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Cile prace

e Zpracovani literarni reSerSe na téma pSenice, editace genomu a rostlinné viry
pouzivané pro genové inzenyrstvi, se zaméfenim na Barley stripe mosaic virus
(BSMV).

e Klonovani reportérového genu ILOV do podjednotek viru BSMV za ucelem
zvyseni jeho kapacity.

e Piiprava klont Agrobacterium tumefaciens nesouci modifikované podjednotky
viru BSMV a nasledna transformace Nicotiana benthamiana za ucelem
namnozeni virovych castic.

e Oveéfeni infikovatelnosti vybranych kultivari pSenice a jeCmene.
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piiblizné¢ pétinu spotiebovanych kalorii a ¢tvrtinu zkonzumovanych proteini (coz je
nejvetsi mnozstvi ze vSech zdroju proteinti pro svétovou populaci). Diky Dr. Normanu
Borlaugovi doslo v 80. letech minulého stoleti k takzvané Zelené revoluci, za coz mu byla
udélena Nobelova cena. Zelena revoluce ptedstavovala zavedeni rezistentnich zakrslych
(semi-dwarf) pSeniénych odrid, odolavajicich poléhani a zaroven s vylepSenym
vynosem. Dal§im prvkem byl rozvoj modernich metod v zavlazovani, intenzivni
pouzivani hnojiv a pokrocilé Slechténi. V tomto obdobi doslo ke ztrojnédsobeni vynosii.
Od té doby vsak globalni produkce pSenice viceméné stagnuje. Dle Organizace pro
hospodatskou spolupraci a rozvoj (OECD) bylo v roce 2018 z kazdého hektaru orné pidy
sklizeno pfiblizn€ 3,4 tun pSeni¢ného zrna. Navzdory tomuto faktu pSenice stale zaostava
za kukufici, ktera méla ptiblizn€ dvakrat vétsi vynos na jednotku plochy. Avsak na rozdil
od kukufice, jejiz velkd cast se spotfebovava na krmeni pro zvifata nebo pro ucely

primyslu, pSenice se v pfevazné mife vyuZziva jako potravina pro lidi.

Aby bylo mozné zajistit dostatené mnozstvi potravy pro populaci Citajici
9,6 miliard lidi, jak je pfedpovidano pro rok 2050, je nutno kazdoro¢né¢ zvysit vynos
pSenice az o 1,6 % pfi zachovani ¢i dokonce zlepSeni jejich nutri¢nich vlastnosti, a to bez
neustalého zvétSovani osevni plochy, kterd neni k dispozici. K dosazeni tohoto cile musi
byt kladen velky diraz na zlepSeni produktivity rostlin a jejich pfizpiisobivost ménicim
se ptirodnim podminkam, k ¢emuz nejsou klasické metody Slechténi dostacujici a vynos
roste piiblizné o 1 % ro¢né. S rostouci lidskou populaci a zménou stravovacich navykt
by nedostatek této kli¢ové plodiny mohl znamenat vdznou hrozbu ve svétovém méfitku.
Proto je nutné zefektivnit metody Slechténi. Velky potencial ke zrychleni a zefektivnéni

Slechténi nabizeji moderni metody molekularni biologie a genového inZenyrstvi.

Hlavnimi nastroji molekularni biologie a genového inZenyrstvi jsou markerem
zprostiedkovana selekce (MAS) a editace genti (gene editing). Hlavni limitaci pro gene
editing je zplsob doru€eni editaéniho konstruktu do cilové rostliny (transformace)
a hlavné reprodukénich organti. Velmi u¢innou metodou transformace rostlin je vyuziti
rostlinnych virh jako vektorti pro doru¢eni DNA konstruktii do Siroké Skaly rostlinnych
kultivart. Pfedkladana diplomova prace se zabyva moznostmi vyuziti viru Barley stripe

mosaic virus (BSMV) pro vnaseni cizorodé DNA do obilovin. Takto zprostfedkovana



transformace rostlin bude slouzit k identifikaci, charakterizaci, validaci kandidatnich

genu a jejich pripadnou editaci.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 PSenice
Obiloviny jsou taxonomicky fazeny do rostlinné fise (Plantae), podiise cévnaté rostliny
(Tracheobionta), oddéleni krytosemennych (Magnoliophyta), téidy jednodéloznych

rostlin (Liliopsida), fadu lipnicotvarych (Poales) a ¢eledi lipnicovitych (Poaceae).

Celed Poaceae patii mezi nejdilezitéjsi ¢eledi pro zemédélstvi, jelikoz tvoii
pfiblizné¢ 50 % kalorii pfijimanych lidmi (Alexandratos et Bruinsma, 2012).
Nejvyznamnéjsimi rody této ¢eledi z hlediska vynosu jsou psenice (Triticum L.), kukutice
(ZeaL.)aryze (Oryza L.) - celosvétova produkcee téchto tii plodin za rok 2018 dosahovala
dle Organizace pro hospodaiskou spolupréci a rozvoj (OECD) 2,4 miliard tun. VSechny
uvedené obiloviny se pfiblizné pted 55-75 miliony lety vyvinuly ze spole¢ného piedka

(Kellogg, 2001). Tato diplomova prace bude zaméfena na rod Triticum.

Do rodu Triticum fadime celkem 6 druht, a to Triticum monococcum L. (genom
AA), T. urartu Tumanian ex Gandilyan (genom AA), T. turgidum L. (genom AABB),
T. timopheevii (Zhuk.; genom AAGG), T. aestivum L. (genom AABBDD) a T. zhukovskyi
Menabde & Ericz. (genom AAAAGG). Dle ploidie jednotlivé druhy délime do skupin:
Monococca (diploidni druhy), Dicoccoidea (tetraploidni druhy) a Triticum (hexaploidni
druhy).

V roce 2018 byla pSenice vyseta na ploSe 216,1 milionti hektarti, ¢imzZ si zaslouZila
prvenstvi ve velikosti osevni plochy ze vSech obilovin. Ve stejném roce byla celosvétova
produkce pSenice pfes 733 milionil tun, coz je po kukufici druhd nejcastéji sklizena

obilovina. Mezi nejvétsi producenty patii dle OECD Cina, Indie a staty EU.

2.1.1 Domestikace pSenice

Pocatky péstovani a domestikace pSenice sahaji do obdobi mezi 8. a 10. tisiciletim
pt. n. L., kdy v oblasti irodného ptilmésice (oblast dnesni Palestiny, Syrie, Turecka, franu,
Irdku, Libanonu, Izraele, Jordanska a Egypta; Obr. 1) probihala Neoliticka revoluce, ktera
se vyznacovala prechodem spolecnosti z lovci a sbéracli na spole¢nost usedlou, kdy se
do popredi dostalo zemédélstvi (Heun et al., 1997). V tomto obdobi zde lidé zacali
péstovat a domestikovat obili, a to hlavné pSenici jednozrnku, dvouzrnku a je€men.
Domestikace tehdy spocivala v prostém kiizeni kultivari a selekci nejvynosnéjsich

rostlin.



Black Sea \

Nubian
Desert

Obr. 1 Oblast urodného  pulmésice (Cervené  zvyraznéno). Pfevzato
z https://www.researchgate.net/figure/The-Historic-Map-of-the-Fertile-Crescent-Mark-
2009_fig3_324680990

Déle se psenice rozsitila do Recka, na Kypr a do Indie (6500 pt. n. 1.), kratce poté
do Egypta a nasledné na uzemi dne$niho Spanélska a Némecka (5000 pi. n. 1.). Prvni
Egyptané jsou povazovani za vynalezce chleba, a s pfichodem peci se pravé jeho peceni
stalo jednim z prvnich primyslovych potravinatskych odvétvi. Ve 3. tisicileti pf. n. 1.

psenice prorazila do Anglie a Skandinavie a o tisicileti pozdé&ji do Ciny (Cooper, 2015).

Zmo pSenice vzdy piedstavovalo dllezity zdroj rostlinnych proteind v lidské
potravé. Snadna kultivace a moZnost skladovani pattily mezi dal$i nesporné vyhody této

~rw

plodiny, které zptisobily rozsifeni jejiho péstovani t¢éméf do celého svéta.

Domestikace méla mimo jiné za nasledek morfologické zmény na pSeni¢nych
klasech. Zatimco u planych druhtt dochazi po dozrani k rozpadnuti klasti na jednotlivé
klasky, klasy domestikovanych druhti zGstavaji pohromadé. Mezi dalsi dilezité znaky
vzniklé domestikaci patii ztrata pluch (tuhych obalil), vzpifimeny rust rostliny, zvétSeni

velikosti zrn nebo zredukovand dormance semen (Dubcovsky a Dvotéak, 2007).



2.1.2 Genom pSenice

Genom T. aestivum vznikl diky dvéma hybridizacim. V prvni hybridizaci, ke které doslo
dle odhadt zhruba pied 500 000 lety (Feldman et al.,1995), se zktizily dva diploidni
druhy: Triticum urartu (AA; 2n = 2x = 14) s druhem ptibuznym Aegilops speltoides (SS;
2n = 14), za vzniku tetraploida Triticum turgidum (AABB; 2n = 4x = 28), jenzZ je
povazovan za piedka dnes$ni tvrdozrnné pSenice, T. turgidum, sp. durum, ktera se pouziva
k pfipravé téstovin. Tento druh mél oproti svym predkiim vyssi vynos, vitalitu a lepsi
schopnost adaptace k rtiznym environmentalnim podminkam (Luo et al., 2007). Ke druhé
hybridizaci doslo dle Feldmana et al. (1995) zhruba pted 10 000 lety. Zde se zkfizil
tetraploidni T. turgidum s diploidem Aegilops tauschii (DD; 2n = 2x = 14) za vzniku
hexaploidni Triticum aestivum (AABBDD; 2n = 6x = 42), ktery obsahuje kompletni sady
chromozomti od vSech svych predkt (Dvotak et al., 1988; Dvoiak et Zhang, 1990;
Dvorak et al., 1993; Feuillet et al., 2007). Nové ziskany genom D nese geny zodpovédné
za lepsi adaptaci na stiedoasijské klima a rovnéz kdduje proteiny, které zlepSuji vlastnosti
kynutych pSeni¢nych produktil tim, Ze zadrzuji CO2 béhem kynuti tésta. Hexaploidni
pSenice je rovnéz tolerantnéjsi k solim, mrazu, nizkému pH nebo biotickym stresim. Také

diky témto faktortim se pSenice rozsifila témét do celého svéta (Feuillet et al., 2007).

Jelikoz je genom pSenice tvoten ze tii na sobé nezavislych subgenom a obsahuje

velké mnozstvi repetic, byl dlouhou dobu velky problém sestavit jeho referen¢ni

\I
1
i\
]
i

Triticum turgidum (AABB)

Triticumn urartu (AA)

. u Triticum aestivum (AABBDD)
Aegilops speltoides (BB) Aegilops tauschii (DD)
Obr. 2 Schéma vyvoje genomu hexaploidni pSenice. Ptevzato

z https://www.genetics.org/content/168/2/1087.figures-only



sekvenci. To se ale zménilo v srpnu roku 2018, kdy se dvéma stovkdm védct z 20 zemi
podaftilo popsat referen¢ni genom pSeni¢né odriidy Chinese Spring. Tento vysledek byl
publikovan v ¢asopise Science a stoji za nim Mezinarodni konsorcium pro sekvenovani
genomu pSenice (IWGSC). Prace (IWGSC, 2018) obsahuje detailni analyzu vSech genti
a predstavuje pro védce i Slechtitele pomutcku k pochopeni jejich funkei, coz mize vést
k ziskavani novych odrid psenice s lepsimi vlastnostmi (adaptabilita na zmény klimatu,

vys$i vynos, lepsi vyzivové hodnoty, stabilnéjsi produkce).

Vsechny druhy psenice sdili stejnou sadu 7 chromozom1, odlisuji se vSak v ploidii.
Genom psenice seté (T. aestivum) ma velikost 15,5 Gbp (IWGSC 2018) a jedna se o tzv.
allohexaploida s celkem 21 pary chromozom, které¢ jsou rozdéleny do tff homoelognich
sad — A, B aD - v kazdé sad¢ je 7 chromozomi. Zminéné sady obsahuji velmi podobné
geny (Choulet el. al., 2010) a ptes 85 % sekvence tvofi repetitivni elementy (Moore et
al., 1995). Chromozomy jednotlivych sad jsou oznacovany jako 1A az7A, 1Baz 7B a 1D
az 7D. Zajimavosti je, Ze ackoliv je pSenice seta hexaploidni druh, v pribéhu metafaze I
meiotického dé€leni se chova jako diploid, a to diky lokusu Phl lokalizovaném na
chromozomu 5B (Griffiths et al., 2006), ktery zabraiuje homoelognimu parovani

chromozomu (Martinez-Perez et al., 2001).

2.2 Metody editace genomu

Do dnesniho dne bylo dosazeno mnoha uspéchl ve sféfe geneticky upravenych plodin,
jako jsou s¢ja, kukufice, bavlna ¢i fepka. Nové odridy vytvorené metodami genového
inzenyrstvi jsou vysazovany v mnoha zemich svéta, pticemz poskytuji vyhody farmarim
plodin pro lidstvo, vSak stale zaostava za vyse zminénymi plodinami, co se tyce aplikaci
technologii genetické modifikace. Je to predevsim diky komplexité¢ jejiho genomu,
vysoké Cetnosti repetitivnich sekvenci a nizké schopnosti regenerace (Bhalla, 2006).
Z tohoto diivodu tedy dosud neni transgenni pSenice komercné péstovana. Veskeré nové
pSeni¢né odrady byly vytvofeny pomoci konven¢nich metod Slechténi, které jsou vSak

casove narocné (Li et al., 2012).

Jak jiz bylo zminéno vySe, stale nartistajici pocet obyvatel vyzaduje zvySeni
vynosu pSeni¢ného zrna z jednoho hektaru pudy z aktudlnich zhruba 3,4 tun na 5 tun.

K dosazeni tohoto cile je nezbytné vyuzit jiz dostupné Slechtitelské postupy doplnéné

0 nejnovejsi techniky zalozené na nedavnych poznatcich o genomu pSenice ziskanych



ze sekvenovani, a nashromdzdéné informace o dulezitych genech, které podmiiiuji

agronomicky vyznamné znaky zodpovédné za vynos a kvalitu plodin.

V poslednich tfech dekadach doslo k vyznamnému pokroku ve vyvoji technologii
genového inzenyrstvi rodu Triticae. V roce 1992 se americkému védeckému tymu v Cele
s Vimlou Vasilem podatilo dosdhnout prvni stabilni transformace pSenice. Pouzili k tomu
metodu bombardovani embryonalnich kalusi odvozenych z nezralych zygotickych
embryi (Vasil et al., 1992). Ackoliv byla G¢innost metody velmi nizka, jednalo se

0 zlomovy moment, a sice zacatek tradicni transformace pSenice.

Pojem editace genomu piedstavuje skupinu technologii umoznujici zménu DNA
zivého organismu jako pfidani, odebrani ¢i nahrazeni genetického materidlu na
specifickém misté v genomu. VesSkeré technologie editace genomu jsou zalozeny na
existenci nukleas. Nukleasy jsou pfirozené se vyskytujici enzymy, které byly pro potieby

genového inzenyrstvi modifikovany.

Aby mohla byt provedena jakékoliv cilend zména v genomu organismu, je
zapotiebi pfitomnost tzv. dvouvlaknovych zlomi DNA (double-strand breaks, DSB) ve
vybraném misté (Puchta et al., 1996). Tyto zlomy v buiice vznikaji rovnéz pfirozené
amaji na ni velmi negativni vliv. V pribéhu evoluce si organismy vytvorily riizné
reparaéni systémy, které DSB opravi. K témto opravnym mechanismim patii
nehomologni spojeni koncli (non-homologous end joining, NHEJ) ¢i homologni
rekombinace (homology-directed recombination, HDR). Kazdy z téchto mechanismu
pusobi optimalné za jinych podminek. Ackoliv je pfirozena tvorba DSB v organismu

nezadouci, bez tohoto kroku by se neobesla zddna metoda editace genomu.

K wvytvofeni DSB pro ucely editace genomu jsou vyuZzivany prave
“programovatelné” nukleasy, které se vazi na urc¢itou sekvenci nukleotidti a specificky
Stépi vlakno DNA (Voytas, 2013; Puchta a Fauser, 2014). Nukleasy jsou slozeny z DNA-
vazebné a nukleasové domény. DNA-vazebnd doména zajiStuje specifitu nukleasy,
pti¢emz nukleasova doména tvoii DSB v pozadovaném misté sekvence (Davies et al.,
2017). V bunce nésledné¢ zacnou probihat vySe zminéné reparaéni mechanismy, pfi

kterych dojde k cilené mutagenezi (Kim a Kim, 2014).

V ptipadé¢ NHEJ neni potfeba piitomnost homologni sekvence, coz ma za
nasledek vnaseni INDEL mutaci (ndhodnych deleci ¢i inzerci) do mist oprav (Lieber,

2010). Takové mutace mohou vést k posunu cteciho rdmce a vzniku nefunkcniho
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proteinu. Naproti tomu je mechanismus HDR ptesny, pravé diky nutnosti homologni
sekvence lokalizované na neposkozené sesterské chromatidé. Z toho vyplyva, ze
mechanismus HDR je vyuzivan pouze v S a G2 fazi bunécného cyklu, tedy po replikaci

DNA (San Filippo et al., 2008; Moynahan a Jasin, 2010).

