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SOUHRN

Rostlinné viry jsou vyznamnymi patogeny zemédélskych plodin. Zplsobuji vyznamné
ztraty na urod¢. Péstovani odrud rezistentnich K témto patogentim mize vyrazng snizit ztraty
na vynosech.

Rostliny si béhem evoluce vytvoftily propracované a uc¢inné mechanizmy, kterymi jsou
schopné se branit proti infekci virovymi ale ijinymi patogeny. Byla popsana fada
antivirovych mechanizmu zalozenych napt. na zabranéni samotné infekce nebo na zamezeni
pohybu viru v bunikach rostliny.

V praktické casti prace byly testovany interakce mezi proteinem VPg viru semenem
pfenosné mozaiky hrachu (PSbMV) a elF4E proteinem hrachu setého, které odpovidaji
za vnimavost nebo rezistenci. Interakce byly sledovany pomoci dvouhybridniho
kvasinkového systému. Nepodafilo se experimentalné potvrdit interakci mezi elF4E
kédovanym recesivni sbml alelou vnimavého genotypu hrachu (Raman) a VPg proteinem
PSbMV.

Porovnani dynamiky replikace PSbMV ve vnimavych homozygotech hrachu setého
genotyp Raman (SBM1/SBM1) a vnimavych heterozygotech hrachu set¢ého Raman x B99 F2
generace (SBM1/sbml) prokazalo vyrazné niz§i koncentraci viru ve vnimavych
heterozygotech desaty den po inokulaci a statisticky prukazny narist jeji koncentrace mezi 10.

a 20. dnem ve srovnani s vnimavymi homozygoty.



SUMMARY

Plant viruses are important pathogens of agricultural crops. They cause great losses
to crops. Breeding of the species that are resistant to these pathogens can distincly reduce crop
losses.

During evolution plants obtained sophisticated and effective mechanisms that can
prevent from viral or other pathogen infections.

Many antiviral mechanisms have been discovered. Plant resistance mechanism can be
based on the prevention of an infection itself or the prevention of a viral translocation in plant
cells.

In the experimental part of this work interactions between VVPg protein of Pea seed-
borne mosaic virus and elF4E protein of Pisum sativum were tested. These interactions are
responsible for their sensitivity and resistance. Interactions were observed with the yeast two-
hybrid system. The interaction between elF4E protein encoded by sbm1l allele of sensitive
genotype pea (Raman) and VVPg protein of PSbMV.

Comparison of replication dynamics of PSbMV in sensitive homozygous (cv. Raman
SBM1/SBM1) and heterozygous (cv. Raman x B99 SBM1/sbml) pea plants of F2 generation
strongly proved lower concentration of PSbMV in sensitive heterozygous plants 10 days
per inoculation. As well it proved statistically significant increase of the concentration
between 10™ and 20™ day after inoculation in comparison with sensitive homozygous pea
plants.
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1 UVOD

Rostliny jsou neustale napadany viry a jinymi patogeny, coz vede k jejich poskozeni.
Piedevsim v zemédélstvi se péstovanim genotypu rostlin rezistentnich k témto patogentim lze
alespon caste¢né vyhnout ztratam.

Dnes jiz zname tadu rostlinnych genti rezistence, které umoznuji rostlinam efektivni
obranu vuci patogenu. Produkty téchto genii rozpoznavaji efektorové molekuly patogenu
béhem infekce. Rezistence je ve vétsing piipadii ddna dominantnim genem (Dangl a kol.,
2001), existuji vSak i recesivni geny rezistence. Ptikladem je eIF4E protein hrachu setého
kodovany sbml genem. Tento protein znemoziuje expresi potyvirt v hostitelskych buikach,
produkt recesivni alely neinteraguje s efektorovou molekulou viru, tj. VPg proteinem (Ashby
a kol., 2011) vazanym na 5'- konci virové RNA (Riechmann a kol., 1992).

Cennym biologickym nastrojem na zjistovani proteinovych interakei in vivo je
kvasinkovy dvouhybridni systém, ktery umoziiuje vyhledévat interagujici dvojice proteinil
bez ohledu na to, jestli zname piesny princip chovani nebo umisténi cilovych proteint (Bartel
a kol., 1997). Jednohybridnim kvasinkovym systémem jsou sledovany interakce mezi DNA
a proteinem, existuje i trihybridni kvasinkovy systém, jimz jsou detekovany interakce
mezi proteinem a RNA nebo 1é¢ivem. Potencionalni interakce jsou identifikovany spusténim
exprese reportérového genu (Vidal a kol., 1999).

V roce 1997 byl kvasinkovy dvouhybridni systém pouzit na skenovani cDNA knihovny
rostliny Arabidopsis thaliana. Ugelem byla identifikace proteind, které interaguji s vyse
zminénym VPg proteinem TuMV. Zde byla poprvé zaznamenana interakce mezi proteinem
VPg potyviru a rostlinnym eIF4E proteinem (Wittmann a kol., 1997).

V dnesni dob¢ je navrzena Siroka $kala modifikovanych hybridnich systému a to tak,
aby Dbyla sniZzena moznost vzniku falesnych pozitivnich identifikaci. Pivodni hybridni
systémy mély velkou nevyhodu pravé v podobé faleSnych pozitivit, které mohou pramenit
Z nizké afinity cilového proteinu Kk mnoha riznym proteinim, z nulové nebo velmi nizké
afinity k promotorové oblasti reportérového genu nebo byl problém u proteind, které bézné
interaguji s mnoha proteiny (HSP - heat shock protein) (Vidal a kol., 1996; 1999).

S vyuzitim novych modifikaci hybridnich systému, dnes dostupného sekvenovani,
a moznosti cilové proteiny oznacit, napt. 6xXHIS histidinovou kotvou, je mozné vétSinou

snadnou a rychlou cestou identifikovat interakce mezi proteiny.
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2 CiLE PRACE

e \ypracovani reSerSe na téma "Protein - protein interakce v priub&hu virové patogeneze

rostlin” s dirazem na procesy spojené se zahajenim patogeneze.

e Izolace a klonovani genu rezistence hrachu sbom1/SBM1 a VPg genu viru mozaiky hrachu

pienosné semenem (PSbMV).

e Stanoveni protein - protein interakci (sbml x VPg, SBM1 x VPg) pomoci kvasinkového

dvouhybridniho systému u vnimavych a rezistentnich genotypt hrachu vici PSoMV.

e Stanoveni koncentrace viru ve vnimavych homozygotech (sbml/sbml) a heterozygotech
(sbm1/SBM1) hrachu.

e Analyza vysledkl a vypracovani diplomové préce.
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3 SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY
3.1 Charakteristika rodu Potyvirus

Rod Potyvirus se fadi do ¢eledi Potyviridae, ktera nalezi do skupiny viru, jejichZz genom
je tvoren jednovldknovou RNA s pozitivni orientaci ssRNA (+) o délce 9,6 kb. Zastupci
tohoto rodu jsou rostlinné viry, jejichZ tvar je vlaknity a nemaji obalku. Castice dosahuji
délky 720-850 nm o priméru 12 -
all_by species/ 50.html).

15 nm (http://viralzone.expasy.org/viralzone/

Genomicka RNA je obalena asi 2 000 kopiemi plastového proteinu (Carrington a kol.,
1988), na 5 konci RNA je kovalentné vazan VPg protein, 3" konec je polyadenylovan (polyA
sekvence). RNA je exprimovana do jednoho prekurzorového polyproteinu o délce 3 206
aminokyselin. Ten je postransla¢né sestiihan pomoci tii virovych proteinaz od N” konce k C’
konci do 10 funkénich proteini. Koneénymi genovymi produkty jsou proteiny P1
(P1 Proteinase), HC-Pro (Helper Component Proteinase), P3 (P3 Proteinase), 6K; (6 kDa
Protein 1), CI (Cytoplasmic Inclusion Protein), 6K, (6 kDa Protein 2), VPg (Viral Genome -
Linked Protein), Nla (Nuclear Inclusion Protein A), NIb (Nuclear Inclusion Protein B) a CP
(Coat Protein). Jednotlivé vzniklé proteiny se nasledné ucastni mnoha procest, hlavné
replikace viru a jeho transportu z buiiky a do bunky (http://www.Uniprot.org/uniprot/ P29152;
Riechmann akol., 1992). Piehledny seznam jednotlivych proteinti a jejich funkce jsou
zapsany vV Tab. 1 (Smykal a kol., 2010a; Riechmann a kol., 1992; Verchot a kol., 1991,
Carrington a kol., 1989).

Tab. 1: Funkce proteinti rodu Potyvirus

Zkra’gka Nazev proteinu Polo_ha v rete:zcl Del.ka " pocet Piiklady funkei
proteinu aminokyselin aminokyselin

P1 Proteinase, sestiih

P1 N - terminal 1-397 397 prekurzorového
Protein proteinu
Helper sestith

HC-Pro Component 398 - 856 459 p reku.r zoroveho

. proteinu, role v

Proteinase . » .

prenosu msicemi

P3 P3 Proteinase 857 - 1214 358 funkce neni prlis

objasnéna
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Tab. 1 Pokracovani: Funkce proteint rodu Potyvirus

Zkratka
proteinu

Nazev proteinu

Poloha v retézci
aminokyselin

Délka - pocet
aminokyselin

Priklady funkei

6K1

6 kDa Protein 1

1215 - 1266

52

ucast
pfi replikaci

Cl

Cytoplasmic
Inclusion Protein

1267 - 1902

636

ucast
pfi replikaci,
interakce
s membranou
hostitelské
buiiky,
helikazova
aktivita

6K2

6 kDa Protein 2

1903 - 1955

53

ucast
pfi replikaci

Viral Genome -
Linked Protein

1956 - 2149

194

ucast
pii replikaci -
jako primer

Nla

Nuclear
Inclusion Protein
A

2150 - 2395

246

sestiih
prekurzorového
proteinu, RNA
vazebna aktivita,
protein - protein
interakce

NIb

Nuclear
Inclusion Protein
B

2396 - 2915

520

RNA -
dependentni
RNA
polymeréza

CP

Coat Protein

2916 - 3206

291

obaleni virové
RNA, role
ve vektorovém
pienosu

Zpracovani polyproteinového produktu virti rodu Potyvirus bylo pozorovano a popsano

napiiklad u A viru brambor (Potato virus A). Pfedev§sim byl sledovan Casovy prubéh

zpracovani polyproteinu na kone¢né produkty. Cely proces sestiihu je zajistén tfemi virem

kodovanymi proteinazami (Nla, HC-Pro a P1). P1 a HC-Pro proteinazy autokatalyticky

stiihaji pouze pfislusné C” konce polyproteinu. Nla proteinaza - hlavni proteinaza potyvirt

katalyzuje sestiih zbylych proteolytickych mist v polyproteinu. Mista stiihani polyproteinu

(hranice mezi jednotlivymi proteiny) jsou vidét na Obr. 1. Misto mezi P3 a 6K;, Cl a 6K;
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aVPg a Nla jsou stfithany pomaleji na rozdil od ostatnich, které jsou zpracovany
nékolikanasobné rychleji (Merits a kol., 2002).

Intercelularni transport virt se déje skrze cytoplazmatické spoje - plazmodezmata, tento
proces je nezbytny pro systémovou infekci rostlin virem. Pohyb pfes spoje je fizen CI
proteinem (Roberts a kol., 1998). Umisténi CI v plazmodezmatech je regulovano nové
objevenym PIPO proteinem, ktery s Cl proteinem interaguje. Komplex Cl a PIPO koordinuje
tvorbu struktur umoziujicich mezibunéény pohyb potyvirta v infikované rostliné (Wei a kol.,
2010).

Je nutné, aby se virus pohyboval nejen z bunky do buiiky (pohyb na kratké vzdalenosti),
ale také na dlouhé vzdalenosti. Pohyb virovych castic na dlouhé vzdalenosti smétuje
z mezofylu do floému, kde se castice pohybuji pasivné a dochazi k zakladani novych
infekénich lozisek (Carrington a kol., 1996). Zda se, ze do tohoto typu pohybu jsou funkéné
zakomponovany tii potyvirové proteiny (CP, HC-Pro a VPg). Analyzy mutant vSech téchto
proteinti odhalily, Ze jsou esencidlni pro pohyb potyvird na dlouhé vzdalenosti nebo alespon
jejich nefunk¢nost vede k redukci pohybu (Schaad a kol., 1997; Dolja a kol., 1994; Klein
a kol., 1994).

Gen kodujici P1 protein se nachdzi na 5° konci genomu potyvirt. P1 proteindza ma
schopnost samosestiihu z prekurzorového proteinu (Reichman a kol., 1992). P1 a P3 proteiny
jsou nejméné konzervovanymi proteiny potyvird. Vyjimkou jsou aminokyseliny na C” konci
proteinu P1. Tato oblast koresponduje s katalytickou doménou P1 proteinazy. Vysoky stupen
polymorfizmu v sekvenci kodujici P1 byl pozorovan naptiklad u Y viru brambor (PVY)
a u viru zluté mozaiky cukety (ZYMV) (Tordo a kol., 1995). Analyzou mutaci genu pro P1
protein bylo zjisténo, Ze piitomnost funkéni formy P1 proteinu neni nutné vyzadovana
pro prub¢éh virové infekce, i kdyz amplifikaci a pohyb viru podporuje. Na druhou stranu,
sestiih sekvence na hranici P1 a HC-Pro je pro Zivotaschopnost viru nutny (Klein a kol.,
1994).

HC-Pro je multifunkéni protein S proteindzovou aktivitou, ktery se vyskytuje
jako dimer. Je zapojen do mnoha pro virus nezbytnych procest, jako jsou interakce s vektory,
interakce s nukleovymi kyselinami, replikace a pohyb, také je supresorem umlcovani gent
(PTGS - posttranscriptional gene silencing). Pfitomnost HC-Pro je esencialni pro pfenos viru
msSicemi. Odlisné druhy mSic pfenasi potyviry rizné efektivné (Wang a kol., 1998). Pokud
dojde k mutaci v sekvenci HC-Pro, ma to negativni vliv na interakci se stylety msic. VSechny
potyviry obsahuji na N” konci proteinu HC-Pro vysoce konzervovanou oblast (lysin -
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izoleucin/leucin - threonin/serin - cystein), které se fika KITC (K - I/L - T/S - C). Naptiklad
HC-Pro protein u C kmene viru brambor (bézné se vyskytujici varianta PVY) vykazuje
zaménu V sekvenci aminokyselin. Misto lysinu v KITC ma kyselinu glutamovou a neni
msSicemi pfenosny (Blanc a kol., 1998). Ale ne jen N’ konec HC-Pro proteinu se ucastni
téchto interakci, stejné dilezita je i jeho centralni ¢ast a C” konec. V centralni ¢asti se nachazi
PTK motiv slozeny z aminokyselin prolin - threonin - lysin (P - T - K). Jakékoli mutace této
oblasti vede k redukci nebo Kk aplnému znemoznéni pienosu msicemi (Peng a kol., 1998).
V centralni oblasti leZi i vysoce konzervovana sekvence IGN (izoleucin - glycin - asparagin)
a CC/SC sekvence (cystein - cystein/serin - cystein), jejichz mutace vede k naruseni RNA
amplifikace nebo pohybu viru (Cronin a kol.,, 1995). Jelikoz je HC-Pro zapojen
i do amplifikace virového genomu, je nutné, aby vykazovala afinitu k RNA (Merits a kol.,
1998). V centralni oblasti byly identifikovany 2 nezavislé domény, které vazou RNA. V této
oblasti byly identifikovany motivy IGN, CC/SC a PTK v sekvenci, coz jsou motivy
ovlivitujici amplifikaci RNA, pohyb viru a pfenos msicemi (Urcuqui-Inchima a kol., 2000).
Jak bylo zminéno, HC-Pro funguje i jako efektivni supresor PTGS (postranskripéni
umlcovani genil). Rostliny vyuzivaji umlovani genli jako obranny néstroj proti virové
infekci. Pokud HC-Pro protein neni funk¢ni, uml¢ovani genti namifené proti virové RNA
nebo meziproduktim replikace vird G¢inné rostlinu ochrani. OvSem piitomnost funkcniho
virového HC-Pro vede k zastaveni umléovaciho procesu rostlin a k obnoveni replikace viru.
Virus se tak dokaze vyhnout ochrannym mechanizmtim rostlin (Kasschau a kol., 1998).

P3 protein je nejméné prozkoumany a charakterizovany potyviralni protein. Tato
absence informaci vyplyva predevsim z nizké homologie sekvence genu pro P3 protein
mezi potyviry. V cytoplazmé infikovanych hostitelskych bunék je P3 protein lokalizovan
asociovany S CI proteinem. Dal$im mistem nalezu P3 proteinu je jadro a jadérko, kde je
asociovan S Nla. Z toho vyplyva, Ze by P3 protein mohl byt zapojena do virové amplifikace
(Rodriguez-Cezero a kol., 1993; Langenberg a kol., 1997). Virovi mutanti ziskani indukci
nahodnych mutaci v genu pro P3 protein nebyli schopni replikace (Klein a kol., 1994). Jelikoz
P3 protein (spole¢né s 6K1 a 6K2) nevykazuje zadnou RNA vazebnou aktivitu (Merits a kol,
1998), jeho funkce pii procesu replikace viru vyuziva interakce s Cl proteinem (Rodriguez-
Cezero a kol., 1993). CI protein je soucasti replika¢niho komplexu potyvira (Klein a kol.,
1994).
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6K1 peptid je normalné vazan na P3. Pokud nedojde k rozstfizeni P3 a 6K1 proteint
od sebe, nema to vliv na zivotaschopnost viru, ale dochazi Kk bezptiznakové infekci
(Reichmann a kol., 1995).

