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Pouziti rostlinnych vira pro navozeni cilenych
epigenetickych zmén u Solanum tuberosum a Nicotiana

benthamiana

Souhrn

Predkladana diplomova prace se zabyva navozenim cilenych epigenetickych zmén
pomoci upraveného X viru bramboru (PVX, Potato virus X). Z rostlin Solanum tuberosum
a Nicotiana benthamiana byl pomoci PCR a specialné navrzenych primeri izolovan gen
nesouci sekvenci PDS. Primery byly navrzeny tak, aby byly univerzalni pro obé€ rostliny a Tm
teplota byla v rozmezi 5 °C. Na hrani¢nich tsecich PCR produkt byla pfidana restrikéni
mista (Xhol a Clal) navrZena tak, aby po vlozeni do PVX byla sekvence PDS v AS orientaci.
Virovy vektor pGR106 byl pozdéji vnesen do rostlin za pomoci Agrobacterium tumefaciens.
Tim doslo k degradaci cilového transkriptu, vedouciho k umlceni (silence) genu. Jedna se
tedy PTGS (posttranscriptional gene silencing). Fenotypovym projevem je ¢asteéné
vyblednuti zeleného rostlinného pletiva.

Cast rostlin se inokulovala v podminkach in vitro, a proto musela byt vypracovana

nova metodika, umoziujici u€innou inokulaci rostlin sterilnim virovym inokulem.

Klic¢ova slova: PV X, PDS, Post — transkripcni genovy silencing, DNA



Introducing targeted epigenetic changes in Solanum

tuberosum and Nicotiana benthamiana by plant viruses

Summary

In this thesis we have focused on the induction of targeted epigenetic changes using
modified Potato Virus X vector (PVX, Potato virus X). The gene coding sequence phytoene
desaturase (PDS) was isloated from Solanum tuberosum and Nicotiana benthamiana plants
using PCR. Primers were specifically designed as universal for both plant species and their
Tm temperatures was in the range of 5 °C. The primers also added flanking restriction sites
Xhol and Clal to simplify cloning of PDS PCR products into full length PV X viral vector in
AS orientation. The PVX viral vector pGR106 was later introduced into the plants using
Agrobacterium tumefaciens. Infection led to the degradation of the target transcript and to
efficient gene silencing (PTGS posttranscriptional gene silencing). The process has been
manifested by complete or partial fading of a green plant tissue phenotype..

Some of the plants were aslso inoculated in in vitro conditions, for which a novel

technique has been implemented.

Keywords: PVX, PDS, Posttranscriptional gene silencing, DNA
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1. Uvod

Rostlinné viry, nebo také fytoviry, jsou obligatni vnitrobunécni parazité rostlin. Kazdy
fytovirus ma svij vlastni okruh hostitelskych rostlin. Casto to byvaji kulturni plodiny, ve
kterych mohou zpusobovat zna¢né Skody. V napadenych rostlinach ¢asto dochazi k rozvoji
pro dany virus typickych priznaku napt. listové skvrnitosti, zakrslosti, barevnym zménam a
mnoha dalsim.

Na viry ale miZzeme pohlizet z vice stranek, nejenom jako na fytopatogena, ale i jako na
ptinos pro biotechnologie (pouzivaji se k expresi hodnotnych proteinti nebo vakcin), védu a
vyzkum. Vhodnou rostlinou pro praci s viry je Nicotiana benthamiana ,kterou Ize snadno
infikovat mnoha riznymi rostlinnymi viry. Velice snadno se inokuluje, rychle roste a je
pomérné nendrocna. Navic prace s rostlinami a jejich viry je finanéné pfijatelnéjsi (oproti
jinym metodam) diky nizkym vyrobnim nékladtm.

Epigenetické zmény jsou takové zmény v genové expresi, ke kterym dochézi
Vv prib¢hu zivota jedince vlivem vnéjSich podminek. Tyto zmény ale nejsou zpiisobeny
zménou nukleotidové sekvence DNA, ale o zmény toho, kterd DNA je aktivné transkribovana
a ktera nikoliv. Nékteré takové vyvolané zmény se mohou dédi¢né pifenaset na potomstvo,
ale tento proces byva kdy reversibilni (potencidlné vratny).

Do rostlin miZeme uméle dodat (naptiklad pomoci virového vektoru napt. PVX)
jednofetézcovou antisense RNA. V rostliné vznikne dvouvldknovd RNA (dsRNA), podle
které neni ribozom schopny syntetizovat bilkovinu, zato je vSak velmi G€innym spoustécem

zhaSeni genové exprese (genového silencingu).



2. Cil prace

Cilem ptedkladané diplomové prace je studium mechanismu vedoucich k vyvolani
cilené methylace jaderné¢ DNA pomoci post-transkripéniho genového silencingu (PTGS).
Modelovymi organismy budou vegetativné rozmnozované plodiny bramboru (Solanum
tuberosum), generativné rozmnozované rostliny tabaku (Nicotiana benthamiana) a X virus
bramboru (PVX).

1) Konstrukce rekombinantniho rostlinného viru PVX uréeného pro silencing
markerového genu PDS
2) Infekce rostlin virovym vektorem, vyvolani PTGS

3) Fenotypova analyza rostlin dal$i generace

Piedpokladame, ze po inokulaci rostlin Nicotiana benthamiana pomoci rekombinantniho
rostlinného viru PVX, urfeného pro silencing genu PDS, nastane zména ve fenotypu F1

generace rostlin.



3. Literarni reSerse

1.1 Rostlinné viry

Mezi rostlinné viry se pocitaji takové viry, které dokazi infikovat rostlinné bunky a
replikovat se vnich. Na rozdil od Zivoc¢isnych bunék, jsou bunky rostlinné chranény
bunécnou sténou. Rostlinné viry vSak nedisponuji zddnym mechanismem, ktery by jim
umoznil aktivné proniknout pies bunécnou sténu do rostlinné buniky. Viry tak mohou do
buniky proniknout jen poskozenymi misty. K témto poskozenim dochazi bud’ mechanicky,
nebo plisobenim jiného organismu (tzv. vektoru). NejcastéjSim vektorem je hmyz — msSice,
molice, kfisi, n¢které rostlinné viry jsou ale prendseny i houbami. Virus se do buniky dostava
pomoci ustniho ustroji hmyzu. Dal$i moznosti je pfenos pomoci pylu nebo roubovani
infek¢niho materialu na zdravé pletivo (Rozsypal et al., 2002).

Rostlinné buiiky jsou navzdjem propojeny pomoci plasmodesmat, ktera spojuji
cytoplasmy jednotlivych bunék. Virus se tedy mize Sifit mezi jednotlivymi bunikami prostym
pohybem v cytoplasmé a postupné tak dochazi k sekundarni infekci dal$ich bunék v pletivu
(Rozsypal et al., 2002). Tento zpusob pienosu z buniky do buiky Se nazyva cell-to-cell
movement. K tomuto zptsobu pohybu je vétSina rostlinnych virG vybavena jednim nebo vice
pohybovymi proteiny (Hull, 2009). N¢které rostlinné viry, jako naptiklad X virus bramboru,
potiebuji pro pohyb z burnky i virovy obalovy protein (CP) (Rozsypal et al., 2002). Obalovy
protein viru X ma zcela nezastupitelny vyznam ve vSech fazich interakce virus — rostlina
(Baratova et al., 2004). Na vétsi vzdalenosti se viry $ifi vodivymi pletivy. Ovlivijici faktory
rychlost §ifeni viru jsou napt. druh viru, druh rostliny a vnéjsich podminky (Rozsypal et al.,
2002).

Pokud je infikovana rostlinna burnka k viru vnimava, dojde béhem nékolika hodin ke
zméné jejiho metabolismu a zapocne replikacni cyklus viru. Infekce prvni bunky je odliSny
proces od infekce ostatnich bunék. Tento proces zacina v misté inokulace prvni bunky a po
namnozeni se viry §ifi rostlinou. V misté vstupu viru do rostliny se mohou vyvijet lokalni
ptiznaky. Virus se mize Sifit po celé rostliné a dochazi k systémové infekci. (Rozsypal et al.,
2002)
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VétSina nazva rostlinnych vird, je odvozena od hlavniho symptomu a pievladajiciho
hostitele (poptipad¢ hostitele, u kterého byl virus poprvé popsan). Nékteré viry mohou
infikovat celou rostlinu bez zjevnych ptiznaki. Stavaji se tak zdrojem dalsiho Sifeni viru.
Zdrojem virovych infekci ¢asto byvaji plané rostouci rostliny nebo i bezptiznakové okrasné

rostliny $ifené nadnarodnimi distribu¢nimi sitémi. (Hull, 2009).

1.2 Obrana rostlin proti virim

Rostliny se vici virové infekci brani mnoha riiznymi mechanismy a adaptacemi.
Vzhledem ke svému stacionarnimu zpusobu zivota se rostlina vii¢i infekci brani vétSinou
pasivné (anatomické a morfologické vlastnosti rostliny). Mezi pasivni ochranu patii napf.
pfitomnost kutikuly, voskem pokrytd bunécnd sténa, ¢i jinymi Upravami pokozky, které
zabranuji vniknuti patogena do organismu. (Zhao et al. 2005).