Pii HDR nedochazi k delecim, jako je tomu u NHEJ. Esencidlnim pfedpokladem
pro reparaci tohoto typu je piitomnost templatu, kterym je neposkozena homologni
sekvence, idedlné lokalizovana na sesterské chromatidé¢ (Heyer et al., 2010). Opravy
homologni rekombinaci probihaji prostiednictvim dvou cest. Prvnim zplsobem je
hybridizace fetézcl zavisla na syntéze (Synthesis Dependent Strand Annealing, SDSA),

druhy zpiisob se nazyva jednotetézcova hybridizace (Single Strand Annealing, SSA).

Nize budou popsany ¢tyfi rodiny pouzivanych programovatelnych nukleas, a sice
meganukleasy, zinc-finger nucleasy (ZFNs), transcription activator-like nukleasy
(TALENS) a nukleasy typu CRISPR/Cas.

2.2.1 Meganukleasy

Meganukleasy byly jako prvni pouZity pfi editaci rostlinného genomu (Puchta et al.,
1993). Jedna se o proteiny vyskytujici se ve formeé homodimeru, jehoz kazda podjednotka
obsahuje 160-200 aminokyselinovych zbytkt. Meganukleasy jsou schopny rozpoznavat
a $tépit sekvence dlouhé 12-40 bp (Belfort a Roberts, 1997). Je popsano celkem 5 rodin
meganukledz liSicich se sekvenci a strukturou motivi, ale zejména rodina enzymu typu

LAGLIDADG je nejvyuzivanéjsi pro specifickou editaci genomu. Dal§imi rodinami jsou

GIY-YIG, HNH, His-Cys box nebo PD-(D/E) XK.

Prvni popsanou meganukleasou je I-Scel, ktera byla objevena u kvasinky
Sacharomyces cerevisiae (Watabe et al., 1983). Meganukleasy $tépi v malém zlabku
a vytvari ¢tyfbazové piesahy na 3" konci (Chevalier a Stoddard, 2001).

2.2.2 Zinc finger nucleases (ZFNs)

Zinc finger nucleases jsou uméle vytvorené enzymy, které jsou zalozeny na motivu
zinkového prstu. Skladaji se ze dvou domén, z nichz jedna DNA rozpozna a druh4 ji $tépi.
Zékladem domény, kterd rozpoznava specifickou sekvenci DNA, je pravé zinkovy prst,
nejcastéji typu Cys2Hisy. Jedna se o 30 aminokyselin dlouhy polypeptid, ktery zaujima
konfiguraci dvou antiparalelnich B fetézcli a jednoho o helixu. Tato BPa struktura je

stabilizovana pomoci dvou histidind a dvou cysteintl, mezi které je vclenén atom zinku



(Miller et al., 1985). Struktura a helixu se vaze do velkého zlabku DNA pomoci
vodikovych mistki aminokyselinami na pozicich -1, -3 a -6. Pravée tyto aminokyseliny
urcuji specifitu dané nukleasy. Rovnéz aminokyselina vyskytujici se v pozici -2 urcuje
specifitu, jelikoz se vaze k antiparalelnimu vlaknu DNA (Pavletich a Pabo, 1991).
Nukleasy zinkovych prsti obvykle obsahuji 3 az 4 zinkové prsty.

Nukleasova doména, jez je zodpovédna za Stépeni rozpoznané sekvence, je
odvozena od restrik¢niho enzymu FoKI. Jedna se o endonukleasu pfirozené se vyskytujici
u Flavobacterium okeanokoites. Je to bakterialni enzym typu IIS. Pomoci DNA-vazebné
domény se vaze na DNA, konkrétné na sekvenci 5" GGATG 3’. Ke $tépeni dochazi
9 nukleotidd downstream na jednom vlakné a 13 nukleotidii upstream na vldkné
antiparalelnim. Bylo zji§téno, Ze pted Stépenim DNA musi byt tato doména dimerizovéna

(Bitinaite et al., 1998).

Editace genomu prostiednictvim ZFNs tkvi v navrZeni specifické DNA-vazebné
domény, jez rozpozna konkrétni sekvenci DNA. Vyhodou ZFNs je bezpochyby vysoka
ucinnost Sté€peni (Bibikova et al., 2001). Naopak stinnou strankou je naro¢nost navrhu
novych ZFNs a rovnéz naro¢né testovani pied samotnym praktickym vyuzitim. DalSim
problémem je off-target Stépeni, které nastidva v disledku homodimerizace jedné

podjednotky z nukleasového paru (Miller et al., 2007)

2.2.3 Transcription activator-like effector nucleases (TALENS)

Transcription activator-like effector nucleases jsou rovnéz uméle vytvorené enzymy,
které vznikaji fuzi DNA-vazebné domény s nukleasovou doménou restrikéni
endonukleasy Fokl. DNA-vazebna doména, ktera slouzi k rozpoznani DNA, je tvofena
TAL efektory, coZ jsou proteiny sekretované patogenni bakterii z rodu Xanthomonas
prostiednictvim sekre¢niho systému typu III (T3SS; Boch a Bonas, 2010). Tato doména
se sklada ze série (1,5 az 33,5 repetici) opakujicich se sekvenci 33—35 aminokyselin, jezZ
jsou vysoce konzervovany. Vyjimkou jsou aminokyseliny na pozicich 12 a 13, které
urcuji afinitu ke specifickym nukleotidiim (Boch et al., 2009). Tato oblast je oznacovana
jako RVD (repeat-variable diresidues). Kazda takova repetice rozpoznava jeden nukleotid
(Cermak et al., 2011). Sekundarni struktura téchto repetici je tvofena 2 konzervovanymi
a helixy spojenymi smyckou s RVD oblasti (Schornack et al., 2006). Pro potieby editace
genomu lze navrhnout TALE repetice rozpoznavajici libovolné sekvence nukleotidi

(Bogdanove a Voytas, 2011). Stejné jako v ptipadé ZFNs, i zde je k vytvoteni DSB



vyuzivana endonukleasa FokKI, tudiz je opét vyzadovana dimerizace. V dimernim Stavu
jsou uméle vytvorené TALENy schopny §tépit molekulu cilové DNA in vivo (Christian
etal., 2010; Li et al., 2011; Miller et al., 2011; Mahfouz et al., 2011). Kazdy z paru $tépi

jedno vlakno, pfi¢emz po nasStépeni vznikaji previsy o délce 4 nukleotidi.

Nukleasy tohoto typu naSly vyuziti naptiklad v genovém inzenyrstvi rostlin.
Ptikladem je studie z roku 2012, kdy byly vyuzity pro vytvofeni odolnosti vii¢i chorobam
u ryze zpusobené bakterii Xanthomonas oryzae pv. Oryzae. Pomoci specificky
navrzenych TALE repetic bylo zacileno na gen sensitivity k bakterialni plisni zptisobené
touto bakterii (Li et al., 2012). U pSenice bylo dosazeno simultanniho knock-outu

3 homolognich gentt MLO, coz vedlo k dédi¢né rezistenci vici padli (Wang et al., 2014).

2.2.4 CRISPR/Cas

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) je skupina
opakujicich se sekvenci DNA, jez se vyskytuji v genomech bakterii a Archaea
(Barrangou, 2015) spole¢n¢ s CRISPR asociovanymi geny, oznacovanymi jako Cas.
Spole¢né predstavuji vyznamnou slozku adaptivni imunity a umoZziuji organismu zbavit
se Skodlivého genetického materidlu. Tyto repetice byly objeveny v 80. letech
u Escherichia coli pii sekvenovani genu iap zodpovédného za preménu alkalické
fosfatasy. V genomu E. coli bylo obsazeno 5 vysoce homolognich palindromatickych
sekvenci, oddélenych tzv. spacery (Ishino et al., 1987). V roce 2005 bylo zjisténo, Ze jsou
tyto spacery napadné¢ podobné (homologni) exogennim sekvencim pochazejicim
z bakterialnich plasmidt a faga (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al.,
2005). V roce 2007 bylo prokdzano, Ze integrace Casti virového genomu do CRISPR
lokusu Streptococcus thermophilus zpisobi rezistenci této bakterie vuéi bakteriofagu
(Barrangou, 2015).

Po napadeni patogenem dojde k zabudovani fragmentu jeho genomu do genomu
hostitele v podobé 25-40 nukleotidii dlouhého spaceru, ktery je vmezeten mezi kratké
repetice (okolo 20 nukleotidll). Pfi dalSim napadeni stejnym patogenem je sekvence
spaceru transkribovana na crRNA (CRISPR RNA), kterd zajisti navadéni Cas, coz jsou
endonukleasy vznikajici jako produkty Cas gent. Jakmile je Cas endonukleasa navedena

na misto, vytvoii se DSB.

Systém CRISPR/Cas je klasifikovan do dvou tfid, a to v zavislosti na vyskytu Cas

proteind. Pro genové inZenyrstvi je nejvyznamngjsi CRISPR/Cas9, pochézejici z bakterie
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Streptococcus pyogenes. Tento typ patii do druhé tfidy, kterd se vyznacuje piitomnosti
jediného efektorového proteinu (Makarova et al., 2015). Navedeni Cas9 proteinu na
specifické misto v cilové DNA sekvenci zajistuje single-guide RNA (sgRNA), kterd ma
2 molekularni slozky. CrRNA, ktera vznikla transkripci spaceru, a transaktivacni RNA
(tracrRNA), kterd interaguje s crRNA. Konkrétné se crRNA vaze na tzv. protospacer, coz
je 20 nukleotidii dlouhy tsek cilové DNA. Dalsi esencialni slozkou je tfi-nukleotidovy
sekven¢ni motiv (NGG), znamy jako protospacer-sousedici motiv (PAM). Jakmile je
Cas9 navedena k cilové sekvenci, dojde k jejimu $tépeni a vzniku DSB (Jinek et al.,
2012). Navrzenim vlastni crRNA a tracrRNA (tedy sgRNA) a jejich inkorporaci do

organismu spolecné s Cas9 Ize dosdhnout konkrétnich zmén v genomu.

Vysoka uc¢innost a nendro¢nost systému CRISPR/Cas9 systému je vyuzivana
napiiklad v zemédélstvi. Pomoci tohoto nastroje byly upraveny genomy nejen
modelovych rostlin (Arabidopsis thaliana ¢i Nicotiana benthamiana; Song et al., 2016),
ale také u vyznamnych hospodaiskych plodin. Naptiklad cilenym vyfazenim genu
sensitivity k houbé Oidium neolycopersici, jez zpusobuje plisiiovou chorobu, bylo

dosazeno rezistence rajcete vici tomuto patogenu (Nekrasov et al., 2017).

2.3 Metody transformace rostlin

Terminem transformace je mySleno vnaSeni cizorodé DNA do bunécného jadra a jeji
integrace do chromozomu. Bylo vyvinuto nékolik transformacnich metod, které budou
popsany v této Kkapitole. Nejpodrobnéji bude popsan princip Agrobacteriem-
zprostiedkované transformace, jelikoz byla tato metoda vyuzivana v experimentalni ¢asti

predkladané diplomové prace.

Pojem transgenni rostliny pifedstavuje rostliny s genomem pozménénym
metodami genového inzenyrstvi. Tyto techniky zahrnuji pfidani, odebrani, ¢i umlceni
konkrétniho genu. Gen vloZeny do hostitelského genomu miize byt z jiného druhu,
dokonce 1 fiSe. Prvni transgenni rostlinou byl tabdk, do jehoZ genomu byl vloZzen gen
bakterialni rezistence vici antibiotiku (de Framond et al., 1983). Od té doby doslo
K vyznamnému vyvoji molekularni biologie rostlin a technologii genového inzenyrstvi.
Mezi hlavni cile produkce transgennich rostlin patii péstovani plodin s idedlnimi znaky.
Transgenni rostliny vSak nemaji vyuZziti pouze v zemédélstvi, ale rovnéZz jako jakési
tovarny pro produkci farmaceuticky vyznamnych proteinti. Pfikladem je studie z roku

2012, kdy byl v rostliné Centella asiatica exprimovan protein hemagglutinin-
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neuraminidasa pochdzejici z viru zpiisobujiciho Newcastleskou chorobu, coz pfispélo
k vyvoji vakciny proti tomuto onemocnéni. (Lai et al., 2012). Nize bude popsano nékolik

vybranych metod transformace rostlin.

2.3.1 Neprimé metody transformace

Metody nepiimého transferu genu zahrnuji ptenos exogenni DNA do rostlinného genomu
prostfednictvim tzv. vektorii. Vektor slouzi jako ndstroj pro dopraveni genu zajmu do
cilové bunky. Expresni vektory obsahuji nékolik klicovych ¢asti. Musi byt ptitomen
eukaryoticky promotor, multiklonovaci misto (MCS; je mozné jej nastépit specifickymi
restriktizami a do vzniklého mista vlozit gen zajmu), segment DNA obsahujici
terminacni a polyadenylacni signdl, eukaryoticky selekéni marker, pocatek replikace
funk¢ni v eukaryotické bunice, pocatek replikace funkéni v Escherichia coli a selekéni
marker pro E. coli. Po¢atek replikace je sekvence bohata na adenin a thymin, ktera iniciuje
replikaci vektoru. Selekéni markery slouzi k ovéfeni inzerce vektoru do bunky. BéZné

pouzivanymi vektory jsou Ti-plasmidy nebo rostlinné virové vektory (Low, 2018).

2.3.1.1 Agrobacteriem-zprostiredkovana transformace

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni bakterie, ktera zapfiCifiuje vznik
nadorovych onemocnéni u rostlin, jez se projevuji tvorbou nadora v rostlinnych pletivech.
Tato bakterie je schopna pienaset geny do rostlin. Agrobacteriem-zprostiedkovana
transformace je nejpouzivangjsi metodou pouzivanou k transformaci rostlin, jelikoz vede
ke stabilni expresi proteinil a je rovnéz vysoce ucinnd. Tato bakterie umoznuje v¢lenéni
az 150 kb velkych usektt DNA do genomu rostliny (Hamilton et al., 1996). Mechanismus
virulence spociva v integraci Casti jeji DNA (transferova DNA, T-DNA) do genomu
hostitele (Chilton et al., 1977). Dulezitym piedpokladem pro schopnost integrace vlastni
DNA do hostitelského genomu je pfitomnost Ti plasmidu (tumor-inducing plasmis;
Gelvin, 2003). Ti plasmid obsahuje 3 zakladni ¢asti: T-DNA, region virulence a region
katabolismu opinli. T-DNA je ohranicena z obou stran sekvencemi oznaCovanymi jako
“left border” a “right border”. Nachazeji se zde také geny pro biosyntézu opinl
a fytohormonti. V oblasti virulence jsou kédovany vir geny, které maji dilezitou tlohu
pii transferu T-DNA do hostitelské buiikky. Onkogeny mimo oblast T-DNA zptlisobuji
tvorbu nadort nekontrolovatelnym d€lenim rostlinnych bunék. Ti plasmid obsahuje

rovnéZz pocatek replikace umoznujici jeho stabilni udrZzeni v bakterii.
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Agrobacterium tumefaciens, jez se vyuzivaji k transformaci, jsou modifikovany.
Neobsahuji geny zpilisobujici nadory a jsou také zbaveny genti opinové syntézy. Naopak

jsou ptidany reportérové geny spolecné s pozadovanymi geny a selekénimi markery.

Transformace zprosttedkovana Agrobacteriem nevyzaduje explantatové kultury,
ale provadi se na vyvinuté rostlin€. Jedna se bud’ o agroinokulaci, nebo agroinfiltraci.
V piipadé agroinokulace je bakteridlni suspenze obsahujici gen zajmu inokulovana na
povrch rostliny napiiklad paratkem, nebo piimym ponotfenim celych orgdnti (metoda
floral dip). Agroinfiltrace, jez byla provadéna v rdmci experimentalni Casti této
diplomové prace, vyuziva injekéni stiikacku, kterou se do spodni (abaxialni) strany vtlaci

bakteridlni suspenze do mezofylu.

Ackoliv je transformace zprosttedkovana Agrobacteriem G¢inna u dvoudéloznych
rostlin jako jsou brambory, tabak ¢i rajcata, v ptipadé jednodéloznych plodin je ucinnost
velmi nizkd, coz je vysvétlovano slabou systémovou odpovédi na poranéni rostliny

(Potrykus, 1991).
2.3.1.2 Transformace zprostiedkovana rostlinnymi viry

Viry jsou vnitrobunééni parazité, kteti k sebereplikaci vyuzivaji molekuldrni aparat svého
hostitele. Pro potfeby genového inzenyrstvi byly viry modifikovany a vyuzivaji se jako
alternativni vektory pro transformaci rostlin. Mezi pouZivané viry patii Virus kvétakové
mozaiky (Cauliflower mosaic virus, CaMV), Virus tabakové mozaiky (Tobacco mosaic
virus, TMV) nebo Virus mozaiky vojtésky (Alfalfa mosaic virus, AMV). Divoké typy
téchto vektori byly vylepSeny a modifikovany.

2.3.2 Primé metody transformace

Pojem pfimé metody transformace oznacuje veSkeré metody, pii kterych je exogenni
DNA zavedena piimo do jadra rostlinné buiky. Zakladnim poZadavkem pro uspésné
vneseni DNA do bunky je naruSeni vnéj$i membrany. Ackoliv jsou metody piimého
transferu jednoduché a G¢inné, genova exprese v transgennich rostlinach mtze byt pouze

transientni (Low, 2018).
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2.3.2.1 Biolisticka metoda

Biolistickd metoda, t€Z nazyvana jako metoda genového déla, je nejpouzivanéjsi metodou
pfimé transformace rostlin. Poprvé byla ptfedstavena Johnem C. Sanfordem v roce 1990
(Sanford, 1990). Pii této metod¢ jsou zlaté ¢i wolframové castice pokryty pozadovanou
DNA a vstfeleny do bun¢k genovym délem pod vysokym tlakem. Tyto rychle se
pohybujici ¢astice projdou silnou bunécnou sténou a pienesou tak do jadra DNA, kterou

jsou obaleny. Nasledné se DNA odd¢li od kovovych ¢astic a integruje se do chromozomu.

