ciny

a Japonska s podobnosti 94,6-99,0 %.
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B-II podskupina zahrnuje 16 sekvenci odebranych na jediném misté na severozapadé
Australie.

A-1 a B-1l izolaty vyvolavaji v napadenych rostlinach chlordzy, na rozdil od izolatd A-II,
které zpiisobuji infekci bez ptiznaki.

Vsechna tato zjisténi naznacuji, ze do Australie byly zavleCeny nejméné 3 separované
ZYMV, ve vzdalenych odlehlych oblastech Australie se izolaty lisi. Ale ze zminénych
¢iselnych udaji vyplyva, Ze izolaty pochazejici ze stejné lokality se v sekvenci CP genu lisi
jen minimalné (Coultts a kol., 2011).

Hc-Pro je dalsim kli¢ovym proteinem, ktery je kodovan rostlinnymi viry rodu Potyvirus.
Zapojuje se do ruznych procesi v prubéhu Zzivotniho cyklu viru (Plisson a kol., 2003).
Testovani mnoha izolath ZYMYV prokézalo souvislost mezi mutacemi ¢asti genu pro HC-Pro
a urovni projevu symptomi infekce timto virem. U né€kterych izolath ZYMV, které vyvolavaji
u tykvovitych rostlin pouze mirné ptiznaky infekce, byla zjiSténa mutace v konzervované
oblasti genomu (CDNQLD), ktera je soucasti sekvence kodujici HC-Pro. Tato oblast se
nachdzi blizko oblasti (FRNK), kterd ovliviiuje zadvaznost symptomd, které je vir schopen
v rostliné vyvolat. Mutace v této oblasti genomu muze vést az k Gplné ztraté piiznaka
napadeni virem. Je tedy ziejmé ze FRNK-CDNQLD je soucasti vétsiho motivu, ktery je
konzervovany u rodu Potyvirus a hraje roli pfi projevu symptomi (Desbiez a kol., 2010).

Jedna se 0 bodovou mutaci ve 3 aminokyselinach v konzervované oblasti o celkové délce
455 AK. Byly srovnavany sekvence genu pro HC-Pro mezi kmeny patiici mezi ZYMV-NAT

(‘non-aphid transmissible”), které vyvolavaji v hostitelském organizmu tézké piiznaky
a ZYMV-WK, které jsou zodpovédné pouze za mirné projevy infekce (Desbiez a kol., 2010;

Gal-On a kol., 2000). Tab. 11l poukazuje na rozdily 3 AK a jejich pozic v sekvenci genu HC-
Pro u ZYMV-NAT a ZYMV-WK (Gal-On a kol., 2000).

Tab. 11l: Mutace HC-Pro genu a jejich pozice u ZYMV-NAT a ZYMV-WK

Pozice mutace
ZYMV-NAT ZYMV-WK
v HC-Pro genu
148 DE GE
180 FRNK FINK
308 PTK PAK

D (kyselina asparagova), E (kyselina glutamova), G (glycin), F (fenylalanin), R (arginin), N (asparagin), K (lysin), |

(izoleucin), P (prolin), T (treonin), A (alanin)
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Pii testovani projevi napadeni ZYMV mutantem v pozici 180 (izoleucin misto argininu),
bylo zjisténo, ze u 3 genotypt okurky, melounu a vodniho melounu nezpisobuji projevy
infekce. U tykvi vyvolava mirné ptiznaky stejn¢ jako ZYMV-WK (mirnd mozaika mladsich
listt, ale zaddné deformace plodi).

Rozdilné bylo zjisténi u mutantd v pozici 148. Kyselina asparagova byla nahrazena
glycinem, coz zpusobilo tézké projevy infekce podobné jako u ZYMV-NAT.

Zaménénim alaninu misto treoninu na 308. pozici v jedné z konzervovanych oblasti genu
HC-Pro dochazi k poklesu pienaseni ZYMV-WK pomoci msic (Gal-On a kol., 2000).

HC-Pro patii mezi supresory umléovani gent. Wu a kol. (2010) zkoumali spojitost
mezi 3 vysoce konzervovanymi aminokyselinami HC-Pro a mIiRNA/siRNA drahami.
Sledovali mutace genu pro HC-Pro v pozicich 180, 205 a 396, které jsou kritickymi
a dilezitymi misty co se tyc¢e mi/siRNA a PTGS procesti (Wu a kol., 2010). Pozice oznacené
jako 180 a 205 lezi v centralni oblasti genu pro HC-Pro, ktera je zodpovédna za amplifikaci
genomu, vazby s RNA a zastaveni PTGS a VIGS (Plisson a kol., 2003). Mutace HC-Pro
Vv pozici 180 vede mimo jiné k niz$i afinité k miRNA duplexu (Shiboleth a kol., 2007). Pozice
396 lezi na C konci HC-Pro a je mistem proteinazové aktivity (Wu a kol., 2010). Mutace
Vjedné ztéchto oblasti nevede ke zméné mnozstvi siRNA, 2 mutace z celkovych 3 maji
pouze mirny vliv na koncentraci siRNA, ale pokud jsou mutovana vSechna 3 zminéna kriticka

mista genu pro HC-Pro, dochazi ke kompletni inaktivaci HC-Pro. Bylo zjiSténo, Ze jsou tieba
nejméné 2 ze3 mutaci v téchto oblastech, aby nastalo zablokovani funkci spojenych
s potlatenim VIGS. Takze trojiti ZYMV mutanti (180/205/396) nejsou schopni blokovat
miRNA regulaci rostlin, coz vede k projevu leh¢ich symptomi. Tyto tfi mutace staci
k potlaceni mi/siRNA a VIGS, ale ne k potlaceni PTGS, coz naznacuje, Zze HC-Pro ma rtuzné

domény umoziujici umléeni mi/siRNA, VIGS a PTGS.

Tato zjiSténi vedou k moznosti vyuziti mutaci HC-Pro genu ve 3 kritickych oblastech
k zablokovani PTGS v transgennich rostlinach bez morfologickych zmén. Protoze HC-Pro ma
rizné inhibi¢ni u¢inky na rtznych mistech v drahidch kratkych RNA, mutanti mohou byt

vyuziti jako nastroj k pozorovani a rozebirani mechanizmu téchto drah (Wu a kol., 2010).
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3.3 RNA interference

3.3.1 Objev RNA interference

RNA interference (RNAi) byla poprvé zminéna pifi zkoumani funkce par-1 genu
Caenorhabditis elegans (Guo a kol., 1995). Guo a Kemphues injikovali "antisense” par-1
RNA do hlisti. Vysledkem byla letalni embrya, coz fenotypove potvrdilo jejich teorii, Ze
"antisense” RNA mize umlcet par-1 gen, jenze u embryi, ktera byla injikovana ‘sense” par-1
RNA — kontrolou, doslo k projevu naprosto stejného fenotypu, embrya byla také letalni.

Klicovym byl rok 1998, kdy Fire a Mello, kteti jiz potvrdili, ze "sense i antisense” RNA
dokaze umlcet funkci genu, zkusili injikovat smés obou typit RNA (‘sense i antisense’).
Timto byl objev a nazev RNAI potvrzen a od t¢ doby je RNAi velmi intenzivné studovana
jako forma potlaceni genové exprese (Hammond a kol., 2001). Cely experiment A. Firea byl
zalozen na myslence zavedeni ‘antisense” SSRNA (jednovlaknova RNA) do bunék
Caenorhabditis elegans a tim k interferenci urcitého endogenu. Piedpokladalo se, ze dojde
k hybridizaci mezi vlozenou ssRNA a mRNA endogenu. Kontrolou méla byt zvitata
injikovand ‘sense” RNA, jenze se u nich projevil stejny mutantni fenotyp. Védci zjistili, ze
mnohem efektivnéj§i umlceni genu nastdva po injekci dsRNA (dvouvldknové RNA)
nez po vpraveni jednotlivych ssRNA (‘sense nebo antisense’). Smés ‘sense a antisense’
ssSRNA umlcuje expresi cilového genu az s 10x vyssi ucinnosti (Hammond a kol., 2001).
K vyvolani RNA1 v buiice staci pouze nékolik malo molekul smési dsRNA.

Fireho tym si vybral gen unc-22 k pozorovani u¢inkli experimentu, jelikoz fenotypovy
projev mutace/umléeni tohoto genu je dobife pozorovatelny. Inhibice exprese tohoto genu
vede Kk prudkym zaskubim svalstva. 'Sense a antisense” molekuly RNA komplementarni
k sekvenci unc-22 genu maji jen malou interferujici aktivitu a bylo potieba zavést velkou

davku ssRNA, aby mohl byt efekt interference pozorovan. Naopak po zavedeni smési ‘sense
a antisense” RNA (dsRNA) doslo k vysoce efektivni interferenci funkce unc-22 genu.

Krome unc-22 genu byly zkoumany RNAi u tfech dalSich gent (unc-54, fem-1, hlh-1),
u kterych byl efekt dsSRNA zietelny, efekt ssSRNA pozorovan nebyl (Fire a kol., 1998).

3.3.2 RNAI a dalsi nastroje umlcovani genii

Umlcovani gent (‘gene silencing”) bylo do dnesni doby pozorovano u celé fady druht

organismu od rostlin, pies houby az po zvitata. JelikoZ ke zkoumani tohoto jevu byly pouzity
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rizné experimentdlni metody, béhem let se zacaly pouzivat rtizné nazvy pro umlcovani
exprese gentl, i kdyz Casto popisuji stejny jev. Existuje vice forem uml€ovani a jejich déleni
zavisi predevSim na 2 hlavnich faktorech. Je to mechanizmus umlcovani a typ
molekuly/Cinidla, které umlcovani vyvola.

Patii sem RNAIi, ktera je vyvolana molekulami dsRNA, poprvé byla pozorovana
u C.elegans a po mechanické strance jsou RNAi totozné s PTGS u rostlin.

PTGS (post-transkripéni umlCovani geni) je charakteristické predev§im pro rostliny,
ale i zivocichy, v tomto piipadé nebyva zasazen pribéh transkripce, genova exprese je
zastavena az na urovni molekuly mRNA, ktera se stava nestabilni.

VIGS (virem indukované umlCovani gent) je vyvolano pfitomnosti virové genomické
RNA ve formé& dsRNA, ktera umléovani navodi.

TGS (transkripéni uml¢ovani genll) je mozné pozorovat obecné u rostlin, ale i zvifat.
Genova exprese je v tomto piipad€é zastavena na Urovni transkripce a to ziejmé¢ modifikaci
chromatinu nebo metylaci DNA.

Transgenem vyvolané uml¢ovani (" Transgene-induced silencing”) je vyvolano pfitomnosti
transgenu Vv genomu. Tandemové uspotddané kopie transgenu jsou mnohem silngj$im
induktorem umlcovani nez kopie roztrouSené a pokud obsahuji obracené repetice, jsou
nejefektivnéjsi. K tomuto typu umlcovani dochdzi na Grovni transkripce i post-transkripéné.