Pokud dojde k piekonani pasivnich obrannych mechanismd, je rostlina dale vybavena
specifickymi a nespecifickymi ochrannymi mechanismy. Béhem specifické obranné reakce
interaguje rostlinny receptor s efektorovym virovym proteinem a vysledkem této specifické
obranné reakce nejcastéji byva hypersensitivni obranné reakce. Nevyhodou tohoto
mechanismu je, ze receptory jsou zamétfeny pouze na urcity protein konkrétniho viru, takové
geny rezistence proti virim jsou Casto zalozeny monogenné. K jejich pfekonani Casto staci 1
bodova mutace virového genomu, ta vS§ak miZe na druhou stranu pfinést omezenou fitness
viru. Viry pfekondvajici rezistenci jsou vysledkem pfirozené evoluce a nedd se jim zabranit

(Rozsypal et al, 2002).

1.3 PVX - Xvirus bramboru

X virus bramboru obvykle zptsobuje jen mirné nebo latentni piiznaky infekce na
bramborach. Na tabdku se projevuje skvrnitosti a deformacemi vrchnich listl. Na rostlinach
Chenopodium amaranticolor dochazi k hypersensitivni reakci a vzniku nekrotickych lezi.
Symptomy jsou casto dosti variabilni — projevuji se podle kultivaru rostliny, kmenu viru,
zdravotniho stavu rostliny a synergickému u¢inku s dal§imi infekcemi. Uvadi se, ze ve
smiSené infekci s PVY nebo jinym potyvirem se mohou ztraty zvysit o 50%. X virus napada
predevsim rostliny z celedi Solanaceae (lilkovité), ale 1 Asteraceae (hvézdicovité),

Amaranthaceae (laskavcovité), Fabaceae (bobovité) a dalsi. (Loebenstein and Gaba, 2012).
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Virus je nepienosny vektorem, pylem ani semeny. Pienos je mozny mechanickou
inokulaci nebo kontaktem infikované a zdravé rostliny (Stols et al. 1970).

Virion se sklad4 z neobalené kapsidy, kter je vlaknita s helikalni symetrii. Castice je
dlouha 470 az 580 nm a Siroky 13 nm.. Pfiblizné 94 % hmotnosti ¢astice tvofi proteiny, 6 %
RNA. Genom tvofi linearni jednovlaknova pozitivni ssSRNA (6435 nukleotidti) (Loebenstein
and Gaba, 2012).

PVX mize byt detekovan v listech nebo hlizach pomoci ELISA testu, RT-PCR, nebo
muze byt uréen elektronovym mikroskopem (Loebenstein et Gaba 2012).

PVX, slouzi v rostlinné virologii jako modelovy virus. X virus brambor v poslednich
letech vyrazné pftispél k pochopeni principti hostitelské rezistence a mechanismti genového
umlcovani (gene silencing) (Ryu et Hong, 2008).

Expresni vektor pGR106, ktery je odvozeny od PVX (Baulcombe et al., 1995)
kombinuje vyhody transfekce zprosttedkované Agrobacterium tumefaciens a virové infekce
(Wagner et al., 2004) Ve srovnani s mnoha dal§imi systémy rostlinnych virovych vektort, je
genom PVX schopny pojmout velké inzerce sekvenci heterolognich proteinti. (Chapman et
al., 1992).

1.4 Expresni vektory zaloZené na rostlinnych virech

1.4.1 Transientni exprese

Rostlinné viry mohou byt pouzity jako univerzalni expresni vektory, které se vyuZzivaji
pro produkci rekombinantnich proteint v rostlinach (Yusibov et al., 2006). U transientni
(docasné) exprese, ktera je zaloZend na rostlinnych virech, nedochazi k za€lenéni genetické
informace do genomu rostliny. Diky tomu mohou byt vektory purifikaci z rostliny zpétné
izolovany. Inokulace hostitelské rostliny by méla byt co nejjednodussi (mechanicka
inokulace), provedena pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens, s vlozenym virovym
vektorem — ten zajist'uje systémovou distribuci v rostlin€. Navic by rostlina méla byt k viru
vnimava, nebo tolerantni — tim doséhneme vysoké koncentrace viri a tim i vysokého vytézku
(Kaproeski et Yusibov, 2001).

Nevyhodou tohoto postupu je nestabilita virového vektoru. Miize dojit ke ztraté

vloZeného konstruktu nebo jeho ¢asti (Chapman et al., 1992).
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1.4.2 Permanentni exprese

U permanentni exprese dochazi k trvalému zaclenéni genetické informace do genomu
rostliny. Tento gen se stabiln¢ dédi z generace na generaci (Gelba, 2007). Transformace
Agrobacterium tumefaciens je nejcastéjsi metodou — ty obsahuji Ti plazmid, do kterého je
mozné vlozit konstrukt. Po inokulaci rostliny transformovanymi bunikami je T - DNA do

genomu hostitele vlozena (Baulcombe et al., 1995).

1.5 Silencing genu

Rostliny jsou vybaveny adaptivnim obrannym mechanismem proti virové infekci.
Tento mechanismus se nazyva gene silencing (uml¢ovani genové exprese) (Jung et Kempken
2010). Spoustécim signalem pro aktivaci tohoto obranného mechanismu je pfitomnost
dvouvldknové RNA v cytoplazmé. Genovy silencing miize byt na urovni transkripéni
(transcriptional gene silencing, TGS) nebo na post — transkrip¢ni (posttranscriptional gene
silencing, PTGS) PTGS se také mlze oznacovat jako RNA silencing, pokud je vyvolan
virem, byva rovnéZ oznacovan jako VIGS (virus induced gene silencing) (Vaucheret and
Fagard 2001).

Béhem replikace rostlinného viru se nutné v cytoplasmé bunék vyskytuji RNA obou
polarit sense a antisense, a jejich komplex. Pfitomnost dvouvlaknové RNA v cytoplasmé je
silnym spoustécem VIGS. Nejprve je pomoci enzymu DICER RNA rozstépena na kratké 20-
25 bazi dlouhé fragmenty a ty jsou poté vlozeny do komplexu RISC (RNA-induced silencing
komplex). Nasledn¢ je degradovana bud’ virovda RNA nebo i jiné molekuly RNA napitiklad
mRNA, které maji baze komplementarni s kratkymi fragmenty v komplexu RISC (Weinhold
et al. 2013). Mechanismus vzniku a funkce PTGS byl nejprve popsan u rostlin a poté byl
objeven rovnéz u vSech dalSich eukaryotickych organismii. V roce 2006 byla za odhaleni
mechanismit RNA interference udélena Nobelova cena. Pfi TGS je exprese genu piimo
blokovéna, a to jiZ na Urovni transkripce epigenetickymi modifikacemi chromatimu —
nejcastéji methylaci cytosinovych bazi v sekvenci DNA a modifikacemi histonti chromatinu
(An et al. 2005). Komplexy RISC se zfejmé mohou podilet na RNA fizené metylaci DNA
(RdADM), nicmén¢ mechanismus pfechodu PTGS na TGS neni jesté zcela popsan. (Weinhold
et al. 2013)

Dvouvldknova RNA (dsRNA) je poté Stépena na malé useky RNA. Ty pak fidi

Vv soucinnosti s fadou dalSich proteinli bud’ Stépeni Castecné ¢i plné komplementarni mRNA,
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nebo blokuji jeji translaci v procesu PTGS. Také se mohou podilet na RNA fizené¢ metylaci
DNA (RdDM). Uml¢uji geny na transkripéni Grovni doprovazené remodelaci chromatinu

(Zho et al., 2005)
1.5.1 Supresory umléovani genu

Nékteré rostlinné viry mohou kdédovat proteiny, které inhibuji silencing genu. Tyto
proteiny zasahuji do jednoho ¢&i vice kroki drahy PTGS. Dokud se virus Vv infikované
rostlinné bunice nezacne replikovat, tyto proteiny nemohou byt produkovany. Supresorova
aktivita miize byt prokdzana dlouhodobou akumulaci viru v bunce ve vysoké koncentraci (Lu

et al. 2003).

1.6 Metylace DNA

Metylace DNA je spolu s post-translacnimi Gpravami histonti zakladnim
mechanismem epigenetické regulace genové exprese. Jedna se o kovalentni adici metylové
skupiny na specifickou sekvenci DNA. Kromé ¢étyf béznych dusikatych bazi, coZ je adenin
(A), thymin (T), guanin (G) a cytosin (C), mize DNA obsahovat i baze modifikované.
Nejcastejsi modifikovanou bazi je 5-metylcytosin (Kouzarides, 2007) Metylace cytosinu na
pozici C5 je prastarou epigenetickou modifikaci, kterou mizeme nalézt ve vSech fiSich
eyukaryot a také u bakterii. (Feng and Jacobsen 2011) Mezi dalsi modifikace patii napiiklad
N4-metylcytozin a N6-metyladenin, které jsou popsany piredev§im u prokaryot. (Kouzarides,
2007). Vyskot (1999) uvadi, ze v jadernych genomech sav¢ich druhl je metylovano asi jen
8% cytosinovych bazi, u rostlin muize tato hodnota dosdhnout az 30%. Vysoky stupen
metylace u rostlin vSak koreluje s vysokym poctem repetitivnich (opakovany) sekvenci. Ty
mohou tvofit az 90% genomu. Oblasti s vysokym zastoupenim metylovanych cytosini jsou
transkripéné neaktivni. Jako donor metylové skupiny slouzi S-adenosyl-Lmethionin (SAM).
Reakci katalyzuje enzym DNA-metyltransferaza (Vyskot, 1999).