Tato metoda je U€innd pii transformaci jednod€loznych i dvoudé€loznych rostlin.
Je rovnéZ méné toxicka nez Agrobacteriem-zprostiedkovand transformace a je
aplikovatelna na téméf veSkeré typy rostlinnych bunék (Lai et al., 2011). Hlavni
nevyhoda biolistické metody tkvi v nutnosti pouziti specialnich nékladnych nastroji
a v efektivité doru¢eni DNA fragmentii do jadra namisto jinych organel (Furth, 1997).
Musi byt rovnéz bran ohled na rovnovahu mezi velikosti a poctem kovovych ¢&astic.
Pokud je mnozstvi DNA ptili§ malé, vysledkem mize byt nizka frekvence transformace.
Naopak prili§ mnoho DNA mulze mit za nasledek velké mnozstvi kopii a nezaddouci

pfestavby transgenu.
2.3.2.2 Elektroporace

Dalsi metodou ptimého genového pienosu je elektroporace, coz je metoda vyuzivajici
elektrické impulsy. Nejdiive jsou rostlinné bunky inkubovany s roztokem pufri
obsahujicim cizi DNA. Nasledn¢ jsou na smés aplikovany elektrické impulsy o vysokém
napéti, které zpuisobi vznik docasnych poru v cytoplasmatické membrané (Fromm et al.,
1985). Skrz tyto pory je DNA umoznéno projit do bunck. Jde o rychlou a jednoduchou
metodu, kterou Ize aplikovat na protoplasty, které nemaji bunécnou sténu, nebo intaktni

bunky (Rakoczy-Trojanovska, 2002).
2.3.2.3 Transformace pomoci silikon-karbidovych vlaken

Tato technika je jednou z nejjednodussich metod transformace rostlin. Silikon-karbidova
vlakna (jsou pfidana k suspenzi obsahujici rostlinné pletivo (nezrald embrya, kalusy,
shluky buné€k) a plasmidovou DNA. Smés je néasledné vortexovana. Vldkna pronikaji

bunéénou sténou a umozni tak vstup DNA do buiiky (Kaeppler et al., 1990).
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Utinnost této metody zavisi na velikosti vldken (délka 10-80 pm, pramér 0,6 um),
parametrech vortexovani, pouzitém rostlinném materialu a tlouSt’ce bunécné stény. Jedna
se o rychlou, jednoduchou a levnou metodu vyuzitelnou pro riznorody rostlinny material.
Nevyhoda spociva v nizké efektivité transformace a také nezanedbatelném poSkozeni
bun€k, coz negativn¢ ovliviiuje regeneraci pletiva v  celou  rostlinu

(Rakoczy-Trojanovska, 2002).

2.4 Funk¢ni genomika

V dnesni dob¢ jsou jiz znamy informace o celych genomech modelovych organismd,
nicmén¢ funkce jednotlivych gent jsou stale predmétem vyzkumu. Funkéni genomika je
obor molekularni biologie, ktery studuje funkci genti a jejich interakei. Jednim z ptistupti
je porovnani nukleotidové sekvence se sekvencemi o znamé funkci a urceni
pravdépodobné funkce genu pomoci bioinformatickych nastroji — tzv. in silico. Tyto
simulace ale mnohdy nejsou dostacujici. Pro takové piipady existuji dalsi pfistupy
funkéni genomiky, které zahrnuji studium konkrétnich organism, které bud’to v daném
genu nesou mutaci, nebo u nich byla ovlivnéna exprese konkrétniho genu. Mezi tyto

zmény fadime inaktivaci (knock-out), pfidani (knock-in), utlumeni (knock-down), nebo

vvvvvv

2.4.1 RNA interference

RNA-indukované umléeni genu (RNAI) bylo poprvé pozorovano pii studiu indukované
nadexprese enzymu chalkon synthasy (CHS) v petunii (Napoli et al., 1990), kdy doslo
k neo¢ekavané blokaci syntézy antokyant a naslednému vzniku bilych ¢i vzorovanych
kvéth. RNA interference je pfirozeny proces, ktery probihd v bunééné cytoplasmé jako
reakce na pfitomnost vird a transposontl. Zakladnim pfedpokladem je piitomnost
dlouhych dvoufetézcovych molekul RNA (double-stranded RNA, dsRNA). Bunka tyto
dsRNA vyhodnoti jako cizorodé a spusti obranné mechanismy, které je rozstépi
a vzniknou dvoufetézcové useky malych interferujicich RNA (siRNA) dlouhé
21-23 nukleotidl s charakteristickymi piesahy o délce 2 nukleotidd na 3" konci obou
fetézct (Zamore et al., 2000). Enzym, ktery $tépi dsRNA, se nazyva Dicer, a jedna se
0 endoribonukleasu III. Duplexy vzniklych siRNA se enzymaticky rozvolni a jeden
z fetézcl (antisense) se stava soucasti komplexu zvaného RISC (RNA-induced silencing
complex), zatimco druhé (sense) vlakno je degradovdno bunécnymi mechanismy

Vv cytoplasmé. Komplex siRNA-RISC se poté paruje s komplementarni sekvenci mRNA
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a iniciuje endonukleolytické Stépeni proteinem Argonaut (AGO; katalytickd slozka

RISC), ¢im zabrani translaci cilového transkriptu.

Jak bylo zminéno vyse, k vyuziti RNA interference je nutna pfitomnost dsRNA,
ktera cely proces spusti. Existuje mnoho zptsobt, jak tuto molekulu do buiiky dopravit,
vcetné vyuziti rostlinnych virti nebo prepisu invertovanych repetitivnich sekvenci DNA.
Tato schopnost viri nést a indukovat RNAi proti cizim sekvencim byla vyuzita
V technologii oznafované jako virem indukované umléeni genu (virus-induced gene

silencing; VIGS), jez bude popsana v nasledujici ¢asti.

2.4.2 Virem indukované umléeni genu (VIGS)

VIGS je proces vyuzivajici RNA viry jako vektory pro doru¢eni dsRNA do buiiky a jejim
nasledném umlceni ptirozenym procesem RNA interference. Prvnim krokem této metody
je vloZeni iseku hostitelské DNA do genomu viru. Pfi replikaci viru dojde pfirozen¢ ke
vzniku dsRNA, kterd je $tépena enzymem Dicer, jak je zminéno v kapitole RNA
interference. Nakonec tedy dojde ke §tépeni virové RNA. Protoze je v RNA viru obsazen
rovnéZ nami vloZeny fragment hostitelského genu, komplex siRNA-RISC se zaméii na
veSkeré komplementarni mRNA v celé buiice. Nasledkem je umlceni projevu

konkrétniho genu a znemoznéni translace (Lu et al., 2003).

2.4.3 Virem zprostiedkovana nadexprese (VOX)

VOX slouzi k silné nadexpresi genu z4jmu, aby mohl byt studovan vliv nésledné
vzniklého proteinu na vlastnosti rostliny. Tato metoda je béZzné vyuzivana pro studium
genu rezistence. Do virového vektoru je vloZen gen z4jmu a timto transgennim virem je
poté infikovana hostitelské rostlina. Jak se virus §ifi rostlinou, dochazi k silné expresi
genu zajmu. Hlavni problém VOX spociva v relativné malé kapacité virovych vektort.
Tato ptekazka byla v piipadé Barley stripe mosaic virus (virus prouzkovitosti jeémene,
BSMYV) piekondna odstranénim nékolika gend a vytvofenim restrikéniho mista pro
enzym Apal (Cheuk a Houde, 2018). Jelikoz byl v experimentalni ¢asti této diplomové

prace pouzivan vyse zminény BSMV, bude mu vénovéna dalsi kapitola.

2.5 Rostlinné viry jako expresni vektory

Jak bylo zminéno v ptfedchozich kapitolach, transgenni rostliny piedstavuji dualezity
nastroj pro studium funkce jednotlivych genli jejich nadexpresi nebo umlCovanim.
Ziskané informace jsou poté vyuzivany ve Slechtitelskych programech. Transformace

pomoci Agrobacterium tumefaciens nebo biolistické metody jsou stale hlavnimi pfistupy
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vnaseni exogenni DNA do genomu nékolika plodin (Vasil et al., 1992; Cheng et al.,
1997). Hlavnimi nevyhodami téchto metod jsou proménlivé uc¢innosti transformace
v zavislosti na rostlinném druhu nebo nutnost regenerace celé rostliny
z transformovaného pletiva (Halpin, 2005). Rovnéz je nutné zpétné kiizené Ci
genotypizace pro zisk pozadovanych mutantti. Tyto kroky jsou namahavé a také drahé,
a to zejména v pripad¢ jednodéloznych plodin. V roce 2016 byla vytvoifena prvni pSenice
s CRISPR-Cas9 pomoci biolistické metody. Z 1600 bombardovanych nezralych embryi
bylo identifikovano pouze 80 mutantl. Tento vysledek je tedy jasnym diikazem, ze pro
funkéni charakterizaci genti by bylo vyzadovano mnoho prace a ¢asu (Zhang et al., 2016).
Idealnim feSenim pro studium funkce genti je vyvoj rychlého a spolehlivého systému, pti

kterém nebude nutné regenerace rostliny z transformovaného materialu.

Rostlinné viry jsou povazovany za vhodné nastroje k expresi heterolognich
proteini v kratkém case (Hefferon, 2014). Jak nazev napovidé, jedna se o viry, jez
napadaji rostliny. Jako vSechny ostatni viry se vyznacuji tim, Ze jsou to intracelularni

parazité, kteti ke své replikaci potfebuji hostitelskou buiiku. Velikost jejich téla je 20 az

500 nm.

VétSina patfi do skupiny tzv. RNA virl, jejich genom je tedy tvofen
jednotetézcovou RNA (ssRNA). Nekteré genomy virdh jsou vSak dvoufetézcové RNA
(dsRNA), ssDNA nebo dsDNA. Vibec prvnim objevenym virem byl virus tabakové
mozaiky (Tobacco mosaic virus, TMV). V roce 1886 némecky chemik Adolf Mayer
popsal “mozaikovou chorobu tabdku”, jez miZe byt pienesena z rostliny na rostlinu
(Mayer, 1886). Roku 1892 rusky botanik Dmitri Ivanovsky zjistil, Ze 1 po prefiltrovani
stavy z napadenych listti tabaku nebyl patogen odstranén a Stdva zpusobila na listech
opétovne piiznaky. Pouzil k tomu jemny porceldnovy filtr Chamberland, ktery se v té
dobé bézné vyuzival k odstranéni bakterii. Byl vSak stale pfesvédcen, Ze se jedna o velmi
drobny druh bakterie (Iwanowski, 1892). V roce 1898 byl plivodce tohoto onemocnéni
nizozemskym mikrobiologem Martinem Beijerinckem oznacen jako virus (Beijerinck,

1898). V té dob¢ byl virus chapan jako jakasi substance, nikoliv jako organismus.

Na viry je obecné pohliZzeno jako na patogeny zpisobujici ohromné zeméedélské
ztraty. K dosazeni efektivni editace genomu za ucelem zlepSovani vlastnosti plodin je
nutné doruceni konstruktu (v pripadé metody CRISPR/Cas9 se jedna o doruceni Cas9

endonukleasy a ptislusné gRNA) a jeho nésledna exprese v cilovych bunkéach. Mezi
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in planta techniky dodani téchto komponent patii transformace zprostiedkovana
Agrobacteriem nebo biolisticka metoda, jez by mély zpusobit expresi ve vSech buiikach
transgenni rostliny vcéetné zarodecné linie, ¢imz je umoznén pienos cilenych modifikaci
do dalsi generace. Ackoliv mohou tyto pfistupy vést k ucinné expresi genetického
materidlu pottebného pro editaci genomu, produkce transgennich linii je asové i financné
naro¢na. Pro kazdou novou modifikaci jsou zapotiebi dalsi transformace a pletivové

kultury (Mahas et al., 2019).

Hlavnim divodem, pro¢ jsou virové vektory pouzivany v biotechnologiich, je
jejich schopnost replikace a produkce rekombinantnich proteinii v Sirokém spektru
hostitelti (Scholthof et al., 1996). Prostiednictvim virovych vektori miizeme do buiky
dopravit material pro editaci genomu a tim ji modifikovat, pficemz nedojde k zaclenéni

rekombinantniho genetického materialu (Scholthof et al., 1996).

V piipadé¢ dvoudéloznych rostlin bylo vyvinuto né€kolik rostlinnych vir
schopnych exprese heterolognich genti. Naptiklad Tobacco mosaic virus, Potato virus X
nebo Tobacco rattle virus (Chapman et al., 1992; Baulcombe et al., 1995; Jia et al., 2003;
Lu et al., 2003; Hefferon, 2014). Naproti tomu vyvoj vhodnych virovych vektort
rekalcitrantnich jednodéloznych rostlin zaostava. V poslednich letech byl pro tento ucel
modifikovan Barley stripe mosaic virus (Yuan et al., 2011), ktery umoznuje studium
funkce gend metodou VIGS. Nize bude ptedstaven pravé Barley stripe mosaic virus,

ktery je klicovy pro experimentalni ¢ast této diplomové prace.

2.5.1 Barley stripe mosaic virus

Barley stripe mosaic virus (BSMV) patii do ¢eledi Virgaviridae, konkrétnéji jej fadime
do rodu Hordeivirus. Mezi jeho pfirozené hostitele patfi pSenice, jeémen a oves, je
nicméné schopen infikovat velké mnozstvi jednodéloznych i dvoudé€loznych plodin
pomoci mechanické inokulace (Bragg et al., 2008). Jeho genom je slozen ze tii
pozitivnich vldken RNA (ss(+)RNA), oznacovanych jako RNAa, RNAP a RNAy
(Jackson et al., 1989). Vsechny genomické RNA maji na 5” konci 7-methylguanosinovou

Cepicku a na 3" konci t-RNA sekvenci.

Podjednotka RNAo koduje tzv. oa protein, jez obsahuje dulezité
methyltransferasové a helikasové domény. Je tak tedy zodpovédny za piidadvani

7-methylguanosinové €epicky na 5" konec virdlni RNA a rovnéZ za odvijeni duplext
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béhem replikace a transkripce (Koonin a Dolja, 1993). RNAP kdéduje coat protein (CP;
zodpovédny za tvorbu virovych ¢éstic) a proteiny nezbytné pro mezibunéény
I vnitrobunéény pohyb, tedy Sifeni virové infekce. Tyto proteiny jsou oznacovany jako
triple gene block (TGB1, TGB2 a TGB3; Jackson et al., 2009). RNAYy je bicistronni,
kéduje dulezity komponent RNA polymerasy, oznaCovany jako protein ya, a rovnéz
cystein-rich yb protein, ktery je zapojen do patogenity viru, pohybu na del$i vzdalenost
a potlaceni obranyschopnosti hostitele (Donald a Jackson, 1994; Bragg a Jackson, 2004;
Leeetal., 2012).

2.5.1.1 BSMV jako vektor pro VIGS

Barley stripe mosaic virus byl modifikovan jako vhodny vektor pro VIGS za tcelem
studia genll jeCmene a pSenice. Tyto studie zahrnovaly vloZeni Casti genu zdjmu do
podjednotky RNAY (upstream nebo downstream od genu yb). Nasledné byla studovana
zmeéna fenotypu rostliny, ¢i vliv genu na morfogenezi a odpovéd’ na bioticky stres (Cakir
etal., 2010). Pomoci VIGS byla prokazana dulezitost proteinu HSP90 v draze obrannych
reakci vaci Blumeria graminis (padli travni). Umléeni genu hsp90 vedlo ke zvysenému
rustu houbové hyty, jelikoz tento gen je soucasti signalni kaskady genu rezistence vici

B. graminis — Mlal3 (Hein et al., 2005).

2.5.1.2 Vyuziti BSMV v ramci diplomové prace

V ramci predkladané diplomové prace byla vyuzivana modifikace viru BMSV. Jedna se
0 konstrukt, v némz byla RNAy rozd€lena na dvé ¢asti, tedy RNAy: a RNAy;. Pfislusny
konstrukt byl vytvofen odstranénim né&kolika genil a vytvorenim restrikéniho mista pro
enzym Apal. V pivodnim tfikomponentovém systému se jednalo o kapacitu zhruba
400 bp. Modifikace BSMV vedla k vyraznému navyseni funkéni kapacity viru, konkrétné
na 2500 bp (RNAy1) a 800 bp (RNAy2; Cheuk a Houde, 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzity material a pristroje

3.1.1 Biologicky material

3.1.1.1 Rostlinny material

Semena Nicotiana benthamiana byla poskytnuta Ing. Beatou Petrovskou, Ph.D. (UEB,

Olomouc).