Cl protein vykazuje NTP vazebnou, NTPazovou, RNA vazebnou a helikdzovou aktivitu
(Lain a kol., 1990). Je fazen mezi proteiny, které jsou charakteristické sedmi konzervativnimi
segmenty. Tyto segmenty jsou lokalizovany na N” konci Cl proteinu a u né€kterych jiz byla
identifikovana funce (VI, V, II, I). Segment VI je bohaty na pfitomnost argininu. Tato oblast
je schopna vazat nukleové kyseliny. Pro vazbu CI proteinu s RNA in vitro neni tento segment
nutn¢ vyzadovan (Fernandez a kol., 1995). To se potvrdilo vnesenim sady deleci do genu
pro CI protein viru Sarky Svestky (Plum pox virus). Delece aminokyselin vzniklé za RNA
vazebnou doménou segmentu VI v CIl proteinu vyrazné¢ naruSuji jeho helikdzovou
a NTPazovou aktivitu. AvSak RNA vazebna aktivita zustavda nezménéna. Byla objevena
I druha RNA vazebna doména, je lokalizovana mezi aminokyselinami 73 a 143 CI proteinu.
Toto umisténi odpovida segmentu I, ktery hraje roli v NTP vazebné aktivité (Fernandez a kol.,
1996). Segment II je nejspi§ zapojen do NTPazové aktivity. Sousedi se segmentem VI
a ziejm¢é interaguje s RNA vazebnou doménou praveé v segmentu VI (Fernandez a kol., 1997).
Mutace segmentu V v CI proteinu vedou k zna¢nému snizeni helikazové aktivity, replikace
viru tak nemuize probihat normalné¢ anedochazi Kk infekci hostitele. Segment V ziejmé
odpovida za aktivitu nutnou pro rozvinuti nukleové kyseliny (Fernandez a kol., 1995). | kdyz
presna funkce proteinu Cl v replikaénim mechanizmu virti neni pfili§ jasna, CI protein je
pro replikaci viru nezbytny (Klein a kol., 1994). Vysledky genetickych analyz také naznacuji,
ze CI protein je zapojen do transportu viru z bunky do bunky skrz plazmodezmata. CI
s plazmodezmaty interaguje a umoziuje tak pohyb vird na kratké vzdalenosti (Roberts a kol.,
1998).

Zadna enzymaticka funkce nebyla zatim objevena u proteinu 6K2. Ale lokalizace 6K2
v bunkach byla prostudovana velmi podrobné&. Pti vazbé proteinu 6K2 na Nla protein dochazi
k zamezeni transportu Nla do jadra. Zda se tedy, ze 6K2 protein je schopen regulovat
transport Nla. Pokud dojde k mutaci 6K2, virus neni zivotaschopny (Respreto-Hartwig a kol.,
1992). Dalsi funkci 6K2 proteinu je ucast na vazbé k membranam. Navazani 6K2
na membranu vznika skrze hydrofobni doménu v centralni ¢asti proteinu. Dale se 6K2 mize
vazat na vezikuly odvozené =z endoplazmatického retikula. 6K2 je totiz potiebny

pro amplifikaci genomu, upeviiuje replikacni aparat na membrany podobné membrandm ER.
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Vazba na tato mista ale zfejmé vyzaduje 6K2-VPg, 6K2-Nla nebo mozna vétsi polyprotein
(Schaad a kol., 1997).

Dalsim dulezitym proteinem potyvird je Nla. Tento protein nese 2 domény. Jedna je
na N’ konci a zahrnuje VPg protein, druha je na C” konci a ma proteinazovou aktivitu, takze
je oznacovan jako Nla-Pro. Nla je hlavni potyvirova proteinaza, jejiz nejdulezitéjsi funkci je
sestiih polyproteinu do funkénich produktii. Tento sestfih je regulovany proces, rliznd mista
jsou vsak sestiithavana ruzné rychle (Reichmann a kol., 1992). Nla je lokalizovan s NIb
V inkluznich téliscich v jadie infikovanych bunék, ale u raznych potyvirt se toto umisténi
muze lisit (Riedel a kol., 1998). V pfipad¢, Ze se netvoii inkluzni téliska, Nla je lokalizovan
Vv jadie, zatimco NIb v cytoplazmé (Hajimorad a kol., 1996). V ptipad¢ viru Sarky Svestky
(PPV) Nlai NIb tvofi téliska jak v jadte, tak v cytoplazmé (Martin a kol., 1992). Nla se také
ucastni proteinovych interakci a to jak mezi sebou samotnym, tak interakci s NIb. Interakce
mezi Nla a NIb neni ovlivnéna mutacemi ve vysoce konzervované oblasti aminokyselin GDD
(glycin - kyselina aspartova - kyselina asparagova) v NIb proteinu. Je ale narusena mutacemi
V tyrozinovém reziduu, které vaze VPg doménu k virové RNA. Interakce Nla a NIb nastava
skrze vazbu s VPg doménou v Nla proteinu (Hong a kol., 1995). Nla také dokaze vazat RNA
(Merits a kol., 1998). Zatim ale nebyly pfesné¢ charakterizovany specifické RNA vazebné
domény (Blair a kol., 1996).

VPg protein ma nezbytnou funkci v replikaci viru. Kovalentni vazba k virové RNA
obsahuje tyrozinova rezidua (Reichmann a kol., 1992). Zaménou tyrozinii, které¢ vdzou VPg
protein, dochazi Kk znemoznéni virové replikace (Murphy a kol., 1996). Byl vytvofen
tfidimenzionalni model VPg proteinu Y viru brambor (PVY) a to na zakladé podobnosti
v distribuci hydrofobnich a hydrofilnich rezidui mezi VPg proteinem a malatdehydrogenazou.
Z modelu vyplyva, Ze kovalentni vazba VPg proteinu na RNA viru je zajisténa obnazenou
hydroxylovou skupinou tyrozinu v pozici 64 (Plochocka a kol., 1996). 5” konec virové RNA
s navazanym VPg je vystaven na povrchu a je volny, takZe mize interagovat s dalSimi
komponenty (Merits a kol., 1998). K interakcim mezi VPg proteinem a proteiny hostitelské
bunky dochazi také. VPg protein PSbMV byl identifikovan jako determinant systémové
infekce u rtznych virovych patotypii, které zpisobuji rizné symptomy na daném kultivaru
rostliny (Keller a kol., 1998).

Jak jiz bylo zminéno vySe, funkci NIb proteinu je tvorba inkluznich télisek v jadie

infikované rostliny, v cytoplazmé nebo v membranovych ttvarech spojenych s replika¢nim
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komplexem béhem syntézy virové RNA. NIb je RNA dependentni RNA polymeraza
potyvird, nese GDD sekvenci aminokyselin, ktera je pro RdRp typicka (Hong a kol., 1996).

Dalsim charakterizovanym funkénim proteinem rodu Potyvirus je CP protein. Je mozné
ho pomysiné rozdélit na 3 ¢asti. Dvé koncové (N a C” koncova) domény, které jsou ve své
sekvenci variabilni a jsou vystaveny na povrchu plastového proteinu. Tieti Cast je spiSe
konzervativni, lezi uprostied mezi koncovymi doménami. N’ koncova doména obsahuje
hlavni epitopy specifické pro virus. CP se ucastni pienosu msicemi, transportu Z buiky
do buriky, obaluje virovou RNA a jesté reguluje RNA amplifikaci. U vSech potyvirt, které
jsou pirenosné msicemi, je na N” konci CP proteinu vysoce konzervativni DAG motiv
(kyselina asparagova - alanin - glycin) (Harrison a kol., 1988). DAG motiv u CP proteinu
a PTK motiv u HC-Pro proteinu jsou zapojeny do interakce pravé mezi CP a HC-Pro
proteinem. Takova interakce je nezbytna pro pienos viru msicemi (Blank a kol., 1997). CP
protein je hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje transport viru mezi bunikami. V ptipadé potyvirt,
mechanizmus transportu virové RNA neni pfesné popsan. Je ale ziejmé, ze CP protein
v tomto hraje velmi podstatnou roli. Pokud dojde k deleci na N” konci CP proteinu, viru
je zabranéno v systémovém pohybu i transportu z bunky do bunky. Mutace v centralni ¢asti
CP proteinu negativné ovlivituji spojeni s virovou RNA. Mutace na obou koncich proteinu CP
znemoznuji transport viru. Je ale mozné dysfunkci CP proteinu efektivné nahradit
transgennim plastovym proteinem. CP protein je Gizce spojen s transportem viru z buriky do
buniky a se systémovym pohybem. Kazdy ztéchto procesit vyzaduje funkcnost odlisné
domény CP proteinu. Hlavni funkci CP proteinu je vSak obaleni virové RNA. CP protein
interaguje s RNA a stabilizuje virovou castici. Tuto funkci zajistuje jeho centralni cast.
Mutace v konzervovanych oblastech centralni ¢asti CP vedou k tvorbé defektnich castic, ty
nejsou schopny transportu z buiky do bunky (Dolja a kol., 1994). Regulace amplifikace
virové RNA je zalozena na interakci CP a NIb proteinu. Jejich interakce mize byt narusena
mutacemi v konzervovanych oblastech (GDD) (Hong a kol., 1995).

Kromé 10 vysSe popsanych proteind, které jsou typické pro potyviry a jsou kodovany
jednim c¢tecim ramcem, byl objevem dalsi otevieny Cteci ramec. Tento novy Cteci ramec je
kratky a vloZeny do cistronu P3 potyvirového polyproteinu. Je translatovan v tzv. + 2 ¢tecim
ramci. Nazyva se PIPO nebo P3N-PIPO (Walsh a kol., 2002). PIPO protein je pro potyviry
esencialni. Nezbytna pfitomnost PIPO proteinu u potyvirl byla prokdzana pfipravou cDNA
infek¢nich klond, které nesly synonymni mutace s ohledem na ¢teci rdmec polyproteinu. Tyto
mutace ale vnasely pfedcasné terminalni kodony (UGA) do PIPO sekvence. Takto upravené
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klony byly biolisticky vneseny do rostlin Nicotiana benthamiana. Zadna z testovanych rostlin
nevykazovala znamky infekce. Rostliny byly vysoké a zdravé. Piedpoklada se, ze funkci
PIPO je tcast v replikaci, transportu, potlacovani PTGS nebo kombinace v§ech (Chung a kol.,
2008). Umisténi PIPO sekvence v genomu TuMV (Turnip mosaic virus) je zobrazeno
na Obr. 1.

Obr. 1: PIPO sekvence v genomu TuMV (pievzato a upraveno z Chung a kol., 2008)

+2 frame

GGAAAAAA IPIPO [ 0 frame
: Nia—] Nia— ,
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Kruh reprezentuje VPg protein, obdélnik tvoii dlouhy &teci ramec (131. - 9625. nukleotid v sekvenci), je tvofen malymi
obdélniky, které predstavuji jednotlivé funkéni proteiny vzniklé sestfihem prekurzorového polyproteinu. PIPO (3079. - 3258.
nukleotid v sekvenci) je odvozen od P3 cistronu, je zndzornén ¢ernym obdélnikem, za¢ina vysoce konzervovanou sekvenci
GGAAAAAA.

3.2 Charakterizace viru semenem pi‘enosné mozaiky hrachu

Virus semenem pienosné mozaiky hrachu (Pea seed-borne mosaic virus, PSbMV) je
systematicky fazen do Celedi Potyviridae, rod Potyvirus (http://www.ictvonline.
org/virusTaxonomy.asp). Poprvé byl popsan v Ceskoslovensku v roce 1966 (Musil, 1966),
tehdy jesté pod nazvem Pea leaf rolling virus. Dalsi nazvy byly tomuto viru pfitazeny
i v jinych zemich. V Némecku mu byl ptidélen nazev False pea leaf roll virus (Thottappilly
akol., 1968), v USA byl poprvé popsan jako Pea fizzle top virus (Mink a kol., 1969),
v Japonsku Pea seed-borne mosaic virus (Inouye, 1967) a v Nizozemsku Pea leaf roll mosaic
virus (Bos, 1970). Jednotny nazev byl stanoven v roce 1974 a to s ohledem na nejCastéjsi
zpusob pienosu tohoto viru (Mink a kol., 1974).

PSbMV muze byt pfenasen tfemi zpiisoby a to semenem, mechanicky nebo hmyzimi
vektory - msicemi (Aphididae). Nejéastéjsim typem je vektorovy pfenos hmyzem a to
horizontaln¢ mezi jednotlivymi rostlinami téze generace, mSice jako vektor pokryvaji 90 %
pfenost (Smykal a kol., 2010).

Spole¢n¢ s virem enacni mozaiky hrachu (Pea enation mosaic virus) a virem Zzluté
mozaiky fazolu (Bean yellow mosaic virus) tvofi skupinu hlavnich virovych patogeni, které

napadaji zemédélsky vyznamné plodiny - lusténiny jako napiiklad hrach, bob, ¢ocka a cizrna
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(Aapola a kol., 1974). Rostliny pak vykazuji velmi variabilni pfiznaky nékazy, které zavisi jak
na hostiteli, tak na patotypu viru, ale i na podminkach okolniho prostfedi. Nejcastéji se
objevuji naptiklad chlorézy, deformace listh a uponki, zloutnuti Zzilek listd, mozaiky
i zakrslost, poskozeni kvétt, semena se skvrnami a popraskanymi obaly (Mink a kol., 1969).

Izolaty PSbMV je mozné rozdélit do 4 skupin - patotypt oznaovanych P-1, P-2, P-3
aP-4. Typickym predstavitelem patotypu P-1 je DPDI1 izolat, patotypu P-2 L1 izolat,
patotypu P-3 izoldt NEP1 pochazejiciz bobu obecného z Nepalu a patotypu P-4 NY izolat
(Johansen a kol., 1991; Alconero a kol., 1986; Anderson a kol., 1998).

Pro replikaci PSbMV v rostling je klicovy VPg protein, ktery si sam virus koduje. Tento
protein je kovalentné vdzan na 5” konec virové RNA a hraje velmi dilezitou roli v zivotnim
cyklu viru a moznosti infekce. VPg protein se v hostitelské buiice vaze s elFAE proteinem
(eukaryotic translation initiation factor 4E). Tato vazba umoziuje virovou expresi. VPQ je
tedy zodpovédny za interakci s hostitelem. Pokud je mutaci eIF4E proteinu zabranéno vazbé
s VPg proteinem, vir se nedokaze v hostiteli replikovat a tim padem je rostlina rezistentni
(Kang a kol., 2005). VPg gen je koédovan sekvenci o délce 582 bazi, vznikly protein je 194
aminokyselin dlouhy. Referen¢ni sekvence celého genomu PSbMV je v NCBI databazi
ulozena pod zkratkou NC 001671 (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/ NC_001671).

3.3 Podstata prirozené rezistence rostlin k viriim

Rezistence rostlin vici virové infekei je zprostfedkovana ptfitomnosti urcitého genu a to
V dominantni nebo recesivni formé. Produkty téchto rostlinnych genli se nezapojujici
do interakci s virovymi proteiny, zajist'uji rostlinam rezistentni stav. U rostlin vnimavych se

do téchto interakci naopak proteiny zapojuji a umoznuji virovou expresi.
3.3.1 Dominantni geny rezistence

VétSina charakterizovanych genti rezistence proti houbovym a bakterialnim patogeniim
je tvofena dominantni alelou (Hammond-Kosack a kol., 2003). Dangl a kol. vsak diskutuji 12
dominantnich alel, jejichZz funkci je zajiSténi rezistence vac¢i virim. Tyto alely byly
identifikovany jak uzemédé€lskych plodin (brambory, rajcata, tabak, sdja, fazole), tak
u modelové rostliny Arabitopsis thaliana. Jsou to geny N, Tm22, Rx1, Rx2, Y-1, Sw5, Rsvl,
RT4-4, HRT, RTM1, RTM2, RCY1. V8echny, kromé¢ RTM1 a RTM2, patii do skupiny gend,
které obsahuji vazebné domény, které jsou bohaté na leucinové repetice (NBS - LRR,

nucleotide binding site - leucine rich repeat). Tyto geny lze dale rozdélit do dvou skupin.
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Skupiny rozliSujeme podle domény, kterd vznika na N” konci proteinu kédovaného témito
geny. Jedna skupina ma na N” konci proteinu homologni doménu TIR1 (Toll - interleukin - 1
receptor), druha ma C - C doménu (coiled - coil). Dominantni geny rezistence pracuji
mechanizmem zaloZenym na rozpoznani patogenového avirulentniho faktoru. Vsechny
produkty rostlinnych gent rezistence nemaji transmembranovou doménu, coz koresponduje
s zivotem viru uvniti bun¢k a s lokalizaci avirulentniho faktoru (Dangl a kol., 2001). Seznam

téchto genu s piislusnymi informacemi je uveden v Tab. 2 (Maule a kol., 2007).

Tab. 2: Dominantni geny rezistence rostlin vici virim

Domln_antnl gen Rostlinny druh Virus Avirulentni faktor
rezistence
, Tobacco mosaic virus 0 o
N tabak (TMV) replikaza/helikaza
2 . o Tomato mosaic virus , :
Tm2 lilek rajce (TMV) pohybovy protein
Rx1 lilek brambor Potato virus X (PVX) | plastovy protein
Rx2 lilek brambor Potato virus X (PVX) | plastovy protein
Y-1 lilek brambor Potato virus Y (PVY) neznamy
Swb lilek rajce Tomato S.pOttEd wilt pohybovy protein
virus
Rsvl sOja Soybean mosaic virus -
- Cucumber mosaic
RT4-4 soja virus (CMV) gen 2a
HRT A. thaliana Turnip crinkle virus plastovy protein
. Tobacco etch virus
RTM1 A. thaliana (TEV) -
. Tobacco etch virus
RTM2 A. thaliana (TEV) -
: Cucumber mosaic ey :
RCY1 A. thaliana virus (CMV) plastovy protein
Neuvedeno -.

Produkt N genu tabaku interaguje s helikdzovou doménou TMV virové replikazy (Ueda

a kol., 2006). NBS - LRR geny rezistence rostlin proti virim vedou ke kompletni ochrané
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proti infekci. Ale vétSinou nevedou K bunééné smrti a/nebo k nekroze rostlinnych tkani, jako
tomu muize byt v piipadé¢ ndkazy bakterii nebo houbovym patogenem. Dikazem toho je
rezistence zajisténa Rx geny proti X viru brambor (PVX). Tyto geny rostliné udéluji extrémni
schopnost rezistence, ktera je zalozend na inhibici virové replikace a to bez ziejmé bunécné
smrti (Bendahmane a kol., 1999). Stejné vysledky byly potvrzeny i U Sw5 genu rajcat a Rsv1l
genu soji (Brommonschenkel a kol., 2000). Je velmi pravdépodobné, Ze pocet znamych
dominantnich geni rezistence se V nejbliz§i budoucnosti zvysi. Tyto geny koéduji proteiny
nesouci jiz zminénou specifickou oblast NBS - LRR. Ta je skvélym znakem pro identifikaci
unovych druhti pomoci zkoumani homologie genti (Hayes a kol., 2004). Geny jako RTM1
a RTM2, které tento znak nenesou (non - NBS - LRR), byly identifikovany fenotypicky jako
geny, které inhibuji pohyb na dlouhé vzdalenosti v ptipadé Tobacco etch virus (TEV)
(Chisholm a kol., 2000).

Velka vétsina proteind, které zajist'uji rezistenci rostlin viéi virovym patogenum, je
aktivovana bezprostiedné po rozpoznani tzv. virového efektoru. Tyto rostlinné proteiny
muzeme zatadit do jedné z péti tfid. Tridy se od sebe 1isi strukturnimi motivy, pomoci nichz
dochazi k interakci mezi rostlinnym proteinem navozujicim rezistenci a proteinem viru,
bakterie nebo jiného patogenu.