Nekteré druhy eukaryot (naptiklad Schizosaccharomyces pombe a Drosophila)
metylaci cytosinil téméf nemaji. To dokazuje, Ze metylace DNA neni nepostradatelnym

regulacnim epigenetickym mechanismem (Vyskot, 1999).
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Obrazek 2: Vznik 5-metylcytosinu, (Vyskot, 1999)

Mame dva druhy metylace. Prvnim je de novo metylace Jedna se o metylaci dosud
nemodifikované DNA. De novo mohou byt metylovany cytoziny v symetrickych i
nesymetrickych sekvenénich motivech. Druhym typem je udrzovaci metylace. Timto
procesem se udrzuji metylacni vzorce mezi bunécnymi generacemi. Tento proces je
velmi rychly, metylace dcefiného vlakna je dokoncena jen n€kolik minut po replikaci DNA.

(Vyskot, 1999)

§'aemMCG —
GCm -
replikace
DNA

udrzovaci

Pl e ™R B MO0
i Y e QCM

replikace

DNA
de novo

P CG — metylace 5 mCG —
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Obrazek 3: Schéma de novo a udrzovaci metylace DNA, Vyskot (1999)
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K nejznaméjsim inhibitorim metylace DNA patii 5-azacytidin a 5-azadeoxycytidin, analogy
cytidinu. Inhibuji jak udrzovaci, tak de novo metylaci. Vytvareji kovalentni spojeni mezi

DNA a metylazou, ¢imz brani dalsi aktivité enzymu (.Juttermann et Jaenisch, 2004).
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4. Material a metody
1.7 Metody

1.7.1 Rostlinny material

Rostliny Nicotiana benthamiana — UEB AV CR, v. v. i.
Rostliny Nicotiana tabacum, cv. Samsun NN - UEB AV CR, v. v. i.

Solanum tuberosum, cv. Kamyk - Slechtitelska stanice Selekta Pacov

1.7.2 Virové vektory

Clal/Ascl/Notl/Sall

LB 35S RdRp 25K 8K CP Nos RB
| || | B NN .

12K cp promotor

PgR106 (~10Kb)

Kanamycin

Obrazek 4 : Schématické znazornéni vektoru pGR106

Pievzato z: http://www.plantsci.cam.ac.uk/research/davidbaulcombe/methods/vigs
LB (left border) a RB (right border) zndzoriiuje mista nezbytna pro piijeti vektoru buitkami

Agrobacterium tumefaciens. Usek Kanamycin poukazuje na rezistenci A. tumefaciens ke
kanamycinu. RdRp (RNA dependentni RNA polymeraza) je TGB (tripple gene block) — blok
Citajici tfi proteiny. CP je kapsidovy protein PVX. Pfed nim se nachézi silny zdvojeny
promotor. Mezi CP a promotory se nachazi restrikéni mista pro mozné vlozeni heterologniho

genu 35S — promotor z Viru mozaiky kvétaku (Baulcombe, 1995)
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Obrazek 5: Vektor pUCS57 obsahuje gen bla, ten umoziuje rezistenci k ampicilinu. Misto

lacZ slouzi k modro/bilé selekci.

Pi‘evzato z: http://www.centic-biotec.com/pUC57/en, upraveno

1.7.3 Pristroje

Centrifuga Biofuge Pico
Centrifuga Multifuge 3SR
Dokumenta¢ni systém Gel Doc EQ

Elektroforeticka vana Wide Mini-Sub Cell GT

Inkubétor Heraeus Function Line
Laminarni box HER Asafe KS 12
Magnetickd michacka MM2A

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

PCR termocykler C1000 Thermal Cycler
pH metr HI 1131 Hanna

Spektrofotometr HEAIOS y

Termalni blok TB1 ThermoBlock
Ultracentrifuga Beckman L7-55 Beckman

Univerzalni tfepany inkubator NB-205
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Heraeus Instruments, Némecko
Heraeus, Némecko

BIO-RAD, USA

BIO-RAD, USA

Heraeus, Némecko

Heraeus, Némecko

Laboratorni piistroje Praha, CR
Thermo Fisher Scientific, USA
BIO-RAD, USA

Instruments, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Biometra, Némecko

Coulter, USA

N-BIOTEK, Korea


http://www.centic-biotec.com/pUC57/en

Vahy Kern EW220-3NM
Vyrobnik ledu

Zdroj napéti pro elektroforézu Power Pac 300

1.7.4 Chemikalie

Agarosa

Azid sodny

Bakto-agar

Diethanolamin

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
EDTA

Hydrogenuhli¢itan sodny

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Isopropanol

Kanamycin

Karbenicilin

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina borita

Kyselina chlorvodikova

Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Merkaptoethanol

Murashige & Skoog medium
Ovalbumin

PEG 6000

Pepton

Polyvinylpyrolidon

Sacharosa

SYBR Safe Dna Gel Stain

Tris
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Kern, Némecko
Brema Ice Makers, Italie

BIO-RAD, USA

Promega, USA
Sigma, USA

BD, USA

Fluka, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Lachema, CR
Lach-Ner, CR
Lachema, CR
Lach-Ner, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lach-Ner, CR
Serva, Némecko
Duchefa,Holandsko
Amresco, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Fermentas, USA
Fluka, Svycarsko
Duchefa, Holandsko
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Amresco, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Thermo Fisher Scientific, USA
Duchefa, Holandsko



Triton X-100 Serva, Némecko
Tween 20 Fluka, Svycarsko
Uhlicitan sodny Lachema, CR

1.7.5 Ostatni vybaveni

Magenty Magenta LLC, USA
Millex filtra¢ni stiikaCkova jednotka, jednorazova, Sigma-Aldrich, USA

1.7.6 Roztoky, pufry, soupravy a enzymy

Promyvvaci roztok = PBS+T

Do 1 1destilované vody
e 8gNaCl
e 2,99NaHPO4. H20
e 0,29 KH2PO4
e 0,2gKCI
e 0,29 NaNs
e 0,5ml Tween 20

Potahovaci pufr = PP (pH 9.6)

Do 250 ml destilované vody
e 0,39 g Na2CO3
e 0,739 NaHCOs3
e 0,059 NaNs

Konjugacni pufr = KP
Do 250 ml PBS+T
e 5gPVP
e 0,59g0VO0 (0,2 % ovalbumin v PBS+T)

Substratovy pufr = SP

24,25 ml diethanolaminu ptidat do 200 ml destilované vody, poté upravit pH na 9,8 pomoci

HCI. Po tprave pH doplnit redestilovanou vodou na objem 250 ml.
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Ptenosovy pufr
e 99 NaHPO4do 500 ml destilované vody
e 1,79 KH2PO4 do 250 ml destilované vody

Pak je roztok KH2POg4 piidavan do roztoku NaoHPO4 do té doby, nez je pH 7,3.

Elektroforéza v agarosovém gelu

TBE pufr: 89 mM Tris-HCI, 89 mM Hs3BOgz, 2,5 mM EDTA, pH 8,0

Reverzni transkripce:

5x M-MLV RT Reaction Buffer Promega, USA
dNTP mix (10 mM) Fermentas, USA
RNasin (40 U/ul) Promega, USA

M-MLV RT RNase H Minus, Point Mutant (200 U/ul) Promega, USA

PCR:

5x Colorless GoTaq Reaction Buffer Promega, USA
dNTP mix (10 mM) Fermentas, USA
GoTaq DNA Polymerase (5 U/ul) Promega, USA

Precisténi PCR smési a DNA z agarosového gelu:

High Pure PCR Product Purification Kit Roche, Némecko

DNA ligace:
LB medium: 1% (w/v) pepton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 171 mM NaCl

LB agar: 1% (w/v) pepton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1,6 % (w/v) bacto-agar,
171 mM NaCl

Izolace plazmidu z bakterii:

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Némecko

Restrikéni Stépeni:

BSA (10 mg/ml) New England Biolabs, Anglie
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Clal (10 000 U/ul) New England Biolabs, Anglie

Clal (10 000 U/ul) Fermentas, USA

EcoRI (10 000 U/ul) New England Biolabs, Anglie
PstI (20 000 U/ul) New England Biolabs, Anglie
Sall (20 000 U/pul) New England Biolabs, Anglie
Xbal (20 000 U/ul) New England Biolabs, Anglie
Xhol (20 000 U/ul) New England Biolabs, Anglie
SallHF (20 000 U/ul) New England Biolabs, Anglie
10x NEBuffer 4 New England Biolabs, Anglie
10x SuRE/Cut Buffer H Sigma-Aldrich, USA

10x Thermo Scientific Tango Buffer Fermentas, USA

1.7.7 Primery

PDS-S AAACTCGAGCCAGCAATGCTTGGAG

PDS - AS AAAATCGATACTGGAGTGGCAAACAC

PDS -5NTR - S AATATCGATTCCAATGGTTTAGTTGGGCG
PDS-5NTR-AS AATCTCGAGTAACGGCCAAACCACCACAAA
M13 R CAGGAAACAGCTATGAC

M13 F GTAAAACGACGGCCAGT

HP —pGR106 -5 GCAAACTAGATGCAGAAACC

HP —pGR106 -3° CATACAATCAAACCAGAAAATAC

1.8 Metody

1.8.1 Elektroforéza v agarosovém gelu

Touto separa¢ni metodou docilime rozdé€leni rizné dlouhych molekul DNA na zakladé
jejich elektroforetické mobility na agarosovém nosici. Molekuly DNA jsou v neutralnim nebo
zasaditém prostiedi ve formé& polyanionli (zbytky kyseliny fosforec¢né). Se zvySujicim se
poctem nukleotidl tedy umérné roste i ndboj molekul. Tvar necirkularnich dvojvlaknovych

molekul DNA se d4 povaZovat za linedrni a mobilita linedrnich molekul DNA je za
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konstantniho napéti pfimo tmérna velikosti nabojii (poctu nukleotidi) molekul DNA. V

piipadé cirkuldrnich molekul DNA (plazmidy) zavisi mobilita i na tvaru.