Dale existuje tzv. quelling - termin pouzivany pro PTGS u hub (Neurospora crassa).

U RNAI popsané u C. elegans bylo zjisténo, Ze jde o stejny princip jako je u PTGS rostlin,
tzn. ze RNAI byly poprvé popsany u rostlin, ale pod jinym nazvem.

RNAIi dnes slouzi jako ucinny nastroj ke zméné genové exprese u mnoha organismu
(Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, rostliny, trypanozoma, plosténky), RNAi
1ze uplatnit u nékterych organismi nebo u mySich embryi, ale s ur€itymi limity, které je
omezuji. Pfedmétem intenzivnich studii je RNAI v kulturach savéich bunék (Hammond
a kol., 2001).

3.3.3 Uloha dsRNA v RNA interferenci

Molekuly dsRNA patii mezi dtlezité regulatory genové exprese u eukaryot. Utastni se
mnoha mechanizmi umlcovani genii. Molekuly dsRNA jsou upraveny na kratké RNA
duplexy (‘short RNAS’) o délce 21-28 nt (nukleotidy), které poté vedou
K rozpoznani a rozstithani ssSRNA (mRNA, virové genomické RNA). Tyto kratké RNA se

bézné v piirod¢ vyskytuji napiiklad ve formé miRNA - microRNA (Meister a kol., 2004)
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aSIRNA - kratké interferujici RNA, kam patfi i "trans-acting short interfering RNAs” -
tasiRNA, ‘repeat-associated short interfering RNAs” - rasi-RNAs, ‘scan RNA” - scn RNA
a ‘long siRNAs’ - IsiRNAs (Nagvi a kol., 2009).

Molekuly dsRNA maji schopnost vyvolavat umlCovani gentl, je to vlastnost, kterou si tyto
molekuly dochovaly skrz pribéh celé¢ evoluce, coz znaci, Ze tato biologickéd vlastnost je
v piirod¢ velmi dulezitd. Lze fici, Ze se jejich funkce uplatiiuje jako vSeobecny obranny
mechanizmus proti virové nebo cizi nukleové kyseliné. Napiiklad u rostlin je uml¢ovani geni
ve form¢é PTGS obranou proti virovému napadeni (Hammond a kol., 2001).

Dlouh¢ dsRNA nebo siRNA jsou dnes syntetizovany uméle a jsou vkladany do bunéénych
kultur i zivych organizmii k inaktivaci genové exprese, pouzivaji se jako u¢inny nastroj

pro zamérné umlcovani genu (Meister a kol., 2004).

3.3.4 Charakteristika a mechanizmus RNA interference

RNAI je zakladnim eukaryotickym systémem na regulaci gent. V rostlinach a u hmyzu
jsou RNAIi hlavni odpovédi pfi napadeni virem a tvofi zdklady antivirové imunity (Berry
a kol., 2009).
zpracovana pomoci enzymu na kratké molekuly (tzv. ‘guide’) o délce 21-23 nt a nastava
druhy efektorovy krok, kdy jsou ‘guide” molekuly inkorporovany do nukleazového komplexu
RISC (‘RNA-induced silencing complex’), ktery slouzi k destrukci mRNA, kterd je
rozpoznana pomoci ‘guide” RNA na zéklad¢ parovani bazi (Hammond a kol., 2001).

Zpracovani dsRNA prekurzort na kratké (‘guide”) RNA molekuly je proces katalyzovany
dsRNA-specifickym Rnaza-lll-typem endonukleaz - Drosha a Dicer. Drosha je enzym
katalyzujici sestiih molekul miRNA v jadie (Lee a kol., 2003; Lee a kol., 2002), tento naptil
zpracovany prekurzor se pak premisti do cytoplazmy, kde se dostava do reakce s enzymem
Dicer. Po interakci s obéma enzymy ma produkt pfesah na obou koncich: na 3konci jsou to
2 nt a na 5'konci fosfat (Lee a kol., 2003). RNAi mechanizmy se svymi detaily a pfesnymi
prubéhy 1i§i u riznych organizmd. U kvasinek (Schizosaccharomyces pombe), rostlin
(Arabidopsis thaliana) nebo u Drosophila melanogaster jsou dlouhé dsRNA a miRNA
prekurzory zpracovany za vzniku siRNA/miRNA/rasiRNA molekul pomoci Diceru. Kratké
dsRNA jsou rozvolnény a vytvati se z nich efektorové komplexy RISC, RITS ("RNA-induced
transcriptional silencing’) nebo mIiRNP (‘Ribo-Nucleo-Protein”). RISC zprostiedkovava
degradaci mRNA (rozstfizeni RNA), miRNP molekuly vedou k represi translace dané mRNA
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a RITS zplsobi modifikaci heterochromatinu. U zivocicht jako C. elegans nebo u savci
dochazi k degradaci mRNA pomoci miRNA/SIRNA, které jsou integrované do RISC
komplexu, ale miRNA mohou zapfi¢init i represi translace. Schizosaccharomyces pombe,
C. elegans a savci maji pouze jeden gen pro Dicer. Kromé riznych typi Dicerti si mohou
organizmy vytvaret i tzv. DCL (’Dicer-like proteiny’), coz jsou proteiny podobné Diceru
s enzymatickou aktivitou.

Z tohoto vyplyva, ze existuji 3 zakladni cesty RNA interferenci (Obr. 3). VSechny maji
stejny prvni krok, kdy je dsRNA Dicerem upravena na kratké jednovlaknové molekuly
s presahem. Molekuly, které takto vzniknou, dévaji zaklad kroku druhému. Pokud vznikne
rasiRNA vzdy se vytvoii RITS a dojde k modifikaci chromatinu. Pokud vznikne mi/siRNA,
vytvoii se komplex RISC a kone¢nym vysledkem RNAi bude degradace mRNA. Vznikne-li
miRNA muze také dojit k vytvofeni miRNP a tim k zablokovéni translace ptislusné mRNA

(Meister a kol., 2004).

Obr.: 3 Zakladni cesty RNAi demonstrované na modelovych organizmech (pievzato a

upraveno z http://www.nature.com/nature/journal/v431/n7006/fig_tab/nature02873_F1.html)
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Molekuly siRNA (’short-interfering RNA") jsou 21-24 nt dlouhé. Patii mezi regula¢ni
molekuly, jejichZ funkci je pfedev§im ochrana buiiky pfed vniknutim exogenni NK (nukleova

kyselina), naptiklad virova NK, ale také musi udrZovat integritu genomu builkky pomoci
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umlcovani transkripce genli pochazejicich z nezaddoucich mist v DNA buiiky (retrotranspozon,
repetice).

Pro vytvoteni siRNA v buiice je zapotiebi dlouhd dsRNA molekula, kterda mtize vzniknout
pomoci RNA-dependentni RNA polymerazy (RARP) z transkriptu (z sSRNA do dsRNA),
ktery je aberantni nebo z transkriptu a komplementarni sekvence. Dlouha dsRNA molekula je
rozpoznana a rozitipana jadernym Dicerem. Zivo&ichové obvykle koduji jeden typ Diceru,
rostliny vice typti Diceru nebo jemu podobné proteiny. Kazdy typ Diceru vytvari siRNA
0 ruzné délce. Vznika tak komplex Diceru s endogenni siRNA (dvouvlaknova), ktery putuje
ven z jadra do cytoplazmy. Ke komplexu se pfipoji protein Argonaut, ktery umozni vznik si-
RISC (n€kdy RITS) tim, ze rozvolni dsSRNA na ssRNA (‘guide” molekula v komplexu).
Produkty transkripce (MRNA), které jsou komplementarni ke ‘guide” sSRNA v RISC, jsou
Stépeny diky RNazové aktivité enzymu Argonaut 2. Z transgenni dsRNA Dicer nastiiha
exogenni siRNA duplexy, vytvofi s nimi RITS a cely komplex piechazi do jadra, dsSRNA se
v komplexu rozvolni na ssRNA a dojde k modifikaci heterochromatinu (Meister a kol., 2004;
Naqgvi a kol., 2009).

Geny pro miRNA (microRNA) piedstavuji 1% ze vSech kodujicich gent, tim se fadi
mezi nejrozsahlejsi skupinu regulac¢nich molekul. Molekuly miRNA jsou jednovlaknové
0 délce 19-23 nt, vytvorené Z jednovladknového transkriptu, ktery vznikl pfepisem pomoci
enzymu polymeraza I1. Tvorba miRNA zacina v jadie a kon¢i v cytoplazmé (Bartel, 2004).

Gen pro miRNA je transkribovan do pri-miRNA s vlasenkou, ktera reaguje s enzymem
Drosha, jehoz aktivita je spjata s enzymem Pasha (Lee a kol., 2003), vznika tak pre-miRNA.
Pomoci exportinu 5 jsou tyto prekurzory vyvedeny z jadra do cytoplazmy. Zde enzym Dicer
nastitha prekurzor na mi-RNA duplexy, které jsou inkorporovany do mi-RNP
komplexu/RISC. Jedno vlakno z duplexu je odstranéno a druhé slouzi jako ‘guide” sSSRNA
vedouci komplex k cilové molekule mRNA a degraduje ji nebo se ucastni regulace translace
tim, Ze ovlivni pfisluSnou mRNA. Molekuly mRNA, jejichZ translace byla potlaena, se
ukladaji do tzv. P-télisek. U savclh mliZze obsahovat miRNA sekvenci umoZznujici vratit se
do jadra a tim ziejmé i umoznit modifikaci heterochromatinu. Existuji i dalsi zptisoby vzniku
miRNA molekul a to napiiklad tak, ze miIRNA jsou produkovany z intronovych sekvenci.
Rozdil je v tom, ze pti tomto zplisobu vzniku neni potfeba enzym Drosha (Naqvi a kol., 2009;

Meister a kol., 2004).
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3.4 Post-transkrip¢éni uml¢ovani geni (PTGS)

PTGS patti mezi mechanizmy slouzici k degradaci RNA v rostlinach. Lze jej
charakterizovat jako systém inaktivujici geny na post-transkripéni urovni, ktery se podoba
RNAIi u zivocichu (Fire a kol., 1998; Vaucheret a kol., 2001). Vysledkem procesu PTGS je
specificka degradace skupiny mRNA molekul v cytoplazmé rostlinnych bunck. Tento typ
umlcovani genli nezasahuje pfimo transkripci, ale az jeji produkt — mediatorovou RNA
(Vaucheret a kol., 2001). Inicia¢nimi molekulami jsou dsRNA nebo transgen, které

po zavedeni spousti cely mechanizmus (Baulcombe, 1996; Chicas a kol., 2001). RNAI

.....

ze stejného predkovského mechanizmu degradace RNA (Vaucheret a kol., 2001).

V rostlinach je mozné také spustit systém VIGS, jenz je nastartovan vniknutim virové Castice
do bunky (Baulcombe, 1996; Chicas a kol., 2001).