Do prvni tfidy je fazen pouze jeden Clen a to Pto protein rajcat, ktery je charakteristicky
svou serin/threonin kinazovou katalytickou oblasti a myristoylovanym motivem na N" konci
(Martin a kol., 1993). Druha tfida zahrnuje velké mnozstvi proteinti, které ve své
aminokyselinové sekvenci obsahuji oblast bohatou na leucinové repetice LRR (leucine - rich
repeat), coz je domné¢lé nukleotid vazebné misto (NBS). DalSim moznym motivem je
leucinovy zip na N” konci nebo C - C doména (coiled - coil). Patii sem proteiny Bs2, Dm3,
Gpa2?, Hero, HRT®, 12, Mi, M1a, Pib, Pi-ta, R1, Rpl, RPm1, RPP8®, RPP13, RPS2, RPS5,
Rx1% Rx2, Sw-5 a Xal. Tteti tiida je podobna té druhé, ale misto C - C domény maji tyto
proteiny na N’ konci oblast podobnou TIR1 (Toll - interleukin receptor 1). Radime sem
proteiny rezistence nazvané L, M, N, P, RPP1, RPP4, RPP5 a RPS4. Proteiny, které jsou
fazeny do prvnich 3 tfid, maji spole¢ny znak. Neobsahuji transmembranové domény, vSechny
tyto proteiny jsou lokalizovany intracelularné. Ttida 4 je reprezentovana Cf proteiny rajcat
(Cf-2°, Cf-4%, Cf-5°, Cf-9%). Témto proteiniim chybi nukleotid vazebné misto (NBS), maji ale
transmembranovou doménu a extracelularni LRR doménu (Dixon a kol., 1996). Pata tiida

zahrnuje pouze jeden protein ryze - Xa2l, ktery kromé extracelularnino LRR motivu
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a transmembranové domény, obsahuje i V cytoplazmé lokalizovanou serin/treoninovou
kinazovou doménu (Song a kol., 1995).

LRR oblast nebo LRR doména je pfitomnd v mnoha proteinech, které vykazuji rizné
funkce. LRR je zapojena do proteinovych interakci. Aminokyselinova rezidua maji leucin
na kazdé druhé nebo tieti pozici a tvofi flexibilni paralelni beta sklddané listy (Dodds a kol.,
2001). Rozsahlé analyzy mutaci proteint rezistence ukazaly, Ze existuje nékolik esencialnich
rezidui v LRR doméné. Na druhou stranu ale také to, Zze se u nich objevuje vysoky pocet
zameén v aminokyselinové sekvenci. Toto zjisténi koresponduje s rozpoznavaci funkci LRR
domén, které¢ se neustéale vyviji a pozménuji.

NBS (nukleotid vazebn¢) oblasti v proteinech mohou ovliviiovat jejich funkci. Analyzy
mutaci dokazuji, Ze NBS jsou nepostradatelnou soucasti proteinii pfi vykonavani jejich
rozpoznavaci funkce (Dinesh-Kumar a kol., 2000).

C - C motiv je opakujici se sekvence v proteinu, ktera je prolozena hydrofobnimi zbytky
aminokyselin. Piikladem téchto rezidui mtze byt leucinovy zip. Sklada se ze dvou nebo vice
alfa helixd, které interaguji a vytvaii tak strukturu civky. C - C motiv mizeme sledovat
Umnoha proteini, které jsou soucasti rtznych biologickych procesi a hraji roli
Vv proteinovych interakcich, jako naptiklad oligomerizace. Funkce této domény by mohla byt
vice zaméfena na bunécnou signalizaci nez na rozpoznavani efektoru (Warren a kol., 1999).

TIR domény jsou do rozpoznavani zahrnuty diky své podobnosti s cytoplazmatickou
doménou Toll a IL - 1R. A stejné jako v ptipadé C - C domény, se uvazuje o mozné funkci
TIR v bunécné signalizaci (Meyers a kol., 1999).

Serin/threonin kinazova doména (STK) byla identifikovana naptiklad u Pto (Sessa
akol., 2000) a Xa21 (Liu a kol., 2002) proteint. Pto protein interaguje s virovym efektorem
oznacovanym jako AvrPto a jeho funkce je zaloZena na rozpoznavéani virovych patogent
(Bogdanove, 2002), ale bylo také zjisténo, Ze reaguje naptiklad i s bakterialnimi proteiny
(Kim a kol., 2002).

3.3.2 Recesivni geny rezistence

U mnoha rostlinnych druhil (rajce, salat, paprika, hrach, meloun, je¢men, ryze) byly
identifikovany recesivni alely, které pfirozenymi mutacemi ziskaly schopnost navodit
rezistenci vaci virovym patogentim. Tyto mutace byly nejéastéji sledovany v genu pro elF4E

protein. Nebo v dalSich proteinech, jejichz piitomnost je nezbytné nutnad pro vytvoieni

.....
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gentl rezistence je namifena proti potyvirim nebo virdm jim piibuznym, coz je patrné z Tab.

(Maule a kol., 2007).

Tab. 3: Recesivni geny rezistence rostlin vici virim

Recesivni gen rezistence

v . Rostlinny druh Virus
- prirozena forma
Potato virus Y (PVY),
pvrl, pvr 2%, pvr2?, pvr6 Capsicum Tobacco etch virus (TEV),

Potato vein mottling virus
(PVMV)

pot-1

Lycopserssicon

Potato virus Y (PVY),
Tobacco etch virus (TEV)

shm1

Pisum sativum

Pea seed-borne mosaic virus
(PSbMV)

mo1!, mo1?

Lactuca sativa

Lettuce mosaic virus (LMV)

rym4/5

Hordeum vulgare

Barley mild mosaic virus,
Barley yellow mosaic virus,
Barley yellow mosaic virus 2

rymvl

Oryza sativa

Rice yellow mottle virus
(RYMV)

nsv

Cucumis melo

Melon necrotic spot virus

Recesivni gen rezistence

- mutantni forma Rosltlinny druh Virus
At-elF4E1 A. thaliana Clover yellow vein virus
Turnip mosaic virus, Lettuce
At-elF(iso)4E A. thaliana mosaic virus (LMV),
Tobacco etch virus (TEV),
: Cucumber mosaic virus
At-elF4E1 (cuml) A. thaliana (CMV)
Cucumber mosaic virus
At-elFAG (cum2) A. thaliana (CMV), Turnip cirkle virus

(TCV)

Mechanizmus rezistence zalozené na recesivnim genu nese zaklad v drobnych

substitucich v sekvenci. Tyto substituce vedou ke zméndm na povrchu vzniklych proteint

.....

Virovym avirulentnim faktorem je v tomto pfipadé¢ VPg protein (Kang a kol., 2005).
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3.4 Eukaryoticky transla¢ni inicia¢ni faktor 4E (elF4E)

Rostliny hrachu, stejné jako je¢mene, papriky, salatu, melounu, cukety atd., koduji
potyvirt napfiklad viru semenem pienosné mozaiky hrachu (PSbMV). Pokud rostlina nese
v genomu dominantni alelu genu pro elF4E (SBML1), je K viru vnimava. Né&které rostliny
nesou tuto alelu v recesivnim stavu (sbm1l). Produkt sbml alely nedokaze interagovat s VPQ
proteinem PSbMV, coz rostlin¢ poskytuje piirozenou rezistenci vi¢i viru (Ashby a kol.,
2011).

Kromé¢ alely sbml, byly u hrachu identifikovany i alely sbm2, sbm3 a sbm4. Kazda
ze ¢tyt alel (respektive kazdy ze ¢ty proteinovych produkti kdédovanych sbm alelou) je
kompatibilni s nékterym patotypem PSbMV (P-1, P-2, P-3, P-4). Byly vytvofeny Ctyfi
skupiny (I - IV) pro zafazeni linii hrachu setého (Pisum sativum). Rozdéleni linii je zaloZeno
na vnimavosti k jednotlivym patotyptim PSbMV. |. skupina zahrnuje linie, které jsou vnimavé
k P-1, P-2 i P-4 patotypu PSbMV. Linie hrachu z II. skupiny jsou rezistentni k P-1, P-2 a P-4
patotypu. III. skupina sdruzuje linie rezistentni pouze k patotypu P-2, vnimavé k P-1 a P-4.
A do IV. skupiny fadime linie hrachu rezistentni k P-1 a P-2 a zaroven vnimavé k P-4 (Olsen
a kol., 2001).

Nejpozdéji obejeveny patotyp PSbMV je P-3 reprezentovany izolatem NEP1. Pfi jeho
testovani bylo zjisténo, Ze jeho infekcni profil se 1i8i od odstatnich diive popsanych patotypii
PSbMV. NEPI1 neni schopen infikovat linie hrachu z Ill. skupiny, ale infikuje V. skupinu
hrachu. Proto nebyl zatfazen k Zadnym jiz charakterizovanym patotypim, ale vytvofil novy
samostatny. Pfehled patotypi PSbMV a testovanych skupin linii hrachu je v Tab. 4
(Hjulsager a kol., 2002).
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Tab. 4: Ptehled patotypti PSbMV (pfevzato a upraveno z Hjulsager a kol., 2002)

Patotyp PSbMYV (izolat reprezentujici patotyp)
Skupina P-1 (DPD1) P-2 (L1) P-4 (NY) P-3 (NEP1)
I \Y \Y \Y \Y
I R R R R
1 \Y R \Y R
v R R \Y \Y

V = vnimavy, R = rezistentni. Rozd€leni linii Pisum sativum do kategorii I - IV (ptiklad kultivaru): | (cv. Fjord, Brutus), I
(cv. P1193586, P1347492), 111 (cv. Bonneville, Dark Skinned Perfection), IV (cv. PI269774, Pl 269818).

Srovnanim aminokyselinové sekvence proteinu elF4E u rezistentnich a vnimavych linii
hrachu bylo dokazano, Ze sledovany protein rezistentnich a vnimavych hracht se 1isi pouze
v péti aminokyselach - substituce v aminokyselinové sekvenci. Aminokyselinové zamény
byly prokazany v poloze 62 (rezistentni linie - leucin, vnimavé linie - tryptofan), v poloze 73
a 74 (rezistentni linie - kyselina aspartovd, vnimavé linie - alanin), dale poloha 107
(rezistentni linie - arginin, vnimavé linie - glycin) a 169 (rezistentni linie - lysin, vnimavé line
- asparagin). Analyza aminokyselinové sekvence u linie PI269818 objevila pouze tii rozdily
od sekvence vnimavych linii. A to v poloze 73 a 74 (P1269818 - prolin a kyselina aspartova,
vnimavé linie - alanin, alanin) a 77 (P1269818 nese deleci, vnimavé linie - serin). Z toho
vyplyva, Ze 1 malé, ale presné zmény v aminokyselinové sekvenci proteinu eIlF4E ovliviiuji
spektrum rezistence (Gao a kol., 2004).

Stejné jako vedou mutace v genu pro elF4E ke vzniku rezistence rostlin k PShMV
(nebo potyvirim obecn¢€), tak 1 mutace vedouci k zdméné v aminokyselinovém fetézci
virového proteinu VPg jsou velmi podstatné. Ovliviiuji taktéz interakci mezi virem
arostlinou. Mutace VPg genu mohou vést k tvorbé pozménéného VPg proteinu, a tim
k schopnosti viru piekonat rezistenci rostliny a uspé$né infikovat hostitele (Moury a kol.,
2004).

Rostlina muze kodovat dva rizné elF4E proteiny, které se vazou na VPQ protein
na 5’ konci virové RNA. Je to jiz zminény eIF4E a dale elF(iso)4E. Tyto proteiny jsou
paralogové, oba zpusobuji rezistenci k potyvirové infekci (Sonenbrg a kol., 1998). Protein
elF(iso)4E interaguje s VPg u viru mozaiky fepy TuMV (Wittman a kol., 1997). Z recentnich

studii vyplyva, ze viry vyuzivaji bud’ jeden z nich, nebo oba dva zaroven. K zahajeni virové
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infekce neni tfeba jen jednoducha interakce mezi dvéma proteiny (VPg a elF4E), ale je nutné,
elF4G protein (nebo jejich izoformy) (Sonenbrg a kol., 1998). Spojeni ¢IF4E a elF4G vede
k vytvofeni pevné konstrukce, na kterou se muzou vazat dal$i komponenty komplexu -
elF4A, coz je RNA dependentni ATPaza a RNA helikdza (Robaglia a kol., 2006). Je tedy
vytvoifen komplex eIF4E, elF4G a elF4A. Ten interaguje s 5 cepickou (VPg) na mRNA
ptes podjednotku elF4E a RNA je vedena k ribozomu. K tomuto komplexu se vaze dalsi
komponent a to elF4B, coZz je kofaktor potfebny pro helikazovou aktivitu eIF4A. Diky
helikdzové aktivit¢ dochdzi k uvolnéni sekundarni struktury u Cepicky a nasledné dojde

k vazb¢ ribozomalni podjednotky k mMRNA (Zhang a kol., 2006).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Virus semenem pienosné mozaiky hrachu (Pea seed-borne mosaic virus) izolat ‘L1’
pochazejici z Pakistanu byl poskytnut Prof. Elisabeth Johansen (Danish Institute of Plant
and Soil Science, 2800 Lyngby, Dansko), ¢esky izolat "117" pochazel ze sbirky Katedry
bunécné biologie a genetiky (Ptirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého Olomouc). Izolaty
viru byly udrzovany na rostlinach hrachu setého Pisum sativum L., odrida Raman.
Experimentalni rostliny hrachu setého byly inokulovany mechanicky podle Safafova a kol.
(2008).

Semena hrachu setého Pisum sativum L. genotypy Raman (vnimavy k PSbMV P-1),
P1269818, P1193835 a ATC6928 (rezistentni genotypy k PSbMV P-1) poskytnul Ing. Petr
Smykal, Ph.D. (Katedra botaniky, Ptirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého Olomouc).

Semena hrachu byla sazena do substratu Klassman ¢. 4 a kultivovana ve fytotronu
pii 22 °C pres den (18 hodin) a pii 18 °C pies noc (8 hodin).

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmen MaV203 byly zakoupeny od firmy

Invitrogen.
4.2 Sekvence elF4E genu vybranych genotypt hrachu setého

V praci byly pouzity Ctyfi genotypy hrachu setéto - Raman, P1269818, P1193835
a ATC6928. Sekvence elF4E genu vsech genotypt poskytnul Ing. Petr Smykal, Ph.D.
(Katedra botaniky, PfF, UPOL).

Sekvence cDNA genu elF4E genotyp Raman je stejna jako sekvence Fjord, je dlouha
687 bp, sekvenci o stejné délce je tvoren elF4E gen genotypu PI1193835. Gen elF4E
u P1269818 o 3 bp kratsi.

Primery pro amplifikaci genu elF4E (elFAE-ATG-F a elF4E-end-R) vyse popsanych
genotyptl hrachu seté¢ho byly poskytnuty Ing. Petrem Smykalem, Ph.D. (Katedra botaniky,
PiF, UPOL).

4.3 Sekvence VPg genu vybranych izolata PSbMV

Pro lokalizaci VPg genu v sekvenci genomu PSbMV u vybranych izolatd byla pouzita
referen¢ni sekvence izolatu DPD1 (NC 001671) z NCBI databaze. Pomoci programu MEGA
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5.05 (funkce "alignment”) byla zjisténa poloha a pifesna nukleotidova sekvence VPg genu
u izolat 117 (sekvenci poskytla Mgr. Dana Safatova, Ph.D.) a L1 (AJ252242).

Primery pro amplifikaci VPg genu u PSbMV (L1) byly navrZzeny pomoci programu
Primer - BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/). Primery byly navrzeny
tak, aby nezasahovaly piimo do sekvence VPg, ale aby lezely voblasti 100 nt
pted (pro’forward’ primer) a 100 nt za (pro ‘reverse’ primer) sekvenci VPg.

Podminky pro navrh paru primerti pro VPg gen byly nastaveny takto: vysledna velikost
produktu amplifikovaného témito primery bude 500 - 800 nt, T, (primer melting temperature)
bude v rozmezi 55 - 65 °C, optimaln¢ 60 °C. Velikost pozadovanych primerit by meéla
dosahovat délky 17 - 25 nt a optimalni délka byla stanovena na 20 nt. Posledni podminkou,
ktera méla byt splnéna, byl obsah CG (cytosin, guanin) pari mezi 40 - 60 %.

Navrzené pary primeri byly nasledné analyzovany v programu OligoAnalyzer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).

Primery byly syntetizovany firmou Generi Biotech a oznaceny jako PSbMV_NATL1f
a PSbMV_NATT1r.

4.4 Izolace RNA a klonovani elF4E genu

Pro ucely této prace - sledovani proteinovych interakci - bylo tifeba izolovat

a naklonovat geny elF4E pro testovani v dvouhybridnim kvasinkovém systému (Y 2H).
4.4.1 1zolace celkové RNA

Celkova RNA byla izolovana z listl rostlin hrachu setého Pisum sativum L. - genotypy
Raman, PI1269818, P1193835 a ATC6928. Tato RNA slouzila k amplifikaci genu elF4E
zminénych genotypt.

Izolace byla provedena podle Postupu 1 pomoci kitu NucleoSpin® RNA Plant firmy
Macherey - Nagel. Pro kazdou izolaci bylo pouzito 50 - 90 mg listu rostlin. Vyizolovana
genomickd RNA byla nakonec rozpusténa v 60 pl RNase-free vody. Takto pfipravenou RNA
je mozné¢ skladovat v -80°C. Koncentrace pfipravenych vzorkii byla zméfena

spektrofotometricky na nanodropu.
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Postup 1: Izolace celkové RNA (kit NucleoSpin® RNA Plant)

10.

11.

12.

. 50 - 90 mg rostlinného materidlu (listu) bylo homogenizovano v tekutém dusiku v tieci

misce na ledu.