PSeni¢ny kultivar GZ1 byl ziskan v ramci sbérové expedice v lokalité Sobotiste, Myjava,
Slovenska republika. Vzorek nam byl poskytnut Ing. lvanem Masarem. Kultivar DIM-25
byl ziskan z Genové banky ARS GRIN, Belltswille, USA (kod: Pl 94633). Ozima linie
Eichenbarlebener (EBL) byla ziskana z Genové banky Piestany, Slovenska republika.
PSeni¢na linie TCL-9199 Rhino a kultivary jeémene (Timori, BR-5783, Lumar, HE-2716,

Algerian 3) byly ziskany z Genové banky Zemédélského vyzkumného tstavu

vvvvv

3.1.1.2 Bakterialni material

Escherichia coli DH5a (Invitrogene)

Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Addgene)

3.1.2 Chemikalie

Primery pro PCR (Eurofins Genomics, CR), Taqg DNA polymerasa (Finzyme, Finsko),
dNTPs (Sigma-Aldrich, USA), 3-methoxyloxypropyl trimethoxysilan (Silan; Serva,
Némecko), Ethanol (96%, 70%; Lach-ner, CR), 40% roztok akrylamid/bis-akrylamid,
19:1 (Bio-Rad, USA), N,N,N',N'-tetramethylethylenediamin (TEMED; Bio-Rad, USA),
persulfat amonny (APS; Sigma-Aldrich, USA), Ethidium bromid (Top Bio, CR), Marker
molekulové hmotnosti (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific;
USA), Marker molekulové hmotnosti (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus; Thermo
Fisher Scientific, USA), Marker molekulové hmotnosti (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Plus; Thermo Fisher Scientific, USA), Apal 10 U/ul (Thermo Fisher Scientific, USA),
Qubit™ RNA BR Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA), T4 DNA
Ligasa (Promega, USA), Glycerol, SOC médium (Thermo Fisher Scientific, USA),
Kanamycin (Serva, Némecko), Rifampicin (Serva, Némecko), Agarosa (VWR, USA),
Ribonukleasa A (Sigma-Aldrich, USA), Isopropanol (Sigma-Aldrich, USA), Fenol,
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Chloroform:isoamylalkohol, 3M NaAc (pH = 5,5), 2-(N-morpholino)ethansulfonova
kyselina (MES; Sigma-Aldrich, USA), ), 3',5'-Dimethoxy-4'-hydroxyacetofenon
(Acetosyringon; ~ Sigma-Aldrich, USA), MgCl. x 6H,O (Lach-Ner, CR,
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA), Dihydrogenfosfore¢nan sodny
(Sigma-Aldrich, USA).

3.1.3 Roztoky
10x pufr pro PCR (s Mg?*)

100 mM Tris-HCI, pH = 8,2 (Sigma-Aldrich, USA)
500 mM KCI (Lach-Ner, CR)

15 mM MgCl, x 6H,0 (Lach-Ner, CR)

1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

5x Cresol red

0,01% o-cresolsulfoneftalein (Sigma-Aldrich, USA)
1,5% sacharosa (Lach-Ner, CR)

5x TBE pufr:

450 mM Tris (Sigma-Aldrich, USA)

450 mM kyselina borita (Lach-Ner; CR)

10 mM EDTA, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich, USA)
GET pufr

50mM glukosa

10mM EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

25 mM Tris-HCI, pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)
TE pufr

10 mM Tris

1mM EDTA, pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)
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Alkalicky SDS

0,2 M NaOH

1% SDS viv

ddH.O

Neutralizaéni roztok

KAc 5M 60 ml / 100ml

ledova CH3COOH 11,5 ml /100 ml
ddH20 28,5 ml

pH =4,8-5,3

2YT médium

kaseinovy enzym 1,6 g / 100 ml
kvasinkovy autolyzat 1 g/ 100 ml
NaCl 0,5 g /100 ml

agar 1,6 g/ 100 ml

3.1.4 Laboratorni vybaveni a pristroje

Horizontéalni laminarni box (Jouan; Thermo Fisher Scientific, USA); Mrazici box (-20°C;
Nord Line, CR); Termocyklér (C1000 Touch™, Bio-Rad, USA); Zdroj stejnosmérného
napéti (MP-500V, Major Science, USA); Aparatura pro vertikalni gelovou elektroforézu
(C-DASG-400-50, C.B.S. Scientific, USA); Dokumentaéni zafizeni Ingenius (Syngene,
VB); Fluorometr Qubit (Thermo Fisher Scientific, USA); Ttepacka Reax Control
(Heidolph Instruments, Némecko); Mrazici box (-80°C; Thermo Fisher Scientific, USA);
Mikrobiologicky Termostat BT 120 (Labo MS s.r.0., CR); Tfepacka (Thermo Fisher
Scientific, USA); Jednopaprskovy spektrofotometr (Ultrospec 10, AP Czech); Salova
centrifuga Jouan C4i (Thermo Fisher Scientific, USA); Elektroporator (KRD
Technologies, CR); MikrovInna trouba (KOR-6C2B; DAEWOO, Korea); Aparatura pro
horizontalni gelovou elektroforézu Owl A6 (Thermo Fisher Scientific, USA); Zdroj
stejnosmérného napéti EC 1000 XI power suply (Thermo Fisher Scientific, USA); Stolni
centrifuga (5415 Eppendorf); Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 STED 3X (Leica
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Microsystems, Némecko); Laboratorni pH metr 766 (Knick, Némecko); Fytotron (Weiss
Gallenkamp); Magneticka michacka IKA RCT Basic (IKAMAG™, Némecko); Digitalni
predvazky Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi; Tokio, Japonsko); Ttepacka s houpavym
pohybem (Heidolph Duomax 1030).

3.2 Metody

3.2.1 Klonovani genu iLOV do podjednotek viru BSMV

Ugel této prace spocival v optimalizaci metod infekce jednodéloznych plodin virem
BSMYV. Aby bylo mozné zjistit, zda k virové infekci doslo, bylo nutné vyuzit reportérovy
gen pro snadnou vizualizaci pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Virus BSMV ma
omezenou kapacitu pienosu cizorodé DNA a bézné vyuZivany reportérovy gen GFP
(0 velikosti ~ 720 bp) se ukazal jako relativné malo stabilni v UV svétle. Z tohoto divodu
bylo pfistoupeno k pouziti mensiho a stabilnéjsiho reportéru iLOV (~ 336 bp). Pouziti
mensiho a stabilnéjsiho reportérového genu slibuje zvySeni moznosti a efektivity pouziti
BSMV pro manipulaci s rostlinnymi genomy (napt. VIGS — k validaci kandidatnich

genll).

3.2.1.1 PCR amplifikace reportérového genu iLOV z vektoru pGEX
Pro ziskani genu iLOV byla vyuzita metoda PCR, diky které byl amplifikovan usek

plasmidu kodujici tento gen. Pro metodu PCR bylo nutné navrhnout vhodné primery.
Flurescenéni doména iLOV (Chapman et al., 2008) byla ziskana z Addgene
(www.addgene.org) ve formé plasmidu pGEX_iLov. Primery byly navrzeny tak, aby
amplifikovaly pouze iLOV doménu a byly prodlouzeny o rozpoznavaci sekvenci enzymu
Apal a prodlouzeny o tfi nahodné nukleotidy pro zajisténi uplného §tépeni. Tato restrikéni
endonukleasa specificky Stépi sekvenci GGGCC*C a je jiZ pfitomna v y podjednotkach
BSMV. Dale byl na zacatek iLOV domény ptidan triplet ATG pro zajisténi efektivni
translace v rostlinné butice. Sekvence primert jsou uvedeny v Tab. 1. PCR reakce byla
namichana dle Tab. 2. Amplifikace byla provedena v termocykléru, jehoz podminky byly
nastaveny dle Tab. 3. Po ukonceni reakce byla desticka vyjmuta z termocykléru, popsana

a uloZena do lednice.
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Tab. 1 Sekvence primerd navrzenych pro PCR amplifikaci genu iLOV z vektoru
PGEX_iLOV. Podtrzeni znazoriiuje sekvenci rozpoznavanou enzymem Apal.

Forward primer (FP)

ACTGGGCCCCCATGGTACCATGATAGAGAAGAATTTCGT
CATCACTG

Reverse primer (RP)

ACTGGGCCCTTATACATGATCACTTCCATCGAG

Tab. 2 Slozeni PCR reakéni smési.

Reagencie Koncentrace (ve 20ul reakci)
Taq DNA polymerasa 04U

Cresol Red 1X

Reakéni pufr (Mg?) 1X

Forward primer (10uM) 1 uM

Reverse primer (10uM) 1 uM

dNTPs 200 uM

ddH20 Doplnit na 20 pl

DNA (pGEX_iLOV; 1 ng/ul) 1 ul
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Tab. 3 Nastaveni termocykléru.

Faze Teplota (°C) Doba trvani Pocet cykli
Denaturace 95 5 min 1
Denaturace 95 30s
Syntéza
Nasedani primert 55 30s 30
Polymerace 72 30s
Dosyntetizovani 72 10 min 1
Udrzovani 12 0 1

3.2.1.2 Polyakrylamidova elektroforéza
Pro ovéteni amplifikace iseku DNA byla vyuzita polyakrylamidova elektroforéza. Byl
ptipraven 4% gel a k barveni DNA byl vyuzit ethidium bromid (0,01 %).

Nejprve bylo nutné jedno sklo aparatury silanizovat, a to z divodu lepsi pfilnavosti gelu

na povrch. Silanizace se provadi zpravidla po ¢tyfech pouzitich skla.

e Ten¢i UV transparentni sklo aparatury pro elektroforézu bylo ocisténo
96% ethanolem.

e Do kyselého ethanolu byly napipetovany 3 pl silanu, roztok byl vylit na ociSténé
sklo a pomoci buni¢iny rozetfen do sucha po celém povrchu. Veskerd prace se

silanem probihala v digestofi.
Nyni bylo sklo pfipraveno k sestaveni aparatury.

e Na ten¢i sklo byla nejprve nasazena manZeta a poloZeny spacery, poté bylo
piekryto vétsim sklem. Nasledné byla ob¢ skla upevnéna svorkami.

e Pomoci ddH20 byla ovéfena tésnost aparatury.

e K ptipraveé 4% gelu bylo pouzito 150 ml 4 % smési mono a bis akrylamidu (19:1)
v 0,5 x TBE pufru s pfidavkem 110 ul TEMED a 1ml 10% persulfatu amonného.
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e Smés byla dikladn¢ promichana a nalita mezi skla. Poté¢ byl umistén hiebinek
a gel byl ponechan cca 45 min k polymeraci.

e Po polymeraci byl gel umistén do elektroforetické aparatury, jejiz spodni nadoba
byla naplnéna 1L 0,5X TBE pufru s piidavkem 0,01% ethidium bromidu.

e Elektroforetickd aparatura byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti a byl
spustén pre-run (napéti: 300 V, ¢as: 60 min). Jakmile pocet miliampéra klesl na

70, aparatura byla pfipravena k pouziti.
Naneseni vzorkt na gel:

e Do prvni jamky byly naneseny 2 pul standardu molekulové hmotnosti
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder).

e Do nésledujicich jamek byly naneseny 2 pl vzorku.

o Elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti. Byly
nastaveny parametry separace na 350 V, 60 min.

e Pro vizualizaci byl gel umistén do dokumentaéniho =zafizeni a ozafen
ultrafialovym zafenim. Pomoci programu Genesnap (Syngene, VB) byly

zhotoveny elektroforetogramy.

3.2.1.3 Restrikéni Stépeni a defosforylace virovych podjednotek y1 a vy
a genu pro iLOV
Pro zvySeni uspésnosti ligace genu iLOV do vektoru bylo nutné virové podjednotky y1
ay2 a PCR amplifikovany gen iLOV nastépit restrikéni endonukleasou Apal. Restrikéni
reakce byla namichana dle Tab. 4, v souladu s protokolem od vyrobce. Reakce byla
namichana v PCR desti¢ce a umisténa do termocykléru, jehoz podminky byly nastaveny
na 30 °C. Stépeni probihalo 2 hodiny. Poté bylo do reakce ptidano 5 pl alkalické fosfatasy
pro defosforylaci koncii y1 a y2 podjednotek. Reakce probihala dal$i hodinu pii 37 °C.
Enzymy byly inaktivovany zahfatim smési na 65 °C po dobu 30 min. Stépeny iLOV nebyl
defosforylovan. Uspé&$nost §tépeni byla nasledné ovéfena pomoci polyakrylamidové

gelové elektroforézy.
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Tab. 4 Slozeni reak¢éni smési pro restrikéni §tépeni genu iLOV a podjednotek y1 a y2.

Reagencie Objem
iLOV V1 ¥2
DNA 10 pl PCR produktu | 2 ul vektoru (1 ng/ul) | 2 ul vektoru (1 ng/ul)
Apal (10 U/ul) 2 ul (20 U) 4 pl (40 U) 4 ul (40 U)
10X Buffer B 2ul 5ul 5ul
ddH:0O 18 pl 39 ul 39 ul

3.2.1.4 Fluorimetrické stanoveni koncentrace DNA

Aby bylo mozné provést ligaci genu zajmu do vektort, bylo nutné urcit koncentraci DNA
jak ve s§tépenych vektorech (y1, y2), tak koncentraci samotného $tépené¢ho genu (iLOV).
K tomu byl vyuzit pfistroj Qubit. Méfeni koncentrace DNA na tomto pfistroji bylo

provedeno nasledovné:

e Veskeré reagencie byly ekvilibrovany na laboratorni teplotu.

e Qubit mikrozkumavky byly oznac¢eny nazvy ptisluSnych vzorki a dvou standardt
(S1, S2).

e Do mikrozkumavky bylo smichano: 199 ul BR pufru x pocet vzorki
v€. standardt, 1 pl Qubit reagent x pocet vzorkidl v¢. standardli. Smés byla
zvortexovana.

e Pracovni roztok byl rozpipetovan do Qubit mikrozkumavek (pro vzorky po
199 ul, pro standardy po 190 pl).

e Standardy S1 a S2 byly napipetovany do piislusSnych mikrozkumavek po 10 pl,
v ptipadé DNA o neznamé koncentraci byl napipetovan 1 pl. Celkovy objem
ve vSech Qubit mikrozkumavkach byl tedy 200 pl.

e Vsechny mikrozkumavky byly zvortexovany a ponechany ve tm¢ po dobu 2 min.

e Meéfeni koncentrace DNA probihalo v rezimu Broad Range.

e Nejdiive byly zméfeny koncentrace obou standardii, poté jednotlivych vzorki.
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3.2.1.5 Ligace genu iLOV do virovych podjednotek
Liga¢ni smés byla namichana v poméru latkového mnozstvi 1:3 (vektor:insert). Pro

vypocet mnozstvi vektoru a insertu byl pouzit nasledujici vzorec:

mnozstvi vektoru (ng) X velikost insertu (bp)

mnoZstvi insertu (ng) = velikost vektoru (bp)

Vypoctené mnozstvi insertu bylo ndsledné vynasobeno Cislem 3, aby bylo dosazeno
pozadovaného poméru. Slozeni liga¢ni smési je uvedeno v Tab. 5. Reakce probihala

12 hodin pfi 15 °C.

Tab. 5 Slozeni liga¢ni smési.

Reagencie Objem ve 20ul reakci
insert x pl

vektor yul

T4 DNA ligasa (3 U/ul) 0,3ul(~1U)

10X Buffer 2 ul

ddH20 doplnit na objem 20 pl

3.2.1.6 Ovéreni uspéSnosti ligace pomoci PCR amplifikace

K ovéfeni uspésnosti ligace a pfitomnosti genu iLOV ve virovych podjednotkach byly
navrzeny primery na mista ohranicujici restrikéni misto Apal ve vektorech. Jako kontroly
byly pouzity 0,3 ng vektord s y1 a y» podjednotky. Sekvence primerd jsou uvedeny
v Tab. 6. PCR reakce byla namichana dle Tab. 7. Amplifikace byla provedena
na termocykléru, jehoz podminky byly nastaveny dle Tab. 8. Produkty PCR byly

analyzovany pomoci polyakrylamidové elektroforézy na 4,5% gelu.
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Tab. 6 Sekvence primerd pro ovéfeni uspéSnosti ligace genu iLOV do virovych

podjednotek.
FP TGTGAAGGGAAATTTGTGGA
y1. iLOV
RP ACTTGCAAACACTCCCATCA
FP AGCTTGAGCATTACCGTCGT
y2:iLOV
RP GCCATCATGCGAAGGTAAAT

Tab. 7 Slozeni PCR reakéni smési.

Reagencie

Koncentrace (ve 30pul reakci)

Taq DNA polymerasa ~06U

Cresol Red 1X

Reakéni pufr (Mg?) 1X

Forward primer (10uM) 1 uM

Reverse primer (10uM) 1 uM

dNTPs 200 uM

ddH;0 doplnit do 30 pl
DNA 0,3 ng

29



Tab. 8 Nastaveni termocykléru.

Faze Teplota (°C) Doba trvani Pocet cykli
Denaturace 95 10 min 1
Denaturace 95 30s 30
Syntéza
Nasedani primert 55 30s
Polymerace 72 1 min
Dosyntetizovani 72 10 min 1
Udrzovani 12 o0 1

3.2.2 Transformace Escherichia coli DH5a

Po uspésné ligaci bylo moZzné integrovat modifikovany vektor do bunék bakterie

Escherichia coli (kmen DH5a). Pro transformaci byla zvolena metoda elektroporace.

3.2.2.1 Priprava elektrokompetentnich bunék Escherichia coli DHSa

Prvni den byl na misku s 2YT médiem proveden kiizovy roztér bunék Escherichia
coli DH5a. Miska byla vlozena do termostatu a ponechana pii 37 °C ptes noc.
Druhy den byla do 100 ml 2YT média inokulovana 1 kolonie z Petriho misky
s narostlymi bakteriemi.

Smés byla kultivovana na tfepacce pii podminkéach 37 °C, 220 rpm, pfes noc.
Druhy den rano byla suspenze ptelita do 1 litru 2YT média a opét umisténa
na tfepacku (37 °C, 220 rpm).