1) 1 g agarosy byl za tepla rozpustén ve 100 ml TBE pufru. Tim byl pfipraven 1 %
agarosovy gel

2) Do roztoku byl za stalého michani pipetovan 1 pul SYBR Safe

3) Roztok byl nalit do pfipravené aparatury a po zatuhnuti byl gel umistén do
elektroforetické vany s TBE pufrem

4) Do jednotlivych jamek byly pipetovany vzorky a vhodny marker

5) Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 100 V (1 V/ecm2) po dobu 30 min (v
ptipadé potieby mohl byt ¢as prodlouzen)

6) Gel byl vizualizovan v UV oblasti

1.8.2 lzolace DNA

Extrakce

100 mg pletiva bylo rozetfeno v tfeci misce a zarovenl bylo ptidano 0,5 ml DNA
Azolu. Homogenat byl piepipetovan do mikrozkumavky a poté ponechdn 5 minut pfi
pokojové teploté. Tim bylo umoznéno oddéleni nukleoproteinového komplexu.
Separace

Ke vzorku bylo pfiddno 1 ml chloroformu a obsah byl promichan. Poté byl ponechan
10 minut pii pokojové teploté. Nakonec byl vzorek centrifugovan 15 min pti 12 000 g.
Precipitace

Nyni byla odebrana tekutina nad usazeninou. Vzorek byl smichan s 95 % etanolem (na
1 U supernatantu 0,75 U etanolu). Vzorek byl opatrné¢ promichan a ponechan 5 minut pii
pokojové teploté. Vzorek byl centrifugovan 4 min pfi 5 000 g. Timto krokem bylo docileno
vysrazeni a usazeni DNA.
Promyvani

Supernatant z predeslého kroku byl odsan a peleta byla dvakrat promyta v 0,5 ml 75 %
etanolu. Centrifugace byla provadéna 4 minuty pii 5 000 g.
Rozpusténi DNA

Etanol byl odsan a mikrozkumavka byla po 3 minuty nechdna oteviena, aby se
vsechny zbytky etanolu odparily. Sediment byl rozpustén ve 100 pl EB pufru. Nakonec byl

vzorek promichén, aby doslo k rozpusténi pelety.
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1.8.3 lzolace RNA

Extrakce

100 mg pletiva bylo rozetfeno v tfeci misce a zaroven bylo pfidano 1 ml RNA Azolu.
Homogenat byl pfepipetovan do mikrozkumavky.
Precipitace

K vzorku bylo pfidano 0,4 ml redestilované vody. Vzorek byl poté promichén a 10
minut ponechan pii pokojové teploté. Nasledovala centrifugace, trvajici 15 min, pti 12 000 g.
Touto centrifugaci jsme oddé¢lili slozky. V peleté se nachazi DNA, proteiny a polysacharidy.
RNA se nachazi v supernatantu. Supernatant (1 ml) by pfenesen do nové mikrozkumavky, ke
kterému bylo pifiddno 0,4 ml etanolu. Vzorek byl opatrné promichan a poté ponechan pfi
pokojové teplot¢ 10 min. Nasledovala centrifugace — 8 minut pii 12 000 g. RNA se nyni
nachdzi v peleté na dn¢ mikrozkumavky.
Promyvani

Supernatant z piedeslého kroku byl odsan a peleta byla dvakrat promyta v 0,5 ml 75 %
etanolu. Centrifugace byla provadéna 4 minuty pii 5 000 g.
Rozpusténi RNA

Etanol byl odsan a peleta byla rozpusténa v 50 pl redestilované vody. Nakonec byl

vzorek promichan, aby doslo k rozpusténi pelety.

1.8.4 Reversni transkripce

Pii reverzni transkripci (RT) dochazi pii pouziti vhodnych primeri k piepisu
jednovldknové molekuly RNA na molekulu DNA enzymem reverzni transkriptasa. Vznika tak
hybridni molekula RNA : DNA. U metody RT byla pouZita reverzni transkriptasa M - MLV
RT, s kterou je doporuceno pracovat pii 42° C.

Nejprve bylo smichano 9 pl RNA s 2 pl primeru. Mikrozkumavka byla umisténa do
termalniho bloku vyhfatého na teplotu 70° C po dobu 5 minut. Thned potom byly na 5 minut
umistény do ledu.

RT smés M-MLV RT
e 5ul5x M-MLV RT Reaction Buffer

1,25 ul 10 mM dNTP mix
0,25 ul RNasin (40 U/pl)
1 ul M-MLV RT (200 U/pl)
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6,5 ul redestilované vody

K piedeslym vzorkiim byla pfidana RT smés M-MLV RT. Mikrozkumavky byly umistény

do termalniho bloku vyhtatého na teplotu 42° C a byly zde ponechany po dobu jedné hodiny.

Po 60 minutach byla teplota zvySena na 70° C a mikrozkumavky byly v termalnim bloku

pii této teploté ponechany 15 min (inaktivace reverzni transkriptasy).

1.85 PCR
PCR smés
e 5 ul 10x GoTaqg Reaction Buffer
e 2 ul 10 mM dNTP mix
e 0,4 ul GoTaqg DNA Polymerase (5 U/pl)
e 25ul5%DMSO
e 35,1 pl redestilované vody
1) Do mikrozkumavek byly pipetovany 2 pl pfimého primeru a 2 pl zpétného primeru o
koncentracich 20 pM. Primery byly vybrany podle useku, ktery mél byt amplifikovan.
2) Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 ul templatu
3) Mirkozkumavky byly umistény do PCR termocykleru a byl nastaven nasledujici
program: inkubace pii 94° C po dobu 90 sekund (denaturace DNA), nasledoval
cyklus: 94° C po dobu 30 sekund, 56° C po dobu 30 sekund (hybridizace primert),
72° C po dobu 45 sekund (tento Casovy Usek zavisi na délce amplifikovaného
fragmentu-pfiblizné 1 min na 1 kb fragment). Tento cyklus se opakoval 35x. Posledni
krok byla inkubace pii 72° C po dobu 10 min (rezerva pro GoTaq polymerasu)
1.8.6 Precisténi DNA z agarosového gelu
1) Vyfiznuty prouzek gelu byl vlozen do pfedem zvazené mikrozkumavky (hmotnost
gelu nesmi byt vétsi jak 100 mg)
2) ) Do mikrozkumavky bylo pipetovano 300 pl vazebného pufru
3) Mikrozkumavka byla dana do termalniho bloku vyhtatého na teplotu 50° C a byla zde

ponechana po dobu 10 min, vzorek byl za tuto dobu tfikrat promichan
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4)

5)

6)

7)

8)
9)

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 150 pl isopropanolu a obsah mikrozkumavky byl
znovu promichan

Obsah mikrozkumavky byl pfeveden na kolonu a ta byla centrifugovéna 1 min pfi 13
000 ot/min

Sbérna nadoba byla vylita, na kolonu bylo pipetovano 500 pl promyvaciho pufru a
kolona byla centrifugovana 1 min pii 13 000 ot/min

Obsah sbérné nadoby byl vylit, na kolonu bylo pipetovano 200 ul promyvaciho pufru
a byla centrifugovéana 1 min pii 13 000 ot/min

Kolona byla umisténa do mikrozkumavky

Na kolonu bylo pipetovano 50 pl elu¢niho pufru a byla ponechdna 1 minutu pii

pokojové teploté

10) Nakonec byla centrifugovana 1 min pti 13 000 ot/min

1.8.7

Ligace

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 1 ul roztoku DNA PCR produktu, 1 pl roztoku

vektoru, 1 pl liga¢niho pufru, 1 pl roztoku PEG 6000, 1 ul T4 DNA ligasy a 5 pl vody.

Mikrozkumavka byla umisténa do lednice (+ 4° C) a byla tam ponechana pies noc.

1.8.8

1)

2)
3)

4)
5)
6)
7)

8)

Transformace kompetentnich bunék bakterie E. coli

3 wl ligaéni smési (do kazdé reakce by mélo jit pfiblizn€¢ 100 ng) byl pipetovan do
mikrozkumavky obsahujici 100 pl suspenze bunék E. coli, kmene DH5 - Alfa
Mikrozkumavka byla ponechéana na ledu 45 min

Poté byla mikrozkumavka umisténa do termalniho bloku vyhtatého na teplotu 42° C
po dobu 2 min

Mikrozkumavka byla umisténa na led a ponechana zde 2 min

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 900 pl LB media

Mikrozkumavka byla inkubovana za stalého tiepani pti teploté 37° C po dobu 1 h

Byla pfipravena Petriho miska s LB agarem, kterd obsahuje antibiotikum karbenicilin
o ucinné konentraci 100 pg/ml

Po 1 h tfepani byla mikrozkumavka centrifugovana 1 min pii 7 000 ot/min a bylo

odstranéno 850 pl supernatantu
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9)

Sediment byl resuspendovan ve zbylém supernatantu. Obsah mikrozkumavky byl

pipetovan na Petriho misku a byl rozetfen ockovaci hokejkou

10) Petriho miska byla inkubovana pies noc pii teploté 37° C

1.8.9

Izolace plazmidové DNA z bakterii

Principem soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit je alkalicka lyze bakteridlnich bunék.