. Homogenat byl pfenesen do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml s keramickou kuli¢kou, bylo

ptidano 350 pl RA1 lyzaéniho pufru a 3,5 pl B-merkaptoetanolu. Vzorek byl protiepan
a stoCen na stolni centrifuze.
Lyzat byl aplikovan na filtr (Place NucleoSpin Filtr) umistény ve sbérné mikrozkumavce
a centrifugovan 1 minutu pti 11 000 g.
Filtrat byl pfemistén do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml, bylo pfidano 350 ul 70%
etanolu. Vzorek byl protfepan a sto¢en na stolni centrifuze.
Vzorek byl pfenesen na kolonku (NucleoSpin RNA Plant Column) a centrifugovan
30 sekund pfi 11 000 g. Kolonka byla pfemisténa do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml.
Na kolonku bylo aplikovano 350 ul MDB (Membrane Desalting Buffer), vzorek byl
centrifugovan 1 minutu pfi 11 000 g.
Nésledné byla ptipravena DNase reakéni smés smichanim 90 pl DNase reakéniho pufru
a 10 pl DNase I ve sterilni mikrozkumavce. 95 pl DNase reakéni smési bylo aplikovano
na stted membrany v kolonce.
Vzorek byl inkubovan 15 minut v pokojové teplot¢.
Do kolonky bylo pfidano 200 ul RA2 a centrifugovano 30 sekund p#i 11 000 g. Kolonka
byla pfemisténa do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml.
Do kolonky bylo pfidano 600 pl RA3 a centrifugovano 30 sekund pii 11 000 g. Filtrat byl
odstranén a kolonka byla vloZena zpét do mikrozkumavky.
Do kolonky bylo ptidano 250 pl RA3 a centrifugovano 2 minuty pii 11 000 g. Kolonka
byla ptenesena do nové nuclease-free mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.
RNA byla z kolonky vymyta 60 pul RNase-free vody centrifugaci po dobu 1 minuty
pti 11 000 g.

4.4.2 RT-PCR elF4E genu

Reverzni transkripce a polymerazova ftetézova reakce elF4E genu byla provedena

jako jednokrokova reakce pomoci RobusT II RT-PCR Kit firmy Finnzymes. Ptiprava RT-

PCR reak¢ni smési je uvedena v Tab. 5, podminky pro amplifikaci pak v Tab. 6.
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Tab. 5: Reak¢ni smés pro RT-PCR elF4E genu (1 reakce = 25 pl)

Reagencie Objem (ul)

10x RobusT reakéni pufr 2,5

50 mM MgCl, 0,8

10 mM dNTP mix 0,5

40 U/ul Rnase inhibitor 0,5

20 pmol/u elF4E-ATG-F primer 0,25

20 pmol/ul elF4E-end-R primer 0,25
5 U/ul M-MuLV 1
1 U/ul DynNAzyme DNA polymeraza 2

RNase-free voda 12,3
Izolovana RNA 5

dNTP = smés deoxyribonukleotidi, M-MuLV = Moloney Murine Leukemia Virus RT RNaza H'.

Tab. 6: Podminky amplifikace béhem RT-PCR elF4E genu

Teplota (°C) Cas Opakovani

45 60 minut

94 2 minuty

94 30 sekund

52 30 sekund 34x

72 1 minuta

72 10 minut

12 o0

RT-PCR produkty byly rozdéleny -elektroforetickou separaci v 1% agar6zovém
gelu/TAE béhem 20 minut pfi 80 V stejnosmérného napéti za tcelem kontroly pfitomnosti
a velikosti RT-PCR produktti.

Dale byly amplifikované produkty izolovany z agar6zového gelu pomoci QIAquick Gel
Extraction Kit podle navodu v QIAquick Spin Handbook (11/2006) - Postup 2.

Postup 2: 1zolace RT-PCR produktu z gelu (QIAquick Gel Extraction Kit)

1. Byla provedena elektroforetickd separace RT-PCR amplikont v 1% agarézovém gelu/TAE
s etidium bromidem za 20 minut pii stejnosmérném napéti 90 V. Behem separace byly
pfipraveny mikrozkumavky o objemu 2 ml a byly zvazeny.

2. Gel po elektroforetické separaci byl umistén na UV transluminator uréeny pro fezani gelu.

3. Sterilnim  skalpelem byly produkty vyfezdny ve formé& bloc¢kl, umistény
do mikrozkumavek a zvazeny. Stejné vzorky vzdy do jedné mikrozkumavky.
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10

11.

12.

13.
14.

. Vaha gelu byla zjiSténa odeCtenim hmotnosti mikrozkumavky pied a po vloZeni

vyfezanych blocki.

Byl pfidan QG pufr do kazdé mikrozumavky v poméru 3:1 a to vzhledem k hmotnosti
gelu, tzn. na 1 mg gelu byly pfidany 3 pl QG pufru. Vzorek v QG byl inkubovan
Vv termobloku po dobu 10 minut pfi 50 °C, béhem inkubace byly vzorky 3x promichany
prevracenim mikrozkumavky. Vzorek musel zezloutnout.

Nasledné¢ byl pfidan izopropanol v poméru 1:1 k ptivodni vaze gelu.

. Smés byla pipetovanim pienesena na kolonku pro izolaci DNA ve sbérné zkumavce.

Smés na kolonce byla centrifugovana 1 minutu pfi 16 000 g. Protekla ¢ast byla vylita
do odpadu.

Na kolonku bylo pfidéno 500 pl QG pufru, smés byla centrifugovana 1 minutu
pii 16 000 g. Protekla ¢ast byla vylita do odpadu.

. Nasledné bylo piidano 750 ul PE pufru na kolonku. Smés byla centrifugovana 1 minutu

pti 16 000 g. Protekla ¢ast byla vylita do odpadu.

Kolonka byla opét centrifugovana 1 minutu pfi 16 000 g, poté byla pfemisténa do nové
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

Na kolonku bylo pfidano 30 ul DEPC vody. Voda se nechala nasat do membrany
1 minutu, nakonec byla smé&s centrifugovana 1 minutu pfi 16 000 g.

Izolované vzorky se zakoncentrovaly vysusenim ve SpeedVacu (cca 50 minut pii 55 °C).
Vysusné vzorky byly rozpustény v 10 ul DEPC vody v termobloku pii 37 °C béhem

5 minut. Vzorky byly promichany a sto¢eny. Koncetrace vzorku se tak zvysila 3x.

4.4.3 Klonovani elFAE genu

Dalsim krokem pfipravy vzorkG pro testovani v Y2H bylo zaklonovani RT-PCR

produktli do vektoru, ktery ndsledné slouZil k transformaci bakterialnich bunék.

Pro zaklonovani amplikonti byl vybran vektor pGEM-T (Promega), jehoz struktura je

schématicky zobrazena na Obr. 2.
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Obr. 2: Schéma pGEM-T vektoru (pfevzato z http://www.promega.com/products/pcr/pcr-

cloning/pgem_t-vector-systems/)
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Produkty izolované z gelu byly ligovany do vektoru pomoci kitu pGEM-T Vector

System (Promega, USA). Pro kazdy vzorek byla pfipravena ligaéni smés smichanim 5 pl

liga¢niho pufru, 1 pl T4 ligazy, 0,5 ul pGEM-T plazmidu a 3,5 ul PCR produktu v 0,2ml

mikrozkumavce. Smés byla opatrné¢ promichdna Spickou a lehce sto¢ena. Ligace probihala

pies noc v teploté 4 °C.

Rekombinantni plazmid pGEM-T byl nasledné pouzit k transformaci kompetentnich

bakterialnich bunék E. coli kmen DH5a. K transformaci byla pouzita metoda teplotniho Soku,

cela reakce byla provedena podle Postupu 3.

Postup 3: Transformace bakterii E. coli teplotnim Sokem

1.

Kompetentni bakterie E.coli (DH5a) byly rozmrazeny na ledu. 75 pl téchto bunék bylo
napipetovano do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

Ke kompetentnim bunikam bylo pfidano 5 pl ligacni smé&si, smés byla lehce promichdna
a inkubovana na ledu po dobu 20 minut.

Nasledné byla mikrozkumavka se smési umisténa do termobloku (42 °C) na presné
45 sekund, probéhl tak teplotni Sok. Poté byla zkumavka okamZité pfemisténa na led
alespofi na 2 minuty.

Do zkumavky bylo pfidano 850 pul SOC média a smés byla inkubovana 1,5 hodiny

pti 37 °C za stalého pozvolného otaceni.

.V pribéhu inkubace byly pfipraveny Petriho misky s LB médiem s antibiotikem ampicilin

(100 pg/ml). Na LB/Amp médium byl aplikovan induktor IPTG (4 pl/misku) a substrat X-
gal (40 pul/misku).
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6. Po inkubaci byla smés 3 minuty centrifugovana pii 5 000 g. VétSina supernatantu byla
odpipetovana (cca 880 pul), ve zbytku tekutiny byly bakterie resuspendovany.

7. Resuspendovana smés byla vyseta na pripravené misky s LB/Amp médiem.

8. Misky byly kultivovany dnem vzhtru pti 37 °C pfes noc ve tmé.

9. Nasledujici den byly bilé (nesouci inzert) kolonie pfeockovany na LB/Amp médium

ve form¢ malych plosek.

Poté byla provedena ‘colony” PCR pro kontrolu uspésnosti ligace a transformace bunék
E. coli. Pro amplifikaci inzertt v tomto kroku byly pouzity primery M13. Sekvence M13f
primeru byla 5'- GTAAAACGACGGCCA-3" a M13r primeru 5'- CAGGAAACAGCTAT
GAC-3" (Invitrogen). Jako templat byly pouzity vybrané bilé kolonie transformovanych
bakterii. PCR prob¢hla podle specifickych podminek (Tab. 7). Rozpis reakéni smési je uveden
v Tab 8. Poté byly amplikony rozdéleny elektroforetickou separaci v 1% agarézovém

gelu/TAE, jejiz vysledek slouzil jako kontrola pfitomnosti a velikosti ligovanych amplikond.

Tab. 7: Podminky amplifikace pfi ‘colony” PCR

Teplota (°C) Cas Opakovani
95 5 minut
95 1 minuta
55 1 minuta 35 X
72 1 minuta
72 7 minut
12 o0

Tab. 8: Reak¢ni smés pro “colony” PCR (1 reakce = 25 pl)

Reagencie Objem (ul)
5 X MyTaq polymerazovy reakéni pufr 5
destilovana voda 19,2
20 pmol/pl M13f primer 0,3
20 pmol/pl M13r primer 0,3
5 U/ul MyTaq polymeraza 0,2

Z pozitivnich kolonii byly pfipraveny konzervy k uskladnéni podle Postupu 4.
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Postup 4: Piiprava konzerv bakteridlnich bun¢k

1. Podle poctu kolonii, které mély byt zakonzervovany, byl pfipraven stejny pocet
mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Do kazdé mikrozkumavky byl pipetovan 1 ml LB média
s ampicilinem.

Kolonie byly sterilnim paratkem pieneseny do média.

SmsSs byla inkubovéna pies noc v 37 °C za stalého tfepani.

Druhy den bylo smichdno 850 pl suspenze a 150 pl sterilniho 15% glycerolu.

Sm¢és byla dobie promichana, aby se netvotily vrstvy.

o a A~ w N

Konzervy byly uskladnény v - 70 °C.
4.4.4 Sekvenovani klonovaného elF4E genu

Sekvenovani amplifikovaného elF4E segmentu hrachu setého (Raman, P1269818,
P1193835 a ATC6928) bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky
(Olomouc), ucelem bylo vylouc¢it vznik mutaci v sekvenci. Porovnani sekvenci bylo
provedeno v programu MEGA 5.05 pomoci funkce "alignment’.

Vzorky po ‘colony” PCR amplifikaci byly rozdéleny elektroforetickou separaci v 1%
agardézovém gelu/TAE (80 V, 40 minut) a nasledné vyizolovany z gelu pomoci QIAquick Gel
Extraction Kit podle navodu vyrobce (Postup 2). Koncentrace izolovanych vzorki byla
zméfena spektrofotometricky.

Nasledovala sekvenaéni reakce pomoci BigDye®™ Terminator V3.1 Cycle Sequencing
Kit. Pro kazdy vzorek byly ptipraveny vzdy dvé reakéni smési, do jedné smési byl piidan
M13f a do druhé M13r primer. Jako templat bylo do kazdé reakce pipetovano 35 ng DNA
izolované z gelu.

Rozpis reakéni smési je zapsan v Tab. 9. Pro naslednou PCR amplifikaci byly nastaveny

specifické podminky, jsou shrnuty v Tab. 10.

Tab. 9: Reak¢ni smés pro PCR pied sekvenovanim (1 reakce = 10 pl)

Reagencie Objem (ul)
5x sekvenacni pufr 1
bigdye 1
1,6 pmol primer 2
destilovana voda do 10
Templatova DNA 35ng

Primer = M13f v jedné smé&si, M13r v druhé smési.
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Tab. 10: Specifické podminky pro PCR pted sekvenovanim

Teplota (°C) Cas Opakovani
96 1 minuta
96 10 sekund
50 5 sekund 25 X
60 4 minuty

U takto pfipravenych vzorkli bylo provedeno oboustranné sekvenovani v Ustavu

experimentalni botaniky.
4.5 1zolace RNA a klonovani VPg genu

Pro sledovani proteinovych interakci bylo tifeba izolovat a naklonovat i VPg gen

pro testovani v dvouhybridnim kvasinkovém systému (Y2H).
4.5.1 Izolace celkové RNA

Celkova RNA byla izolovana z listd hrachu setého Pisum sativum L. infikovanych
PSbMV - izolat L1. Tato RNA slouzila k nasledné amplifikaci VPg genu PSbMV. lzolace
byla provedena stejné jako v kapitole 4.4.1 podle Postupu 1.

452 RT - PCR VPg genu

Reverzni transkripce a polymerdzova fetézova reakce izolované RNA byla provedena
jako jednokrokova reakce pomoci RobusT II RT-PCR Kit firmy Finnzymes. Pfiprava RT-
PCR reakéni smési je uvedena v Tab. 11, podminky pro amplifikaci v Tab. 12.

Tab. 11: Reakéni smés pro RT-PCR VPg genu (1 reakce = 25 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x RobusT reakéni pufr 2,5
50 mM MgCl, 0,8
10 mM dNTP mix 0,5
40 U/ul Rnase inhibitor 0,5
20 pmol/u PSbMV_NATZ1f primer 0,25
20 pmol/ul PSbMV_NAT1r primer 0,25
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Tab. 11 Pokrac¢ovani: Reakéni smés pro RT-PCR VPg genu (1 reakce =25 pl)

Reagencie Objem (ul)
5 U/ul M-MuLV 1
1 U/ul DynNAzyme DNA polymeraza 2
RNase-free voda 12,3
Izolovana RNA 5

dNTP = smés deoxyribonukleotidii, M-MuLV = Moloney Murine Leukemia Virus RT RNéaza H'.

Tab. 12: Podminky amplifikace béhem RT-PCR VPg genu

Teplota (°C) Cas Opakovani

45 60 minut

94 2 minuty

94 30 sekund

50 30 sekund 34x

72 1 minuta

72 10 minut

12 o

RT-PCR produkty byly rozdéleny -elektroforetickou separaci v 1% agarézovém
gelu/TAE béhem 20 minut pii 80 V stejnosmérného napéti za Gcelem kontroly pfitomnosti
a velikosti produktu.

Déle byly amplifikované produkty izolovany z agar6zového gelu pomoci kitu QIAquick
Gel Extraction Kit podle navodu v QIAquick Spin Handbook (11/2006) - Postup 2.

4.5.3 Klonovani VPg genu

Ligacni reakce, transformace bakteridlnich bunék DHS5a i1 kontrolni PCR reakce
S pouzitim M13 primert byla provedena pro VPg gen naprosto totoznym zptsobem jako tomu

bylo v pfipad¢ klonovani elFAE genu v kapitole 4.4.3.
4.5.4 Sekvenovani klonovaného VPg genu

Sekvenovani amplifikovaného VPg segmentu PSbMV (L1) bylo provedeno
ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky (Olomouc), téelem bylo vylouéit vznik
mutaci v sekvenci. Piiprava VPg genu pro sekvenovani probéhla stejné¢ jako u elF4E genu
v kapitole 4.4.4.
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4.6 Testovani v dvouhybridnim kvasinkovém systému

Pro sledovani proteinovych interakci v Y2H byly vybrany a ptipraveny 2 geny - elF4E
gen hrachu a virovy VPg gen.

K testovani v dvouhybridnim systému byly pouzity kompetentni buiiky Saccharomyces
cerevisiae kmen MaV203 (MATa; leu2-3,112; trpl-901; his3A200; ade2-101; cyh2®; can1®;
galdA; gal80A; GALI::lacZ; HIS3uascaL1::HIS3@LYS2; SPAL10 yascari::URA3). Genom
téchto kvasinek je adaptovan na pouziti v dvouhybridnim systému zalozeném na GAL4
doméné¢ (Vidal, 1997).

Kvasinky MaV203 dodané firmou Invitrogen byly vysety na tuhé YPAD médium
a inkubovany 2 dny ve tm¢ pii 28 °C. Nasledné byly z narostlych kolonii vytvofeny konzervy
uréené k dlouhodobému skladovani: do 12ml zkumavky se Sroubovacim vickem byly
napipetovany 3 ml tekutého LB média a kvasinkova kolonie byla sterilnim paratkem
premisténa do média. Smés byla inkubovana 2 dny pti 28 °C za stdlého mirného tfepani.
Nakonec bylo smichano 850 pl suspenze a 150 pl 15% sterilniho glycerolu, promichano

a uskladnéno v - 70 °C.

4.6.1 Navrh specifickych primerii s attB sekvenci

K amplifikaci gent testovanych v Y2H byly navrzeny specifické primery, které
amplifikuji produkty vhodné pro Gateway systém. Primery byly navrzeny podle navodu
(Gateway Technology, Version E, 2010) tak, aby bylo mozné vzniklé amplikony pouzit v BP

rekombinaci. Schématicky navrh primeru s attB sekvencemi je znazornén na Obr. 3.

Obr. 3: Schéma navrhu primerd s attB sekvencemi

FP: 5" - GGGG-ACA-AGT-TTG-TAC-AAA-AAA-GCA-GGC-TNN- specificka selcvence - 37
attB1 selovence

RP: 5" - GGGG-AC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-GTIN- specificka sekvence - 3°
attB2 selovence

Podtrzena ¢ast sekvence = attB misto. N = pfidany nukleotid.

Primery syntetizovala firma Generi Biotech. Primery pro amplifikaci genu elF4E byly

nasledné oznaCeny nazvem Y2H elF4Ef a Y2H_elF4Er. Primery pro amplifikaci VPg izolat
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117 byly pojmenovany Y2H PSbM117 VPGf a Y2H PSbM117 VPGr, pro VPg izolatu L1
to byly primery Y2H_PSbL1 VPGfa Y2H_PSbL1 VPGr.

4.6.2 Optimalizace PCR reakce s primery s attB sekvenci

Po dodani navrzenych primera s rekombina¢nimi attB misty bylo nutné otestovat jejich
funkci a optimalizovat PCR reakci tak, aby byl jeji vytézek co nejlepsi. Pomoci gradientové
PCR byla optimalizovana T, (annealing temperature), nasledovala optimalizace mnozstvi
templatu.