Pomoci spektrofotometru byla kazdou hodinu métfena opticka hustota pii 600 nm
(ODeoo). Jakmile hodnota presahla 0.2, méfeni probihalo po 15 minutach.
Jakmile bylo dosaZeno optické hustoty 0.4 — 0.6, suspenze byla umisténa na led.
Nasledné byla suspenze rozdélena do 4 vychlazenych centrifugacnich kyvet
0 objemu 250 ml.

Kyvety byly umistény do centrifugy. Centrifugace probihala za podminek 1000 g,
20 min, 4 °C.

30



Supernatant byl odlit a buniky byly rozsuspendovany ve 40 ml chlazené ddH>O.
Suspenze byly prfemistény do centrifugacnich kyvet o objemu 50 ml.

Kyvety byly umistény do centrifugy. Centrifugace probihala za podminek 2000 g,
10 min, 4 °C.

Supernatant byl odlit a buniky byly rozsuspendovany ve 20 ml chlazené ddH»O.
Poté byly suspenze rozdéleny do 2 kyvet.

Nasledovala centrifugace za podminek 2000 g, 5 min, 4 °C.

Supernatant byl odlit a pelety byly rozsuspendovany ve 40 ml vychlazeného
10% glycerolu.

Nasledovala centrifugace za podminek 5000 g, 10 min, 4 °C.

Po centrifugaci byl glycerol vylit a pelety byly rozsuspendovany v 500 pl
vychlazeného 10% glycerolu.

Bunky byly rozdéleny do vychlazenych mikrozkumavek (1.5 ml) po 50 pl a rychle
zmrazeny ponofenim do tekutého dusiku.

Elektrokompetentni buiiky byly uschovany do mraziciho boxu (-80 °C).

3.2.2.2 Elektroporace Escherichia coli DH5a

K 50 ul elektrokompetentnich bunék Escherichia coli DH5a byly ptidany 3 ul
ligaéni smési a suspenze byla ponechdna na ledu zhruba 3 min.

Nasledné byla suspenze rozdélena do dvou vychlazenych elektroporaénich kyvet,
které byly umistény do elektroporatoru s ledem.

Elektroporace byla provedena pii napéti 330 V.

Elektroporovana suspenze byla odpipetovana z kyvet a pienesena do 1500 pl SOC
média.

Zkumavka s médiem byla ponechdna na tfepacce pii 37 °C, 220 rpm po dobu
90 min.

Po uplynulém case byl obsah zkumavky rozetten na agarové misky
s kanamycinem (1 pg/ml).

Misky byly ponechany v termostatu pii 37 °C pies noc.

3.2.2.3 Colony PCR pro ovéreni uspéSnosti transformace

Pro ovéfeni, zda transformované bakterie obsahuji plasmid s vlozenym konstruktem, byla

provedena colony PCR. Rovnéz bylo nutné zjistit, zda je insert ve vektoru spravné
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orientovan. Z tohoto divodu bylo tieba vhodné zvolit primery tak, aby jeden primer
(v tomto ptipadé “forward primer”) obsahoval sekvenci komplementarni k insertu,
a druhy primer byl z okrajovych ¢asti vektoru leZicich v blizkosti mista inzerce. Sekvence
primert jsou uvedeny v Tab. 9. PCR reakce byla namichéna dle Tab. 10. Amplifikace
byla provedena v termocykléru, jehoz podminky byly nastaveny dle Tab. 11. Produkty

PCR byly analyzovany pomoci gelové agarosové elektroforézy.

Tab. 9 Sekvence primert pro colony PCR.

Fp TACTCCACCTGCAACCTGTG
yriLOV

RP ACTTGCAAACACTCCCATCA

Fp TACTCCACCTGCAACCTGTG
y2:iLOV

RP GCCATCATGCGAAGGTAAAT

Tab. 10 SloZzeni PCR reakéni smési.

Reagencie Objem ve 20pl reakci
Taq DNA polymerasa 04U

Cresol Red 1X

Reakéni pufr (Mg2+) 1X

Forward primer (10uM) 1uM

Reverse primer (10uM) 1uM

dNTPs 200 uM

ddH20 Doplnit na 20 pl
DNA kolonie na $picku pipety
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Tab. 11 Nastaveni termocykléru.

Faze Teplota (°C) Doba trvani Pocet cykli
Denaturace 95 10 min 1
Denaturace 95 30s 30
Syntéza
Nasedani primert 55 30s
Polymerace 72 1 min
Dosyntetizovani 72 10 min 1
Udrzovani 12 0 1

3.2.2.4 Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti

Pro vizualizaci produktli colony PCR byla zvolena metoda agarosové gelové

elektroforézy na 1,2% gelu. DNA fragmenty byly obarveny ethidium bromidem

a vizualizovany dokumenta¢nim zafizenim.

e V Erlenmayerové baiice byl pfipraven 1,2% roztok agarosy v 0,5X TBE pufru

a rozvaren v mikrovlnné troubé.

e Rozvaieny gel byl za stalého michani ochlazen zhruba na 50 °C pod tekouci

vodou.

e Ochlazeny gel byl pfelit do elektroforetické komurky, byly vloZeny hiebinky.

e Po zhruba 30 min tuhnuti gelu pfi laboratorni teploté byly hiebinky vyjmuty a do

komirky byl nalit 0,5X TBE pufr tak, aby jeho hladina sahala minimélné¢ 3 mm

nad gel.

Naneseni vzorki na gel:

e Do prvni jamky bylo nanesen0 5 pl standardu molekulové hmotnosti
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder).

e Do nasledujicich jamek byly naneseny 3 pl vzorku.

e DNA fragmenty byly déleny v elektrickém poli (3-5 V/cm).
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e DNA byla barvena v roztoku ethidium bromidu (0,5 mg/ml) po dobu 15 min.

e Rozd¢lené DNA fragmenty byly vizualizovany dokumentacnim zafizenim.

3.2.2.5 Sekvenace plasmidii obsahujicich poZadovany insert
Pro zjisténi, které¢ bakterialni klony nesou gen zajmu bez nezadoucich mutaci, bylo
pristoupeno k sekvenovani plasmidové DNA. Sekvenace byla provadéna Mgr. Lucii

Bilkovou.

3.2.2.6 Vyhodnoceni sekvena¢nich dat

K vyhodnoceni dat ze sekvenace byl vyuzit software MEGA-X (Pensylvanska statni
univerzita, USA), pomoci kterého byly sekvence vSech klonti porovnany s referencni
sekvenci. Timto zplisobem byly vyselektovany klony obsahujici pfesnou sekvenci
nukleotidii. Vybrané klony byly pfepasaZovany na nové agarové misky s kanamycinem

a ponechany v termostatu pii 37 °C pies noc.

3.2.2.7 I1zolace a purifikace plasmidové DNA z Escherichia coli
Pro dalsi postup bylo nezbytné izolovat bakterialni plasmid z narostlych kolonii E. coli.

Izolace a nasledna purifikace probihala nasledovné:

1. Prvni den byly do 3 ml 2YT meédia s 3 pl kanamycinu (50 mg/ml) inokulovany
bakterie. Ockem byla nabrana jedna kolonie, rozetfena o sténu zkumavky
a rozsuspendovana v médiu.

2. Zkumavky byly ponechany ptes noc na tiepacéce pii 37 °C, 220 rpm.

3. Druhy den byl obsah zkumavek pfemistén do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml
a zcentrifugovan. Podminky centrifugace byly nastaveny na 2 800 g, 5 min , 4 °C.

4. Pelety byly rozsuspendovany ve 100 ul GET pufru s 1 ul RNasy (10 mg/ml).

5. Poté bylo ptidano 200 pl (2V GET) alkalického SDS. Mikrozkumavky byly
ponechany 5 min na ledu.

6. Nasledné bylo pfidano 75 pl (3/4V GET) neutraliza¢niho roztoku. Suspenze byla
promichana ota¢enim mikrozkumavky a ponechana 30 min na ledu.

7. Vzorky byly centrifugovany 10 000 g, 10 min, 4 °C. Supernatanty byly
pfepipetovany do Cistych oznacenych mikrozkumavek.

8. Bylo pridano 225 pl isopropanolu a disledné promichany. Mikrozkumavky byly
ponechany 30 min pfi laboratorni teploté.

9. Nasledovala centrifugace v 10 000 g, 10 min, 4 °C.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.

Supernatanty byly odlity a k peletim bylo pfidano 300 pl 76% ethanolu.
Nasledovala centrifugace pti 10 000 g, 6 min, 4 °C. Ethanol byl vylit.

K peletiim bylo pfidano 300 pl 90% ethanolu.

Nasledovala centrifugace v 10 000 g, 6 min, 4 °C.

Z mikrozkumavek byla odpipetovana veskera tekutina a nasledné byly ponechany
Vv laboratorni teploté po dobu 10 min, aby do$lo k Gplnému vysuseni. VysuSené
pelety byly rozpustény ve 100 ul TE pufru (pH = 8).

Poté bylo ptidano 50 pl fenolu pH = 8.

Nasledné¢ bylo do mikrozkumavek napipetovano 50 pul  smési
chloroform:isoamylalkohol (24:1). Mikrozkumavky byly prottepany.
Nasledovala centrifugace v 17 000 g, 2 min, 4 °C.

Horni (vodni) faze byla pfepipetovana do Cistych oznacenych mikrozkumavek.
Kroky 16-18 byly provedeny celkem 3x.

Nasledné bylo ptidano 1/10V 3M NaAc (pH = 5,5) a roztok byl promichan.

K roztoku bylo ptidano 0,6V z celkového objemu isopropanolu. Mikrozkumavky
byly ponechany 5 min v laboratorni teploté.

Nasledovala centrifugace v 17 000 g, 10 min, 4 °C.

Supernatanty byly odlity a k peletim bylo pfidano 300 pl 76% ethanolu.
Nasledovala centrifugace pti 10 000 g, 6 min, 4 °C. Ethanol byl vylit.

K peletiim bylo pfidano 300 pl 90% ethanolu.

Nasledovala centrifugace v 10 000 g, 6 min, 4 °C.

Z mikrozkumavek byla odpipetovana veskera tekutina a nasledn¢ byly ponechany
Vv laboratorni teploté¢ po dobu 10 min, aby doslo k uplnému vysuSeni. VysuSené
pelety byly rozpustény ve 20 ul ddH20.

Mikrozkumavky s izolovanou a purifikovanou plasmidovou DNA byly umistény

do -20 °C.

Po izolaci a purifikaci plasmidové DNA bylo nutné stanovit koncentraci, aby bylo

mozné jeji vhodné nafedéni pro dalsi postup. K tomu byl vyuzit ptistroj Qubit. Postup

pouziti tohoto pfistroje je popsan v podkapitole 3.2.1.4.

3.2.3

Transformace Agrobacterium tumefaciens EHA105

Pro tucely nasledné agroinfiltrace listd rostliny Nicotiana benthamiana bylo nutné

transformovat bakterii Agrobacterium tumefaciens, kmen EHA105. Jako vhodna

transformacni metoda byla opét zvolena elektroporace. Ptiprava elektrokompetentnich
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bungk probihala identicky, jako v ptipadé E. coli, s tim rozdilem, Zze inkubace probihala

vzdy pii 28 °C a trvala dva dny.

3.2.3.1 Elektroporace Agrobacterium tumefaciens EHA105

Nejdiive byla izolovana plasmidova DNA nafedéna na koncentraci 1 ng/ul.

K 25 ul elektrokompetentnich bun¢k A. tumefaciens byl pfidan 1 pl plasmidové
DNA a suspenze byla ponechana na ledu zhruba 3 min.

Nasledné byla suspenze piepipetovana do vychlazené elektroporacni kyvety,
ktera byla umisténa do elektroporatoru s ledem.

Elektroporace byla provedena pti napéti 330 V. Hodnota elektroporacni konstanty
se pii spravné transformaci pohybuje v rozmezi 1,95 az 2.

Elektroporovana suspenze byla odpipetovéana z kyvety a pienesena do 500 ul SOC
média.

Zkumavka s médiem byla ponechdna na tfepacce pti 28 °C, 200 rpm po dobu
90 min.

Po uplynulém c¢ase byl obsah zkumavky rozetfen pomoci hokejky na agarové
misky s kanamycinem (1 pg/ml) a rifampicinem (0,5 pg/ml).

Misky byly ponechany v termostatu pii 28 °C po dobu dvou dnd.

Poté byla provedena colony PCR a agarosova gelova elektroforéza pro
identifikaci pozitivnich klond. Vybér primert, slozeni PCR reakéni smési

I nastaveni termocykléru bylo identické jako v piipadé Escherichia coli.

3.2.3.2 Tvorba bakterialnich konzerv Agrobacterium tumefaciens

EHA105

Pro tsporu ¢asu byly vytvofeny tzv. konzervy pozitivnich kloni A. tumefaciens, jez je

mozné pouzit pro dalsi agroinfiltraci. Postup tvorby konzerv byl nasledujici:

Prvni den byly pozitivni kolonie, které byly potvrzeny pomoci colony PCR,
pfepasazovany na nové agarové misky s kanamycinem (1 pg/ml) a rifampicinem
(0,5 pg/m). Misky byly ponechany v termostatu pti 28 °C po dobu dvou dnd.

Do 3 ml 2YT média byla pfidana selekéni antibiotika: kanamycin (1 pg/ml)
a rifampicin (0,5 pg/ml).

O sténu zkumavky byla pomoci ocka rozetiena vzdy jedna narostla kolonie.

Suspenze byla umisténa na tiepacku a ponechéna dva dny pfi 28 °C, 200 rpm.
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e Po dvou dnech byl 1 ml suspenze napipetovan do Sroubovacich mikrozkumavek
0 objemu 1,5 ml s piidavkem 150 ul 100% glycerolu a dikladné promichan.

e Konzervy byly uchovany v mrazicim boxu pfti -80 °C.

3.2.4 Agroinfiltrace lista Nicotiana benthamiana

Po ovéfeni pritomnosti modifikované virové sekvence v bakteridlnim plasmidu bylo
nutné prenést tuto sekvenci do genomu dvoudélozné rostliny. Jako vhodna rostlina pro
vytvorfeni virovych ¢astic byl zvolen druh Nicotiana benthamiana. Jak bylo zminéno
vySe, modifikovany genom vyuzivaného viru Barley stripe mosaic virus je slozen ze Ctyf
podjednotek. Pro vytvofeni virové Castice je nutna pritomnost vSech 4 podjednotek. Silny
promotor 2x35S zajisti silnou expresi. BSMV ma schopnost se v rostliné N. benthamiana

mnozit.

Agrobacterium tumefaciens nesouci podjednotky a, B, yl byly pfipraveny
ve spolupraci s Bc. Martinem Lukacem v ramci jeho bakaldiské prace. Ackoliv byl
reportérovy gen iLOV ispésné zaklonovan do obou y podjednotek, pro agroinfiltraci byla
dale vyuZivana pouze podjednotka y2:iLOV. Pro agroinfiltraci byla pouzita tato
kombinace virovych podjednotek: a, B, y1, y2:iLOV.

3.2.4.1 Priprava materialu pro agroinfiltraci Nicotiana benthamiana
Jak je uvedeno vySe, pro agroinfiltraci byly zvoleny 4 rtizné podjednotky viru BSMV,
konkrétné a, B, y1 a y2:iLOV. Postup byl nasledujici:

e Nejprve bylo nutné nechat A. tumefaciens nesouci pfislusné plasmidy nartst
v médiu. Do Erlenmayerovy banky se 100 ml 2YT média a selekénimi antibiotiky
(kanamycin - 1 pg/ml; rifampicin - 0,5 pg/ml) bylo napipetovano 200 pl
z bakterialni konzervy pftislusné A. tumefaciens.

e Oznacené banky byly umistény na tfepatku a ponechany 2 dny pii 28 °C,
200 rpm.

e Po dvou dnech byly suspenze pieneseny do centrifugacnich kyvet
a zcentrifugovany pii 2800 g, 10 min, 4 °C.

e Pelety byly rozsuspendovany v agroinfiltraénim médiu, které bylo pfipraveno dle
Tab. 12.

e Jakmile bylo u vSech bakteridlnich suspenzi dosazeno ODggo = 0.7, byly smichany

stejné objemy prisluSnych podjednotek.

37



e Smés byla ponechéna na ttepacce po dobu 3-5 hodin pii 200 rpm a 28 °C.

Tab. 12 Slozeni agroinfiltra¢niho média ve vode¢.

Latka Koncentrace
1 M MES 10 mM
1 M MgCl; 10 mM
100 mM acetosyringon 100 uM

3.2.4.2 Agroinfiltrace

Pro tuto metodu byly vyuzity rostliny Nicotiana benthamiana, staré piiblizné 1 tyden.

e Pomoci injekeni stiikacky bez jehly byly infiltrovany listy z abaxidlni strany.
Kazdy list byl infiltrovan na 3-5 mistech. Oblasti agroinfiltrace byly oznaceny
fixem.

e Rostliny byly piekryty neprusvitnym sackem a ponechdny pies noc pii laboratorni
teploté.

e Druhy den byly umistény do fytotronu (20000 lux, den: 16 hodin/24 °C;
noc: 8 hodin/16 °C; vlhkost: 60 %).

e Po 7 dnech bylo mozné pomoci fluorescenéni mikroskopie ovétit, zda doslo

k pfenosu viru do rostliny.