Nasleduje adsorpce DNA na specialni silikdtova vldkna v pfitomnosti roztoku o vysoké

iontové sile. Bakterialni buniky jsou lyzovany lyza¢nim pufrem P2, ktery obsahuje roztok

NaOH a SDS (NaOH denaturuje chromosomalni DNA, plazmidovou DNA a proteiny, SDS

solubilizuje fosfolipidy a proteiny bunéénych membran), a RNasu A (odstranéni molekul

RNA). Pufr N3 neutralizuje zasadité pH a ma vysokou iontovou silu. Vysoka koncentrace soli

zpusobuje denaturaci proteinti, chromosomalni DNA a precipitaci SDS, zatimco plazmidova

DNA renaturuje a ziistava v roztoku.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Do zkumavky obsahujici 5 ml LB media bylo pipetovano 10 pl roztoku karbenicilinu
(50 mg/ml)

Zkumavka s LB mediem byla nao¢kovana bakterialni kulturou a zkumavky byly pfes
noc tiepany pfi teploté 37°C

Bakterialni suspenze ze zkumavek byla pipetovana do mikrozkumavky a byla
centrifugovana po dobu 5 min pfi 12 000 ot/min

Supernatant byl odstranén a k sedimentu bylo pfidano 250 pl pufru P1

Sediment byl resuspendovan v pufru P1

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 250 pl lyzaéniho pufru P2 a obsah
mikrozkumavky byl promichan

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 350 pl neutralizaéniho pufru N3, obsah
mikrozkumavky byl promichan a mikrozkumavka byla centrifugovana po dobu 2 min
pii 13 000 ot/min

Supernatant byl pipetovan na kolonu a ta byla centrifugovana 1 min pfi 13 000 ot/min
Obsah sbérné nadoby byl vylit, na kolonu bylo pipetovano 500 pl promyvaciho pufru

PB a kolona byla centrifugovana 1 min pti 13 000 ot/min

10) Obsah sbérné nadoby byl vylit, na kolonu bylo pipetovano 750 pl promyvaciho pufru

PE a kolona byla centrifugovana 1 min pii 13 000 ot/min

11) Kolona byla umisténa do mikrozkumavky, na kolonu bylo pipetovano 50 pl elué¢niho

pufru EB a mikrozkumavka s kolonou byla centrifugovana 1 min pfi 13 000 ot/min
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1.8.10

1)

2)
3)

4)

1.8.11

Restrikce

Do mikrozkumavky byly pipetovany zadané restrikéni enzymy, 2 pl vhodného
restrikéniho pufru, 0,3 roztoku BSA. Do reakce jsem pouzival 300 ng az 1 ug
plazmidové DNA (objem dopocitame spolu s 3 az 5 U restrikéniho enzymu. Dodame
tolik redestilované vody, aby vysledny objem byl 20 pl.

Mikrozkumavka byla inkubovana 2 h pii teploté 37°C

Poté byla teplota zvySena na 80 ° C po dobu 15 min. Tim dosSlo k deaktivaci
restrikénich enzymu. Ne vSechny restrik¢éni enzymy vsak lze teplen¢ deaktivovat.

Byla provedena elektroforéza v 1 % agarosovém gelu

Transformace kompetentnich bunék A. tumefaciens

Cilem transformace je vpravit zadany konstrukt do pfedem piipravenych kompetentnich

bakterialnich bun¢k Agrobacterium tumefaciens. To vyzaduje vytvoieni docasné prostupné

bunécné stény.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Do mikrozkumavky obsahujici 100 pl suspenze bunék A. tumefaciens byly pipetovany
2 ul roztoku plazmidu pGR106 s vloZenou DNA, smés byla promichana
Mikrozkumavka byla ponotena do tekutého dusiku a ponechéna zde 5 min
Mikrozkumavka byla pfemisténa do termalniho bloku vyhiatého na teplotu 37° C

Po roztati obsahu byla mikrozkumavka ponotfena na 5 min do tekutého dusiku a poté
byla umisténa do termélniho bloku vyhtatého na teplotu 37° C

Po roztati suspenze byla mikrozkumavka umisténa na led a byla zde ponechana 15
min

Do mikrozkumavky byl pipetovan 0,5 ml LB media a mikrozkumavka byla
inkubovana za stalého tfepani pfi teploté 28° C po dobu 1 h

Mikrozkumavka byla umisténa do centrifugy a byla centrifugovana pti 4 000 ot/min
po dobu 1 min

Supenatant byl odstranén a sediment byl ditkladné rozpustén v 100 pl LB media
Obsah mikrozkumavky byl pipetovan na Petriho misku s LB agarem (obsahujici
antibiotikum kanamycin o u¢inné koncentraci 50 pg/ml) a byl rozetfen ockovaci

hokejkou

10)) Petriho miska byla inkubovana 2 dny pfi teploté 28°C
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1.8.12 Péstovani rostlin

Vsechny rostliny byly predpéstovany v kultiva¢ni mistnosti s udrzovanou teplotou 20
— 25 °C. V mistnosti bylo um¢lé osvétleni a byla udrzovana denni 16-ti hodinova svételna
perioda. Diky témto podminkam mohly byt rostlina péstovany po cely rok.

Dvou - tiitydenni sazenice N. benthamiana a N. tabacum byly jednotlivé rozsazovany
do smési zahradniho substratu s perlitem v poméru 3 : 1. Prvni 2 dny po ptesazeni byly

priklopeny minipafenistém. Po dalSich 2 — 3 tydnech byly rostliny pfipravené na inokulaci.

1.8.13 Inokulace

1.8.13.1Inokulace injekéni stiikackou

Inokulum (transformované Agrobacterium tumefaciens namnozené v LB médiu po 2
dnech) bylo naockovano na spodni stranu 3 - 4 listd rostlin Nicotiana benthamiana. Tlak
z injekeni stiikacky umoziuje prinik bakterie do rostlinnych bun¢k. Pro vétsi efektivnost byla
horni strana list pokropena vodou — tim doslo k otevieni priduchii na spodni strané lista.
Poté byly rostliny dopéstovany v Sanyo boxu.

Z rostlin (které projevily pfiznaky infekce PVX) byly po 14 dnech odebrany ¢ésti lista.
Ty slouzily k mechanické inokulaci rostlin Nicotiana tabacum, které maji vétsi listovou

plochu a 1épe se z nich virus purifikuje.

1.8.13.2 Mechanicka inokulace

Infikované listy nebo samostatny virovy purifikat byl smichan (listy rozetfeny)
v desetinasobném mnozstvi prenosového pufru (0,05 M Na — K — fos. pH 7,3). Tento extrakt
byl nanasen sklenénou tyCinkou na svrchni stranu listd, ktera byla pred tim poprasena
karborundovym praSkem. Poté byl ty¢inkou rozetien po celém povrchu listu.

Timto postupem bylo zajiSténo poSkozeni bun€k na povrchu listu. Usnadnily se tim
podminky pro prinik patogena do hostitelské rostliny. Inokulované rostliny byly dopéstovany

Vv Laminarnim boxu.
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1.8.14 Purifikace viru PV X

Ugelem purifikace je koncentrovat virové &astice obsazené v listech inokulovanych

rostlin. Vytézek purifikatu se méfi na zédklad¢ absorbance v rozmezi 220 - 320 nm.

1) Rostlinny material se smicha s 0,1 M fosfatovym pufrem pH 8,0 (do 1 1 redestilované
vody se piida 30,8 g NaoHPO4 . H20 a 2,18 g NaH2PO4 . 2 H20) v poméru 1 : 2. Dale
je pfidano 0,2 % merkaptoethanlu a 10 % etanolu (% vychazi z objemu fosfatového
pufru).

2) Cela smés je homogenizovana 3 minuty v mixéru.

3) Homogenat je filtrovan ptes nylonovou sitku

4) Smés je centrifugovana 20 min pii 4° C a7 800 ¢

5) Supernatant je znovu piefiltrovan ptes silon a objem je zméfen. Piefiltrovany
supernatant je doplnén Tritonem X - 100, tak aby vznikl 2% roztok

6) Smés je michana 1 hod v ledové lazni

7) Vzorek byl centrifugovan 20 min pii 4° C a 5 500 g

8) Supernatant je slit a je k nému ptidan PEG 6 000 a NaCl v takovém mnozstvi, aby
vysledna koncentrace byla 4 % PEG 6 000 a 2 % NaCl

9) Smés je 1 hod michana v ledové lazni

10) Smés je nechana pies noc v lednici (4° C)

11) Nasledujiciho den je obsah centrifugovan 30 min pii 4° C a 7 800 g

12) Sediment je rozpustén v 0,05 M fosfatovém pufru pH 8,0 (do 1 1 redestilované vody se
prida 15,4 g NapHPO4 . 12H,0 a 1,09 g NaH2PO4 . 2 H20), na 50 g ptvodniho
rostlinného materidlu ptipada 10 ml fosfatového pufru. Dale je ptidan Triton X - 100,
tak aby jeho vysledna koncentrace byla 1 %.