Hlavnim rozdilem mezi PTGS a RNAI je fakt, Ze na to, aby PTGS prob¢hlo, je zapotiebi
pfitomnost genii kodujicich specifické proteiny, navic pfi experimentu na rostlinach
Arabidobpsis thaliana, které vykazovaly nefunkéni nebo naruseny PTGS mechanizmus, védci
zjistili, ze jsou piecitlivélé na CMV (Cucumber mosaic virus), z ¢ehoz plyne, Ze tito mutanti
méli naruSenou rezistenci vici virim. Coz PTGS piimo spojuje s obranyschopnosti

rostlinnych bunék vii¢i virové infekci.
3.4.1 Mechanizmus PTGS

Zakladnim ptedpokladem pro vyvolani PTGS v buiice je pfitomnost iniciatoru - dSRNA,
kterda muze vzniknout 2 zakladnimi zpisoby. Molekula dSRNA mize byt vytvoiena piimo
ato virem nebo transgenem ve formé prevracenych repetic, pak je nastithana DNazou
(jako Dicer u zivocichit), ¢imz se vytvoii siRNA molekuly, které mohou vést komplementarni
MRNA do komplexu proteinti zajistujicich degradaci. Nebo vznikaji nepfimo z transgenu
(1 kopie), ktery je siln¢ exprimovan a transkripci vznikaji aberantni molekuly RNA (abRNA)
diky strukturnim zménam chromatinu (Vaucheret a kol., 2001), jejichz pficinou je absence
DDM1 genu kédujici proteiny remodelujici chromatin (Jeddeloh a kol., 1999). Tyto abRNA
slouzi jako templat pro RARP. Polymerdze pfi syntéze napomaha;ji dalsi proteiny jako SGS3
a AGO1 (Vaucheret a kol., 2001) a RNA-helikaze podobny protein, Ktery umozni rozvolnéni
dsRNa na ssRNA a tim i parovani ‘antisense” SIRNA s mRNA. Molekuly dsRNA mtizou
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vyvolat metylaci DNA transgenu, coz vede ke zvysené schopnosti produkovat abRNA
(Vaucheret a kol., 2001).

3.4.2 Post-transkrip¢ni umléovani gent a viry

V rostlinnych bunkéach napadenych virem mohou virové Castice ovlivnit PTGS, mohou
slouzit jako inhibitory, induktory nebo jsou cilem mechanizmu PTGS (Vaucheret a kol.,
2001). Rostliny, ve kterych transgen projde mechanizmem PTGS pied infekei, jsou imunni.
U rostlin, v jejichz bunkach probéhne PTGS az po infekci virem, dojde Kk zotaveni.

V obou ptipadech jsou rostliny imunni pii sekundarnim napadeni stejnym virem
nebo rekombinantim virem nesoucim ¢ast genomu viru, ktery rostlinu napadl jako prvni
(Ratcliff a kol., 1999).

Viry mohou byt pfi¢inou inhibice PTGS, mize ji totiz zpusobit pfitomnost virovych
proteintl v buiice (Anandalakshmi a kol., 1998).

Jak jiz bylo zminéno, zotaveni je spuSténo az po infekci virem, z ¢ehoz plyne, Ze viry
mohou spoustét PTGS, jelikoz endogenni gen nebo transgen mohou byt umléeny tim, Ze je
rostlina napadena rekombinantim virem, ktery ma ve svém genomu sekvenci nebo alesponi
¢ast sekvence transgenu. Tomuto jevu se fika VIGS a je podrobnéji popsan v kapitole 3.5
(Ruiz a kol., 1998).

Na druhou stranu, rostlinné viry pretvofily své proteiny tak, aby byly schopné potlacit pribéh
genoveého umlcovani na riznych urovnich. Takové adaptace jim umoziuje replikovat se a Sitit

v buiikéach rostlin (Voinnet a kol., 2001).
3.5 Virem indukované umléovani geni (VIGS)

VIGS patfi mezi nedavno zavedené techniky slouzici k zjistovani funkce gent
anaslednému vytvofeni proti virim rezistentnich rostlin, ptfedev§im pak zeméd¢lskych
plodin, ¢ehoz se vyuZziva ke snizeni ztrat Grody. Tato metoda je zaloZena na mechanizmu
obranného systému, ktery b&zné probiha v rostlinach a dalSich organizmech pfi napadeni
patogenem. VIGS je zalozen na PTGS zprostiedkovaném molekulami RNA (Burch-Smith
a kol., 2004). Poprvé byl termin VIGS zminén v roce 1997, tehdy popisoval zotaveni se
rostlin po napadeni virem (van Kammen, 1997). A od této doby je pod nazvem VIGS
oznaCovana technika vyuZivajici rekombinantni virové ¢astice k ovlivnéni exprese

endogennich gend (Baulcombe, 1999). Dnes se VIGS povazuje za uZzite¢nou techniku ur¢enou
23



k ovlivnéni/supresi exprese endogennich genl a naslednému zjisténi jejich funkci. Jiz od roku
1995 se védci vénuji konstruovani virovych vektortt (Huang a kol., 2011), které by mohly
slouzit k infekci rostliny a naslednému sledovani pfirozené obrany rostlin a projevu fenotypa.
Tato metoda je rychld, umoziuje rozeznavat zmény fenotypli a nabizi moznost umlcovat

jednotlivé geny nebo vice gent nalezicich do jedné genové rodiny (Burch-Smith a kol., 2004).

3.5.1 Mechanizmus VIGS

V rostlinnych buinikdch napadanych virem dochazi k vyvolani obranného mechanizmu
zalozeného na VIGS, ktery je namifen proti genomu viru. Jednd se o rozpoznani dsRNA
struktury pochazejici z virové nukleové kyseliny, ktera je nasyntetizovana po infekci
hostitelské buitky. Molekula dsRNA je rozstfizena rostlinnymi enzymy na fragmenty o délce
kolem 21-25 nt, které nasledn¢ vedou k degradaci homologni ssSRNA (virova RNA, mRNA)
dal$imi hostitelskymi enzymy (RNazovy komplex). Vysledkem je castecnd inhibice virové
replikace a Sifeni, pouze ziidka dochazi k naprosté eliminaci viru v hostiteli (Ratcliff a kol.,
1999).

Zminéné 21-25 nt kratké sekvence — SIRNA vedou Kk specifickému sestiihu nebo supresi
cilové mRNA na post-transkrip¢ni urovni (Fire a kol., 1998).

VIGS je povazovan Vv dnesni dobé za velice ucinny nastroj analyzy funkce geni. Tato
metoda nasla uplatnéni pfedev§im v reverzni genetice. Dnes se jiz vytvafi virové vektory
umoznujici uziti VIGS metody v rostlinné genomice (Huang a kol., 2012).

VIGS je vrostlinnych buiikach vyvolan zavedenim vektoru ve formé rostlinného viru
nesouciho fragment, ktery koresponduje s rostlinnym (hostitelskym) genem, ktery ma byt
umléen. Po infekci takovymto vektorem dochazi k umléeni vlozené sekvence rostlinného
genu, virové sekvence, ale dojde 1 k umlceni korespondujici rostlinné mRNA (Petersen a kol.,
2005). Ztoho vyplyva, Ze je mozné pomoci virového vektoru navodit rezistenci v rostling,
k niz dochazi procesem PTGS, ktery je pfedev§im zaméfen na RNA molekuly vzniklé
transkripci transgenu. Transgen je sice v jadie prepsan do mRNA, ale jeji mnozstvi
Vv cytoplazmé jasné naznacuje, Ze dochazi k degradaci vétSiny mRNA transgenu. Jak jiz bylo

zminéno, virovd RNA je také zniCena, protoZe s ni vykazuje homologii (van Kammen, 1997).
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3.5.2 Vyhody a nevyhody VIGS ve srovnani s metodami funkéni genomiky

Nejjednodussi cestou determinace funkce genu/proteinu je utlumeni jeho exprese
nebo vytvofeni mutanta, ktery cilovy protein viibec nekdduje. Dnes védci mohou pouzivat
rizné metody vyvolavajici ztratu funkce genu (Dinesh-Kumar a kol., 2003), zakladni metody
jsou struéné popsany v Tab. V.

Genomické metody jsou postizeny nejriznéj$imi omezenimi, které je nutné zvazit. Kromé
VIGS jsou zatizeny nutnosti vytvotit velkou populaci, aby bylo mozné kontrolovat a zkoumat
mutace Vv ur¢itém genu (Bouche a kol., 2001). Pti vytvafeni populace obsahujici T-DNA
nebo transpozonovou mutagenezi je nutné vypéstovat obrovskou generaci transgennich
rostlin, coz je Casové naroCny proces, ktery je mozné uplatnit pouze na par druhd rostlin.
Dalsi potize mohou nastat, pokud se v genomu objevuji genové duplikace nebo jsou pritomny
velké genové rodiny, to totiz znamend, ze bodové mutace a inzerce se nemusi odliSit
obvyklym fenotypovym projevem (Bouche a kol., 2001). V takovychto ptipadech nastavaji
potize s ur¢ovanim funkce gend.

VIGS je ze zminénych metod nejrychlejsi, dalsi dulezitou vyhodou je schopnost
identifikovat fenotyp vznikly ztratou funkce specifického genu béhem jedné generace, neni
nutné tedy kontrolovat rozsédhlou populaci. Problém velkych genovych rodin 1ze také lehce
vyfesit pomoci VIGS, je mozné umlcet vSechny ¢leny urcité genové rodiny pouZitim cilové
sekvence odvozené od vysoce konzervativni oblasti v genové rodiné, naopak jednotlivé geny
muzeme zasahnout pouzitim unikatnich sekvenci (Baulcombe, 1999; Liu a kol., 2002).