3.2.4.3 Fluorescen¢ni mikroskopie N. benthamiana

Pro potvrzeni pfitomnosti virovych ¢astic v listech N. benthamiana byla zvolena metoda
fluorescen¢ni mikroskopie, jez bylo mozné provést diky pfitomnosti reportérového genu
(iLOV) na y2 podjednotce BSMV. Mikroskopie probihala ve spolupraci s Mgr. Alzbétou

Némeckovou. Postup byl nasledujici:

e Pomoci sterilniho skalpelu byly z agroinfiltrovanych listd vyfiznuty Ccasti
0 rozmérech cca 1x4 mm.

e Stejné velké casti byly vytiznuty rovnéz z kontrolnich rostlin.

e Vyfiznuté Casti byly umistény na oznacené podlozni sklo s kapkou vody.

e Preparaty byly prekryty krycim sklem.
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e Preparaty byly pozorovany pomoci fluorescencniho konfokéalniho mikroskopu.
Pro detekci iLOV byl zvolen laser o vinové délce 488 nm S odpovidajicim
emisnim filtrem pro zelenou barvu, pro detekci autofluorescence byl zvolen laser

o0 vlnové délce 546 nm s odpovidajicim emisnim filtrem pro ¢ervenou barvu.

3.2.4.4 Priprava virového homogenatu z listi N. benthamiana
Po ovéteni Gspésnosti transformace N. benthamiana byly infiltrované listy sebrany, aby
mohl byt vytvoien tzv. homogenat pro naslednou infekci jednodéloznych rostlin (pSenice,

je¢men). Postup byl nasledujici:

e Pomoci sterilniho skalpelu byly vytiznuty infiltrované ¢asti listi.

e Listy byly zality fosfatovym pufrem (0,5 g listu/1 ml pufru), ktery byl ptipraven
podle Tab. 13.

e V ledové vychlazené tfeci misce byla pomoci tloucku smés zhomogenizovana.

¢ Hotovy homogenat byl po mensich objemech ulozen v mrazicim boxu pfi -20 °C.

Tab. 13 Slozeni fosfatového pufru.

Latka Koncentrace [M] Objem [ml]
NazHPO4 0,1 100
NaH>PO, 0,1 ~ 37 (pro dosazeni pH = 7,2)

3.2.5 Infekce Triticum sp. a Hordeum sp.

Pro infekei jednodéloZnych plodin byly zvoleny 2 rozliéné metody. Prvni metodou byla
abraze listl, druhd spocivala v imbibici semen. Byly infikovany rGzné kultivary
jednotlivych plodin za Gcelem zjisténi infikovatelnosti téchto kultivari virem BSMV.
Dtivodem zjist'ovani infikovatelnosti vyse zminénym virem je Vv ptipadé pSenice nasledna
validace genu rezistence k Blumeria graminis (padli travni) metodou VIGS (virem
indukované umléeni genu), V piipadé¢ jeCmene testovani funkce geni Mla (geny

rezistence k B. graminis) a AVR Al genu z B. graminis.
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3.2.5.1 Abraze lista Triticum sp. a Hordeum sp.
Jedna se o metodu mechanického naruSeni listového povrchu, coZ umozni snadné&jsi
vniknuti virovych ¢éstic do rostliny. Metoda byla provedena podle nésledujiciho

postupu:

e Do oznacenych Petriho misek byla na mokrou buni¢inu umisténa semena. Misky
byly uloZeny do lednice, kde byly uchovavany ve tmé po dobu 3 dni.

e Poté byly misky piesunuty tmy pii laboratorni teploté, kde byly ponechany
do dalsiho dne.

e Nasledujici den byla semena zasazena do substratu, cca 1,5 cm pod povrch.

e Kvétinae se semeny byly umistény do fytotronu (20000 lux,
den: 16 hodin/24 °C; noc: 8 hodin/16 °C; vlhkost: 60 %).

e Jakmile rostliny dosahly stadia 2. listu, mohla byt provedena abraze.

e Vytvoreny homogenat byl rozmrazen a smichdn s nadrcenym silikagelem (5 mg
silikagelu na 1 ml homogenatu; 0,5 % w/v).

e Na prvni list byla jemnym tfenim ruky nanesena smés homogenatu a silikagelu.
Misto abraze bylo oznaceno fixem.

e Rostliny byly piesunuty zpét do fytotronu.

e Po 7 dnech byla provedena fluorescen¢ni mikroskopie.

3.2.5.2 Imbibice semen Triticum sp.
Imbibice neboli smaceni, spoc¢iva v kliceni semen ve zfedéném virovém homogenatu.

Postup byl nasledujici:

e Do oznacenych Petriho misek byla na mokrou buni¢inu umisténa semena. Misky
byly ulozeny do lednice, kde byly uchovavany ve tmé po dobu 3 dni.

e Virovy homogenat byl zfedén destilovanou vodou v poméru 1:100.

¢ Bunicina byla odstranéna z misek. Semena byla zalita zfedénym homogenatem
do poloviny jejich vysky.

e Misky byly zabaleny do alobalu a umistény na tfepacku (2 rpm, laboratorni
teplota), kde byly ponechany 2 dny.

e Nasledné byla semena zasazena do substratu, cca 1,5 cm pod povrch.

e Kvétinace se semeny byly umistétny do fytotronu (20000 lux,
den: 16 hodin/24 °C; noc: 8 hodin/16 °C; vihkost: 60 %).
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e Po 7 dnech byla provedena fluorescen¢ni mikroskopie.

3.2.5.3 Fluorescen¢ni mikroskopie Triticum sp. a Hordeum sp.

Nyni bylo nutné otestovat, zda v rostlinach doslo k expresi iLOV, a tedy infekci virem
BSMYV. Ptiprava preparati a postup mikroskopovani byl stejny, jako v pfipadé
N. benthamiana (viz kapitola 3.2.4.3).
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4 VYSLEDKY
4.1 Klonovani genu iLOV do podjednotek viru BSMV

4.1.1 Amplifikace genu iLOV

Prvnim krokem ptedkladané diplomové prace byla amplifikace genu iLOV z vektoru
PGEX_iLOV. Vysledek této amplifikace byl potvrzen pomoci gelové polyakrylamidové
elektroforézy. Na Obr. 3 lze vidét, ze vznikly PCR produkt méa pozadovanou velikost,

a sice 366 bp. Gen byl tedy tspésné amplifikovan.

4.1.2 Restrik¢ni Stépeni genu iLOV

Pted ligaci genu iLOV do virovych podjednotek y1 a y2 bylo provedeno restrikéni §tépeni
enzymem Apal, ktery z PCR produktu odstranil 14 nukleotidi. Stépeni bylo opét ovéfeno
pomoci gelové polyakrylamidové elektroforézy. Obr. 4 znazoriiuje tispé€$né stépeni PCR

produktu.
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Obr. 3 PCR amplifikace genu iLOV z vektoru pGEX_iLOV. (A) Standard molekulové
hmotnosti GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder. (B) Elektroforetogram PCR produktu.
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Obr. 4 Restrikéni $tépeni genu iLOV z vektoru pGEX_iLOV enzymem Apal. (A) Standard
molekulové hmotnosti GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder. (B) Elektroforetogram
(nestépeny, Stépeny).

4.1.3 Restrikéni Stépeni a defosforylace virovych podjednotek y: a y>

RovnéZ podjednotky viru BSMV byly Stépeny enzymem Apal. Do reakce byla pfidana
také alkalickd fosfatasa, kterd zpiisobila defosforylaci koncli, aby nedoslo ke
znovu-spojeni vektoru. Obr. 5 znazornuje spésné nastépeni obou podjednotek (y1 a y2).
V piipadé¢ nestépeného plasmidu mizeme vidét jeho superspiralizovanou a relaxovanou

formu.

4.1.4 Ligace genu iLOV do virovych podjednotek
Pied transformaci vytvofeného konstruktu do Escherichia coli byla provedena PCR
amplifikace pro ovéteni UspéSnosti ligace. Na Obr. 6 je znazornéno, Ze ligace probé&hla

uspesné, ackoliv bylo ve smeésich obsazeno také nemalé mnozstvi prazdnych vektort.
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* <— Linearni forma plasmidu

Obr. 5 Restrikéni §tépeni podjednotek viru BSMV enzymem Apal. Elektroforetogram.
Stépeny plasmid se pohybuje gelem nejrychleji, proto je na obrazku nejniz.
o0 e

A B .
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Obr. 6 Ovéfeni ligace genu iLOV do podjednotek viru BMSV (A) Standard molekulové
hmotnosti GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder. (B) Elektroforetogram. Podjednotky vy:
avy2 s vlozenym genem iLOV maji velikost 550 bp, resp. 520 bp. Prazdny vektor y: ma
velikost 198 bp, prazdny vektor y» ma velikost 168 bp.
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4.2 Transformace Escherichia coli DH5a

4.2.1 Ovéreni uspéSnosti elektroporace pomoci colony PCR

Ptitomnost vytvoreného konstruktu v bakteridlnim plasmidu byla ovétena pomoci colony
PCR. Primery byly zvoleny tak, aby bylo rovnéZ mozné urcit, které¢ kolonie obsahuji
konstrukty se spravnou orientaci insertu iLOV (pouze v piipadé spravné orientovaného

insertu doslo k amplifikaci a nasledné vizualizaci produktd, Obr. 7).
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Obr. 7 Colony PCR Escherichia coli DH5a. (A) Standard molekulové hmotnosti
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder. (B) Elektroforetogram. Symbolem 3% jsou
oznaeny klony se spravnou orientaci insertu iLOV v podjednotce y,. Symbolem A jsou
oznaeny klony se spravnou orientaci insertu iLOV v podjednotce vy;.

4.2.2 Vyhodnoceni sekvenacnich dat

Kolonie E. coli, které¢ byly prostfednictvim colony PCR identifikovany jako pozitivni, tj.
obsahujici dané konstrukty, byly sekvenovany, aby byly vyselektovany pouze klony bez
nezaddoucich mutaci v sekvenci nukleotidii. Sekvenace byla provadéna Mgr. Lucii
Bilkovou. Obdrzené vysledky sekvenace byly déle analyzovany pomoci softwaru
MEGA-X. Byl proveden alignment vSech sekvenci a byly vyselektovany pouze sekvence

se 100% shodou s referenéni sekvenci.
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4.3 Transformace Agrobacterium tumefaciens EHA105
Piitomnost vyizolovaného bakterialniho plasmidu v koloniich A. tumefaciens byla
potvrzena pomoci colony PCR. Na Obr. 8 jsou znazornény vybrané klony bakterie

A. tumefaciens nesouci modifikované podjednotky viru BSMV, a sice y1:iiLOV
ay2:iLOV.
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Obr. 8 Colony PCR Agrobacterium tumefaciens EHA105. (A) Standard molekulové
hmotnosti GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. (B) Elektroforetogram klont nesoucich
modifikovanou podjednotku vy::iLOV. (C) Elektroforetogram klonl nesoucich
modifikovanou podjednotku y,:iLOV.
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4.4 Agroinfiltrace listi Nicotiana benthamiana

Pomoci fluorescentni mikroskopie byla ovéfena piitomnost viru BSMV v listech
Nicotiana benthamiana. Diky pouziti reportérového genu iLOV a vhodného laseru
(488 nm) a odpovidajicim emisnim filtrem pro zelenou barvu byla identifikovana
pritomnost celého viru v rostlin€. Laser o vinové délce 546 nm s odpovidajicim emisnim
filtrem pro Cervenou barvu byl pouzit pro vylouceni piipadné autofluorescence
(zptisobené napiiklad poranénim listu pfi agroinfiltraci). Vysledky mikroskopovani
N. benthamiana jsou zobrazeny na Obr. 9-11. Na Obr. 9A a 9C lze pozorovat pozitivni
zeleny signal, ktery indikuje pfitomnost iLOV (a tim i pfitomnost celého viru). Obr. 10
znazoriiuje listy tabaku pfi veétSim zvétSeni. RovnéZz mizeme pozorovat pozitivni

fluorescenci. Na Obr. 11, ktery znazorfiuje negativni kontrolu (listy bez oSetfeni), naopak

zeleny signal pozorovat nelze.

Obr. 9 Listy Nicotiana benthamiana oSetfené A. tumefaciens nesouci v2:iLOV. (A)
Pozitivni zeleny signal indikuje pfitomnost reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B)
Pozitivni ¢erveny signal pro zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Piekryv obou
signala. Méfitko: 200 pm; zvétSeni objektivu: 10x.

Obr. 10 Agroinfiltrované listy Nicotiana benthamiana (detail). (A) Pozitivni zeleny signal
indikuje pfitomnost reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal
pro zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Piekryv obou signala. Métitko: 25 pm;
zvétSeni objektivu: 63x (imerzni olej).
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Obr. 11 Listy Nicotiana benthamiana bez oSetfeni (negativni kontrola). (A) Absence
zeleného signalu indikuje nepfitomnost reportérového genu iLOV. (B) Pozitivni ¢erveny
signal pro zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Piekryv obou signala. Méfitko:
200 pm; zvétSeni objektivu: 10x.

4.5 Infekce Triticum sp. a Hordeum sp.

K infekci jednod€loznych plodin byly zvoleny dvé metody — abraze listi a imbibice
semen. Pfi obou metodach byl vyuzivan vytvofeny virovy homogenat. Pomoci
fluorescencni mikroskopie, kterd umoznila detekovat ptfitomnost viru diky reportéru
iILOV, bylo zjisténo, které z pouzitych kultivarti pSenice a je¢mene jsou infikovatelné
virem BSMV. Pii mikroskopovani byly pouzity stejné lasery, jako v ptipadé mikroskopie
N. benthamiana — 488 nm pro detekci iLOV, 546 nm pro detekci autofluorescence. Na

obrazcich 12-27 jsou znazornény vysledky fluorescenéni mikroskopie.

4.5.1 Abraze lista Triticum sp. a Hordeum sp.

K této metodé¢ infekce byly zvoleny rozli€né kultivary pSenice a je¢mene. Na obrazcich
12-14 jsou zobrazeny pSeni¢né kultivary, na obrazcich 15-21 jsou zobrazeny kultivary
je¢mene. Na Obr. 12 je znazornén kultivar EBL. Jedna se o Triticum turgidum, poddruh
diccocum. Jelikoz mizeme pozorovat pozitivni zeleny signal, tento kultivar byl
vyhodnocen jako senzitivni k viru BSMV. Dalsim testovanym kultivarem byl DIM-25
(Triticum durum), ktery je zobrazen na Obr. 13. Tento kultivar byl také vyhodnocen jako
senzitivni. Rovnéz kultivar GZ1 (Triticum turgidum, poddruh diccocum), ktery je

zobrazen na Obr. 14, vykazoval fluorescenci, tedy nachylnost k virové infekci.
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Obr. 12 EBL (Triticum turgidum, poddruh diccocum). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje
ptitomnost reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro
zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signdla. Métitko: 250 um;
zvétSeni objektivu: 10X.

Obr. 13 DIM-25 (Triticum durum). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje ptitomnost
reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Ptekryv obou signali. Métitko: 250 um; zvétSeni
objektivu: 10x.

Obr. 14 GZ1 (Triticum turgidum, poddruh diccocum). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje
ptitomnost reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro
zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signald. Métitko: 150 pum;
zvétSeni objektivu: 10x.
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Dale bylo metodou abraze listli testovano 5 jeCmennych kultivard nesoucich
geny Mla (geny rezistence k Blumeria graminis, tj. padli travni). Kultivary ozna¢ované
jako Timori a BR-5783 byly vyhodnoceny jako senzitivni. Pozitivni signal se rovnéz
vyskytoval rovnéz vice nez 1 cm vedle mista abraze, coz by mohlo znamenat, Ze se virus
rostlinou $ifil. Na Obr. 15 a 16 Ize pozorovat kultivar Timori, pti¢emz Obr. 15 znazoriuje
oblast abraze listu, na Obr. 16 je oblast listu vzdalena 1 cm od mista abraze. Obr. 17 a 18
zobrazuji kultivar BR5783. Obr. 17 znazorfiuje oblast abraze listu, na Obr. 18 je oblast
listu vzdalena 1 cm od mista abraze. Na Obr. 19 je jeCmenny kultivar Lumar, ktery rovnéz
vykazuje pozitivitu, stejné jako kultivar HE2716 na Obr. 20. Naproti tomu posledni
testovany kultivar je¢mene, Algerian 3, byl vyhodnocen jako neinfikovatelny virem

BSMV (znazornéno na Obr. 21). Pro uplnost byla nasnimana také negativni kontrola,

tedy list bez oSetieni virem. Negativni kontrola (listy bez oSetfeni BSMV) je zobrazena
na Obr. 22.

Obr. 15 Timori (Hordeum sp.). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje pFitomnost
reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Ptekryv obou signalt. Mé&titko: 150 um; zvétSeni
objektivu: 10x.

Obr. 16 Timori (Hordeum sp.), pozorovani listu 1 cm od mista abraze. (A) Pozitivni zeleny
signal v horni ¢asti obrazku indikuje ptitomnost reportérového genu iLOV (laser: 488 nm),
tedy Sifeni viru rostlinou. (B) Pozitivni Cerveny signdl pro zobrazeni autofluorescence
(laser: 546 nm). (C) Piekryv obou signalt. Mé&fitko: 250 um; zvétseni objektivu: 10x.
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Obr. 17 BR-5783 (Hordeum sp). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje pfitomnost
reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni erveny signal pro zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signalt. Mé&titko: 150 um; zvétSeni
objektivu: 10x.

Obr. 18 BR-5783 (Hordeum sp.), pozorovani listu 1 ¢cm od mista abraze. (A) Pozitivni
zeleny signal v dolni ¢asti obrazku indikuje ptitomnost reportérového genu iLOV (laser:
488 nm), tedy S8ifeni viru rostlinou. (B) Pozitivni ¢erveny signal pro =zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Ptekryv obou signalt. Méfitko: 150 um; zvétSeni
objektivu: 10x.