Reakéni smés pro gradientovou PCR je uvedena v Tab. 13. Gradient byl nastaven
vV rozmezi teplot 65 - 45 °C, bylo testovano 8 vzorkl, kazdému byla ptidélena jind Ta.
Rozdéleni T, vzorkim je rozepsano Vv Tab. 14. Nastavené podminky gradientové PCR jsou
uvedeny v Tab. 15. Jako templat byly pouzity plazmidy pGEM-T nesouci cilovy inzert
(elF4AE gen genotypu Raman; VPg gen izolati 117 a L1). Plazmidy byly izolovany

Z bakterialnich konzerv podle Postupu 5.

Tab. 13: Reakéni smés pro gradientovou PCR (1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem (pul)
5x MyTaq polymerazovy reakéni pufr 5
destilovana voda 12,3
20 pmol/pl attB FP 0,25
20 pmol/pul attB RP 0,25
5 U/ul MyTaq polymeraza 0,2
10 ng/pl izolovany plazmid 2

FP = forward primer s attB1 sekvenci, RP = reverse primer s attB2 sekvenci.

Tab. 14: Rozdéleni T, pti gradientové PCR

Cislo 1 2 3 4 5 6 7 8
vzorku
T.CC) | 65 634 | 609 | 571 | 526 | 488 | 464 45

T, = annealing temperature.
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Tab. 15: Podminky gradientové PCR

Teplota (°C) Cas Opakovani
94 3 minuty
94 30 sekund
65 - 45 30 sekund 34 X
72 1 minuta
72 5 minut
12 oo

65 - 45 = rozmezi nastaveného gradientu.

Postup 5: 1zolace DNA pGEM-T plazmidu (QIAPrep Spin Miniprep Kit)

10.
11.
12.
13.

14.

15.

. Prvnim krokem bylo oziveni bakterialnich konzerv (E. coli transformované pGEM-T

plazmidem nesoucim cilovy inzert): na plotnu stuhym LB/Amp médiem byla sterilni

kapilarou nao¢kovana zied’ovaci fada bakterii z konzerv.

. Miska byla inkubovana ptes noc pii 37 °C.

Dalsi den bylo do Erlenmayerovy banky (objem 25 ml) nalito 10 ml tekut¢ého LB/Amp
média a paratkem byla ptfenesena 1 kolonie z misky.

Baiika se suspenzi byla inkubovéna pies noc pii 37 °C za stalé¢ho tiepani.

Naésledujici den byl odebran 1 ml suspenze Pasteurovou pipetou do 1,5ml mikrozkumavky,
suspenze byla centrifugovana 5 min pti 6 000 rpm.

Supernatant byl odstanén (cca 990 pl).

. K peletu bylo pfidano 250 ul P1 pufru, peletované buniky byly v pufru resuspendovany.

Dale bylo ptfidano 250 pl pufru P2, zkumavka byla okamzité 5x ptfevracena (roztok byl
viskozni a skoro prihledny).
Bylo pfidano 350 pl N3 pufru, zkumavka byla ihned 5x pfevracena (roztok se zakalil).
Vzorek byl centrifugovan 10 minut pii 13 000 rpm.
Supernatant (cca 880 pl) byl prepipetovan na QIAprep spin kolonu.
Vzorek byl centrifugovan 1 minutu pii 13 000 rpm. Protekla tekutina byla odstranéna.
Na kolonu bylo pfidano 500 ul PB pufru, vzorek byl centrifugovan 1 minutu
pti 13 000 rpm. Co proteklo, bylo odstranéno.
Dale bylo ptidano 750 ul PE pufru opét na kolonu, vzorek byl centrifugovan 1 minutu
pti 13 000 rpm. Co proteklo, bylo odstranéno.
Vzorek byl jesté jednou centrifugovan 1 minutu pii 13 000 rpm, aby byl odstranén
zbytkovy promyvaci pufr.
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16. Kolona byla umisténa do nové 1,5ml mikrozkumavky, do stiedu kolony bylo pifidano
50w EB pufru, pufr se béhem 1 minuty vsal do filtru a nakonec byla kolona
centrifugovana 1 minutu p#i 13 000 rpm.

17. Koncentrace izolovaného plazmidu byla zméfena na nanodropu.

Nasledovala elektroforetickd separace Vv 1% agar6zovém gelu/TAE. Podle vysledki
separace byla vybrana optiméalni Ts,.

Tato T, byla pouzita pro naslednou PCR amplifikaci, ktera slouzila k optimalizaci
mnozstvi templatu. Zde bylo testovdno 6 reakci pro kazdy vzorek, templatem byly opét
izolované plazmidy s cilovymi inzerty, do PCR reakce bylo pipetovano rizné mnozstvi
templatu. Mnozstvi templatu v jednotlivych reakcich je uvedeno v Tab. 16. Podminky
amplifikace byly pouzity stejné jako v Tab. 15, pouze T, = 60 °C. Rozpis reak¢éni smési platil
stejny jako v Tab. 13.

Tab. 16: Mnozstvi templatu ve vzorcich pro optimalizaci PCR

Cislo 1 5 3 A . -
vzorku
Mnozstvi
templan | 10ngMl | Ing/ul | 100pg/l | 10pghl | Tpgl | 0,1 pg/l

Opét nasledovala elektroforetickd separace v 1% agar6zovém gelu/TAE, z niz bylo
odecteno optiméalni mnozstvi templatu.
Optimalni T, a mnoZstvi templatu bylo pouzito pii piipravé PCR produkti pro BP

rekombinaci - amplifikovanych specifickymi primery s attB rekombina¢nim mistem.
4.6.3 Plazmidy pro kvasinkovy dvouhybridni systém

Pro pouziti v Y2H byly pfiprveny jak kontrolni, tak klonovaci plazmidy potiebné
pro klonazové reakce (BP a LR). Konzervy bakterialnich bun¢k E. coli transformovanych
plazmidy pro Y2H byly oziveny vysetim na misky s LB médiem s pfislusnym antibiotikem
a inkubovany pifes noc pii 37 °C. Nasledujici den byly kolonie pteockovany do 10 ml
tekutého LB média s antibiotikem a opét inkubovany pies noc v 37 °C za stalého tfepani.
Dalsi den byly plazmidy izolovany z narostlé tekuté kultury podle Postupu 5. Koncentrace
izolovanych plazmidi byly zméfeny spektrofotometricky. Vsechny pouzité plazmidy,

ptislusna antibiotika k selekci a kmen E. coli jsou v Tab. 17.
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Tab. 17: Piehled pouzitych kontrolnich a klonovacich vektort pro Y2H

Nazev kontrolniho vektoru Antibiotikum k selekci Kmen E. coli
PEXP32/Krevl gentamycin TOP10
pEXP22/RalGDS-m2 ampicilin TOP10
PEXP22/RalGDS-wt ampicilin TOP10

Nazev klonovaciho vektoru Antibiotikum k selekci Kmen E. coli
pDEST22 ampicilin DB3.1
pDEST32 gentamycin DB3.1
pDONR221 kanamycin DB3.1

4.6.4 BP klonazova reakce

VPg gen (L1 a 117) a elF4E gen (Raman, P1269818, P1193835 a ATC6928) byly
klonazovou reakci rekombinovany do vektoru pDONR221.

PCR produkt, ktery je mozny do tohoto vektrou zaklonovat, je nutné nejprve amplifikovat
specifickymi primery s attB sekvencemi. Pouzité podminky PCR reakce jsou zapsany v Tab.
15, T, byla nastavena na 60 °C. Rozpis reakéni smési byl stejny jako v Tab. 13. Jako templat
zde byl pouzit izolovany pGEM-T plazmid nesouci cilovy gen (¢ = 10 pg/ul).

Pak byly attB PCR produkty purifikovany izolaci z gelu (Postup 2) a nasledné
rozdéleny elektroforetickou separaci v 1% agardézovém gelu/TAE - kontrola velikosti
produtku.

Vybrané attB PCR produtky byly zaklonovany do pDONR221 a to smichanim BP
reakéi smési: 6 pl attB PCR produktu, 2 pl izolovaného pDONR221 (70 ng/ul) a 2 ul BP
klonazy. Smés byla lehce promichana, sto¢ena na stolni centrifuze a inkubovana pies noc
Vv pokojové teploté. Dalsi den byl ke smési piidan 1 pl proteindzy K, nasledovala inkubace
10 minut pii 37 °C. V této fazi bylo mozné smés po BP rekombinaci skladovat v - 20 °C
nebo ji poouzit k okamzité transformaci bakterii. Vzorky byly inhend pouzity k transformaci

bakterii metodou teplotniho Soku (Postup 6).
Postup 6: Transformace bakterii vektorem pDONR221 s klonovanym attB produktem
1. 5 ul smési po BP reakci bylo smichano se 100 pl kompetentnich bunék E. coli (DH5a)

Vv 1,5ml mikrozkumavce. Smés byla inkubovana na ledu po dobu 30 minut.
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2. Vzorky nasledné podstoupily teplotni Sok v termobloku pii 42 °C po dobu 45 sekund.
Inhned poté byly vloZeny do ledu alespori na 2 minuty.

3. K transformovanym bakteriim bylo pfidano 800 ul tekut¢ého LB média. Bunky byly
inkubovany pfi 37 °C 1 hodinu. Béhem inkubace byly vzorky 4x promichany pieklopenim
zkumavky.

4. Narostla bakteridlni kultura byla centrifugovana 1 minutu pii 6 000 rpm.

5. Supernatant byl odstranén. Bylo pfidano 100 pl ¢erstvého LB média a buiikky v ném byly
resuspendovany. Smss byla vyseta na plotny s tuhym LB médiem s kanamycinem.

6. Plotny byly inkubovany ptes noc pii 30 °C.

Nasledujici den byly ndhodné vybrané kolonie ptfeockovany do 1 ml tekutého LB média
S kanamycinem a inkubovany ptes noc pii 37 °C. Z narostl¢ kultury byly izolovany plazmidy
pDONR221 nesouci attB produkty (Postup 5), jejich koncentrace byla zméfena na nanodropu.

Izolovany pDONR221 slouzil jako templat v kontrolni PCR reakci. Rozpis reakéni
smési je uveden v Tab. 18, PCR specifické podminky v Tab. 19. Nakonec byly amplikony
rozdéleny elektroforeticky v 1% agarézovém gelu/TAE a byla zkontrolovana velikost attB
produkti. Z pozitivnich kolonii byly vytvotreny konzervy k uskladnéni (Postup 4)

Tab. 18: Reakéni smés pro kontrolni PCR po BP reakci (1 reakce = 25 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x Taq reakéni pufr 2,5
25mM MgClI2 4
destilovana voda 14
2mM dNTP 1
20 pmol/pul attB FP 1
20 pmol/pul attB RP 1
5 U/uL Taq polymeraza 0,5
izolovany pDONR221 nesouci attB produkt 1

FP = forward primer s attB1 sekvenci, RP = reverse primer s attB2 sekvenci, dNTP = smés deoxynukleotidii.
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Tab. 19: Specifické podminky kontrolni PCR po BP reakci

Teplota (°C) Cas Opakovani
94 3 minuty
94 30 sekund
50 30 sekund 34x
72 1 minuta
72 5 minut
12 o

Plazmidy pDONR221 nesouci attB produkty byly odeslany k osekvenovani na Ustav

experimentalni botaniky v Olomouci, kde sekvenovani provedla Ing. Beata Petrovska, Ph.D.
4.6.5 LR klonazova reakce

Klonazovou reakci byly cilové geny rekombinovany z vektoru pDONR221
do destina¢nich vektort (pDEST22 a pDEST32). Do pDEST22 byl klonovan VPg gen (117),
do pDEST32 byly klonovany eIF4E geny (Raman, P1269818 a ATC6928).

LR klonazova smés byla pfipravena smichdnim 150 ng pDONR221 vektoru s cilovym
genem, 150 ng pDEST22/pDEST32 tak, aby bylo této smési 8 pl, nasledné byly piidany 2 ul
LR klonazy. Smés byla lehce promichana, sto¢ena na stolni centrifuze a inkubovana ptes noc
V pokojové teploté.

Dal8i den byl ke smési pfiddn 1 pl proteindzy K, nasledovala inkubace 10 minut
pii 37 °C. V této fazi je mozné smés po LR rekombinaci skladovat v - 20°C nebo ji pouzit
k okamzité transformaci bakterii. Vzorky byly inhend pouzity k transformaci bakterii

metodou teplotniho Soku (Postup 7).
Postup 7: Transformace bakterii pDEST22/pDEST32 vektorem s cilovym genem

1. 5 ul smési po LR reakci bylo smichano se 100 ul kompetentnich bunék E. coli (DH5a)
v 1,5ml mikrozkumavce. Smés byla inkubovana na ledu po dobu 30 minut.

2. Vzorky nasledné podstoupily teplotni Sok v termobloku pii 42 °C po dobu 45 sekund.
Ihned byly vlozeny do ledu alespon na 2 minuty.

3. K transformovanym bakteriim bylo pfiddano 800 ul tekut¢ého LB média. Bunky byly
inkubovany pii 37 °C 1 hodinu. Béhem inkubace byly vzorky 4x promichény pteklopenim
zkumavky.

4. Narostla bakterialni kultura byla centrifugovana 1 minutu pii 6 000 rpm.
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5. Supernatant byl odstranén. Bylo pfidano 100 pl ¢erstvého LB média a buniky v ném byly
resuspendovany. Smés byla vyseta na plotny s tuhym LB médiem s antibiotikem (pDEST
22 - ampicilin, pDEST32 - gentamycin).

6. Plotny byly inkubovany ptes noc pii 30°C.

Narostlé kolonie slouzily jako templat pro kontrolni PCR reakci. Bylo otestovano
10 kolonii od kazdého vzorku. Rozpis reakéni smési je uveden v Tab. 20. PCR specifické
podminky jsou sepsany v Tab. 21. Nakonec byly amplikony rozdéleny elektroforeticky v 1%
agarézovém gelu/TAE a byla zkontrolovana velikost produkti. Z pozitivnich kolonii byly
vytvoreny konzervy Kkuskladnéni (Postup 4). Také znich byly izolovany plazmidy
pDEST22/pDEST32 (Postup 5), jejich koncentrace byla zmétena na nanodropul.

Tab. 20: Reakéni smés pro kontrolni PCR po LR reakci (1 reakce =20 ul)

Reagencie Objem (ul)
5 X MyTaq polymerazovy reakéni pufr 5
destilovana voda 14,3
20 pmol/ul attB FP 0,25
20 pmol/pl attB RP 0,25
5 U/ul MyTaq polymeraza 0,2

FP = forward primer s attB1 sekvenci, RP = reverse primer s attB2 sekvenci.

Tab. 21: Specifické podminky kontrolni PCR po LR reakci

Teplota (°C) Cas Opakovani
94 5 minut
94 30 sekund
60 30 sekund 34x
72 1 minuta
72 5 minut
12 o0

4.6.6 Tranformace kvasinek destina¢nimi vektory

Kvasinky S. cerevisiae kmen MaV203 byly transformovany obéma destina¢nimi
vektory najednou podle navodu ProQuest Two-Hybrid System (version A, 2005) - Postup 8.

Kombinace vektort pro transformaci kvasinek jsou v Tab. 22.
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Postup 8: Transformace kvasinek destina¢nimi vektory

G N o o b~ W

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

10 ml tekutého YPAD média bylo inokulovdno kolonii kvasinek MaV203 a inkubovano

pies noc pti 30 °C za mirného tfepani.

Druhy den byla zmétena ODggo kultury, ta byla nasledné nafedéna médiem na ODggp = 0,4.

Poté probéhla kultivace kultury dalsi 2,5 hodiny, aby ODggo narostla na0,6 - 0,8.

Kultura byla centrifugovana pii 2 500 rpm 5 minut v 20 °C.,

Supernatant byl odstranén a buiiky resuspendovany v 40 ml 1x TE pufru.

Kultura byla opét centrifugovana pii 2 500 rpm 5 minut v 20 °C.

Supernatant byl odstranén a bunky resuspendovany ve 2 ml 1x LiAc/0,5x TE.

Smeés byla inkubovana v pokojové teploté¢ 10 minut.

Nésledovala transformace smichdnim 100 pl kvasinkové suspenze z ptedchoziho kroku,

0,5 ug pDEST22 a 0,5 ug pDEST32 vektoru a 100 pg salmon sperm DNA.

Ke smési bylo ptidano 700 ul 1x LiAc/40% PEG-3350/0,5 x TE a dobie promichano.
Roztok byl inkubovan 30 minut pti 30 °C.
Dale bylo pfidano 88 pl DMSO, smés byla promichana a byl proveden teplotni Sok
(7 minut pii 42 °C).
Transformované kvasinky byly centrifugovany 10 sekund a supernatant byl dostranén.
Buriky byly resuspendovany v 1 ml 1x TE a znovu centrifugovany 10 sekund.
Supernatant byl dostranén a kvasinky byly resuspendovany v 50 ul 1x TE.
Takto ptipravena smés byla vyseta na plotny s SC médiem a inkubovana 2 dny pii 28 °C.
Narostlé kolonie byly pfeockovany na plotny s SC médiem ve tvaru ¢tverecka - 10 kust

od kazdého vzorku a inkubovany 2 dny pii 28 °C.
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Tab. 22: Piehled kvasinkovych kultur transformovanych destinacnimi vektory + kontroly

Kultura kvasinek Vektor Gen Izolat/Genotyp
1 pDEST22 VPg 117
pDEST32 elF4E Raman
5 pDEST?22 VPg 117
pDEST32 elF4E P1269818
3 pDEST22 VPg 117
pDEST32 elF4E ATC6928
4 PEXP32/Krevl
pozitivni kontrola | pEXP22/RalGDS-wt
5 PEXP32/Krevl
negativni kontrola | pEXP22/RalGDS-m2

4.6.7 Charakterizace transformovanych kvasinek

Proteinové interakce mezi VPg a elF4E byly sledovany pomoci testu na aktivitu
galaktosidazy (substrat X-gal), ktery byl proveden podle ProQuest Two-Hybrid Systém -
version A, 2005 (X-gal assay). Navod je shrnut v Postupu 9:

Postup 9: "X-gal assay’ transformovanych kvasinek

1. Pro kazdy vzorek bylo nutné pfipravit Petriho misku a namichat smés: 10 mg X - gal,
100 pl DMF, 60 pl merkaptoetanolu a 10 ml Z pufru.

2. Do kazdé Petriho misky byly vloZeny 4 kolecka filtracniho papiru, které byly zality 10 ml
pfipraveného roztoku.

3. Z nylonové membrany byly vystfizeny ¢tverce, které svymi rozméry odpovidaly miskam.
Membrana byla pfitiSténa na pieockované kolonie transformovanych kvasinek,
bakteriologickou hokejkou byly odstranény bubliny.