13) Vzorek je centrifugovan 10 min pii 4°C a 7 800 g

14) Supernatant je navrstven na sacharosovy polstar (30% sacharéza v 0,05 M fosfatovém
pufru pH 8,0), poté centrifugovan 2,5 h pii 4°C a 27 000 ot/min

15)Nazloutly gelovy sediment usazeny na sténé sklenéné kyvety byl rozpustén v 1 ml
0,02 fosfatovém pufru pH 7,2 (do 1 1 redestilované vody se ptida 3,58 g Na2HPO; .
12H>0a 1,56 g NaH2PO4 .2 H0)

16) Resuspendovany sediment je ponechan do rana v lednici ve 4° C

17) Nasledujiciho dne byla smés centrifugovana 5 min p#i 2 000 ga 4° C

18) Nakonec bylo zméteno absorpéni spektrum purifikatu v rozmezi 220 — 320 nm proti

slepému vzorku 0,05 M fosfatového pufru (pH 8,0). Na zaklad¢ pouzitého molarniho
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extikéniho koeficientu pro PVX pti 260 nm (Epvx, 260 = 2,97) byl spocitan vytézek

purifikatu a z poméru absorbanci 260/280 byla urcena kvalita vysledného purifikatu
1.8.15 PT — ELISA (Plate — trapped ELISA)

Enzymova imunosorpéni analyza (z anglického Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) je v praxi bézné pouzivana metoda slouzici ke kvantitativnimu stanoveni protilatek
nebo antigent. Je zaloZena na vzniku komplexli antigen — protilatka, jenz jsou poutdny na
pevnou fazi (imunosorbent). Volné antigeny a protilatky, které nezreaguji, jsou odstranény
vymytim. Po pfidani chromogenniho substratu je za pfitomnosti enzymu (tento enzym musi
byt protilatkou chemicky konjugovan) mozné pozorovat barevnou zménu. Diky této reakci je
mozné provést spektrofotometrické stanoveni koncentrace produktu. ELISA je vysoce citliva
a mimofadné efektivni metoda. (Kas, 2006)

Byla vyuzita PT ELISA (Plate Trapped ELISA), ktera je zaloZena na reakci virovych
antigend s komercni primdrni (kréli¢i) protilatkou IgG proti PVX. Sekundarni protilatka
(anti/krali¢i) byla znacena enzymem (alkalickd fosfatatza, AP). Pfidanim vhodného substratu
(p-nitrofenylfosfat v ptipadé AP) dojde k enzymové katalizované reakci. Vznika barevny
produkt, kterym je Zluty p-nitrofenol. Mnozstvi antigenu je umérné intenzit€ vzniklého

zbarventi, které je stanoveno spektrofotometricky.

1) Odebrany rostlinny material byl rozetfen v tieci misce spolecné s PP v poméru 1 : 10
(rostlinny material : PP)

2) Jednotlivé vzorky byly pipetovany po 100 pl do jednotlivych jamek mikrotitracni
desticky.

3) Vzorky byly ponechany v lednici (4° C) pies noc, aby mohla probéhnout inkubace

4) Nasledujici den byly desti¢ky 4x promyty PBS+T (200 ul na jamku)

5) Poté byla nanesena primarni protilatka (krali¢i) tfidy IgG proti PVX v mnozstvi 100 pl
na jamku. IgG byla fedéna konjugacnim pufrem na vyslednou koncentraci 1 pg/ml.

6) Mikrotitra¢ni desticka byla inkubovana 2 hod pii 37° C

7) Po inkubaci nasledovalo opétovné ¢tyinasobné promyti PBS+T (200 ul na jamku)

8) Do kazdé jamky bylo piidano 100 pl sekundarni protilatky SIGMA 104 (fedéné 1 : 30
000 KP)

9) Vzorky byly inkubovany 2,5 hod pii 37° C

10) Jamky byly 4x promyty PBS+T (200 pl na jamku)
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11) Do jamek bylo pipetovano 100 pl p-nitrofenylfosfatu fedéného SP (1 mg/1ml)

Nakonec probéhla inkubace pii 37° C po 60 min, poté se zméfila absorbance uvolnéného p-
nitrofenolu (v ptfipad¢ nizké absorbance byly desticky ponechany v lednici pii 4° C ptes noc a

hodnoty absorbanci se zmétily nasledujiciho dne)
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5. Vysledky

1.9 Navrh primert pro amplifikaci genu phytoden desaturazy

Primery byly navrzeny tak, aby byly pouzitelné jak pro S. tuberosum tak i pro N.
benthamiana. Proto byly navrZzeny na zakladé konzervovanych tsekti DNA (useky do velké
miry stejné u riznych organismu) obou rostlin. Byl pouzit alignment sekvenci PDS N.
benthamiana a S. tuberosum. (Nb-PDS full-EU165355, NW_006238964-St genomic
LOC102583491). K vytvoreni alignmentu nukleotidovych sekvenci i k vlastnimu navrhu
primert byl pouzit program Vector NTL

Tm teplota vSech navrzenych primert byla v rozmezi 55 °C — 57 °C. Na hrani¢nich
usecich PCR produkt byla pfiddna restrikéni mista (Xhol a Clal) navrzena tak, aby po
vlozeni do PVX byla sekvence PDS v AS orientaci.

Ncd(370)
Avd (293)‘ PDS H indIII (1674)
RNAI2 \ Aval (924) RNAI1  HindlI(1377) | HindIL(1887)

!\\ | ’>

{ | { |

Nb-PDS full-EU165355

2046 bp

Obrazek 6: Oblasti RNA interference, Vytvoteno v programu Vector NTI

Tabulka 1: Primery navrzené pro izolaci genu nesouci sekvenci PDS

Primery konstruktti | Nukleotidové sekvence

PDS - piimy AAACTCGAGCCAGCAATGCTTGGAG

PDS - zpétny AAAATCGATACTGGAGTGGCAAACAC

PDS - 5NTR - ptimy | AATATCGATTCCAATGGTTTAGTTGGGCG

PDS - 5NTR -
AATCTCGAGTAACGGCCAAACCACCACAAA

zpétny
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1.10 Izolace gent pro phytoden desaturazu z N. benthamiana a S.

tuberosum

1) Byla pfipravena PCR smés

2) Do mikrozkumavek byly pipetovany 2 ul pfimého primeru PDS - S a 2 pl zpétného
primeru PDS - AS o koncentracich 20 uM..

3) Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 pl templatu

4) Mirkozkumavky byly umistény do PCR termocykleru a byl nastaven nasledujici
program: inkubace pii 94° C po dobu 90 sekund (denaturace DNA), nasledoval
cyklus: 94° C po dobu 30 sekund, 57° C po dobu 30 sekund (hybridizace primera),
72° C po dobu 45 sekund (tento casovy usek zavisi na délce amplifikovaného
fragmentu-pfiblizné 1 min na 1 kb fragment). Tento cyklus se opakoval 35x. Posledni

krok byla inkubace pii 72° C po dobu 10 min (rezerva pro GoTaq polymerasu)

Zdrojem genomové DNA byly i transgenni linie N. benthamiana HC-Pro a N.
benthamiana 3H. Diky tomu jsme méli vice pokusnych vzorkl. Rozdil mezi jednotlivymi

vzorky vSak nebyl ocekéavan.

Nb
Nb Nb3H HC-Pro Stc Stg

2500 bp
500 bp
250 bp

Obrazek 7: Elektroforeogram - Templat pro PCR byla gDNA (Nb3H, NbHC-Pro, Stg)
nebo cDNA (Nb,Stc)
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Tabulka 2: Usp&snost PCR v zavislosti na typu DNA a druhy rostliny (ano — usp&sné,

ne - neuspeésné)

Typ N.
Primer S. tuberosum
DNA |benthamiana

PDS - cDNA ano ano
primy/zpétny gDNA ano ano
cDNA ano ano

PDS - 5NTR -
primy/zpétny gDNA ne ano

1.11 Klonovani do pUC57

Vzhledem k tomu, ze k amplifikaci PCR produktt byla pouzita Taq polymeraza, bylo
mozné PCR produkty rovnou bez dal$ich eznymatickych krkt vlozit do T/A plazmidu pUCS57
(InsTAclone PCR Cloning Kit, Thermo). Plazmid umoziiuje modrobilou selekci na LB
plotnach s barvivem X-gal.

Zaligované plazmidy byly transformovany do E. coli kmene Topl0 a plazmidova
DNA poté byla z bakterii izolovana.

Plazmidy byly $tépeny restrikénimi enzymy EcoRI (10 000 U/ml) a Pstl (20 000
U/ml) v pufru 10x SURE/Cut Buffer H. Byla provedena elektroforéza v 1 % agarosovém gelu

a spravn¢ nastépené plazmidy byly sekvenovany.
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Tabulka 3: Klonovani do T/A plazmidu pUC57

Shoda se
sekvenovanou
Vlozeny PCR fragment | Délka| Primer Poznamka databazi
PDS, S. tuberosum, 750 po odstranéni vektoru zbyva 708
cDNA - Stcl bp M13F bp 99 %
PDS, S. tuberosum, 850 po odstranéni vektoru zbyva 450
cDNA - Stc2 bp M13F bp 98 %
PDS, N. benthamiana, | 1080 po odstranéni vektoru zbyva 400
cDNA - Nb bp M13F bp 99 %
PDS, S. tuberosum, 800
gDNA- Stgl bp M13R Sestaven kontig, po odstranéni
PDS, S. tuberosum, 900 vektoru zbyva 888 bp
gDNA- Stgl bp M13F 89 %

Alternativni sestfih (alternativni splicing) je ukaz, pii némz kvili riznym variantam
splicingu (sestfihu) z jednoho genu vznika vice bilkovinovych produkt. Po pfepisu DNA
Vv jadie projde primarni transkript RNA upravami. Diky tomu se dlouhé nekodujici useky

(introny) vystiihuji a ostatni Giseky (exony) se mohou spojit riznymi zplsoby.
1.12 Klonovani genu PDS do virového vektoru PVX

Byla provedena restrikce plazmidu pUC57 s vlozenou DNA (Stépena enzymy Clal a
Xhol) v pufru 10x Tango Buffer. Restrikce neprobéhla uplné, proto byla opakovana se
stejnymi vzorky, ke kterym bylo navic pfidano navic 1 pl restrikéniho enzymu Clal a 0,5 pl

restrikéniho enzymu Xhol. Poté byla provedena elektroforéza v 1 % agarosovém gelu.
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Vektor pGR106 prosel stejnou restrikci. Jenom byl nahrazen restrikéni enzym Xhol
restrikénim enzymem SallHF a purf 10x Tango Buffer pufrem 10x Cut Smart Buffer.
Vekorova DNA byla po skoncené restrikci jesteé defosforylovana ptidavkem 10 U alkalické
fosfatazy SAP. Po 30 minutach byla fosfataza deaktivovéna.