S vyuzivanim ‘Virus-induced gene silencing” techniky mohou pfijit i problémy a to
pfedevSim ve formé& fenotypu, ktery nemusi byt pozorovatelny. Tato situace miZe nastat
snadno, protoze VIGS jen malokdy kompletné¢ umlc¢i transgen, ve vétSing pripadt dochazi
ke snizeni pocétu kopii transkriptu a to v rizné mife. I z nizké koncentrace mRNA mize
vzniknout dostatek funkéniho proteinu translaci v cytoplazmé a tim padem nemiiZze byt
pozorovan fenotypovy znak typicky pro rostlinu s uml¢enym urcitym genem. V takovém
pfipad€ nastavaji potize s vykladem vysledkli experimentu. Navic se muize objevit rozdil
V mife uml¢eni genu v rostlin€ a in vitro béhem experimentu (Ekenger a kol., 2003; Liu a kol.,
2004).
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Tab. IV: Srovnani VIGS s ostatnimi genomickymi metodami studia funkce genti

. . Pfi¢ina ztrat Naéklady +
Nazev metody Popis Transformace Ziaty acy
funkce genu vydaje
R infikovany virem PTGS gerju nizké (PCR
. homologniho ,
VIGS nesoucim fragment ne o na potvrzeni
k cilové «
endogenu i umlceni)
sekvenci
semena nebo .
et et . . . vysoké
Chemicka/fyzikalni| rostliny oSetieny bodové mutace L
N ne (mapovani
mutageneze chemickym nebo delece .
. a sekvenovani)
mutagenem/radiaci
chemicka
mutageneze, mutace vysoké
TILLING identifikovany ne bodové mutace | (draha PCR
pomoci SNP a sekvenovani)
analyzy
. aktivace
R transformovany .
omoc sousednich
P . genl nebo stiedni
. Agrobacterium, . .
T-DNA inzerce ano naruseni (sekvenovani
v genomu R P
y kodujici aPCR)
viozena sekvence nebo
T-DNA UTR
R transformovany
. transpozdnem naruseni sttedni
Aktivace e, L1 L
transpozénU —mobilizovan ano kodujici (sekvenovani
p k vyvtareni inzerci sekvence aPCR)

nebo vyfezy

R (rostliny), VIGS ("Virus-induced gene silencing”), TILLING (‘targeting induced local lesions in genomes’), T-DNA
(transferova DNA), SNP (jednonukleotidovy polymorfizmus), PTGS (‘Post-transcriptional gene silencing’), UTR

(netransitovana oblast)
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Zucchini yellow mosaic virus izolat ,,H*“ byl ziskan od Ing. Miroslava Glasy, PhD.
z Virologického ustavu SAV, Bratislava. Izolat viru byl udrzovan na rostlinach tykve - cuketa
Cucurbita pepo L. odrida STARTGREEN F1.

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a jejich sloZeni

Agar6za Agarose I, Amresco, Biotechnology Grade
Bromfenolova modt (0,1% roztok)
v 30% glycerinu Fluka, Sigma
Etidium bromid (2,5 mg/ml) Serva
GelRed NA Stain, 10 000x v DMSO, Biotium
GoodView NA Stain, HGV — Il, SBS Genetech Co. Ltd.
IPTG: IPTG2g
voda 10 ml
LB médium (1 1) kasein hydrolyzat 10 g
kvasni¢ny autolyzat 5 g
pepton 5 g
NaCl 10 g
voda 1000 ml
agar 17 g (tuhé LB médium)
pH7,2-74
Loading Dye Chroma Track Dye Marker, Sigma
SOC médium (pro pGEM-T Kit) pepton 2 g
kvasni¢ny extrakt 0,5 g
1M NaCl 1 ml
1M KCI 0,25 ml
2M Mg** roztok 1 ml
2M glukéza 1 mi
voda 97,75 ml T
TAE pufr (5x) TRIS 24,2 g

ledova kyselina octova 5,71 ml
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0,5MEDTA 10 ml

pH upravit kys. octovou na 8,

a doplnit do 1 000 ml destilovanou vodou
X-gal X-gal 20 mg

dimetylformamid 1 ml

4.3 Pouzité pristroje

Spektroforometr Nanodrop 1000, Thermo Scientific, Biotech
Minitfepacka TTS 2 —9008200, Yellowline

231, IKA Works Inc.
Centirfuga Universal 32, Hettich, GMI

Biofuge Pico, Heraeus, Kendro Laboratory products
Spectrafuge Mini Centrifuge, Labnet International, Inc.
Spectrafuge 16M Microcentrifuge, Labnet International, Inc.

Lyofilizator SpeedVac SPD 111, Thermo Savant

Termocyclery XP Thermal Cycler, Bioer
T-Personal Thermal Cycler, Biometra

Elektroforeticka komora MIDI I, Roth

Zdroj stejnosmérného napéti PowerPack P25, Biometra

Power Station 300, Labnet International, Inc.

PCR parocni stanice s UV Herolab clean cab plus, Schoeller s.r.o.
Inkubator TH-30, Edmund Biihler GmbH, Trigon plus
Orbitalni tiepacka Multi Bio RS-24, Biosan

Homogenizator FastPrep FP120 / B10101, Thermo Savant
Termoblok Dri-Block Heater DB2D, Techne

Accublock Digital Dry-Bath, Labnet International, Inc.

4.4 Srovnani sekvenci CP genu vybranych izolati ZYMYV a stanoveni DNA polymorfizmu

Z databaze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bylo vybrano celkem 36 sekvenci CP

genu riznych izolath ZYMYV. Patii mezi né i sekvence ziskanad zizolatu ,,H* ZYMV,
se kterou se dale pracuje. Pomoci programu MEGA 5.05 byl proveden "alignment” ziskanych

sekvenci. Seznam vSech pouzitych sekvenci spole¢né s nazvy jednotlivych izolati ZYMV
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a pozicemi, ve kterych se CP gen nachazi je uveden v Tab. V. DNA polymorfizmus CP genu,
ktery umoznil ur€it konzervativni a polymorfni oblasti CP genu sekvenci poskytnutych

databazi NCBI, byl stanoven pomoci programu DNAsp 5.

Tab. V: Seznam porovnavanych sekvenci CP genu a celych genomickych sekvenci ZYMV

Nosae | PIRCON ie ot 2y
AB063251 1-840 M39
AB458595 260-1099 SYZY-1
AB458596 260-1099 SYZY-3
AF435425 1-840 HANGZHOU
AF486822 1-840 DONGYANG
AF486823 1-840 HAINAN
AF513550 1-840 SHANGYU
AF513551 1-840 NINGBO
AF513552 1-840 SHANDONG
AJ251527 305-1141 10
AJ420012 101-937 AUSTRIA 2
AJ420013 98-934 AUSTRIAS
AJ420014 95-931 AUSTRIA 6
AJ420015 101-937 AUSTRIA 10
AJ420016 101-937 AUSTRIA 11
AJ420017 101-937 AUSTRIA 12
AJ420018 88-924 SLOVENIA 1
AJ420019 101-937 BERLIN 1
AJ420020 98-934 ITALY 1
AJ459954 1-837 H266-2
AJ459955 1-837 H272-5
AJ459956 1-837 H272-8
AY074808 1-840 SHANKXI
AY074809 1-840 BEIJING
AY074810 1-840 NINGBO

D13914 894-1730 FLORIDA
DQ124244 239-530 H
EF178505 1-837 ZUG

29




Nesomee | PSRN i vV
EU999757 92-940 SYR-B2
EU999758 94-942 JOR-B3
EU999759 3-941 SYR-B4
GU586790 1-837 ZTRICH

M35095 1-1164 -

X62662 1-1038 SINGAPORE
NC003224 8542-9378 taiwansky
DQ124239 8543-9382 KUCHYNA

4.5 Navrh a vybér primert pro syntézu dsRNA

Primery pro piipravu templatu nezbytného pro naslednou syntézu dsRNA byly navrzeny
pomoci programu Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?
LINK_LOC=BlastHome) na sekvenci CP genu izolatu ,,H* ZYMV (DQ124244).

Parametry pro navrh primerti byly specifikovany nasledovné: vysledna velikost PCR
produktu pii pouziti téchto primer bude 350-650 nt, dale Tm ("primer melting temperature”)
bude dosahovat v optimalnim pifipadé¢ 56°C, minimalné¢ 50°C a maximalné¢ 63°C. Velikost
primeru byla nastavena v rozmezi 17-22 nt, optimalni délka byla stanovena na 20 nt. Dalsi
zadanou podminkou byl obsah CG (cytosin, guanin) parti mezi 40-60 %. K oboum primerim
musi nalezet ptesahy ve formé promotorovych sekvenci pro polymerazu, u ,,forward“ primeru
je to T7 promotor na 5'konci 5-TAATACGACTCACTATAGGGN@17.22-3", u ,reverse
primeru je to $6 RARP promotor na 3’konci 5'-GGAAAAAAAN1722-3" (Replicator RNAI
Kit, DOUBLE-STRANDED RNA PRODUCTION FOR PLANT BIOTECHNOLOGY -
COST FA0806 dsRNA, Helsinki 2009).

Pomoci Primer-Blast programu a zminénych pozadavkii bylo vygenerovano celkem 10
partt primerd. Ke kazdému primeru byly pfipsany piesahy a takto upravené navrhy se
hodnotily v programu OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligo
Analyzer/).
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4.6 Priprava templatu pro syntézu dsRNA

4.6.1 1zolace celkové RNA

Celkova RNA byla izolovana z cukety Cucurbita pepo L. infikované ZYMYV izolatem

,H“. lzolace byla provedena pomoci kitu NucleoSpin® RNA Plant firmy Macherey-Nagel

podle prilozeného navodu (postup 1). Pro izolaci bylo pouzito 70-90 mg listu rostlin,

genomicka RNA ziskana izolaci byla nakonec rozpusténa v 60 ul RNase-free vody. Vysledna

koncentrace RNA byla zméfena spektrofotometricky na nanodropu.

Postup 1: Izolace RNA pomoci kitu NucleoSpin® RNA Plant

1.

2.

70-90 mg vzorku listu bylo homogenizovano v tekutém dusiku v téeci misce na ledu.

Homogenat byl pfenesen do 1,5ml mikrozkumavky s keramickou kulickou a bylo
ptidano 350 pl RA1 lyzovaciho pufru a 3,5 pl B-merkaptoetanolu. Vzorek byl

protepan a stoCen na stolni centrifuze.

Lyzat byl aplikovan na filtr (Place NucleoSpin Filtr) umistény ve sbérné zkumavce

a centrifugovan 1 minutu pii 10 000 g.

Filtrat byl pifemistén do nové 2ml mikrozkumavky a k nému bylo ptidano 350 ul

70% etanolu. VVzorek byl lehce protiepan a sto¢en na centrifuze.

Vzorek byl pfenesen na kolonku (NucleoSpin RNA Plant Column) a centrifugovan

30 sekund pfti 11 000 g. Poté byla kolonka ptemisténa do nové 2 ml mikrozkumavky.

Na kolonu bylo naneseno 350 pul MDB (Membrane Desalting Buffer), vzorek byl

centrifugovan 1 minutu pti 11 000 g.

Byla pfipravena DNase reakéni smés smichdnim 90 pl DNase reak¢éniho pufru a 10 pl
DNase I ve sterilni mikrozkumavce. 95 pl DNase reakéni smési bylo aplikovano

na stted membrany kolonky.
Vzorek byl inkubovan 15 minut pti pokojové teplote.

Do kolonky bylo ptfiddno 200 pl RA2 a centrifugovano 30 sekund pii 11 000 g.

Kolonka byla ptemisténa do nové 2ml mikrozkumavky.
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10. Do kolonky bylo ptidano 600 pul RA3 a centrifugovano 30 sekund pti 11 000 g. Filtrat

byl odstranén a kolonka vlozena zpét do mikrozkumavky.

11. Do kolonky bylo pfidano 250 pl RA3 a centrifugovdno 2 minuty pii 11 000 g.

Kolonka byla pienesena do nové nuclease-free 1,5ml mikrozkumavky.

12. RNA byla z kolonky vymyta piidanim 60 pl RNase-free vody a naslednou

centrifugaci po dobu 1 minuty pfi 11 000 g.