4. Membrana s oti§ténymi koloniemi byla pomoci pinzety vlozena do tekutého dusiku
cca na 20 sekund.

5. Zmrzla membrana byla polozena na pfipraveny filtracni papir koloniemi vzhtru.

6. Misky byly uzavieny a ve vodorovné poloze inkubovany ve tmé 24 hodin pti 37 °C.

7. Nasledujici den byla stanovena pfitomnost ¢i absence interakce (modra kolonie = prob¢hla

interakce mezi testovanymi proteiny, bila kolonie = interakce neprobéhla).

47



4.7 Stanoveni koncentrace viru ve vnimavych rostlinach hrachu

Relativni koncentrace viru v listech hrachu setého inokulovanych virem PSbMV (izolat
117) byla stanovena pomoci kvantitativni RT-PCR. K experimentu byly pouzity dva genotypy
hrachu, genotyp Raman (vnimavy homozygot SBM1/SBM1) a vybrani vnimavi heterozygoti
(SBM1/sbml) F2 generace vzniklé samosprasenim hybridi Raman/B99 (SBM1/sbml x
SBM1/sbm1). Jako referen¢ni byl pouzit gen pro B-tubulin.

Do substratu Klassman ¢. 4 bylo vyseto 10 seminek kazdého genotypu a rostliny byly
kultivovany ve fytotronu pii 22 °C pies den (18 hodin) a pii 18 °C pies noc (8 hodin).
Dvanacty den po vyseti (ve stadiu dvou pravych listt) byla provedena mechanicka inokulace
(Safatova a kol., 2008). Vzorky listii byly odebirany 10., 15., 20., 25. a 29. den po inokulaci
korkovrtem o priméru 8 mm z druhého a tietiho patra plné vyvinutych listi shora. Odebrané
vzorky byly uchovavany v - 80 °C. Kazda rostlina byla vizudlné¢ hodnocena v den odbéru

a intenzita pfiznaku infekce byla zaznamenana.

4.7.1 Stanoveni relativni koncentrace viru pomoci RT-PCR

Pro stanoveni realitivni koncentrace viru v pokusnych variantach byla izolovana RNA
z hrachovych listi infikovanych PSbMV (Postup 1), primérné vzorky byly pfipraveny z 8 - 9
rostlin a celkova izolovana RNA byla natfedéna 10x. Nasledovala kvantitativni RT-PCR, pfi
které byly pro amplifikaci CP genu PSbMV pouzity primery PSBcpF (5" - CAA
AGGCGGAATGGCTATCA - 3") aPSBcpR (5" - ACCCCGTACTCTTGCGACACT - 37)
navrzené Mgr. Danou Safafovou, Ph.D. Tyto primery amplifikuji segment o velikosti 132 nt.
Kontrolni gen pro B-tubulin byl amplifikovan pomoci primerd bTubF (5" - GCTCCC
AGCAGTACAGGACTCT - 3") abTubR (5" - TGGCATCCCACAT TTGTTGA - 3’) (Die
akol., 2010). Podminky amplifikace pro kvantitativni RT-PCR jsou uvedeny v Tab. 23,
sloZzeni reakéni smési v Tab. 24. Relativni koncentrace byla stanovena a vyhodnocena
metodou 2*! (Livak a kol., 2001). Primé&mé hodnoty koncentrace viru v daném terminu

byly vztaZzeny ke koncentraci virti ve vnimavém homozygotu 29. den.
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Tab. 23: Podminky kvantitativni RT-PCR

PCR s PSBcpF/R primery

Cas Teplota (°C) Opakovani
25 minut 45
15 minut 95
30 sekund 95
30 sekund 55 40x
30 sekund 72
45 sekund/5sekund 72 -95
PCR s bTubF/R primery
Cas Teplota (°C) Opakovani
30 minut 45
15 minut 95
20 sekund 95
20 sekund 55 45x
20 sekund 72
45 sekund/5sekund 72 -95
45 sekund/5 sekund = 45 sekund v prvnim kole, v ostatnich jen 5 sekund.
Tab. 24: Reakéni smés pro kvantitativni RT-PCR (1 reakce = 20 pl)
Reagencie Objem (ul)
2x QRT SybrMix 10
DEPC voda 6,5
20 pmol/pl FP 0,1
20 pmol/ul RP 0,2
1,25/25 pl Enhancer 1
0,25/25 pl enzymova smes 0,2
vzorek 2

FP = forward primer, RP = reverse primer.

4.7.2 Statistické hodnoceni vysledki

Statisticka analyza byla provedena analyzou rozptylu (variance) ANOVA s interakcemi
a naslednym Tukey HSD (Honestly Significant Differences) testem, na hladiné prikaznosti
p = 0,05. Analyzu provedla Mgr. Dana Safafova, Ph.D. pomoci programu STATISTICA CZ
12 firmy StatSoft s.r.o.
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4.8 Pouzité chemikalie

Adenin hemisulfat (Duchefa, A0908.0005)
Agar (Duchefa, 009007.03)

Agar6za (Amresco, 0710)

BP klonazovy mix (Invitrogen, 11789-013)
Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, 114391)
DMF (Serva, 20270)

DMSO (Serva, 20385)

DNA ladder 100 bp, 100 bp plus (GeneRuler, Fermentas)
Etanol (Lachema)

Etidium bromid (Serva, 21238)

Gluko6za monohydrat (Duchefa, G0802.1000)
Glycerol (Lachema)

GoodView (SBS Genetech Co. Ltd., HGV-II)
IPTG (Thermo Scientific)

KCI (Lachema, 30547)

Kvasni¢ny extrakt (Duchefa, Y1333.0500)
Litium acetat dihydrat (Sigma-Aldrich, L6883)
LR klonazovy mix (Invitrogen, 11791-019)
Luria Broth (LB) Base (Duchefa, 1717.0500)
MgSQ,.7H,0 (Lachema, 30802)

MyTaqg DNA Polymeraza (Bioline, BIO-21105)
NaCl (Lachema, 20584)

Na;HPQO,4.12H,0 (Lachema)

NaH,PO,4.H,0 (Lachema)

Pepton (Duchefa, P1328.0500)
Polyetylenglykol (Sigma-Aldrich, P3640)
Salmon sperm DNA (Sigma-Aldrich, D1626)
Taq DNA Polymeraza (QIAGEN, 201203)
X-gal (Thermo Scientific)

Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids (Sigma-Aldrich, Y0626)
Yeast Synthetic Drop-out Supplements (Sigma-Aldrich, Y0750)
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-Merkaptoetanol (Serva, 28625)
4.9 Pouzité roztoky a jejich sloZeni

LiAc (10x = 1M):

1xLiAc/0,5xTE:

1xLiAc/40% PEG3350/0,5xTE:

LB médium (250 ml):

SC médium (250 ml):

SOC médium (100 ml):

TAE pufr (1x):

10,2 g
100 ml

destilovana voda

10x LiAc

destilovana voda

destilovana voda

LB Base

1ml
200 ul
800 ul

70 pl
35 ul
462 ul
133 pl

250 mi

pepton

kvasni¢ny extrakt

1 M NaCl

2M glukoza

destilovana voda

destilovana voda

5x TAE pufr
51
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TAE pufr (5x):

TE pufr (1x):

TE pufr (10x):

TNE (10x):

TRIS (1IM):

YPAD médium (250 ml):

Z pufr (250 ml):

destilovana voda

IM TRIS

pH 7,4

pH 7,5

MgS0..7H,0

B-merkaptoetanol

52

24,2 g
571 mi
10 ml

do 1000 ml

10 ml
2ml
do 1000 ml

100 ml
20 ml
do 1000 ml

12,19
3,79
116,8 ¢

do 1000 ml

1219

do 100 ml

2540
59
59
25 mg
5¢
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destilovanavoda do 250 mi
pH 7,0

4.10 Pouzité pristroje

Centrifuga Spectrafuge Mini a Spectrafuge 16M (Labnet International, Inc.)
Centrifuga Biofuge Pico (Heraeus)

Centrifuga MR22 (Jouan)

Dokumentacni systém G:Box (Syngene)
Elektroforeticka komora MIDI 1 (Carl Roth)

Flow box PV100 (Telstar)

Homogenizator FP120 (Thermo Savant)

Inkubator TH30 + SM30 (Edmund Buhler GmbH)
Lyofilizator SPD 111V (Thermo Savant)
Minitifepacka TTS 2 (Yellowline)

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)

Orbitalni tfepacka Multi Bio RS-24 (Biosan)

pH metr 210 (HANNA instruments)

Termoblok DB2D (Techne)

Termoblok Dry-Bath (Labnet International, Inc.)
Termocycler Rotor-Gene RG-3000A (Corbett Research)
Thermocycler T-Personal (Biometra)

Thermocycler T100 (BIO-RAD)

UV transluminator UVT-22 (Herolab)

UV/VIS spektrofotometr DU730 (Beckman Coulter)
Vodni lazent Sub6 (Grant Instruments)

Zdroj stejnosmérného napéti PowerPack P25 (Biometra)

Zdroj stejnosmérného napéti Power Station 300 (Labnet International, Inc.)
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5. VYSLEDKY
5.1 Sekvence VPg genu a navrh primeri pro jejich amplifikaci

Pomoci programu MEGA 5.05 byl lokalizovan VPg gen Vv sekvenci izolatu 117 a L1
PSbMV. Poloha VPg v DPD1 (NC_001671) je 6 009 - 6 590 (celkem 582 bp). Sekvence VPg
izolatu DPD1 je:

gggaagtcgaaagctaaaactttgcgttttagacaggctcgcgacaacaatgccaagtatgaagtgtttgcagatgaagacacaaaac

gccattattttggtgaggcatacacaaagaagggcaagaaaagtggtaaggcacgagggatgggtgtgaaaacaaagaagttcgtga
atgtgtatggttttgatccatgtgaatattcccttgttcgattcgttgatccactcactgggttgacttatgatagacaccctatggaacacatg
atggacgtgcaggagactataggtgatgatcgcagggaggecatgtggaacgatgaactcgataaacaattgtttgtgaccagaccea
caattgaagcgtactatataaaagacaaaaccacgccagcactcaagatcgatttgaaccetcacaatccaatgagggtctgcgataaa
gctgaaactattgctggattcccagaacgtgaattcgaattgagacaatctggetctgcaacattagttccatacagtgaagtaccagtge

aaaacgagaaacaagaatttgacgaggagcatgtgcgaacggag

Sekvence izolatu L1 (AJ252242) je také celogenomova (9 905 bp), VPg gen byl
lokalizovan v poloze 5 994 - 6 575 (582 bp). Sekvence VPg u izolatu L1 je:

ggaaagtcgaaggcgaaaacattgcgtttcagacaagceecgtgacaataatgccaagtatgaagtgtttgcagatgaagactcaaaac

gccattattttggtgattcatacacaaagaaaggtagtaaaagcggcaaggcaagaggaatgggtgtgaaaacaaagaagttcgtgaat
gtgtatggttttgacccatgtgagtattcccttgttcgattcgttgacccactcactggtttgacttatgacaggcaccccatggagceacatg

atggacgtgcaggatgcaataggtgatgatcgaaaggcagatgaagatcttgataagcaattgtggtgggcetagacctacggttgaag

catactacataaaggacaaaaccacgccagcgcttaaaatcgacttaactccacacaatccaatgagagtctgcgacaaagtggagac
aattgctggatttccggaacgtgagtttgaattgagacaatctggecctgeaacattggttccatacagtgaggtaccagtgcaaaacga

aaagaaggagtctgatgaggagcacgtgcgcacggaagcagegtcg

Sekvence izolatu 117 je dlouha 696 bp. VPg gen byl lokalizovan v poloze 36 - 618
(582 bp), sekvence je:

gggaagtcgaaagctaaaactttgegttttagacaggctcgegacaacaatgecaagtatgaagtgtatgcagatgaagactcaaaac

gccattattttggtgaggcatacacaaagaagggcaagaaaagtggtaaggcacgagggatgggtgtgaaaacaaagaagttcgtga
atgtgtatggttttgatccatgtgaatattctcttgttcgattcgttgatccactcactgggttgacttatgatagacaccctatggaacacatg
atggacgtgcaggagactataggtgatgatcgcagggaggccatgtggaacgatgaactcgataaacaattgtttgtgaccagaccca

caattgaagcgtactatataaaagacaaaaccacgccagcactcaagatcgatttgaaccctcacaatccaatgagggtttgcgataaa
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gctgaaactattgctggattcccagaacgtgaattcgaattgagacaatctggetctgcaacattagttccgtacagtgaagtaccagtge

aaaacgagaaacaagaatttgacgaggagcatgtgcgaacggag

Pomoci programu Primer - BLAST byly navrzeny primery pro amplifikaci VPg genu

(Tab. 25). Pary primerd byly analyzovany pomoci programu OligoAnalyzer 3.1.

Pozadovanym parametriim nejvice vyhovoval par €. 1.

Tab. 25: Sekvence navrzenych part primerd pro VPg gen PSbMV izolatu L1

Pg;rilfr 5’-,,Forward“ primer-3’ 5’-,,Reverse* primer-3’
1 GGCTAAGTGGAATGAACCTGTG |[GGGTTGTAATCACGCAAACCG
2 GTGGAATGAACCTGTGAAACTGG |GGTTGTAATCACGCAAACCGA
3 GGCTAAGTGGAATGAACCTGT AATCACGCAAACCGAAATGC
4 TGGAATGAACCTGTGAAACTGGA |AGGGTTGTAATCACGCAAACC
5 TGGAATGAACCTGTGAAACTGG |[GGTTGTAATCACGCAAACCG

Velikost amplifikovaného produktu: 500 - 800 nt. T, (primer melting temperature): 55 - 60 - 65°C.

Primery pro amplifikaci VPg byly oznaceny jako PSbMV_NAT1f (5'- GGCTAAGTG
GAATGAACCTGTG - 3") a PSbMV_NAT1r (5'- GGGTTGTAATCACGCAAACCG - 37).
V Tab. 26 jsou k primeram pro VPg dodané informace od vyrobce. Obr. 4 a 5 zobrazuji

moznou Strukturu vlasenek primerového paru €. 1.

Obr. 4: Struktura vlasenek PSbMV_NAT1f primeru (program OligoAnalyzer 3.1)
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Obr. 5: Struktura vlasenek u PSbMV_NAT1r primeru (program OligoAnalyzer 3.1)

i
kealmol ¢ \ g=sh \
/ . / o
\' ®° N . < \,.
' v Ve~
c®c c ! .
\ \ « @ X 4G =- 4,392 kealmol,,
@ " f '
\ \ / 9
% T @ 4
\ | | Te "
/ a |
P / T @ ° |
Moo kgt il
('\ \ » T ' I
c®" e » e
/ e
C I [\
o G

Tab. 26: Vlastnosti nasyntetizovanych primeri pro VPg gen PSbMV - izolat L1

Parametr PSbMV_NATI1f PSbMV_NATL1r
Pocet bazi 22 21
Tm (°C) 52,49 52,66
CG (%) 50 52,4
Koncentrace (pmol/ul) 100 100

T = primer melting temperature, CG = procentudlni zastoupeni CG part bazi.

5.2 Izolace RNA a klonovani el F4E genu

Celkova RNA hrachu setého byla usp&$né izolovana pomoci NucleoSpin® RNA Plant
Kit firmy Macherey - Nagel z rostlin Pisum sativum. U kazdého genotypu byly zpracovany

dva vzorky. Spektrofotometricky stanovené koncentrace izolované RNA jsou shrnuty v Tab.
27.
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Tab. 27: Koncentrace izolované RNA 4 genotypt hrachu setého

Genotyp - oznateni vzorku K"““{;‘;‘ftﬁ;ﬁ;’”“é A260/A280

Raman - R; 397,1 2,19

Raman - R, 114,2 2,25
PI269818 - 818, 17,6 2,16
PI269818 - 818, 36,9 223
P1193835 - 835, 28,6 227
P1193835 - 835, 11,2 234
ATC6928 - ATC, 221 201
ATC6928 - ATC, 73.1 216

Gen elF4E byl uspésné amplifikovan pomoci kitu RobusT II u vSech vzorka (Tab. 27).

Nasledna elektroforetickd separace (Obr. 6) potvrdila ocekavanou velikost RT-PCR produktt
(687 bp).

Obr. 6: RT-PCR produktii elF4E gen (Raman, P1269818, P1193835, ATC6928)

R R: 818 818: 835 835
ATC: ATC:

b G Wecoming

5 u e W B i
'\l}[lbp e e —
L] 500 bp —>

100 bp 100 bp
ladder ladder

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. R;, R, = Raman; 818;, 818, = P1269818; 835,
835, = P1193835; ATC; a ATC, = ATC6928; viechny vzorky = RT-PCR produkty amplifikované primery elF4E-ATG-F a
elF4E-end-R. Nanaseci pufr - 6x Loading Dye, barvivo NK - GoodView.

RT-PCR produkty odpovidajici genu elF4E (Raman, P1269818, P1193835 a ATC6928)
byly v nasledujici praci byly klonovany do vektoru pGEM-T pro transformaci kompetentnich

bunék.
Kontrolni "colony PCR’ (za pouziti M13 primert) byla provedena u 10 kolonii (Raman,

P1269818, P1193835) a u 15 kolonii v piipadé genotyp ATC6928. Nasledna elektroforeticka
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separace potvrdila oc¢ekavanou velikosti PCR produktu cca 920 bp u 8 kolonii - Raman
a P1269818, u 9 kolonii - P1193835 (Obr. 7a) a u vsech 15 kolonii - ATC6928 (7b).

Obr. 7a: "Colony” PCR elF4E genu (Raman, P1269818, P1193835)

100 bp
ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1000 bp . e S e W W e e e o
500bp —>
gy =
100 bp
ladder 1o 37 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
1000 bp —» e — — s — b St
500bp —

- -

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. Vzorky 1 -10 = genotyp Raman, 11-20 = genotyp P1269818,
vzorky 21 - 30 = genotyp P1193835. Nanaseci pufr — 6x Loading Dye, barvivo NK - GoodView.

Obr. 7b: "Colony” PCR elF4E genu (ATC6928)

100 bp
ladder 1 2 3 4

h

10 11. 12 13 14 1

th
=)
~1
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1000bp —»

500bp —»

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. Vzorky 1 -15 = genotyp ATC6928. Nanaseci pufr -6x Loading
Dye, barvivo NK - GoodView.