DNA fragmenty byly rozdéleny elektroforézou a poté byly vyizolovany z agarosy a
precistény. Poté byla provedena ligace DNA insertu do vektoru pGR106.

Vzorek byl poté transformovan do kompetentnich bunék bakteriec E. coli a vhodné
plazmidy byly z bun¢k izolovany. Nakonec byly plazmidy $tépeny restrikénimi enzymy Xbal
a EcoRl, a fragmenty rozdéleny elektroforézou v agarovém gelu. Vhodné nastépené vzorky
byly sekvenovany.

U nekterych sekvenovanych vzorkli bud’'to chybéla zaklonovand DNA, nebo chybél
PVX CP. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze s restrikénim enzymem SallHF nedochazi k uplnému
rozstépeni plazmidové DNA. Proto byla jeho koncentrace ve vzorku zvysSena a restrikce poté
probéhla uplné. Ovéfené plazmidy byly pouzity pro transformaci kompetetnich bunck

Agrobacterium tumefaciens GV3103.

Tabulka 4: Klonovani do pGR106

DNA Primer Poznamka
Hp-pGR106 -
PDS, N. benthamiana, cDNA, |5 411 bp insert, bez mutace

411 Bp insert S. tuberosum PDS,

PDS, S. tuberosum, cDNA — Hp-pGR106 - | bohuzel je zaklonovany az do mista
Stc kol. A 5 restrikce Xhol — PVX CP vypadl
PDS, S. tuberosum, cDNA — Hp-pGR106 -

Stc kol. B 5 Prazdny pGR106 véetné PVX CP
PDS, S. tuberosum, cDNA - Hp-pGR106 -

StcB 5 415 bp insert
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pGR-NbPDS3end-cDNA (11496 bp)
Clal
Bsal Nhel Nhel Xhol

12K cP
25K 8K [ NbPDS3End

Obrazek 8: Vektor pGR106 s vlozenou PDS, vytvofeno pomoci databaze na benchling.com

1.13 Inokulace rostlin N. benthamina

Virovy vektor pGR106 s genem PDS byl pfipraven a mohl byt aplikovan na rostliny
N. benthamiana. Inokulum (transformované Agrobacterium tumefaciens namnozené v LB
médiu po 2 dnech) bylo naockovano na spodni stranu 3 listl 14 dni starych rostlin pomoci
injekéni stiikacky.

Jako negativni kontrola slouzil virovy vektor pGR106 bez genu PDS. Tvorba inokula
a samostatna inokulace prob¢hla stejné jako u virového vektoru pGR106 s genem PDS.

Po 14 dnech se projevily prvni ptfiznaky na rostlinach. Prvni mista bez chlorofylu se objevila
na nejsvrchnéjsi ¢asti rostliny.

Po dalSich 10 dnech (cca 8 tydnt staré rostliny) se PVX S§ifil rostlinou a bile zbarvena
listova plocha se rozsifovala. Zcela zelené ziistavaly jenom nejstarsi ¢asti rostliny. Pokud vSak
rostliny N. benthamiana byly péstovany ve skleniku, pfiznaky zacaly po cca 1 mésici mizet,
nebo se uz dale rostlinnou nesitily. Rostliny N. benthamiana péstované v Sanyo boxu mély
trvalou ztratu chlorofylu.

Ztrata chlorofylu je dobfe viditelny fenotypovy projev, bohuzel ale také oslabuje
rostlinu. Rostliny mély malo kvétd. Kvéty rostlin byly deformované a vétsina z nich byla

sterilni. Nakonec se n¢kolik tobolek se semeny vytvofilo.
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Obrazek 10: Fenotypovy projev silencingu 14 dni po inokulaci (vlastni foto)
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Obrazek 12: Fenotypovy projev silencingu 24 dni po inokulaci (vlastni foto)
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Obrazek 13: Negativni kontrola - virovy vektor pGR106 bez genu PDS (vlastni foto)

1.14 Vysevy seminek na sterilni piidu

1.14.1 Priprava media

Sklizena semena byla umisténa do mikrozkumavky spole¢né s kusem bunicCiny.
Bunic¢ina byla k sementm pfidana proto, aby odsala pfebytecnou vlhkost. Mikrozkumavky
byly uchovavany v lednice (+4 °C).

Kultivaéni medium

Do 1 1 destilované vody
e 2,15 g Murashige & Skoog medium
e 1 ml Vitamin mix

e 20 gsacharozy

Poté bylo pH upraveno na 5,8 a nakonec bylo pfidano 2,8 agaru. Sterilni medium bylo

rozlito do sterilnich Petriho misek.

1.14.2 Sterilizace semen

1) Semena N. benthamiana, umisténa v Petriho miskach, byla dana do mikrovinky na 2 x

6 min.
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2) Semena byla ptenesena do Flowboxu, kde byla ponotena do SAVA a ponechana zde
max. 5 min. Poté byla proplachnuta vodou a ponechéana na vzduchu 5 min aby oschla.

3) Sucha semena byla nabirana $pickou a byla pfenasena na Petriho misky s kultivaénim
mediem. Na kazdé misce bylo 5 semen.

4) Petriho misky se semeny byly pfeneseny do Sanyo boxu

Po 14 dnech byla semena jiz dost nakli¢end a mohla se spocitat ta, ktera jiz nevyklici.

Tabulka 5: Kli¢ivost semen

Nevyklicend Celkovy pocet

semena semen Klic¢ivost
Rostliny péstované ve skleniku 3 80| 96,25%
Rostliny péstované v Sanyo
boxu 5 70| 92,86%
Kontrola 0 15 100%

Rostliny byly ponechany v Petriho miskach 3 tydny. Poté byly jednotlivé rostliny uz
natolik velké, Ze se nevesly do misek. Musely byt proto piesazeny do zahradniho
substratu, ktery byl smichéan s piskem v poméru 3:1. Rostliny byly prvnich 5 dni pfikryty
minipafeni§tém a zpocatku 3x denné zvlhcovany — byla to snaha co nejvice snizit stres,
ktery byl vyvolany pienesenim z podminek in vitro do podminek ex vitro.

Po celou dobu byly rostliny N. benthamiana pozorovany, jestli se neprojevi
fenotypové projevy silencingu. Za celé 3 tydny pozorovani se na Zadné rostling

neprojevily fenotypové zmény.

43



Obrazek 14: N. benthamiana vypéstovana ze semen rostlin napadenych virovym vektorem
PVX's genem PDS po 14 dnech (vlatni foto)

Obrazek 15: N. benthamiana vypéstovana ze semen rostlin napadenych virovym
vektorem PV X s genem PDS po 21 dnech (vlatni foto)
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1.15 Filtrace virového materialu

Smyslem tohoto experimentu bylo ziskani sterilniho virového inokula pro in vitro
inokulaci S. tuberosum. Pokus byl provadén s purifikditem PVX a TMV. TMV byl pouzit jako
kontrolni virus. Pokud je rostlina Nicotiana tabacum NN napadena TMV, reaguje
hypersenzitivni reakci (nekrotické léze na listech). To nam umozni kvantifikaci infekce
v ptipadé mechanické inokulace. Kvantifikace PVX Ize provést na Chenopodium

Pokud je Nicotiana tabacum napaden TMV, dé¢la nekrotické 1éze na listech. To nam
umozni kvantifikaci infekce v piipad¢ mechanické inokulace.

Sterilni virové inokulum

1) Do mikrozkumavek bylo pipetou pfeneseno karborundum, poté byly mikrozkumavky
sterilizovany

2) Purifikovany virus TMV byl natfedén pienosovym pufrem a to v poméru 1 : 500 (10 pl
TMV :5ml 0,05 M Na - K —fos.)

3) Do mikrozkumavek s karborundem bylo pfeneseno 250 pl smési s virem. Polovina vzorkt
prosla pies Millex filtr s membranou z acetatu celuldzy s otvory o pruméru 0,45 um. Ve

probihalo ve sterilnim prostifedi Flowboxu.

Stejny postup byl proveden i s PVX.

Listy N. tabacum byly rozdéleny na poloviny. Na prvni polovinu bylo aplikovano
mechanickou inokulaci 20 pl nefiltrovaného viru s pienosovym pufrem, na druhou polovinu
20 pl filtrovaného viru s pienosovym pufrem. Rostliny byly péstovany dal$i tyden v Sanyo
boxu pii umélém osvétleni. Poté byly spocitany jednotlivé leze na infikovanych listech.