4.6.2 RT-PCR izolované RNA

Reverzni transkripce byla provedena jako soucast ptipravy vzorka, které budou nasledné

slouzit jako templatové pro syntézu dsRNA, provedeni je uvedeno v postupu 2. Nejprve byly

vzorky izolovené celkové jednovlaknové RNA o0 koncentraci 922,5 ng/ul a 1837 ng/ul
pomoci RT piepsany na ssDNA za pouziti ZYPP4R primeru (5'-GGAAAAAAACTT
CGAAAGACGCGGCACAA-3), ktery byl navrzen a vybran pro dal§i vyuziti pfi pfipravé

templatu pro syntézu dsRNA.

Postup 2: Reverzni transkripce

1.

Ve 0,2ml mikrozkumavéch byla pfipravena reakéni smés I: 5 pl vzorku RNA, 0,8 pul
ZYPP4R primeru (20 pmol/ul), 9,2 ul DEPC vody. Smés byla promichana a kratce

stoCena na centrifuze, vzorek byl zakdpnut mineralnim olejem.

Vzorek byl inkubovan 5 minut pfi teplot€¢ 70 “C v termobloku, poté byl umistén

na 5 minut na led.

Byla pripravena reakéni smés II v 0,5ml mikrozkumavce podle Tab. VI, smés byla

promichéna a kratce stoCena.

Z reakéni smési II byl pipetovan objem 25 pl do kazdé mikrozkumavky ke vzorku,

celkova smés byla promichéna a kratce stocena na centrifuze.

Celkova smés byla inkubovana 60 minut pti 42 °C v termobloku.
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Tab. VI: Slozeni reakéni smési 11 pro reverzni transkripei (25 pl)

Reagencie [ul]

DEPC voda 12,5
RT pufr 5x 8

dNTPs 10 mM 2,5
RNAsin 1
AMV 1

DEPC (dietyl pyrokarbonat), RT (reverzni transkripce), dNTPs (deoxyribonukleotidy), RNAsin (inhibitor RNaz), AMV

(Avian myeloblastosis virus — reverzni transkriptiza)

Polymerazova ftetézova reakce byla provedena jako dalsi krok pfipravy templatu
pro syntézu dsRNA. Reakéni smés byla pfipravena podle Tab. VII a amplifikace byla
provedena v termocycleru s podminkami pro reakci (5 min - 94 °C; 35x: 1 min - 94 °C, 45 s -
54 °C, 1 min - 72 °C; 10 min - 72 °C) a s pouzitim navrzenych ZYPPIF (5'- AATACGA
CTCACTATAGGGTGGGGACACACCGAGC-3") a ZYPP4R (5- GGAAAAAAACTTCG
AAAGACGCGGCACAA-3") primeri. RT-PCR produkty byly rozdéleny elektroforetickou
separaci v 1,5% agar6zovém gelu/TAE za 30 minut pii 80 V stejnosmérného napéti, aby byla

zkontrolovéana ucinnost amplifikace a pfitomnost vzorki.

Tab. VII: Reakéni smés pro PCR (20 pl)

Reagencie [ul]
Pufr 1x 4
PCR voda 10,3
dNTPs 200 uM 2
ZYPP1F primer 0,25 uM 0,25
ZYPPA4R primer 0,25 uM 0,25
Taq pol 1 U/l 0,2
Vzorek sSSDNA 3

dNTPs (deoxyribonukleotidy)

Amplikony byly dale izolovany z agar6zového gelu pomoci kitu QIAquick Gel Extraction
Kit podle QlAquick Spin Handbook (07/2002), provedeni je popsano v postupu 3. Nasledné
byla provedena elektroforetickd separace za UcCelem kontroly piitomnosti vzorkd o dané

velikosti (cca 500 bp).
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Postup 3: Izolace RT-PCR produktu z gelu pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Béhem elektroforetické separace byly pfipraveny 2ml mikrozkumavky a byly zvazeny.
Gel z ELFO byl umistén na UV transluminator uréeny pro vyiezavani z gelu.

Pomoci sterilniho skalpelu byly vyfezany RT-PCR produkty ve formé paskti, umistény

do zkumavek (stejné vzorky do 1 zkumavky spolecné) a zvazeny.

Vaha gelu byla zjisténa vypoctem rozdili hmotnosti zkumavky pied a po vlozeni

gelovych paskd.

QG pufr byl pfidan do kazdé zkumavky vzhledem k hmotnosti gelu v poméru 3:1
(3 ul:1 mg). Vzorek byl takto inkubovan v termobloku po dobu 10 minut pii 50 °C

(za ob¢asného promichani), vzorek musi zezloutnout.

Byl pfidan izopropanol v poméru 1:1 k plivodni vaze gelu.

Smés byla napipetovana na kolonku pro izolaci DNA vloZenou do sbérné zkumavky.
Smés byla centrifugovana 1 minutu pti 16 000 g. Protekla ¢ast byla vylita.

500 ul QG pufru bylo pfidino do kolonky. Smés byla centrifugovana 1 minutu
pfi 16 000 g. Protekla ¢ast byla vylita.

750 wl PE pufru bylo pfidano do kolonky. Smés byla centrifugovana 1 minutu
pfi 16 000 g. Protekla ¢ast byla vylita.

Kolonka byla centrifugovéna 1 minutu pti 16 000 g, poté kolonka umisténa do nové

1,5ml mikrozkumavky.

Na kolonku bylo pipetovano 30 ul DEPC vody a nechalo se vpit vodu do membrany

cca 1 minutu, smés byla centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g.

Vzorky byly zakoncertovany vysuSenim ve SpeedVac-u (cca 20 minut, 50 °C).

14. Nasledné rozpustény v 10 pl DEPC vody béhem 5 minut pii 37 °C v termobloku,

vozrky byly nakonec promichany, sto¢eny v centrifuze. Koncentrace vzorku se tak

zvysila 3x.
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4.6.3 Ligace DNA vzorkii do plazmidu pGEM-T

Jako dalsi krok ptipravy templatu pro syntézu dsRNA byl amplifikovany PCR produkt
zabudovan do vektoru k nésledné transformaci bakteridlnich bun¢k.

Pro klonovani amplikonu (ZYPP1F/ZYPP4R) izolovaného z gelu byl vybran vektor
pGEM-T plazmid firmy Promega (Obr. 4). Vyhodou pii pouZiti tohoto vektoru pro ligaci
PCR produktid je jednotymidinovy piesah na obou koncich linearizovaného plazmidu.
Ptesahy zabranuji opétovnému spojeni vektrou do kruhové molekuly a umoziuji jednoduchou
ligaci PCR vzorkti amplifikovanych pomoci pfisluSné termostabilni polymerazy, ktera
na 3’ konec syntetizovaného vlakna piida deoxyadenosin. Multiklonovaci mista, kam je
cilova DNA ligovana, jsou mezi T7 a SP6 promotory pro polymerazu, coz je uvniti oblasti
koédujici enzym [B-galaktositdza. Diky takovému umisténi je mozné po klonovéani vyuzit
tzv. modro-bilou selekci k rozliseni rekombinovanych a nerekombinovanych kolonii
(P GEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems — instructions for use, 12/2010).

Izolovand DNA byla ligovdna do plazmidu pomoci kitu pGEM-T Vector System,
Promega, USA podle navodu pro uzivatele. Liga¢ni reakce probéhla pies noc v teploté 4 °C,
smés obsahovala 5 ul lega¢niho pufru, 1 pl T4 ligazy, 0,5 ul pPGEM-T plazmidu a 3,5 pl PCR
produktu.

Obr. 4: pGEM-T plazmidovy vektor (ptevzato z http://www.promega.com/products/pcr/pcr-
cloning/pgem_t-vector-systems/)

Amnl 1994
st’:ﬁl Ha |:|
1875 \ 2602
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w Sphil 2
Amp' BstZi 3|
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4.6.4 Transformace bakterii E. coli

Amplifikovany rekombinantni pGem-T plazmid nesouci PCR produkt byl pouzit
na transformaci kompetentnich bakterialnich bunék E. coli (kmen JM 119) metodou

teplotniho Soku (postup 4).

Postup 4: Transformace bakterii E. coli teplotnim Sokem

1. Do 1,5ml mikrozkumavky bylo napipetovano po 75 ul rozmrazenych
kompetentnich bun¢k JM 119.

2. Dale bylo pridano 5 pl ligaéni smési se vzorkem, obsah byl jemné promichan
Spickou a inkubovéan 20 minut na ledu.

3. Poté byla mikrozkumavka umisténa do termobloku na ptesné 45 sekund pfi teploté
42 °C — teplotni $ok a ihned na to umisténa na led na 2 minuty minimalné.

4. Daéle bylo ptidano 850 pl vyzivného SOC média a smés byla inkubovana pti 37 °C
1,5 hodiny za stalého pomalého otaceni.

5. Poté byla smés 3 minuty centrifugovana pii 5 000 g, 880 ul supernatantu bylo
odstranéno a ve zbylém objemu byly transformované bakterie resuspendovany.

6. Povrch LB média v pripravenych Petriho miskach byl potten 40 pl X-Gal a 4 pl
IPTG.

7. Resuspendovanid smés byla pfenesena na LB médium s pfidavkem ampicilinu
(100 pg/ml).

8. Misky byly inkubovany ve tmé dnem vzhtru pii 37 °C pfes noc.

9. Nasledujici den byly pozitivni (bilé) kolonie pfeo¢kovany na LB/Amp médium

a rozetfeny do malé plosky.

Efektivita ligace cilového amplikonu do vektoru a transformace bakterialnich bunék byla
oveéfena pomoci ‘colony” PCR reakce s pouzitim M13f (5'- GTAAAACGACGGCCA-3")
a M13r (5'- CAGGAAACAGCTATGAC-3") primerta (Invitrogen) pti dodrzeni specifickych
podminek PCR reakce (5 min - 94 °C; 35x 1 min - 94 °C, 2 min - 55 °C, 3 min - 72 °C; 10 min
- 72 °C). Vzorky vybranych transformovanych kolonii byly pfeneseny sterilnim paratkem
do PCR reakéni smési, jejiz rozpis je v Tab. VIII. Uspénost "colony’ PCR byla ovéiena

elektroforetickou separaci v 1% agarézovém gelu/TAE.
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Tab. VIII: Rozpis PCR reakéni smési pii pouziti M13f/M13r primerd (25 pl)

Reagencie [ul]

Colony PCR pufr 1x 5
MgCI2 1,5 mM 1,5
PCR voda 15,3
dNTP 200 uM 2,5
M13f primer 0,2 uM 0,25
M13r primer 0,2 uM 0,25
Taq polymeraza 1U/reakce 0,2

dNTPs (deoxyribonukleotidy)

4.7 Piiprava syntézy dsSRNA

4.7.1 Izolace rekombinantniho plazmidu - templatu pro syntézu dsRNA

Pro zisk templatu na syntézu dsRNA byla izolovana plazmidova DNA pomoci kitu
QIAPrep Spin Miniprep a mikrocentrifugy podle navodu pro uzivatele z pfesnocni kultury
transformované bakterialni kolonie E. coli v LB médiu (postup 5). Purifikace probéhla
pti pokojové teploté¢ a zahrnovala postupné alkalickou lyzi a navazani plazmidové DNA
na QIAGEN 'Resin” za odpovidajiciho pH a nizkého obsahu soli. Necistoty a piimésy (RNA,
barviva, nizkomolekuldrni latky) byly odstranény postupné promytim.