Kontrola ligovanych inzertd sekvenovanim potvrdila jejich o¢ekavanou velikost 924 bp
(687 bp klonovany elFAE gen + 237 bp plazmid) v piipadé genotypu Raman, P1193835
a ATC6928 a 921 bp (684 bp klonovany elF4E gen + 237 bp plazmid) u PI269818. Mutace

v klonovanych genech nebyly zaznamenany.
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5.3 Izolace RNA a klonovani VPg genu

Celkova RNA z hrachu setého infikovaného PSbMV (izolat 1) byla Gispésné izolovana
pomoci NucleoSpin® RNA Plant Kit firmy Macherey - Nagel. Koncentrace izolované RNA
byla L1 = 89,7 ng/ul (A260/A280 = 2,09).

Gen VPg byl uspésné amplifikovan pomoci kitu RobusT II. Nasledna elektroforeticka
separace (Obr. 8) potvrdila o¢ekavanou velikost RT-PCR produktti (642 bp).

RT-PCR produkt odpovidajici genu VPg (L1) byl v nasledujici praci byl klonovan

do vektoru pGEM-T pro transformaci kompetentnich bunék.

Obr. 8: RT-PCR VPg gen (L1)

100 bp L1
ladder

500 bp —»

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas, L1; = RT-PCR produkt amplifikovany primery PSbMV_NATI1f
a PSbMV_NATIr. Nanaseci pufr — 6x Loading Dye, barvivo NK - GoodView.

Zaklonovany VPg gen PSbMV izolatu 117 byl piipraven Mgr. Danou Safafovou, Ph.D.
a pfidan k experimentu ve formé bilych kolonii na LB médiu.
Kontrolni "colony PCR’ (za pouZiti M13 primer() byla provedena u 8 kolonii (L1) a 21

kolonii (117). Nasledna elektroforetickd separace potvrdila pfitomnost inzertu o ocekavané

velikosti (879 bp) u 2 kolonii - L1 (Obr. 9) a u vSech 17 kolonii - 117 (Obr. 10).

Obr. 9: "Colony” PCR VPg genu (L1)

L., L. LI: L1« L1:+ Ll L1- LI

500bp —

100 bp
ladder

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. L1; - L1g = 8 vybranych bilych kolonii testovanych pomoci
“colony” PCR. Barvivo NK - GoodView.
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Obr. 10: "Colony” PCR Vpg genu (117)

100bp ___ - _ ” e NN - I ~ - " _ 100bp
ladder 117 1172 117 117« 1175 1175 117: 117s 117¢ 1170 1170 1172 1173 1174 a4der
— — D o —— e " — -
500bp — +— 500bp
100 bp 100 bp

ladder 11715 1171 11717 11715 1175 1172 1172 ladder

e — — —

500bp —¥ +— 500 bp

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. 117, - 117, = 21 vybranych bilych kolonii testovanych pomoci
“colony” PCR. Barvivo NK - GoodView.

Kontrola ligovanych inzertd sekvenovanim potvrdila jejich o¢ekavanou velikost 819 bp
(582 bp klonovany VPg gen + 237 bp plazmidu). Srovnanim sekvenci VPg genu

pted a po klonovani pomoci programu MEGA 5.05 nebyly zjistény zadné bodové mutace
5.4 Navrh primeru s attB sekvenci pro BP rekombinaci

Primery pro amplifikaci genu elF4E a VPg byly navrzeny tak, aby byly vysledné
amplikony pouzitelné v BP rekombinaci.

Primery pro elF4E gen byly dodany pod nazvem Y2H_eIF4Ef a Y2H_elF4Er. Primery
pro VPg izolat 117 byly pojmenovany Y2H PSbM117 VPGf a Y2H PSbM117 VPGr,
pro VPg izolatu L1 to byly primery Y2H PSbL1 VPGf a Y2H PSbL1 VPGr. V Tab. 28

jsou zaznamenany sekvence jednotlivych primert.
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Tab. 28: Sekvence primeri pro amplifikaci gentt do BP rekombinace

Nazev primeru 5 - sekvence - 3’
Y2H_elF4Ef GGG GAC AAGTTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CAT GGT TGT AGA AGA CAC CCC CAAATC
Y2H_elF4Er GGG GACCACTTT GTACAAGAAAGCTGG GTC TTGCTAGTT TGC TAC CAT GTA AGA ACG

Y2H_PSbM117_VPGf | GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CGG GAA GTC GAA AGC TAAAAC TTT GC

Y2H_PSbM117_VPGr | GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC TCA CTC CGT TCG CAC ATG CT

Y2H_PSbL1 VPGf |GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT CGG AAA GTC GAA GGC GAA AAC ATT GC

Y2H_PSbL1 VPGr |GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC TCACGA CGC TGC TTC CGT GC

Podtrzené sekvence = attB sekvence (rozdilné u forward a reverse primeru).

5.5 Optimalizace PCR reakce s primery s attB sekvenci

Optimalni T, pii PCR s primery obsahujicimi attB sekvence byla stanovena pomoci
gradientové PCR. Templatovymi vzorky byly izolované plazmidy (Tab. 29). Pomoci
gradientové PCR byla optimalni T, stanovena na 60,9 °C (Obr. 11 a 12).

Tab. 29: Koncentrace izolovanych plazmidi pGEM-T nesoucich cilové geny

Inzert v pGEM-T plazmidu Koncentrace (ng/pl) A260/A280
elF4E gen (genotyp Raman) 69,5 1,9
elF4E gen (genotyp P1269818) 70,2 1,97
elF4E gen (genotyp PI 193835) 84,7 1,9
elFAE gen (genotyp ATC6928) 77,7 1,96
VPg gen (izolat 117) 100,3 1,91
VPg gen (izolat L1) 42,6 1,93

Obr. 11: Gradientova PCR elF4E genu (Raman)

100 bp
ladder 1

[ ]
5]
F=.
Lh
(=)
~A
oo

S00bp —*

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. VVzorky 1 =T, 65 °C,2=T,63,4°C,3=T,609°C,4=T,
57,1°C,5=T,52,6°C,6=T,48,8°C,7=T,46,4 °C, 8 =T, 45 °C. Pfedpokladana velikost produktu = 787 bp. Barvivo NK
- GoodView.
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Obr. 12: Gradientova PCR VPg genu (L1 a 117)

100 bp
ladder L1-1 L1-2 L1-3 L14 L15 Ll16 L1-7 L18

500bp —

100 bp
ladder 117-1 117-2 117-3 117-4 117-5 117-6 117-7 117-8

500bp —>

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. L1, g = vzorky izolatu L1, 117, ¢ = vzorky izolatu 117. 1 =T,
65°C,2=T,634°C,3=T,609°C,4=T,571°C,5=T,526°C,6=T,488°C, 7=T,464 °C, 8=T,45 °C.

Piedpokladana velikost produktu = 646 bp. Barvivo NK - GoodView

Nasledovala optimalizace mnozstvi templatu. Na zéklad¢ vysledku elektroforetické

separace (Obr. 13 a 14) byla vybrana koncentrace 10 pg/pl.

Obr. 13: Optimalizace mnozstvi templatu elF4E gen (Raman) pomoci PCR

100 bp 100 bp
ladder Rl R2 R3 R4 R5 R6 818-1 818-2 818-3 818-4 818-5 818-6 [adder
b " - -
500bp —»
+— 500 bp
100 bp 100 bp
ladder 835-1 835-2 835-3 835-4 835-5 835-6 ATC-1 ATC-2 ATC-3 ATC-4 ATC-5 ATC-6 ladder
G S — — - S — —— —— —
500bp —» +— 500bp

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. Pfedpokladana velikost produktu = 787 bp. Ry = Raman, 818, ¢
= P1269818, 835, =PI 193835 a ATC; 4 = ATC6928. 1 =10 ng/ul, 2 = 1 ng/ul, 3 = 100 pg/ul, 4 = 10 pg/ul, 5 =1 pg/ul,
6 =0,1 pg/ul . Barvivo NK - GoodView.
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Obr. 14: Optimalizace mnozstvi templatu VPg gen (L1 a 117) pomoci PCR

100 bp
ladder L1-1 L1-2 L1-3 L14 L1-5 L1-6

500bp —»

100 bp
ladder 1171 1172 1173 117-4 117-5 1176

500bp —»

100 bp ladder = 100 bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. Piedpokladana velikost produktu = 646 bp. L1, = izolat
L1,117,6 = izolat 117. 1 = 10 ng/pl, 2 = 1 ng/ul, 3 = 100 pg/ul, 4 = 10 pg/ul, 5 =1 pg/ul, 6 = 0,1 pg/ul . Barvivo NK -

GoodView.

5.6 BP a LR klonazova reakce

Pomoci BP rekombinace byly attB PCR produkty uspéSné zaklonovany do vektrou

pDONR221, kterym byly nasledné transformovany bakterie. Vysledek -elektroforetické

separace po kontrolni PCR je na Obr. 15. Pfedpokladané velikosti attB PCR produkti se

potvrdily (pro elF4E gen - 787 bp, pro VPg gen - 646 bp). Ale nasledné vystupy

ze sekvenatoru pro VPQ gen izolatu L1 a elF4E gen genotypu PI193835 byly nehodnotitelné,

proto byly tyto vzorky z dalsi prace vyfazeny.

Obr. 15: Amplifikace klonovanych gent VPg a elF4E po BP rekombinaci

100+ bp
ladder L1, L. 117 117 R R 818 818 835 835 ATC: ATG:

1000bp —+

500 bp —»

100+ bp ladder = 100+ bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. Izolaty L1,., = vzorky izolatu L1, 117, = vzorky izolatu 117,

R1., = vzorky genotypu Raman, 818, , = vzorky genotypu P1269818, 835,_, = vzorky genotypu P1 193835 a ATC,_, = vzorky

genotypu ATC6928. Barvivo NK - GoodView, nanaseci pufr - 6x Loading Dye.
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Néslednou LR rekombinaci doSlo kuspésnému pienosu cilovych sekvenci
z pDONR221 do destinacnich vektorti. Vysledek elektroforetické separace po kontrolni PCR
je na Obr. 16. Predpokladané velikosti attB PCR produktd se potvrdily u vSech
10 testovanych vzorkl izolatu 117 a ATC6928, u 8 vzorki genotypu Raman a u 7 vzorka
genotypu P1269818.

Obr. 16: Amplifikace klonovanych gent VPg a elF4E po LR rekombinaci

100 bp
ladder 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

e e e e e e s g — e
500hp —* —

100 bp
ladder 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Y O e O e e e s e
500bp —»

100 bp
ladder 37 33 33 34 3

Lh

36 37 38 139 40

[ p—— e e
500 bp —*

100 bp ladder = 100+ bp DNA Ladder GeneRuler, Fermentas. Vzorky (izolat/genotyp): 1 - 10 = vzorky izolatu 117, 11 - 20 =

vzorky genotypu Raman, 21 - 30 = vzorky genotypu P1269818, 31 - 40 = vzorky genotypu ATC6928. Barvivo NK -
GoodView.

5.7 Transformace kvasinek a charakterizace transformantua

Kvasinky MaV203 se podafilo transformovat destina¢nimi vektory, které nesly cilové
geny. U preockovanych kvasinkovych kolonii byly sledovany proteinové interakce v podobé
zbarveni kolonii. U pozitivni kontroly vSechny kolonie zmodraly, byla tedy potvrzena
funkénost systému. Kolonie negativni kontroly zistaly bilé - interakce mezi proteiny
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neprobéhla. V piipad¢ kombinace vzorkii VPg (117) + eIF4E (P1269818 a ATC6928 ) byly
kolonie kvasinek bilé - K interakci mezi proteiny nedoslo. Potvrdilo se tak, ze hrachové
genotypy P1269818 a ATC6928 jsou rezistentni vii¢i PSbMV - 117 (patotyp P-1). Kombinace
testovanych vzorki VPg (117) + elF4E (Raman) mé¢la vést k zmodrani kolonii, jelikoz hrachy
genotypu Raman jsou k PSbMV patotypu P-1 vnimavé. Interakce se ale nepotvrdila. Na Obr.
17 jsou kvasinkové kolonie nesouci kontrolni vektory (pozitivni, negativni). Na Obr. 18 jsou

kvasinkové kolonie transformované klonovacimi vektrory.

Obr. 17: Kvasinkové kolonie (MaV203) transformované kontrolnimi vektory

pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola = MaV203 kvasinky transformované pEXP32/Krevl a pEXP22/RalGDS-wt. Negativni kontrola

= MaV203 kvasinky transformované pEXP32/Krevl a pEXP22/RalGDS-m2.
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Obr. 18: Kvasinkové kolonie (MaV203) transformované klonovacimi vektory

VPg (117) + elFAE (P1269818) = kvasinky MaV203 transformované pDEST22 nesoucim VPg gen PSbMV (117)

a pDEST32 nesoucim elF4E gen hrachu setého (P1269818). VPg (117) + elFAE (ATC6928) = kvasinky MaV203

transformované pDEST22 nesoucim VPg gen PSbMV (117) a pDEST32 nesoucim elFAE gen hrachu setého (ATC6928).
VPg (117) + elF4E (Raman) = kvasinky MaV203 transformované pDEST22 nesoucim VPg gen PSbMV (117) a pDEST32

nesoucim elF4E gen hrachu setého (Raman).

5.8 Stanoveni koncentrace viru ve vnimavych rostlinach hrachu

Cilem experimentu bylo potvrdit nebo vyvratit rozdilnou dynamiku replikace viru ve
vnimavych homozygotech a heterozygotech hrachu setého. Relativni koncentrace viru byla
stanovena pomoci Q-RT-PCR. Byla vypodétena priméma 2! pro kazdy termin odbéru.
Ziskana data byla vyjadfena v procentech, ktera odpovidala zméné koncentrace PSbMV
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v prumérnych vzorcich vzhledem ke kontrole, tj. relativni koncentrace viru v pletivech cv.
Raman (vnimavy homozygot) 29. den po inokulaci ptfedstavovala standard 100 %.

Dynamika a rozdily v relativni koncentrace PSbMV ve vnimavych homozygotnich a
heterozygotnich rostlinach hrachu jsou uvedeny v Tab. 30 a znazornény grafem na Obr 19.
Vysledky Tukey HSD testu jsou uvedeny v Tab. 32, statisticky prikazny rozdil mezi

srovnavanymi vzorky je zvyraznén modre.

Tab. 30: Relativni koncentrace viru ve vnimavych homozygotech a heterozygotech 10 - 20

dni po inokulaci

SBM1/SBM1 SBM1/sbhm1l
Primér SMODCH. P. Primér SMODCH. P.
10 DPI 273,7 225,1 64,2 24,2
15 DPI 2847 2224 254,1 61,7
20 DPI 368,6 248,1 370,4 132,9
25 DPI 83,7 494 88,9 33,9
29 DPI 1195 102,8 102,7 42,0

DPI = pocet dni po inokulaci, SBM1/SBM1 = vnimavy homozygot, SBM1/sbml = vnimavy heterozygot. Primér =
aritmeticky primér. SMODCH. P. = smérodatna odchylka.

Obr. 19: Dynamika relativni koncentrace PSbMV ve vnimavych homozygotnich

a heterozygotnich rostlinach hrachu.

500

450
400
350
300
250
200
150

Relativni koncentrace virn (%o)

100
50

10 15 20 25 29 =% SBMI1/SBM1

S SBM1/sbml
DPI

DPI = pocet dni po inokulaci, SBM1/SBM1 = vnimavy homozygot, SBM1/sbm1 = vnimavy heterozygot. Vertikalni sloupce

oznacuji +/- smérodatnou odchylku.
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Vnimavi heterozygoti vykazovali 10 dni po inokulaci vyrazné¢ nizsi relativni koncentraci
PSbMV nez vnimavi homozygoti. 15. den po inokulaci doslo k vyrovnani relativnich
koncentraci viru u heterozygotnich a homozygotnich rostlin. Od 20. dne po inokulaci byla u
vSech inokulovanych rostlin pozorovana pied¢asna senescence.

U sledovanych vnimavych heterozygoti doslo mezi 10. a 20. dnem po inokulaci
k statisticky prukaznému zvySeni koncentrace viru, mezi 25. a 29. dnem byl prokazan pokles
koncentrace vzhledem ke stavu 20 dni po inokulaci. U homozygotnich rostlin narust
statisticky potvrzen nebyl, ale koncentrace viru pritkazné poklesla stejn¢ jako u homozygott.
Na hladiné prikaznosti p = 0,05 nebyl prokazan rozdil mezi koncentraci viru u homozygota
a heterozygota v dobé¢ 10 dni po inokulaci. Nicméné je mozné pozorovat trend sblizovani
koncentraci viru u homozygoti a heterozygott.

Pfiznaky infekce byly sledovany vzdy v den odbéru u obou genotypt hrachu, zdznam

téchto dat je v Tab. 31.

Tab. 31: Sledované ptiznaky infekce PSbMV u heterozygotnich i homozygotnich hrachd

Potet dni po inokulaci Genotyp sledované rostliny hrachu setého
SBM1/sbm1 SBM1/SBM1
10 - +
15 + ++
20 +++ +++
25 +++ +++
29 +++ +++

- = bez pfiznakui. + = slabé piiznaky (mirnd mozaika). ++ = mozaika, deformace listd. +++ = silnd mozaika, deformace lista.
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6 DISKUZE

Rostlinny gen kddujici elF4E protein je vSeobecné povazovan za gen rezistence vuci
celé fad¢ potyvirt. Mezi elF4E proteinem hostitelské rostliny a VPg proteinem navazanym
na 5’ konci potyvirové RNA dochazi k interakci, ktera je nezbytna pro replikaci viru. Tento
vztah je intenzivné studovéan u rtiznych druhti rostlin (hrach, husenicek, salat, paprika, rajce,
tabak) a potyvira (PSbMV, TEV, TuMV, LMV, TMV, PVA, PVY) (Wittmann a kol., 1997;
Léonard a kol., 2000; Schaad a kol., 2000; Kang a kol., 2005; Yeam a kol., 2007).

Pro studium interakce jsme pouzili VPg gen PSbMV (izolat 117) a elF4E gen hrachu
set¢ho amplifikované specifickymi primery obsahujicimi ve své sekvenci attB rekombina¢ni
mista. Oba geny byly pieneseny klonazovymi reakcemi do destinacnich vektort, kterymi byly
najednou transformovany kvasinky S. cerevisce kmen MaV203. Selekce transformovanych
kvasinek probihala na SC médiu (- Leu, - Trp). Narostlé kolonie byly testovany X-gal testem
na membranach na potvrzeni spusténi exprese reportérového genu lacZ (ProQuest Two-
Hybrid Systém - verze A, 2005). Funk¢énost Y2H byla potvrzena testovanim kontrol. Jako
pozitivni  kontrola  slouzily  kvasinky  transformované  vektory = pEXP32/Krev
a pEXP22/RalGDS-wt. Negativni kontrolou byly kvasinky transformované vektory
PEXP32/Krev a pEXP22/RalGDS-m2. V piipad¢ kombinace testovanych proteini VPg (117)
s elF4E rezistentnich genotypt hrachu (P1269818 a ATC6928) podle predpokladu nedoslo
na X-gal testu ke vzniku pozitivniho vysledeku - interakce mezi proteiny neprobéhla.
Genotypy hrachu setého P1269818 a ATC6928 jsou totiz k PSbMV P-1, kam patii i izolat
117, rezistentni. Problém nastal Vv piipad¢ interakce mezi VPg (117) a elF4E proteinem
hrachu genotypu Raman, ktery je vici PSOMV P-1 vnimavy. Interakci se v tomto piipadé
nepodaftilo potvrdit.