Obr. 19 Lumar (Hordeum sp.). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje ptitomnost
reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni erveny signal pro zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signalt. Méfitko: 250 um; zvétSeni
objektivu: 10x.
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Obr. 20 HE-2716 (Hordeum sp.). (A) Pozitivni zeleny signal indikuje pFitomnost
reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni éerveny signal pro zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Ptekryv obou signalt. Métitko: 250 um; zvétSeni
objektivu: 10x.

Obr. 21 Algerian 3 (Hordeum sp.). (A) Negativni zeleny signal indikuje absenci
reportérového genu iLOV, tedy neinfikovatelnost tohoto kultivaru virem BSMV (laser:
488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C)
Prekryv obou signald. Métitko: 250 um; zvétSeni objektivu: 10x.

Obr. 22 Negativni kontrola (listy bez oSetfeni virem BSMV). (A) Absence zeleného
signalu indikuje nepfitomnost reportérového genu iLOV. (B) Pozitivni ¢erveny signal pro
zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signald. Métitko: 250 pum;
zvétSeni objektivu: 10x.

4.5.2 Imbibice semen Triticum sp.

Pro tuto metodu infekce byly zvoleny pouze pseni¢né kultivary. Testovani jeémennych

kultivart nebylo realizovano z divodu slabé¢ klicivosti a pandemické situace ve svété.

52



Na Obr. 23 je zobrazen kultivar DIM-25 (Triticum durum), a na Obr. 24 je zobrazen
kultivar EBL (Triticum turgidum, poddruh diccocum). Oba kultivary nebyly infikované
virem BSMV, jelikoz nevykazovaly pozitivni zeleny signal. Naproti tomu u Kkultivara
TCL-9199 Rhino a GZ1, jeZ jsou zobrazeny na Obr. 25, resp. 26, se objevil slabsi zeleny
signal. Na Obr. 27 je znazornéna negativni kontrola. Pro piehlednost jsou jednotlivé

testované kultivary uvedeny v Tab. 14.

Obr. 23 DIM-25 (Triticum durum). (A) Negativni zeleny signal indikuje absenci
reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro zobrazeni
autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Ptekryv obou signalt. Méfitko: 150 um; zvétSeni
objektivu: 10x.

Obr. 24 EBL (Triticum turgidum, poddruh diccocum). (A) Negativni zeleny signal indikuje
absenci reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni erveny signal pro
zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Piekryv obou signali. Métitko: 250 um;
zvétSeni objektivu: 10x.
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Obr. 25 TCL-9199 Rhino. (A) Pozitivni zeleny signal indikuje pfitomnost reportérového
genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro zobrazeni autofluorescence
(laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signald. Mé&titko: 200 um; zvétSeni objektivu: 10x.

Obr. 26 GZ1 (Triticum turgidum, poddruh diccocum). Pozitivni zeleny signal indikuje
pfitomnost reportérového genu iLOV (laser: 488 nm). (B) Pozitivni ¢erveny signal pro
zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Piekryv obou signalt. Métitko: 200 pum;
zvétSeni objektivu: 10x.

Obr. 27 Negativni kontrola (listy bez oSetfeni virem BSMV). (A) Absence zeleného
signalu indikuje nepfitomnost reportérového genu iLOV. (B) Pozitivni ¢erveny signal pro
zobrazeni autofluorescence (laser: 546 nm). (C) Pfekryv obou signali. Métfitko: 200 pum;
zvétSeni objektivu: 10x.
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Tab. 14 Infikovatelnost kultivari pSenice a je¢mene virem BSMV.

Infikovatelnost

Rostlinny druh Kultivar Abraze listQ Imbibice semen
PSenice DIM 25-5 ano ne
EBL ano ne
GZ1 ano ano
TCL-9199 Rhino prozatim netestovano |ano
Je€men Timori ano (i Sireni viru) prozatim netestovano
BR-5783 ano (i Sireni viru) prozatim netestovano
Lumar ano prozatim netestovano
HE-2716 ano prozatim netestovano
Algerian 3 ne prozatim netestovano
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5 DISKUZE

Jednim z cilt této diplomové prace bylo navySeni funk¢ni kapacity viru Barley stripe
mosaic virus pouzitim reportérového genu iLOV, ktery ma zhruba polovicni velikost proti
bézn¢ vyuzivanému reportérovému genu GFP. Reportér iLOV byl naklonovan do dvou
podjednotek virového genomu, a sice y1 a y2. Prostfednictvim elektropora¢ni metody byla
modifikovana DNA pienesena do Agrobacterium tumefaciens EHA105 pro tucely
nasledné agroinfiltrace Nicotiana benthamiana. K infekci jednodéloznych plodin byly

vyuzity dvé metody, abraze listi a imbibice semen.

Vyuziti BSMV jako vhodného nastroje pro VIGS bylo prokazano v n€kolika
studiich, napt. v Yuan et al. (2011) ¢i Liang et al. (2015). Dosavadni systém se vSak

potykal s nékolika omezenimi, jako napiiklad nerovnomérnou distribuci uml¢ovani gend.

Vysledky abraze listl dokazuji, Ze se rostliny virem BSMV podafilo infikovat.
Distribuce signalu je vSak velmi nerovnomérna. Mnoho bunék nevykazuje zadnou
fluorescenci. Tento vysledek koresponduje s poznatky Cheuk a Houde (2018). Z tohoto
lze odvodit, Ze se virové ¢astice nachazely pouze v mistech, kde doslo k mechanickému
naruSeni povrchu listu silikagelem. V pfipadé dvou testovanych kultivard byla
fluorescence zjiSténa také mimo misto abraze. Tento vysledek by mohl potvrzovat Siteni

viru rostlinou.

Metoda imbibice semen byla v ptipadé dvou pseni¢nych kultivarti uspésna, ackoliv
intenzita fluorescence byla vyrazné slabsi nez u abraze listi. V ¢lanku Cheuk a Houde
(2018) bylo dosazeno mnohem silngj$iho a uniformniho fluorescen¢niho signalu pti
provadéni imbibice semen. Stejné jako v této diplomové praci bylo mikroskopické
pozorovani provadéno po 7 dnech od infekce. Lze piedpokladat, ze pro infekci zde
pouzitych kultivarti by bylo potieba provést imbibici semen v méné nafedéném virovém
homogenatu. Tato optimalizace by méla vést k rovhomérné expresi gent v rtiznych
typech pletiv jiz v prvni generaci. Rovnéz je nutné otestovat veétsi mnozstvi kultivard, coz
by bylo vzhledem K ptipravenému materialu casové nenarocné. Jedna se o relativné
snadnou, ¢asové i finanéné nenarocnou metodu v porovnani s produkci transgennich

rostlin. Tento nastroj muze byt v budoucnu vyuzit pro studium funkce kandidatnich gent.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala vyuzitim viru Barley stripe mosaic virus jako
potencialn¢ vhodného vektoru pro editaci genomu jednod€loznych rostlin. V ramci
teoretické Casti byly prostudovany a sepsany informace o pSenici, editaci genomu,
moznostech tradi¢nich i modernich zpisobu transformace, alternativnich pfistupech
vyuzivajicich viry jako VIGS a VOX, a v neposledni fadé o virech vhodnych pro editaci

genomu.

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na navySeni funkéni kapacity viru
Barley stripe mosaic virus pouzitim reportérového genu iLOV, ktery byl uspésné
naklonovan do dvou podjednotek viru. Po vytvofeni konstruktu byla provedena
transformace Escherichia coli DH5a. Pomoci colony PCR a sekvenace bylo zjisténo,
které klony obsahuji pfesnou sekvenci nukleotidii a byla provedena izolace plasmidové
DNA. Pro tucely agroinfiltrace Nicotiana benthamiana byly plasmidem uspésné
transformovany bunky Agrobacterium tumefaciens EHA105. Vytvofenou suspenzi
bun¢k Agrobacteria obsahujici modifikované virové podjednotky byla provedena
agroinfiltrace listd N. benthamiana. Po ovéfeni uspéSnosti agroinfiltrace pomoci

fluorescenéniho mikroskopu byl z infiltrovanych listi vytvofen homogenat.

Dal$im cilem prace bylo ovéfit infikovatelnost vybranych kultivari pSenice
a je¢mene. Pro infekci byly zvoleny dveé rozliéné metody — abraze listli a imbibice semen.
Uspésnost  infekce jednotlivych kultivari byla ovéfena pomoci fluorescenéni
mikroskopie. Z celkem 8 kultivard infikovanych metodou abraze listd bylo
7 vyhodnoceno jako pozitivni (tedy infikovatelné virem BSMV). V ptipad¢ 2 kultivart
lze hovofit rovnéz o Sifeni viru rostlinou. Metodou imbibice semen byly infikovany

4 kultivary, z nichz u 2 byla potvrzena infikovatelnost virem BSMV.

Dtivodem zjistovani infikovatelnosti vySe zminénym virem byla v pfipadé pSenice
nasledna validace genu rezistence k Blumeria graminis (padli travni) metodou VIGS
(virem indukované umléeni genu), v pfipad¢ je¢mene testovani funkce gentt Mla (geny

rezistence k B. graminis) a AVR Al genti z B. graminis.

V ramci prace byl piipraven dostatek materialu pro dalsi praci s virem BSMV. Byly
vyhotoveny konzervy bunék Escherichia coli DH5a a Agrobacterium tumefaciens

EHA105 nesoucich podjednotky y: a y2 s reportérovym genem iLOV. Rovnéz bylo

57



pfipraveno dostatecné mnozstvi virového homogenatu z listi N. benthamiana, ktery lze

pouzit pro otestovani novych kultivara.

58



7 LITERATURA

Appels R., Eversole K., Stein N., Feuillet C., Keller B., Rogers J., Pozniak C.J., Choulet
F., Distelfeld A., Poland J., Ronen G., Sharpe A.G., Barad O., Baruch K., Keeble-Gagnére G.,
Mascher M., Ben-Zvi G., Josselin A.-A., Himmelbach A., Balfourier F., Gutierrez-
Gonzalez J., Hayden M., Koh C., Muehlbauer G., Pasam R.K., Paux E., Rigault P., Tibbits J.,
Tiwari V., Spannagl M., Lang D., Gundlach H., Haberer G., Mayer K.F.X., Ormanbekova D.,
Prade V., Simkova H., Wicker T., Swarbreck D., Rimbert H., Felder M., Guilhot N.,
Kaithakottil G., Keilwagen J., Leroy P., Lux T., Twardziok S., Venturini L., Juhasz A.,
Abrouk M., Fischer 1., Uauy C., Borrill P., Ramirez-Gonzalez R.H., Arnaud D., Chalabi S.,
Chalhoub B., Cory A., Datla R., Davey M.W., Jacobs J., Robinson S.J., Steuernagel B.,
Ex F.V., Wulff B.B.H., Benhamed M., Bendahmane A., Concia L., Latrasse D., Barto$ J.,
Bellec A., Berges H., Dolezel J., Frenkel Z., Gill B., Korol A., Letellier T., Olsen O.-A.,
Singh K., Valarik M., Vossen E.V.D., Vautrin S., Weining S., Fahima T., Glikson V., Raats
D., Cihalikova J., Toegelova H., Vrana J., Sourdille P., Darrier B., Barabaschi D.,
Cattivelli L., Hernandez P., Galvez S., Budak H., Jones J.D.G., Witek K., Yu G., Small 1.,
Melonek J., Zhou R., Belova T., Kanyuka K., King R., Nilsen K., Walkowiak S., Cuthbert R.,
Knox R., Wiebe K., Xiang D., Rohde A., Golds T., Cizkova J., Akpinar B.A., Biyiklioglu
S., Gao L., N’Daiye A., Kubalakovd M., Safii J., Alfama F., Adam-Blondon A.-F.,
Flores R., Guerche C., Loaec M., Quesneville H., Condie J., Ens J., Maclachlan R., Tan
Y., Alberti A., Aury J.-M., Barbe V., Couloux A., Cruaud C., Labadie K., Mangenot S.,
Wincker P., Kaur G., Luo M., Sehgal S., Chhuneja P., Gupta O.P., Jindal S., Kaur P., Malik
P., Sharma P., Yadav B., Singh N.K., Khurana J.P., Chaudhary C., Khurana P., Kumar V.,
Mahato A., Mathur S., Sevanthi A., Sharma N., Tomar R.S., HoluSova K., Plihal O.,
Clark M.D., Heavens D., Kettleborough G., Wright J., Balcarkova B., Hu Y., Salina E.,
Ravin N., Skryabin K., Beletsky A., Kadnikov V., Mardanov A., Nesterov M., Rakitin A.,
Sergeeva E., Handa H., Kanamori H., Katagiri S., Kobayashi F., Nasuda S., Tanaka T., Wu J.,
Cattonaro F., Jiumeng M., Kugler K., Pfeifer M., Sandve S., Xun X., Zhan B., Batley J., Bayer
P.E., Edwards D., Hayashi S., Tulpova Z., Visendi P., Cui L., Du X., Feng K., Nie X., Tong
W., Wang L. (2018): Shifting the limits in wheat research and breeding using a fully annotated
reference genome. Science 361.

Alexandratos N., Bruinsma J. (2012): World agriculture towards 2030/2050: the 2012 revision.
ESA Working paper 12(3).

Barrangou R. (2015): The roles of CRISPR-Cas systems in adaptive immunity and beyond.
Current Opinion in Immunology 32, 36-41.

Baulcombe D.C., Chapman S., Santa-Cruz S. (1995): Jellyfish green fluorescent protein as a
reporter for virus infections. The Plant Journal 7, 1045-1053.

Beijerinck M. W. (1898): Uber ein Contagium vivum fluidum als Ursache der Fleckenkrankheit
der Tabaksblitter. Verhandelingen der Koninklijke akademie van Wetenschappen te
Amsterdam 65, 1-22.

Belfort M., Roberts R.J. (1997): Homing endonucleases: keeping the house in order. Nucleic
Acids Research 25, 3379-3388.

Bhalla P.L. (2006): Genetic engineering of wheat-current challenges and opportunities. Trends in
Biotechnology 24, 305-311.

Bibikova M., Carroll D., Segal D.J., Trautman J.K., Smith J., Kim Y.G., Chandrasegaran S.
(2001): Stimulation of homologous recombination through targeted cleavage by chimeric
nucleases. Molecular and Cellular Biology 21, 289-297.

Bitinaite J., Wah D. A., Aggarwal A. K., Schildkraut 1. (1998): Fokl dimerization is required for
DNA cleavage. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 95, 10570-10575.

Bogdanove A. J., Voytas D. F. (2011). TAL Effectors: Customizable Proteins for DNA Targeting.
Science 333(6051), 1843-1846.

Boch J., Scholze H., Schornack S., Landgraf A., Hahn S., Kay S., Lahaye T., Nickstadt A., Bonas
U. (2009) Breaking the code of DNA binding specificity of TAL-type Il effectors. Science
326 1509-1512.

59


https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier

Boch J., Bonas U. (2010): Xanthomonas AvrBs3 family-type 11 effectors: discovery and function.
Annual Review of Phytopathology 48, 419-36.

Bolotin A., Quinquis B., Sorokin A., Ehrlich S. (2005) Clustered regularly interspaced short
palindrome repeats (CRISPRS) have spacers of extrachromosomal origin. Microbiology 151,
2551-2561.

Bragg J.N., Jackson A.O. (2004): The C-terminal region of the Barley stripe mosaic virus gamma
b protein participates in homologous interactions and is required for suppression of RNA
silencing. Molecular Plant Pathology 5(5), 465-481.

Bragg J.N., Lim H.S., Jackson A.O. (2008): Hordeivirus. In: Encyclopedia of Virology (Mahy
B.W.J., Regenmortel M.H.V.v. eds.), Oxford Academic Press, 459-467.

Cakir C., Gillespie M.E., Scofield S.R. (2010): Rapid determination of gene function by virus-
induced gene silencing in wheat and barley. Crop Science 50, 77-84.

Cermak T., Doyle E.L., Christian M., Wang L., Zhang Y., Schmidt C., Baller J.A., Somia N.V.,
Bogdanove A.J., and Voytas D.F. (2011): Efficient design and assembly of custom TALEN
and other TAL effector-based constructs for DNA targeting. Nucleic Acids Research 39(12).

Cooper R. (2015): Re-discovering ancient wheat varieties as functional foods. Journal of
traditional and complementary medicine 5(3), 138-143.

Davies J. P., Kumar S., Sastry-Dent L. (2017): Use of Zinc-Finger Nucleases for Crop
Improvement. Gene Editing in Plants, 47-63.

de Framond A.J., Bevan M.\W., Barton K.A., Flavell R., Chilton M.D. (1983): Mini-Ti plasmid
and a chimeric gene construct: New approaches to plant gene vector construction. In: Advances
in Gene Technology: Molecular Genetics of Plants and Animals. Miami Winter Symp
(Downey K., Voellmy R.W., Ahmad F. eds.), Florida, Elsevier, 159-170.

Donald R.G., Jackson A.O. (1994): The Barley stripe mosaic virus gamma b gene encodes a
multifunctional cysteine-rich protein that affects pathogenesis. The Plant Cell 6(11), 1593-
1606.

Dubcovsky J., Dvotak J. (2007): Genome plasticity a key factor in the success of polyploid wheat
under domestication. Science 316, 1862-1866.

Dvoiak J., McGuire P. E., Cassidy B. (1988): Apparent sources of the A genomes of wheats
inferred from polymorphism in abundance and restriction fragment length of repeated 51
nucleotide sequences. Genome 30(5), 680-689.

Dvoiak J., Zhang H. B. (1990): Variation in repeated nucleotide sequences sheds light on the
phylogeny of the wheat B and G genomes. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 87, 9640-9644.