Koncentrace izolované DNA byla zmétena spektrofotometricky a takto pfipraveny vzorek

DNA byl nachystan pro syntézu dsRNA, kde slouZi jako templat.
Postup 5: Izolace rekombinantniho plazmidu pomoci kitu QIAPrep Spin Miniprep
1. Odebrané 2 ml bakterialni suspenze byly centrifugovany 5 minut pfi 3 500 g.

2. Peletované bakteridlni buniky byly resuspendovany v 250 ul pufru P1 a pfemistény

do mikrocentriguga¢ni zkumavky.

3. Bylo ptfidéno 250 pl pufru P2, obsah byl okamzit¢ promichan pievracenim

mikrozkumavky cca 5x, aby byl roztok Ciry a viskdzni, dale byl srazen 3 minuty.

4. Dale bylo pfidano 350 pl pufru N3 a obsah byl ihned promichan pfevracenim

mikrozkumavky cca 5x, roztok se zakalil.

5. Vzorek byl centrifugovan 10 minut pii 18 000 g, vytvoftil se bily pelet.
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6. Supernatant (cca 800 ul) byl piepipetovan na QIAprep spin kolonku.
7. Vzorek byl centrifugovan 1 minutu. To, co proteklo, bylo odstranéno.

8. Kolonka byla promyta 0,5 ml pufru PB aplikovanym na membranu kolonky

a nasledn¢ centrifugovana 1 minutu. Co proteklo, bylo odstranéno.

9. Dalé byla kolonka promyta pfidanim 0,75 ml pufru PE a naslednou centrifugaci

1 minutu. Co proteklo, bylo vylito.

10. Nasledovala opét centrifugace po dobu 1 minuty, aby byl odstranén zbytkovy

promyvaci puft.

11. Kolonka byla umisténa do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky a promyta 50 pl sterilni
destilované vody a ponechana 1 minutu stat, nakonec 1 minutu centrifugovana, aby

byla DNA vymyta z membrany.

4.7.2 Ovéreni sekvence templatové DNA pomoci sekvenovani

Sekvenovani amplifikovaného a K transformaci bakterii pouzitého segmentu CP genu
ZYMV izolatu ,H“ bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky,
Olomouc za ucelem ovéfeni délky a mutaci sekvence.

Sekvence byly nejprve rozdéleny gelovou elektroforetickou separaci v 1% agarézovém
gelu/TAE (80 V, cca 45 minut) a izolovany z gelu pomoci QIAquick Gel Extraction Kit
podle QIAquick Spin Handbook (07/2002). Koncentrace izolovanych vzorka byla zméfena
pomoci spektrofotometru.

Nasledng byla provedena sekvenacni reakce pomoci BIGDYE® Terminator V3.1 Cycle
sequencing Kit. Byly piipraveny dvé reakéni smési, kazda z nich obsahovala odlisny primer,
jedna M13f a druha M13r. Mnozstvi DNA pouzit¢ do reakéni smési bylo odvozeno
od koncentrace vzorki namétené spektrofotometrem.

Na 1 reakci bylo potfeba smichat 1 pl sekvenacniho pufru 5x, 1 ul bigdye, 3,2 pmol
daného primeru, 30 ng templatové DNA a doplnit na celkovy objem 10 pl destilovanou PCR
vodou. Nakonec byla provedena PCR reakce za specifickych podminek (1 min - 96 °C; 25x
10s-96°C, 5 s- 50 °C, 4 min - 60 °C). Nasledn& pracovnici UEB provedli oboustranné

sekvenovani.
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4.8 Vlastni syntéza dsRNA

Ptiprava na syntézu dsRNA i samotny proces produkce dsRNA byl proveden pomoci
Replicator RNAi Kitu podle ndivodu DOUBLE-STRANDED RNA PRODUCTION FOR
PLANT BIOTECHNOLOGY — COST FA0806 dsRNA, Helsinki 2009.

4.8.1 PCR izolované plazmidové DNA

Za ucelem amplifikace byla provedena PCR reakce izolované plazmidové DNA.
Optimalni ¢asové a teplotni parametry byly nastaveny podle nejlepsich vysledkl gradientoveé
PCR (30 s-98 °C; 35x 10 s - 98 °C, 30 s - 55/60,5/64,5/72 °C, 30 s - 72 °C; 5 min - 72 °C)
pro amplifikaci vzorku DNA s primery ZYPP1F a ZYPP4R.

Pro 1 PCR reakci byla pfipravena reakéni smés, do které bylo dodano vzdy 50 ng
templatové DNA (izolovany plazmid). Rozpis reakéni PCR smési je v Tab. IX. Optimalni
podminky pro prubéh PCR byly nastaveny takto: 30 s- 98 °C; 35x 10s - 98 °C, 30 s - 65 °C,
30s-72°C; 5min- 72 °C.

Tab. IX: Reakéni smés pro PCR amplifikaci izolovaného rekombinovaného plazmidu (50 pl)

Reagencie [ul]
Phusion HF pufr 5x 10
dNTPs (10 mM) 1
ZYPP1F primer (10 uM) 2,5
ZYPPA4R primer (10 uM) 2,5
Plazmidova DNA (10 ng/ul) 5
Phusion HF polymeraza 0,5
DEPC voda 28,5

DEPC (dietyl pyrokarbonat), dNTPs (deoxyribonukleotidy)

PCR amplikony byly rozdéleny gelovou elektroforézou v 1% agarézovém gelu/TAE
a nasledné izolovany z gelu pomoci QIAguick PCR Purification Kitu (Qiagen). Nakonec

byla spektrofotometricky zméfena koncentrace vzorki izolované DNA.
4.8.2 Syntéza dsRNA

Pripraveny templat DNA byl pouzit pro syntézu dsRNA. Produkce dsRNA zahrnuje DNA
transkripci dsDNA na ssRNA za vyuziti funkce T7 RNA polymerazy a replikaci, pii které
06 RNA polymeraza syntetizuje druhé vlakno k ssSRNA, takze vznikaji molekuly dsRNA.
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Reakéni smés (Tab. X) byla ptipravena za pokojové teploty, byl pouzit 1 ug templatové
DNA. Reaké¢ni smés byla inkubovana pies noc (18 hodin) pfi teploté 35 °C.

Tab. X: Reakéni smés pro syntézu dsRNA z templatové DNA

Reagencie [ul]
DEPC voda doplnit do 50
dsRNA pufr pro syntézu 10x 5
NTPs 5x 10
DNA templat (1 pg) X
MnCl, (50 mM) 1,5
Pyrofosfataza 1
T7 RNA polymeraza 1,5
@6 RNA polymeraza 1,5

DEPC (dietyl pyrokarbonat), NTPs (nukleotidy), X (mnozstvi podle koncentrace vzorku)

4.8.3 Srazeni dsRNA chloridem litnym (LiCl)

Nasyntetizovana dsRNA byla ziskana koneénym srazenim pomoci LiCl (postup 6), byla

tak odstranéna zbyla templatova DNA a ssRNA. Reakce byla provedena na ledu.
Postup 6: Srazeni chloridem litnym - zisk dSRNA

1. Z celkového objemu 50 pl bylo odebrano 5 pl a zmrazeno v - 20 °C, tento vzorek byl

Oznaden S1.

2. Zbylych 45 ul bylo umisténo do 1,5ml mikrozkumavky a bylo k nim pfidano 15 pl
(1/3 objemu vzorku) 8 M LiCl, smés byla promichdna a inkubovana v-20°C

30 minut.
3. Poté byl vzorek centrifugovan 20 minut pii 19 700 g v teploté 4 °C.

4. ssRNA tim byla srazena na dno zkumavky a dsRNA byla v supernatantu pfemisténa

do nové 1,5ml mikrozkumavky se zdmkem.

5. Neporuseny pelet (ssRNA) byl nesuspendovan ve 45 ul DEPC vody, oznacen jako S2

a zamrazen v - 20 °C.
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10.

11.

12.

13.

14.

K supernatantu bylo pfidano 25 pl (1/2 objemu vzorku) 8 M LiCl, smés byla

promichéna a inkubovéna 30 minut v - 20 °C.
Poté byl vzorek centrifugovan 20 minut pti 19 700 g v teploté 4 °C.

V peletu byla timto srazena dsRNA a supernatant obsahoval DNA a nukleotidy, proto
byl odpipetovan.

K peletu bylo pfidano 500 pl studené¢ho 70% etanolu.
Vzorek byl centrifugovan 5 minut pti 19 700 g v teploté 4 °C.
Etanol byl opatrné odstranén.

Krok 9. - 11. byl zopakovan.

Oteviena mikrozkumavka s peletem dsRNA byla suSena v pokojové teploté po dobu

8 minut, nakonec byl pelet resuspenodovan v 45 pul DEPC vody a oznacen jako S3.

Koncentrace vzorkti byla zméfena spektrofotometricky.
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5 VYSLEDKY
5.1 Srovnani sekvenci CP genu vybranych izolati ZYMV a stanoveni DNA polymorfizmu

Pomoci funkce Neighbor - Joining v programu MEGA 5.05 byl odvozen fylogeneticky
strom (Obr. 6) vypovidajici o sekvenéni podobnosti/ptibuznosti CP genu jednotlivych izolati
Zucchini yellow mosaic virus. Izolat ,,H* (DQ124244) byl programem zafazen do klastru
spole¢né s izolaty AJ20013, AJ459954, AJ420014, AJ59956, AJ251527, AJ420016,
AJ420015, AJ459955, DQ124239, AJ420012, AJ420017, AJ420018. Izolaty sefazené
na Obr. 6 jsou popsany pomoci ptistupového Cisla a nazvu izolatu z NCBI databaze.

DNA polymorfizmus sekvenci CP genu o velikosti 836 bp byl stanoven pomoci porgramu
DNAsp 5. Nejdivergentnéjsi oblast CP genu sekvenci ziskanych z NCBI byla urcena
mezi pozicemi 231 - 250 (Pi = 0,15). Mezi nukleotidy 141 — 160 je nejkonzervativngjsi
oblast (Pi = 0,03). Na Obr. 5 jsou v grafu zachyceny indexy polymorfizmu (Pi) ménici se

Vv zavislosti na pozici nukleotidu.