Chyba v detekci interakce mezi elF4E - Raman a VPg - 117 mohla byt zapfic¢inéna vice
faktory. Napiiklad mutacemi vzniklymi po LR reakci, po niz jiz nebyly segmenty
sekvenovany. Sekvenovani nebylo provedeno na zakladé rady pracovniktt Ustavu
experimentalni botaniky v Olomouci, ktefi taktéZ sekvenovani cilové sekvence provadi pouze
po BP reakci. Pravdépodobnost vzniku ndhodnych mutaci je ale v tomto kroku velmi nizka.
Dalsim mnohem pravdépodobnéjsim diivodem nepotvrzeni interakce mize byt nizka nebo
zadna exprese sledovanych proteinti v kvasinkach. Bude proto dobré zatadit do experimentu
test, kde bude sledovéana exprese obou cilovych proteind.

Vysledky Y2H byvaji €asto doplnény nebo potrvzovany pomoci biochemickych metod.

Asi nejcasteji pouzivanymi metodami je ELISA a Western blot. V piipadé ELISA testu musi
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byt cilové proteiny vyprodukovany bakteriemi E. coli ve formé rekombinantniho proteinu,
jeden znich musi nést na svém N’ - konci peptid (pf. T7 tag), tato znacka muze byt
rozpoznana anti-T7 tag monoklondlni protilatkou (Léonard a kol., 2000). Rekombinantni
proteiny byvaji purifikovany chromatograficky. Nasledné je ELISA desticka pokryta napf.
VPgPro rekombinantnim proteinem a poté inkubovana rekombinantnim eIF4E proteinem.
Vytvoteni komplexu mezi obéma proteiny se detekuje pomoci protildtek anti-T7 tag
(Wittmann a kol., 1997; Léonard a kol., 2000; Léonard a kol., 2004). Nejcastéji uzivané
protilatky jsou kozi, mysi nebo krali¢i (Wittmann a kol., 1997; Léonard a kol., 2000; Léonard
a kol., 2004). Protilatky navazané na interagujicich komplexech jsou rozpoznany dal$imi
protilatkami, které jsou konjugované s alkalickou fosfatazou nebo peroxidazou a umoznuji
kone¢nou detekci (Léonard a kol., 2000; Léonard a kol., 2004; Roudet-Tavert a kol., 2007).
Jako dalsi znacka rozpoznavana krali¢imi protilatkami mize byt pouzita i histidinova kotva,
ktera se pouziva spiSe pfi testovani ve Western blotu. Nejcastéji uzivané membrany jsou
nitrocelul6zové nebo polyvinyliden difluoridové (Goodfellow a kol., 2005; Yeam a kol.,
2007; Charron a kol., 2008).

Navic v riznych studiich byly k identifikaci interakci pomoci Y2H pouzity odlisné
kmeny kvasinek, jiné vektory i rizné zpusoby vneseni cilovych sekvenci do vektort
(Wittmann a kol, 1997; Léonard a kol., 2000; Schaad a kol., 2000; Gao a kol., 2004; Kang
a kol., 2005; Charron a kol., 2008), nez které byly uzity v této praci.

Nejcastéji pouzivanymi kvasinkami S. cerevisiae transformovanymi v dvouhybridnim
systétmu je kmen EGY48 (MATa, his3, trpl, ura3, LexA - operator - LEU2). Nejvice
vyuzivanymi plazmidy, kterymi jsou kvasinky transformovany, jsou pEG202 a pJG4-5.
Vektor pEG202 byva pouzit k propojeni ‘bait” proteinu s DNA vazebnou doménou LexA.
Cilovy gen do né&j byva vlozen pomoci dvou nukledz. Produkty amplifikované primery s attB
misty a pEG202 jsou Stipany BamHI a Xhol nukleazou a nasledné je provedena ligace.
Vektor pJG4-5 je uzivan k expresi cDNA knihovny, ve své sekvenci nese GALI1 inducibilni
promotor, NLS (nuclear localization signal) SV40, aktivaéni doménu B42 a sekvenci
pro hemaglutininovy epitop.

Vyse popsané kvasinky a plazmidy pouzil naptiklad S. Wittmann, ktery v roce 1997
potvrdil poprvé interakci mezi VPg proteinem TuMV a rostlinnym eIF4E proteinem prave
pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému. Vyuzil Y2H k identifikaci interakci
mezi VPg viru mozaiky fepy a proteiny z cDNA knihovny modelové rostliny A. thaliana.
Kvasinky EGY48 byly nejprve transformovany pEG202 vektorem s inzertovanym genem
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pro VPgPro spole¢né s plazmidem pSH18-34 nesoucim lacZ reportérovy gen. Nasledovalo
potvrzeni stabilni exprese proteinu pomoci imunoblotu, bylo vyuzito anti-TuMV VPgPro
krali¢i sérum. Dal$im krokem byly testovani aktivace a represe, aby bylo potvrzeno, Ze
vznikly fazni protein sam o sob¢ neaktivuje reportérovy gen a Ze je lokalizovan v jadre. Takto
pfipravené a otestované kvasinky byly transformovany znovu a to cDNA knihovnou
A. thaliana, ktera byla vlozena do pGJ4-5. Kvasinky byly selektovany na médiu bez histidinu,
tryptofanu auracilu. Narostlé kolonie byly smichany a selektovany znovu na médiu
bez histidinu, tryptofanu, uracilu a leucinu. Vyselektované kolonie byly otestovany na f-
galatosidazovou aktivitu. Z pozitivnich kolonii byly izolovany plazmidy pJG4-5. Témito
plazmidy byly opét transformovéany kvasinky, doslo tak k redukci poctu testovanych klonti na
¢tyfi. Pomoci programu BLAST byly porovnany sekvence téchto klonid. Jeden z klont
(pSW56) vykazoval homologii s eIF4E proteinem pochézejicim z mnoha rtiznych organizmai.
Pfima asociace mezi proteiny byla nakonec jesté potvrzena ELISA testem (Wittmann a kol.,
1997). Stejny biologicky material byl pouzit i pro identifikaci interakci mezi VPg (TuMV)
a elF(iso)4E psenice seté Triticum aestivum, kdy byla mapovana interakéni doména VPg
proteinu (Léonard a kol., 2000). Nékterym autorim se potvrdit interakci mezi VPg TuMV
a elFAE proteinem A. thaliana pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému nepodafilo
(Gao a kol., 2004). Totoznym zpisobem, jako pouzil Wittmann, byla identifikovana interakce

mezi Nla AT

proteinem TEV a ¢IF4E rajéete Lycopersicum esculentum cv. VF36 (Schaad
a kol., 2000). Identifikovéana byla i interakce mezi eIF4E proteinem papriky Capsicum spp.,
ktery je kodovan pvrl alelou, a VPg proteinem riznych izolati TEV (Kang a kol., 2005;
Yeam a kol., 2007). Po identifikaci v Y2H byl proveden test k potvrzeni interakce
na glutation-agar6zovych kulickach (Kang a kol., 2005).

Dalsim moznym zpusobem, jak pracovat s Y2H je podle The Matchmaker GAL4 two-
hybrid system 3 (Clontech), postup je popsan v Clontech Yeast Protocol Handbook. V tomto
ptipad¢ jsou pouzity plazmidy pGADT7 a pGBKT7, kterymi jsou transformovany kvasinky
kmene AH109 (MATa, trp 1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- 200, Agal4, Agal80, LYS2:
GAL1UAS - GALITATA-HIS3, GAL2UAS - GAL2TATA-ADE2, URA3: MEL1UAS-
MEL1TATA-lacZ) nebo Y187 (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,
gal4A, met-, gal804, URA3::GALIyas-GALLtata-lacZ). U S. cerevisiae AH109 se vyuziva 3
reportérovych geni (ADE2, HIS3 a lacZ), které mohou snizit moznost vzniku faleSnych
pozitivit. Kmen Y187 nese pouze lacZ reportérovy gen. Vektor pGADT?7 slouzi ke spojeni
AD s knihovnou testovanych klond, koduje gen pro epitop HA (hemaglutinin), nese gen
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rezistence k ampicilinu (pro praci v bakteriich) a koduje gen LEU2 pro selekci v kvasinkach.
Vektor GBKT7 spojuje DBD s ‘bait” proteinem, koduje gen pro epitop c-Myc, nese gen
rezistence ke kanamycinu (pro praci v bakteriich) a koduje gen TRP1 pro selekci
Vv kvasinkach. Tento systém byl pouzit pti identifikaci interakce mezi eIlF4E papriky a VPg
proteinem PVY a TEV (Charron a kol., 2008).

Proteinové interkace je mozné taktéz detekovat v bakterialnim dvouhybridnim systému
(BACTH System Kit - Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid System).

Hlavni vyhodou pouziti dvouhybridniho kvasinkového systému je piredevSim moznost
testovat velké mnozstvi proteini pomoci relativné jednoduchého experimentu. Navic
experiment probiha in vivo, kde nedochazi k ovlivnéni umélymi podminkami jako u in vitro
metod. MiZeme testovat a charakterizovat Sirokou Skalu proteinovych interakci pomoci
jediného béZzné uzivaného protokolu. Samoziejmé ma tento systém i sva omezeni. Problémem
muze byt vznik faleSnych pozitivitivnich nebo negativnich vysledkd. Behem let byl Y2H
modifikovan tak, aby byla siln¢ redukovana moznost vzniku falesnych vysledk na minimum.
Naptiklad byla snizena tUrovenl exprese cilovych proteinli pouzitim kvasinkovych
centromerickych vektorl, jejichz pocet Vv buiice je nizky (low copy number’). Navic je
vyuzivano vétsiho poctu reportérovych genl. A tim, Ze se uziva rozmnozovani kvasinek
(‘'mating strategy’), je umoznén skrining mnoha rtznych proteinii za reprodukovatelnych
podminek (Vidal a kol., 1999).

V dalsi casti prace byly detekovany zmény v relativni koncentraci PSbMV (117)
Vv prubéhu ¢asu. Rozdily byly sledovany mezi vnimavymi homozygotnimi a heterozygotnimi
rostlinami hrachu setého, které byly infikovany PSbMV (izolat 117). Maximalni koncentrace
PSbMV u vnimavych homozygoti bylo dosazeno 20. den po inokulaci. Rozdily v replikaci
viru u vnimavych homozygott a heterozygotti doposud nebyla studovana.

Bylo publikovano velmi malé mnoZstvi praci, které jednoznacné sledovaly zmeény
koncentrace viru v zavislosti na ¢ase. Pomoci kvantitativni RT-PCR (PrimeScript RT-PCR kit
I1) byl ale naptiklad sledovan pocet virem (TEV) infikovanych bunék hostitele (N. tabacum)
Vv jednotlivych listech. Nejvyssi frekvence infikovanych bun¢k bylo dosazeno 10 dni
po inokulaci (Tromas a kol., 2014). Data z Q-RT-PCR (pomoci SYBR Green PCR Master
Mix) byla vyuzita i kK monitorovani a kvantifikaci YDV ve vnimavych (8138) a rezistentnich
(P29) linich psenice. Rozdily mezi nimi byly jasné ve vSech sledovanych dnech po inokulaci.
Nejvyssi koncentrace sledovaného viru byla detekovana mezi 7. a 14. dnem po inokulaci
(Balaji a kol., 2003). Také byla sledovana akumulace (+) a (-) vlaken RNA TuMV
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v protoplastech infikovanych rostlin N. benthamiana. Byla identifikovana spojitost
mezi poctem dni po inokulaci a poctem molekul vlaken RNA na 100 ng celkové RNA. Pocet
molekul RNA nariista béhem 20 hodin po infekci protoplastu do téméf nejvyssi hodnoty.
Maxima pak nabyva kolem 40. hodiny po infekci (Martinez a kol., 2011).

Pro statistickou analyzu byl pouzit program STATISTICA 12 zalozeny na Tukey testu,
ktery je fazen mezi konzervativni testy. Pokud by byl k analyze rozptylu pouzit liberalné;si,
tedy mén¢ prisny, test (Fischeriv, Duncanliv), bylo by mozné prokézat statistické rozdily.
Pii uziti Duncanova testu s p = 0,1 je mozné statisticky potvrdit rozdil mezi koncentraci viru
U homozygota a heterozygota 10 dni po inokulaci, stejné¢ tak by byl potvrzen nartst
koncentrace viru mezi 10. a 20. dnem po inokulaci u homozygoti. Pokles koncentrace

potvrzeny u obou genotypt byl vyvolan stafim rostliny a rozvojem infekce.
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7 ZAVER

Interakce cilovych proteinii byly testovany v dvouhybridnim kvasinkovém systému.
Sekvence VPg genu PSbMV (117) a elF4E genu hrachu setého (Raman, PI269818,
ATC6928) byly amplifikovany specifickymi primery s attB rekombina¢nim mistem
anaslednou BP a LR klonazovou reakci byly vneseny do destinac¢nich vektord pDEST.
Kvasinky S. cerevisiae kmen MaV203 byly transformovany pfipravenymi destinacnimi
vektory, nasledné byli transformanti charakterizovani testem “X-gal assay".

Funkénost systému byla nejprve ovéfena transformaci kvasinek kontrolnimi vektory,
nasledovala transformace cilovymi geny. V ptipad¢ transformace kvasinek kombinaci vektori
nesoucich geny VPg - PSbMV izolat 117 a elF4E hrachu setého - genotyp P1269818 a nebo
ATC6928 nebyla potvrzena interakce mezi exprimovanymi cilovymi proteiny, coz
koresponduje s faktem, Ze oba tyto genotypy hrachu setého jsou k PSbMV (P-1) rezistentni.
Interakce proteintt VPg - PSbMV izolatu 117 a eIF4E hrachu genotyp Raman potvrzena
nebyla. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o faleSny negativni vysledek.

Relativni koncentrace PSbMV ve vnimavych homozygotech hrachu setého genotyp
Raman (SBM1/SBM1) a vnimavych heterozygotech hrachu setého Raman x B99
(SBM1/sbm1l) byla stanovena metodou Q-RT-PCR. Desaty den po inokulaci rostlin virem byl
sledovén rozdil v koncentraci viru, pozdé€jsi odbérové dny jiz rozdil nenaznacuji.

Statisticky prukazny (Tukey test, p = 0,05) byl narust koncentrace viru u vnimavych
heterozygoti mezi 10. a 20. dnem po inokulaci a pokles koncentrace mezi 25. a 29. dnem

U heterozygotii i homozygoti. Vysledky jsou soucasti dosud nepublikovaného vyzkumu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AK
Amp
ATP
BFM
bp

C - C doména
CC/SC
Cl
CMV
CP
DAG
DEPC
DMF
DMSO
DPI

elF4E

ELFO

ELISA

ER
FP

GDD

HA
HC-Pro

HSP

aminokyselina

Ampicilin

adenosintrifosfat

bromfenolova modf

pary bazi

coiled - coil doména (vinuta civka)

sekvence AK cystein - cystein/serin - cystein
Cytoplasmic Inclusion Protein

virus mozaiky okurek (Cucumber mosaic virus)
Coat Protein

sekvence AK kyselina asparagova - alanin — glycin
dietyl pyrokarbonat

dimetylformamid

dimetylsulfoxid

pocet dni po inokulaci

......

translation initiation factor 4E)
elektroforeticka separace

enzymimunoanalyza (enzyme-linked immunosorbent
assay)

endoplazmaticke retikulum
forward primer

sekvence AK glycin - kyselina asparagova - kyselina
aspartova

hemaglutinin
Helper Component Proteinase

heat shock protein
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IGN
IPTG

KITC

kb

LMV
LRR
M-MuLV
NBS

Nla

NIb

NK

NLS

nt

NTP

P-1, P-2, P-3, P-4
P1

P3

PIPO
polyA
PPV

PSbMV

PTGS

PTK
PVA

PVMV

sekvence AK izoleucin — glycin — asparagin
isopropyl-p-D-thiogalactopyranozid

sekvence AK lysin - izoleucin/leucin - threonin/serin -
cystein

kilobaze

virus mozaiky salatu (Lettuce mosaic virus)
repetice bohata na leucin (leucine - rich repeat)
Moloney Murine Leukemia Virus

nukleotid vazebné misto (nucleotide binding site)
Nuclear Inclusion Protein A

Nuclear Inclusion Protein B

nukleova kyselina

jaderny lokaliza¢ni signal

nukleotid

nukleosidtrifosfat

patotypy 1 - 4 PSbMV

proteinaza P1

proteindza P3

nove objeveny protein potyviri
polyadenylovana sekvence

virus Sarky $vestky (Plum pox virus)

virus semenem pienosné mozaiky hrachu (Pea seed-
borne mosaic virus)

postranskripéni umlovani gent (posttranscriptional gene

silencing)
sekvence AK prolin - threonin - lysin
A virus brambor (Potato virus A)

Potato vein mottling virus
77



PVX
PVY
Q-RT-PCR
RdRp
RNA
RP

RT
RYMV
STK
TCV
TEV
TIR1
m

TMV

TuMV
UAS
VPg
X-gal
YDV
Y2H

ZYMV

6K1

6K>

X virus brambor (Potato virus X)

Y virus brambor (Potato virus Y)
kvantitativni RT-PCR

RNA dependentni RNA polymeraza
ribonukleova kyselina

reverse primer

reverzni transkripce/transkriptaza
Rice yellow mottle virus
serin/threonin kinazova doména
Turnip cirkle virus

virus tabakové mozaiky (Tobacco etch virus)
Toll - interleukin - 1 receptor
primer melting temperature

virus mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus), virus
mozaiky rajc¢at (Tomato mosaic virus)

virus mozaiky fepy (Turnip mosaic virus)
‘upstream activating sequence’

Viral Genome - Linked Protein
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranozid
Yellow dwarf virus

dvouhybridni kvasinkovy systém

virus Zluté mozaiky cukety (Zucchini yellow mosaic
virus)

6 kDa proteinase 1

6 kDa proteinase 2
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