Dvotak J., Terlizzi P. Zhang H. B., Resta P. (1993): The evolution of polyploid wheats:
identification of the A genome donor species. Genome 36(1), 21-31.

Feldman M., Lupton F. G. H., Miller T. E. (1995): Wheat. In: Evolution of Crop Plants (Smartt
J., Simmonds N. W. eds.), New York: Longman Scientific and Technical, 184-192.

Feuillet C., Langridge P., Waugh R. (2007): Cereal breeding takes a walk on the wild side. Trends
in Genetics 24(1), 24-32.

Fromm M., Taylor L.P., Walbot V. (1985): Expression of genes transferred into monocot and
dicot plant cells by electroporation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 82(17), 5824-5828.

Furth P.A. (1997): Gene transfer by biolistic process. Molecular Biotechnology 7(2), 139-143.

Gelvin S.B. (2003): Agrobacterium-mediated plant transformation: the biology behind the “gene-
jockeying” tool. Microbiology and Molecular Biology Reviews 67, 16-37.

Griffiths S., Sharp R., Foote T. N., Bertin 1., Wanous M., Reader S., Colas I., Moore G. (2006):
Moleculer characterization of Phl as a major chromosome pairing locus in polyploid wheat.
Nature 439, 749-752.

Halpin C. (2005): Gene stacking in transgenic plants: the challenge for 21st century plant
biotechnology. Plant Biotechnology Journal 3, 141-155.

Hamilton C. M., Frary A., Lewis C., Tanksley S. D. (1996): Stable transfer of intact high
molecular weight DNA into plant chromosome. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the of the United States of America 93(18): 9975-9979.

60



Hefferon K. (2014): Plant virus expression vector development: new per-spectives. BioMed
Research International 3.

Hein |., Barciszewska-Pacak M., Hrubikova K., Williamson S., Dinesen M., Soenderby I.E.,
Sundar S., Jarmolowski A., Shirasu K., Lacomme C. (2005): Virus-induced gene silencing-
based functional characterization of genes associated with powdery mildew resistance in
barley. Plant Physiology 138, 2155-2164.

Heun M., Schafer-Pregl R., Klawan D., Castagna R., Accerbi M., Borghi B., Salamini F. (1997):
Site of einkorn wheat domestication identified by DNA fingerpriting. Science 278(5341),
1312-1314.

Heyer W.D., Ehmsen K.T., Liu J. (2010): Regulation of homologous recombination in
eukaryotes. Annual Review of Genetics 44, 113-139.

Chapman S., Kavanagh T., Baulcombe D. (1992): Potato virus X as a vector for gene expression
in plants. The Plant Journal 2, 549-557.

Chapman S., Faulkner C., Kaiserli E., Garcia-Mata C., Savenkov E.I., Roberts A.G., Oparka K.J.,
Christie J.M. (2008): The photoreversible fluorescent protein iLOV outperforms GFP as a
reporter of plant virus infection. Proceedings of the National Academy of Sciences 105(50),
20038-20043.

Cheuk A., Houde M. (2018): A new Barley stripe mosaic virus allows large protein
overexpression for rapid function analysis. Plant Physiology 176(3), 1919-1931.

Cheng M., Fry J.E., Pang S., Zhou H., Hironaka C.M., Duncan D.R., Conner T.W., Wan Y.
(1997): Genetic transformation of wheat mediated by Agrobacterium tumefaciens. Plant
Physiology 115, 971-980.

Chevalier B.S., Stoddard B.L. (2001): Homing endonucleases: Structural and functional insight
into the catalysts of intron/intein mobility. Nucleic Acids Research 29, 3757-3774.

Chilton M.D., Drummond M.H., Merio D.J., Sciaky D., Montoya A.L., Gordon M.P., Nester E.W.
(1977): Stable incorporation of plasmid DNA into higher plant cells: the molecular basis of
crown gall tumorigenesis. Cell 11, 263-271.

Choulet F., Wicker T., Rustenholz C., Paux E., Salse J., Leroy P., Schlub S., Le Paslier M. C.,
Magdelenat G., Gonthier C., Couloux A., Budak H., Breen J., Pumphrey M., Liu S., Kong X.,
Jia J., Gut M., Brunel D., Anderson J. A., Gill B. S., Appels R., Keller B., Feuillet C. (2010):
Megabase level sequencing reveals contrasted 53 organization and evolution patterns of the
wheat gene and transposable element spaces. The Plant Cell 22(6), 1686-1701.

Christian M., Cermak T., Doyle E. L., Schmidt C., Zhang F., Hummel A., Bogdanove A. J.,
Voytas, D.F. (2010): Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases.
Genetics 186, 757-761.

Ishino Y., Shinagawa H., Makino K., Amemura M., Nakata A. (1987): Nucleotide sequence of
the iap gene, responsible for alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia coli, and
identification of the gene product. Journal of Bacteriology 169(12), 5429-5433.

Iwanowski D. (1892): Uber die Mosaikkrankheit der Tabakspflanze. Bulletin Scientifique Publié
Par I'Académie Impériale des Sciences de Saint-Pétersbourg 35, 67-70.

Jackson A., Hunter B., Gustafson G. (1989): Hordeivirus relationships and genome
organization. Annual Review of Phytopathology 27, 95-121.

Jackson A.O., Lim H.S., Bragg J., Ganesan U., Lee M.Y. (2009): Hordeivirus replication,
movement, and pathogenesis. Annual Review of Phytopathology 47, 385-422.

Jia H.G., Pang Y.Q., Fang RX. (2003): Agroinoculation as a simple way todeliver a tobacco
mosaic virus-based expression vector. Acta Botanica Sinica 45, 770-773.

Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M. (2012): A programmable dual-RNA—guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816-821.

Kaeppler H., Somers D.A., Rines H.W., Cockburn A.F. (1990): Silicon karbide fiber-mediated
DNA delivery into plant cells. Plant Cell Reports 9, 415-418.

Kellogg E. A. (2001): Evolutionary history of the grasses. Plant Physiology 125, 1198-1205.

Kim H., Kim J. (2014:): A guide to genome engineering with programmable nucleases. Nature
Reviews Genetics 15, 321-334.

61



Koonin E.V., Dolja V.V. (1993): Evolution and taxonomy of positive-strand RNA viruses:
implications of comparative analysis of amino acid sequences. Critical Reviews in
Biochemistry and Molecular Biology 28(5), 375-430.

Lai K.S., Abdullah P., Yusoff K., Mahmood M. (2011): An efficient protocol for particle
bombardment-mediated transformation of Centella asiatica callus. Acta Physiologiae
Plantarum 33(6), 2547-2552.

Lai K.S., Yusoff K., Mahmood M. (2012): Heterologous expression of hemagglutinin-
neuraminidase protein from Newcastle disease virus strain AF2240 in Centella asiatica. Acta
Biologica Cracoviensia/Series Botanica 54(1), 142-147.

Lee W.S., Hammond-Kosack K.E., Kanyuka K. (2012): Barley stripe mosaic virus-mediated
tools for investigating gene function in cereal plants and their pathogens: virus-induced gene
silencing, host-mediated gene silencing, and virus-mediated overexpression of heterologous
protein. Plant Physiology 160(2), 582-590.

Li T., Huang S., Jiang W. Z., Wright D., Spalding M. H., Weeks D.P., Yang B. (2011): TAL
nucleases (TALNSs): hybrid proteins composed of TAL effectors and Fokl DNA cleavage
domain. Nucleic Acids Research 39, 359-372.

LiJR, Ye X.G., AnB.Y., Du L.P, Xu H.J. (2012): Genetic transformation of wheat: current status
and future prospects. Plant Biotechnology 6, 183-193.

Li T., Liu B., Spalding M.H., Weeks D.P., Yang B. (2012): High-efficiency TALEN-based gene
editing produces disease-resistant rice. Nature Biotechnology 30(5), 390-392.

Liang J., Chen X., Zhao H., Yu S., Long H., Deng G., Pan Z., Yu M. (2015): The impacts of
BSMV on vegetative growth and water status in hulless barley (Hordeum vulgare var. nudum)
in VIGS study. Acta Societatis Botanicorum Poloniae 84, 43-51.

Lieber M. R. (2010): The mechanism of double-strand DNA break repair by the nonhomologous
DNA end-joining pathway. Annual Review of Biochemistry 79, 181-211.

Low L.Y., Yang S.K., Kok D.X.A., Ong-Abdullah J., Tan N.P., Lai K.S. (2018): Transgenic
plants: gene constructs, vector and transformation method. New visions in plant science, 43-
62.

Lu R., Martin-Hernandez A.M., Peart J.R., Malcuit I., Baulcombe D.C. (2003): Virus-induced
gene silencing in plants. Methods 30, 296-303.

Luo M.C., Yang Z.L., You F.M., Kawahara T., Waines J.G., Dvorak J. (2007): The structure of
wild and domesticated emmer wheat population, gene flow between them, and the site of
emmer domesticaion. Theoretical and Applied Genetics 114(6), 947-959.

Mahas A., Ali Z., Tashkandi M., Mahfouz M. M. (2019): Virus-Mediated Genome Editing in
Plants Using the CRISPR/Cas9 System. Plant Genome Editing with CRISPR Systems, 311-
326.

Mahfouz M. M., Li L., Shamimuzzaman M., Wibowo A., Fang X., Zhu J.K. (2011): De novo-
engineered transcriptionactivator-like effector (TALE) hybrid nuclease with novel DNA
binding specificity creates double-strand breaks. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 108, 2623-2628.

Makarova K.S., Wolf Y.I, Alkhnbashi O.S., Costa F., Shah S.A., Saunders S.J., Barrangou R.,
Brouns S.J.J., Charpentier E., Haft D.H., Horvath P., Moineau S., Mojica F.J.M., Terns R.M.,
Terns M.P., White M.F., Yakunin A.F., Garrett R.A., van der Oost J., Backofen R., Koonin
E.V. (2015): An updated evolutionary classification of CRISPR—Cas systems. Nature Reviews
Microbiology 13, 722-736.

Martinez-Perez E., Shaw P., Moore G. (2001): The Ph1 locus is needed to ensure specific somatic
and meiotic centromere asociation. Nature 411, 2024-2307.

Mayer A. (1886): Uber die Mosaikkrankheit des Tabaks. Die Landwirtschaftliche Versuchs-
stationen 32, 451-467.

Miller J., Mclachlan A., Klug A. (1985). Repetitive zinc-binding domains in the protein
transcription factor Illa from Xenopus Oocytes. The EMBO Journal 4, 1609-1614.

Miller J.C., Holmes M.C., Wang J., Guschin D.Y., Lee Y.-L., Rupniewski I., Beausejour C.M.,
Waite A.J., Wang N.S., Kim K.A., Gregory P.D., Pabo C.O., Rebar, E.J. (2007): An improved
zinc-finger nuclease architecture for highly specific genome editing. Nature Biotechnology 25,
778-785.

62



Miller J.C., Tan S., Qiao G., Barlow K.A., Wang J., Xia D.F., Meng X., Paschon D.E., Leung E.,
Hinkley S.J., Dulay G.P., Hua K.L., Ankoudinova I., Cost G.J., Urnov F.D., Zhang H.S.,
Holmes M.C., Zhang L., Gregory P.D., Rebar E.J. (2011): A TALE nuclease architecture for
efficient genome editing. Nature Biotechnology 29, 143-148.

Mojica F., Garcia-Martinez J., Soria E. (2005): Intervening sequences of regularly spaced
prokaryotic repeats derive from foreign genetic elements. Journal of Molecular Evolution 60,
174-182.

Moore G., Devos K. M., Wang Z., Gale M. D. (1995): Cereal genome evolution. Grasses, line up
and form a circle. Current biology 5(7), 737-739.

Moynahan M. E., Jasin, M. (2010): Mitotic homologous recombination maintains genomic
stability and suppresses tumorigenesis. Nature Reviews Molecular Cell Biology 11, 196-207.

Napoli C., Lemieux C., Jorgensen R. (1990): Introduction of achimeric chalcone synthase gene
into petunia results inreversible co-suppression of homologous genes in trans. The Plant Cell
2(4), 279-89.

Nekrasov V., Wang C., Win J., Lanz C., Weigel D., Kamoun S. (2017): Rapid generation of a
transgene free powdery mildew resistant tomato by genome deletion. Science Reports 7, 48.

Pavletich N.P., Pabo C.O. (1991): Zinc finger-DNA recognition: crystal structure of a Zif268-
DNA complex at 2.1 A. Science 252, 809-817.

Potrykus 1. (1991): Gene transfer to plants: Assessment of published approaches and results.
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 42(1), 205-225.

Pourcel C., Salvignol G., Vergnaud G. (2005): CRISPR elements in Yersinia pestis acquire new
repeats by preferential uptake of bacteriophage DNA, and provide additional tools for
evolutionary studies. Microbiology 51, 653-663.

Puchta H., Dujon B., Hohn B. (1993): Homologous recombination in plant cells is enhanced by
in vivo induction of double strand breaks into DNA by a site-specific endonuclease. Nucleic
Acids Research 21(22), 5034-5040.

Puchta H., Dujon B., Hohn B. (1996): Two different but related mechanisms are used in plants
for the repair of genomic double-strand breaks by homologous recombination. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 93, 5055-5060.

Puchta H., Fauser F. (2014): Synthetic nucleases for genome engineering in plants: prospects for
a bright future. The Plant Journal 78, 727-741.

Rakoczy-Tojanovska M. (2002): Alternative methods of plant transformation — a short rewiew.
Cellular & molecular biology letters 7, 849-858.

San Filippo J., Sung P., Klein H. (2008): Mechanism of eukaryotic homologous recombination.
Annual Review of Biochemistry 77, 229-257.

Sanford J.C. (1990): Biolistic plant transformation. Physiologia Plantarum 79(1), 206-209.
Scholthof H.B., Scholthof K.B., Jackson A.O. (1996): Plant Virus Gene Vectors for Transient
Expression of Foreign Proteins in Plants. Annual Review of Phytopathology 34, 299-323.
Schornack S., Meyer A., Romer P., Jordan T., Lahaye T. (2006): Gene-for-gene-mediated
recognition of nuclear-targeted AvrBs3-like bacterial effector proteins. Journal of Plant

Physiology 163, 256-272.

Song G., Jia M., Chen K., Kong K., Khattak B., Xie C., Li A., Mao L. (2016): CRISPR/Cas9: A
powerful tool for crop genome editing. The Crop Journal 4, 75-82.

Vasil V., Castillo A.M., Fromm M.E., Vasil I.K. (1992): Herbicide resistant fertile transgenic
wheat plants obtained by microprojectile bombardment of regenerable embryogenic callus.
Bio/Technology 10, 667-674.

Voytas D. F. (2013): Plant genome engineering with sequence-specific nucleases. Annual Review
of Plant Biology 64, 327-350.

Wang Y., Cheng X., Shan Q., Zhang Y., Liu J., Gao C., Qiu J.L. (2014): Simultaneous editing of
three homoeoalleles in hexaploid bread wheat confers heritable resistance to powdery mildew.
Nature Biotechnology 32(9), 947-951.

Watabe H., lino T., Kaneko T., Shibata T., Ando T. (1983): A new class of site-specific
endodeoxyribonucleases. Endo.Sce | isolated from a eukaryote, Saccharomyces cerevisiae.
The Journal of Biological Chemistry 258, 4663-4665.

63



Yuan C,, Li C,, Yan L., Jackson A.O., Liu Z., Han C., Yu J., Li D. (2011): A high throughput
Barley stripe mosaic virus vector for virus induced gene silencing in monocots and
dicots. PLoS ONE 6.

Zamore P. D., Tuschl T., Sharp P. A., Bartel, D. P. (2000): RNA.. Cell 101(1), 25-33.

Zhang Y., Liang Z., Zong Y., Wang Y., Liu J., Chen K., Qiu J.L., Gao C. (2016): Efficient and
transgene-free genome editing in wheat through transient expression of CRISPR/Cas9 DNA
or RNA. Nature Communications 7.

64



8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMV
bp
BSMV
CaMV
CP
CRISPR
CcrRNA
DNA
dNTP
DSB
dsRNA
EDTA
HDR
HSP90
CHS
INDEL
IWGSC
kb
MAS
MCS
MRNA
NHEJ
oD
OECD
PAM
PCR
RISC
RNA
RNAI
RVD
SDSA
SgRNA
SiRNA
SSA
SSRNA
TALEN
T-DNA
TGB
™MV
tracrRNA
U

uv
VIGS
VOX
ZFN

Virus mozaiky vojtésky

pary bazi

Barley stripe mosaic virus

Virus kvétadkové mozaiky

obalovy protein

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
crispr RNA

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotid trifosfat
dvouftetézcové zlomy

dvoufetézcovd RNA

kyselina ethylendiaminotetraoctova
homologni rekombinace

heat shock protein 90

chalkon synthasa

inzerce/delece

Mezinarodni konsorcium pro sekvenovani genomu psenice
kilobaze

markerem zprostiedkovana selekce
multiklonovaci misto

messengerova RNA

nehomologni spojeni konct

opticka hustota

Organizace pro hospodéaiskou spolupréci a rozvoj
protospacer-sousedici motiv
polymerasova fetézova reakce
RNA-induced silencing complex
ribonukleova kyselina

RNA interference

repeat-variable diresidue
hybridizace fetézcl zavislé na syntéze
single-guide RNA

mala interferujici RNA
jednotetézcova hybridizace
jednotetézcova RNA

Transcription activator-like nukleasa
transferova DNA

triple gene block protein

Virus tabakové mozaiky
transaktivacni RNA

jednotka enzymové aktivity
ultrafialové zatreni

virem indukované uml¢eni genu
virem zprostfedkovana nadexprese
Zinc finger nucleasa
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