Obr. 5: DNA polymorfizmus CP genu

e

Pi

- pozice nukleotidu
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Obr. 6: Fylogeneticky strom porovnavanych sekvenci CP genu ZYMV

AJ420013 cp Austria5
~ AJ459954 cp H266-2
AJ420014 cp Austriab
- AJ459956 cp H272-8
~ AJ251527 cp 10
AJ420016 cp Austriall
— AJ420015 cp Austria10
AJ459955 cp H272-5
-{ DQ124239 cp Kuchyna
AJ420012 cp Austria2
AJ420017 cp Austrial2
AJ420018 cp Slowenial
DQ124244 cp H

L EU999757 cp Syr-b2

— M35095 cp 12232

- AJ420019 cp Berlin1
AB458595 cp Syzy1

£ AB458596 cp Syzy3

EU999758 cp Jor-b3

_| EU999759 cp Syr-b4

GU586790 cp Ztrich

AB063251 cp M39

AJ420020 cp ltaly1

AF435425 cp Hangzhou

NC003224 cp

AF486822 cp Dongyang

AF486823 cp Hainan

AF513550 cp Shangyu

AY074809 cp Beijing

AF513551 cp Ningbo

AY074810 cp Ningbo
D13914 cp Florida

X62662 cp Singapore
EF178505 cp Zug

_|j AF513552 cp Shandong
AY074808 cp Shanxi

o —
0.05s

DQ124244 — izolat ,H“ ZYMYV byl oznaéen lutym okrajem. Use¢ka znazoriiuje procento substituci.
5.2 Vybér vhodného paru navrZenych primeri pro syntézu dsRNA

Ze vSech navrzenych primerovych sekvenci byl vybran primerovy par dale pouzity
pfi piiprave templatu pro syntézu dsRNA. Jak ,,forward®, tak ,,reverse primery jsou shrnuty
v Tab. Xl., kde jsou sefazeny od kombinaci nejlépe spnujicich zadané podminky.

Detailn€jSimu zkoumani byly podrobeny ,,forward“ primer z paru 1 a ,reverse® primer
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z paru 4. OligoAnalyzer 3.1 umoznil zjistit podrobné&jsi informace o chovani primeri
pfi dal§ich reakcich, takovato analyza zahrnuje pifedevSim sledovdni mozného vzniku
intramolekularnich a intermolekularnich struktur, mezi néz patii vlasenky (intramolekularni
struktury) a dimery (intermolekularni struktury mezi stejné nebo rozdiln€ orientovanymi

sekvencemi primert).

Tab. XI: Sekvence navrzenych parG primertt pro CP gen ZYMV izolat ,,H* s pfipsanymi

ptesahy
5’-,,Forward* primer-3” 5’-,,Reverse* primer-3’

1 | TAATACGACTCACTATAGGGTGGGGACACACCGAGCTTTT | GGAAAAAAATCCTTCGTGACAGCTGCCAT
2 | TAATACGACTCACTATAGGGGAGAATTAGCCGCCCTCGGA | GGAAAAAAATTTCCTTTCACGCGTGGCAG
3 | TAATACGACTCACTATAGGGATGGGGACACACCGAGCTTT | GGAAAAAAAAGACGCGGCACAATTTTCCC
4 | TAATACGACTCACTATAGGGTTGAGGCATGGGGACACACC | GGAAAAAAACTTCGAAAGACGCGGCACAA
5 | TAATACGACTCACTATAGGGCATGGGGACACACCGAGCTT |GGAAAAAAAATCTTCGAAAGACGCGGCAC
6 | TAATACGACTCACTATAGGGAGAATTAGCCGCCCTCGGAA | GGAAAAAAACGCGTGGCAGTGACATCTTC
7 | TAATACGACTCACTATAGGGAAGTGCGAGAATTAGCCGCC | GGAAAAAAAATTTCCTTTCACGCGTGGCA
8 | TAATACGACTCACTATAGGGTGATTGAGGCATGGGGACACA | GGAAAAAAAACGCGGCACAATTTTCCCAT
9 | TAATACGACTCACTATAGGGTGCGAGAATTAGCCGCCCTC | GGAAAAAAACTTTCACGCGTGGCAGTGAC
10 | TAATACGACTCACTATAGGGATGGGGACACACCGAGCTTTT | GGAAAAAAAGACGCGGCACAATTTTCCCA

piesahy — normalni pismo, sekvence primeri — tuéné pismo, velikost produktu 350-650 nt, Tm (primer melting temperature)
50-56-60 “C

Po zhodnoceni navrhiit byl vybran ,forward“ primer (5'-TAATACGACTCAC
TATAGGGTGGGGACACACCGAGC-3) z paru 1, ktery byl zkracen o 4 T (tymin) na svém
3" konci. ,,Reverse” primer (5-GGAAAAAAACTTCGAAAGACGCGGCACAA-3") byl
zvolen z navrzeného paru 4. Tento primerovy par byl zvolen k provedeni amplifikace. Obr. 7
ilustruje moznou strukturu vlasenky u vybraného paru primerd. Maximalni mozné hodnota
AG (Gibbsova energie) potifebna k destabilizaci vlasenky se pohybuje obvykle
mezi hodnotami -5 a -6 kcal/mol. Ob¢ vlasenky, které mohou vzniknout u vybranych primerd,

spliuji stanovené podminky.
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Obr. 7: Struktura vlasenky u vybranych primerid vytvofena programem OligoAnalyzer 3.1
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Primery byly nasyntetizovdiny a dodédny firmou IDT (INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES) pod nazvem ZYPPIF (,,forward“ primer) a ZYPP4R (,,reverse* primer).

Popis vlastnosti dodany s primery je shrnut v Tab. XII.

Tab. XII: Vlastnosti nasyntetizovaného paru primert pro CP gen ZYMYV izolat ,,H*

Parametr ZYPP1F ZYPP4R
Pocet bp 36 29
Tm 65,9 °C 61,9 °C
CG obsah 52,70% 44,80%
Koncentrace 100 pmol/pl 100 pmol/ul

bp — pary bazi, Tm - "primer melting temperature’, CG (cytosin, guanosin)
5.3 Izolace celkové RNA

RNA byla izolovana pomoci kitu NucleoSpin® RNA Plant firmy Macherey-Nagel
z rostlin Cucurbita pepo infikovanych izolatem ,,H*“ ZYMV. Pracovalo se se dvéma vzorky
listh z téze rostliny, ktera vykazovala nejsilnéj$i ptiznaky nakazy. Bylo navazeno 73,2 mg
vzorku Vi a 87,1 mg vzorku V,. Koncentrace RNA byly naméieny spektrofotometricky:
V1 =922,5 ng/ul (A260/A280 = 2,22), V, = 1837 ng/ul (A260/280 = 2,18).
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5.4 Piiprava templatu pro syntézu dsRNA

Vzorky izolované celkové RNA podstoupily reverzni transkripci a nasledn¢ PCR
pro amlifikaci. RT-PCR prob¢hla za pouziti ZYPP1F/ZYPPAR primert. Pritomnost produktti
RT-PCR byla potvrzena pomoci vysledku elektroforetické separace (Obr. 8).

Obr. 8: Potvrzeni pfitomnosti produktt RT-PCR o velikosti 438 bp

1000 —> | B8

300 —» @—-N-

100bp 1 2
ladder

100 bp ladder (100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas), 1, 2 (vzorek amplifikované ZYPP1F/ZYPP4R primery)

Vzorky byly po elektroforetické separaci izolovany z gelu pomoci kitu QlAquick Gel
Extraction Kit. Nasledna elektroforetickd separace potvrdila pfitomnost vyizolované DNA
(Obr. 9) o ocekavané velikosti 438 bp, ktera muiZze byt nasledné pouzita jako inzert do vektoru

pro transformaci kompetentnich bakterialnich bunék.

Obr. 9: Vysledky izolace RT-PCR produkti 0 velikosti 438 bp z gelu

- -
1000 —» = -
500 — o—
-— —
100 bp 1 2 100bp
ladﬂer ladﬂer

100 bp ladder (100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas), 1 (V,+ ZYPP1F/ZYPP4R primery), 2 (V,+ ZYPP1F/ZYPP4R
primery)
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5.4.1 Transformace bakterii E. coli

Plazmidy pGEM-T s ligovanou sekvenci cilové DNA byly teplotnim Sokem vlozeny
do kompetentnich bunék bakterii E. coli (kmen JM 119). Nasledn¢ byla provedena PCR
reakce, ve které byly pouzity pozitivni kolonie (14 z cca 100) transformovanych bakterii
jako vzorek, do reakéni smési byly pieneseny sterilnim paratkem. Potvrzeni/vyvraceni
uspéchu transformace oznacenych kolonii byla zakoncena gelovou elektroforetickou separaci
PCR produktu (Obr. 10) v 1% agar6zovém gelu/TAE pii 70 V (cca 40 minut). Pfedpokladana
délka sekvence genu pro CP je cca 500 bp, univerzalni primery M13f/M13r jsou 17+17 bp
dlouhé a multiklonovaci mista zabiraji 104 bp. Velikost insertu v plazmidu byla tedy

stanovena na 737 bp a tato velikost se potvrdila u 9 vzorkt ze 14.

Obr. 10: Vysledek elektroforetické separace PCR produkti — amplifikovany inzert
(M13f/M13r) ze 14 bakterialnich kolonii

100 bp plus
ladder

1000 —» «
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500 —»

1 2 3 4 5 a 7 a8 2 10 11 12 13 14 100 bp plus
ladder

100 bp plus ladder (100 bp Plus DNA Ladder GeneRuler, Fermentas), 1 — 14 vzorky pozitivné transformovanych bunék

E. coli plazmidem pGEM-T s ligovanou sekvenci CP genu izolovanou z rostlin cukety nakazené ZYMV
5.4.2 Ovéreni sekvence ligovaného inzertu pro syntézu dsRNA

Sekvenovani bylo provedeno za ucelem ovéfeni délky a mutaci inzertované sekvence CP
genu. Vysledkem byla sekvence o délce 438 bp, coz piesné¢ délkou odpovida sekvenci CP
genu izolatu ,H“ amplifikované pomoci ZYPP1F/ZYPP4R primert. Délka sekvence se tedy
postupnou pfipravou templatu pro syntézu dsRNA nezménila. Bodové mutace byly
zjistovany pomoci programu MEGA 5, kde byla srovnéana piivodni sekvence CP genu izolatu

,»H* s pofadim nukleotidi ligovaného inzertu. Mutace zjistény nebyly.
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5.5 Vlastni syntéza dsRNA

Ptiprava na syntézu dsRNA i samotny proces produkce dsRNA byl proveden
podle DOUBLE-STRANDED RNA PRODUCTION FOR PLANT BIOTECHNOLOGY -
COST FA0806 dsRNA, Helsinki 2009 pomoci Replicator RNAi Kitu.

5.5.1 PCR izolované plazmidové DNA

Provedenim gradientové PCR byla stanovena optimalni teplota pfisedani primerQ
ZYPP1F/ZYPP4R na templtaitovou DNA a to 64,5 ‘C. Vysledek gradientové PCR je
na Obr. 11. Pro dalsi zpracovani byly vybrany vzorky, které prosly amplifikaci s teplotou

prisedani primeri 64,5 °C.

Obr. 11: Vysledek elektroforetické separace gradientové PCR

100 bp 1
ladder

[
L)
S

100 bp ladder (100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas), vzorky 1 (55 °C), 2 (60,5 °C), 3 (64,5 °C), 4 (72 °C)

Vybrany vzorek DNA vykazujici nejvyssi stupent amplifikace pfi 64,5 “C opét prosSel
gelovou elektroforetickou separaci v 1% agar6zovém gelu/TAE a byl izolovan z gelu pomoci
QIAguick PCR Purification Kitu (Qiagen). Koncentrace izolovaného vzorku DNA namétené
spektrofotometrem byly 74,3 ng/ul (A260/280 = 1,95) a 89,4 ng/ul (A260/280 =1,99).

5.5.2 Syntéza dsRNA

Vzorky plazmidové dsDNA amplifikované polymerazovou fetézovou reakci s nastavenou
teplotou ptisedani primera 65 °C slouzily jako templatovy vzorek pro syntézu dsRNA.

Reakéni smés pro syntézu dsRNA byla inkubovédna 18 hodin pii teploté¢ 35 °C
Vv termobloku, nasledujici den byla nasyntetizovand dsRNA vysrdZena.

Vzorek dsRNA byl ziskdn postupnym srdzenim nezadoucich molekul a naslednou

precipitaci vlastni dsSRNA pomoci LiCl.
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Soupis S1 (smes ssRNA, dsRNA, DNA, nt), S2 (ssRNA) a S3 (dsRNA) vzorku je

v Tab. XIII. Vzorky byly rozdéleny elektroforetickou separaci pti 80 V, jejiz vysledek

(Obr. 12) poslouzil jako kontrola piitomnosti/absence nasyntetizovanych vzorkt. Z Obr. 12 je

patrné, ze frakce S2 vykazuji stejnou velikost jako S3, z ¢ehoZ vyplyva, Ze u S2 se nejedna

0 vzorek ssRNA, jak bylo ptedpokladano, ale o nevysrazenou dsRNA.

Tab. XIII: Piehled vzorkt a jejich koncentraci

Koncentrace templatové

Koncentrace S1

Koncentrace S2

Koncentrace S3

DNA pro syntézou dsRNA [ng/ul] [ng/ul] [ng/ul]
74,3 ng/ul Sla=x S2a=190,6 S3a=41
89,4 ng/ul Slb =x S2b=119,9 S3b=6,8

X (neméfeno), S1 (smés sSRNA, dsRNA, DNA, nt), S2 (SSRNA) a S3 (dsRNA)

Obr. 12: Detekce vzorku S1, S2 a S3

100bp Sla Slb  S2a

ladder

52b S3a 83b

100 bp ladder (100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas), S1 (smés ssRNA, dsRNA, DNA, nt), S2 (ssRNA) a S3
(dsRNA), a - koncentrace templatové DNA pro syntézou dsRNA byla 74,3 ng/ul, b - koncentrace templatové DNA

pro syntézou dsRNA byla 89,4 ng/ul

Ze vzorku dsDNA o koncentraci 74,3 ng/ul bylo ziskano 4,1 ng/ul (A260/280 = 1,52)
dsRNA, ze vzorku dsDNA o koncentraci 89,4 ng/ul bylo ziskano 6,8 ng/ul (A260/280 = 1,84)
dsRNA, coz je 7 -10x méné nez bylo predikovano v navodu pii pouziti Replicator RNAi Kitu.
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6 DISKUZE

Syntéza molekul dsRNA, které je teoreticky mozné vyuzit k vyvolani post-transkripéniho
umlCovani gend, byla provedena pomoci Replicator ™ RNAI Kitu firmy Finnzymes. Vyrobce
kitu zaru€uje vytéznost dSRNA o koncentraci minimalné 40 pg/ml az miligramové mnozstvi,
které je podle ndvodu mozné nasyntetozivat pii dodrzeni podminek syntézy, mezi které patii
predevsim pouzti Thermo Scientific Phusion® High-Fidelity DNA polymerazy pii PCR
amplifikaci DNA templatu, ktera zaru¢i vysokou miru piesnosti, je také nutné zohlednit
pouzity objem (0,5-2 pl/objem reakce 50 pl) polymerdzy vzhledem k délce PCR produktu,
V tomto experimentu bylo pouzito minimalni mnozstvi (0,5 pl) k amplifikaci sekvence o délce
cca 500 nt. Pii vlastni syntéze dsRNA byl pouzit 1 pg templatové DNA, coz odpovida
pokynim vyrobce (0,5-2 pg). Dals$i podminky jako prace na ledu/pii pokojové teploté
i Casova a teplotni nastaveni pro PCR reakci v termocycleru byly také dodrzeny podle navodu.

I ptes to byla vysledna koncentrace nasyntetizované dsRNA 7-10x mensi nez ptedpovidal
vyrobce, tedy mezi 4-7 pg/ml. Manualni chyba mohla nastat pii poslednim kroku, kdy je
od precipitované dsRNA odsavan supernatant, takze pelet mohl byt porusen a ¢aste¢né odsan.
Na druhou stranu, ne piili§ védeckych ¢lankt se zminuje o praci s timto Kitem, takze neni
mozné jednoduSe ohodnotit opravdovou vytéZznost a funk¢énost kitu. Gouveia a kol. (2012)
publikovali ¢lanek, ve kterém se zminiuji o pouziti RNAi Replicator Kitu, ale jelikoz ¢lanek
nebyl zaméten primarné na syntézu dsRNA jako takové, ve vysledcich ani koncentraci
nasyntetizované dsRNA nezminil.

Dalsi komeréné prodavané Kity, které je mozné vyuzit k syntéze dsRNA, je MEGAscript®
T7 kit firmy Ambion a T7 RiboMAX™ Express RNAi Systém od firmy Promega. V obou
ptipadech se podle vyrobce jedna o kit na syntézu molekul SSRNA, které jsou nasledné
vhodné pro pouziti pfi RNAI v sav€ich 1 nesav€ich systémech, syntéza ma trvat velmi kratky
¢as (0,5-2 hodiny). Pokud templat pro syntézu tvoti sekvence v orientaci ‘sense a antisense’,
jednovldknova RNA vytvoii dsRNA vlasenku.

U MEGAscript® T7 kitu jsem nenaSla Konkrétni koncentrace experimentalné
nasyntetizované dsRNA, zminky o vyuziti tohoto kitu jsou vSak hojné a na problémy s nizkou
vytéznosti si autofi nestézuji (Clemens a kol., 2000). Vyrobce kitu slibuje vytéznost 100 pg
dsRNA z jedné 20ul reakce. Templatovym vzorkem pro syntézu dsRNA je v tomto piipadé
linearizovana DNA nebo PCR produkt.
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V ptipadé¢ pouziti T7 RiboMAX™ Express RNAi systému je ocekavan vytézek 2 mg/ml.
Lze syntetizovat dlouhé dsRNA (pies 200 bp) pro RNAi v nesavCich systémech a siRNA
v savCich systémech. Templatovy vzorek mize byt tvofen linearizovanym plazmidem
nebo PCR produktem. P#i hledani ¢iselnych hodnot koncentraci nasyntetizované dsRNA
pomoci tohoto kitu nastal stejny problém, autofi se taktéz zminuji o jeho pouziti, ale jelikoz
neni cilem jejich prace samotna syntéza dsRNa molekul, nerozebiraji jeji nasyntetizované
mnozstvi. Pfikladem muze byt prace Joo a kol. (2008), kde popisuje syntézu siRNA molekul
pomoci zminéného kitu, avSak dale se k jeho vytéznosti nezminuje.

Kromé¢ in vitro syntézy pomoci T7 RNA a ¢6 RdRP polymerazy, na které je zalozeno

fungovani v§ech zminénych kiti, je mozné dsRNA syntetizovat i in vivo.
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7 ZAVER

Byly navrzeny primery pro amplifikaci sekvence CP genu ZYMYV izolatu ,,H“. Takto
nasyntetizovana sekvence byla zédkladem ptipravy templatu pro syntézu dsRNA pro plastovy
protein viru mozaiky cukety. Sekvenci CP genu ligovanou do plazmidového vektoru pGEM-T
byly transformovany kompetentni bunky E. coli (kmen JM 119). Izolovany plazmid slouzil
jako vstupni templatova DNA pro syntézu dsRNA.

Koncentrace dsRNA, kterou jsem nasyntetizovala, byla praimérné 5,5 ng/ul, coz je cca 7x

mensi hodnota nez byl predpokladany vynos pii pouziti Replicator RNAi Kitu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

abRNA aberantni RNA

AGO argonaut

AK aminokyselina

AMV Avian myeloblastosis virus, virus pta¢i myeloblastozy

bp pary bazi

Cl protein cytoplazmatickych inkluzi

CMV Cucumber mosaic virus

CP plastovy protein

DCL Diceru podobné proteiny

DDM1 protein snizujici metylaci DNA

DEPC dietyl pyrokarbonat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotid trifostat

ds dvouvlaknova

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

ELFO elektroforeticka separace

GMO geneticky modifikovany organizmus

HC-Pro Helper-Component Protein

IPTG 5-brom-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranozid

LB Luria — Bertani médium

ISIRNA dlouha siRNA

miRNA microRNA

MRNA mediatorova RNA

Nla-Pro jaderny inkluzni protein A — 49 kDa proteindza

Nla VPg jaderny inkluzni protein A — s virovym genomem spjaty
protein

NIb jaderny inkluzni protein B

NCBI National Center for Biotechnology Information

NK nukleova kyselina

nt nukleotid

NTPs smé&s nukleotidi (ATP, GTP, CTP, TTP)
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PCR
PTGS
P1

P3
rasiRNA
RdRP
RISC
RITS
RNAI
RNA
RNP

RT
SIRNA
ScNnRNA
SNP

ss

TAE
tasiRNA
T-DNA
TGS
Tris
UTR
VIGS
ZYMV
6K1
6K2

AG

polymerazova fetézova reakce
post-transkripéni umlcovani genti

P1 proteindza

P3 protein

‘repeat-associated” kratka interferujici RNA
RNA-dependentni RNA polymeraza
RNA-indukovany uml¢ujici komplex
RNA-indukované transkripéni uml¢ovani
RNA interference

ribonukleova kyselina
ribonukleoproteiny

reverzni transkripce

kratkd interferujici RNA

mala scanRNA

jednonukleotidovy polymorfizmus
jednovlaknova

pufr Tris baze, kyselina octova a EDTA
‘trans-acting” kratka interferujici RNA
oblast DNA Ti plazmidu u Agrobacterium tumefaciens
transkripéni umlcovani geni
tris(hydroxymetyl)aminometan
neptekladana koncova oblast

virem indukované uml€ovani gent
Zucchini yellow mosaic virus

6 kDa velky protein 1

6 kDa velky protein 2

Gibbsova energie
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