Z vysledkt pocitani nekrotickych lezi na listech tabdku je ziejmé, Ze po priichodu
filtrem doslo ke snizeni infektivity purifikovaného viru (p=0.0093) v priméru o 40 %,
zaroven je ziejmé, ze tento typ testu je zatizen pomérné velikou chybou. Filtraci 1ze tak bez

obav pouzit pro sterilizaci virového purifikatu pro Gcely infekce rostlin in vitro.
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Obrazek 16: Nekrotické 1éze na listech Nicotiana tabacum NN napadenych TMV (vlastni
foto)

Obrazek 17: Nekrotické 1éze na listech Nicotiana tabacum NN napadenych TMV (vlastni
foto)
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Graf 1

Méreni poméru lézi na listu

Graf znazornuje primérnou hodnotu a jeji smérodatnou odchylku vypocitanou relativni

cestou tzn. Pocet filtrovanych/nefiltrovanych.

1.16 Inokulace Solanamu tuberosum v in vitro podminkach

1.16.1 Péstovani brambor in vitro

Rostlinny material je mozné kromé ptirozenych podminek péstovat také v umélych
podminkach. Mezi tyto podminky patii 1 kultivace za specifickych podminek v uzavienych
nadobach. Tento postup umoZnuje péstovani celistvych rostlin, ale 1 jejich oddélenych ¢asti.
Odtud pochazi i nazvy téchto kultur — kultury in vitro (ve skle — nadoby, ve kterych jsou
rostliny péstovany, jsou nejcastéji sklenéné).

Diky vysoké regeneracni schopnosti, kterou rostliny disponuji, je mozné kultivovat
rostlinny material. Somatické rostlinné bunky disponuji schopnosti, kterd obnovuje bunééné
déleni. Diky této vlastnosti se mohou rostliny vegetativné mnozit, nebo nahrazovat poSkozené
organy. Je zalozena na tzv. totipotenci rostlinné bunky — vétsina zivych rostlinnych bunék (i
buiiky pln¢ diferenciované) obsahuje kompletni genetickou informaci, kterou je schopna

potencialné realizovat.
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Kultivaéni médium

Do 1 1 destilované vody
e 4,4 g Murashige & Skoog medium
e 20 g sacharézy

e 8gagaru

Do jedné sterilizované magenty se aplikuje 60 ml sterilniho média. Rostliny se mnozily
vegetativné - fizkovanim. V jedné magent¢ se nachéazely 2 rostliny.

Dva tydny staré rostliny S. tuberosum (péstované v podminkach in vitro v magentach)
byly mechanicky inokulovany PVX. Inokulum bylo pfipraveno postupem — Sterilni virové
inokulum str xxx. Na list bylo aplikovano 5 pl inokula a to bylo rozetifeno pouze $pickou
pipety, nebo pomoci sklenéné ty€inky. Jako kontrola mechanického poskozeni bylo

aplikovano samostatné karborundum s redestilovanou vodou.
1.16.2 ELISA

Po 14 dnech byla provedena ELISA.

Tabulka 6: Namétena absorbance pii 405 nm po 30 min

Solanum tuberosum — inokulace PVX A (405 nm)
Neinfikovana rostlina 0,111

Inokulovany

list 0,137
Rostlina inokulovana $pi¢kou pipety

Systémovy

list 0,162

Inokulovany

list 0,178
Rostlina inokulovana sklenénou ty¢inkou

Systémovy

list 0,154
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Tabulka 7: Naméfena absorbance pii 405 nm po 24 hod v lednici (4 °C)

Solanum tuberosum — inokulace PVX A (405 nm)
Neinfikovana rostlina 0,385

Inokulovany

list 0,623
Rostlina inokulovana Spickou pipety

Systémovy

list 0,818

Inokulovany

list 1,061
Rostlina inokulovana sklenénou tyCinkou

Systémovy

list 0,731

1.17 lzolace viru

Rostliny N. benthamiana byly inokulovany 1 ml injek¢ni stiika¢kou bez jehly virovym
vektorem PV X s genem GBSS a wild type PVX. Pfiblizn¢ po 14 dnech byly odebrané
napadené Casti listt. Z nich byl pfipraven extrakt pouzity pro mechanickou inokulaci rostlin
Nicotiana tabacum, které jsou vhodné&jsi pro izolaci vétSich mnozstvi viru, ale je v nich
obtizné vyvolat virovou infekci agroinfiltraci.

Purifikace probihala podle metodiky popsané na str. 31
Wild type PVX = 8,1 mg/ml Azeor280=1,2
PVX/GBSS = 2,59 mg/ml Azeor280=1,2
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6. Diskuse

1.18 Rostliny Nicotiana benthamiana

V prvni generaci rostlin Nicotiana benthamiana doslo k dobfe viditelnym
fenotypovym zmeénam — vybéleni rostlinného pletiva. Rostliny nebyly zcela bil¢, listy
vykazovaly mozaikovy fenotyp s bilymi i zelenymi ¢astmi. Setkali jsme se ovSem
s neoCekavanym jevem, ktery se ukazal jako velmi vyznamny a negativné ovlivnil nase dalsi
experimenty. Pfestoze rostliny s bilym fenotypem nasazovaly na kvéty S normalni frekvenci,
nedochazelo u nich k tvorbé semen. VSechny kvéty byly deformované a vétsina z nich byla
sterilni. To negativné ovlivnilo dal$i experimenty, které byly zavislé na vypé&stovani a
sledovani druhé generace rostlin. V pokusu se nakonec podatilo vypéstovat nékolik tobolek
se semeny, ovSem tyto byly odebrany z té ¢asti rostliny, kterd vykazovala normalni zeleny
fenotyp. V druhé generaci nebyly zadné fenotypové zmény pozorovany, coz mohlo byt
ovlivnéno jak zdrojem semen (zelené Casti prytu) tak i jejich malym poctem.

Guo et al. (2003) publikovali, ze Gspésné provedli PTGS (post — transkripéni genovy
silencing) genu PDS na Arabidopsis thaliana. Konstrukty pX7-PDSi(At) byly tspésné
dokonc¢eny a mohly se inokulovat na rostliny. Péstovali na Zivném médiu 35 linii A. thaliana.
33/35 mélo bily fenotyp. Z 33 rostlin pouze 2 mély semena. Semena z té€chto 2 rostlin méla
nizkou fertilitu a bylo jich produkovano malo. Jiny nezavisly vzorek pX7-PDSi(At) byl
inokulovan do 81 rostlin. VSechny rostliny dokon¢ily vegetacni cyklus s fenotypovymi
zménami. Byla sklizena semena z 12 jedincil. Nasledujici generace ale také neprojevovala

znamky PTGS.

Obriazek 18: Fenotypovy projev silencingu na Arabidopsis thaliana (Guo et al., 2003)
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Obrazek 19: Fenotypovy projev silencingu na Nicotiana benthamiana (vlastni foto)

Dalo by se ptfedpokladat, ze pokud by se vypéstovalo velké mnozstvi rostlin druhé
generace, tak by né¢jaka z nich mohla byt metylovana. Bohuzel na tolik rostlin nemame
prostory ani dostatek fertilnich semen.

Pro dalsi praci bude zapotiebi najit jiny vhodny vizudlni marker, ktery nebude rostlinu

tolik oslabovat, a ta by se mohla bez obtizi generativné rozmnoZovat.

1.19 Rostliny Solanum tuberosum

Oproti rostlinam N. benthamiana maji rostliny Solanum tuberosum delsi vegeta¢ni
(v nasi laboratofi jsou k dispozici nové rostliny zhruba kazdé 2 tydny), brambory byly pro
pokus pripraveny pouze jednou v prubéhu vegetacni sezony. Prestoze byl pokus naplanovan
s dostate¢nym piedstihem a ¢asovou rezervou, nakonec se shodou okolnosti nepodatilo v¢as
ziskat virovy vektor s vlozenym fragmentem genu PDS, byl tedy pouzit ndhradni virovy
vektor nesouci fragment genu GBSS. V soucasné dobé¢ je virovy vektor pGR106 s genem

PDS ptipraven pro pouziti do Solanum tuberosum.
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1.20 Sterilni virové inokulum

Cilem tohoto experimentu bylo ziskani sterilniho virového inokula pro in vitro
inokulaci S. tuberosum. Pokud byl provadén s TMV a rostlinami Nicotiana tabacum NN.

Tyto rostliny totiz reaguji na napadeni TMV hypersenzitivni reakci - tvorbou nekrotickych
1ézi na listech. V ptipad¢ mechanické inokulace ndm to umozni jednoduchou kvantifikaci.

Membranov¢ filtry zadrzi viry pomoci adsorpce a velikostnim omezenim — pramér
port filtru je mensi nez virové ¢astice. Adsorpci mize zabranit oSetieni viru laurethsulfatem
sodnym (snizuje povrchové napéti) nebo purifikace viru v destilované vodé. Obalové proteiny
nékterych viri mohou také zabranit adsorpci. Virus by mél piejit pfes membranu v ptipadé, ze
primér pord membrany je dvakrat vétsi nez prameér viru. I kdyZ se dodrzuji predesla
doporuceni pro zabranéni projiti viru pres membranu, stale filtrace nemusi byt uspésna Ver et
al.).

Givan et al. (1965) provedli filtraci Rubiviru (pramér okolo 100 pm). Membrana filtru
méla pramér péra 100 pm. Piesto virus pies filtr prosel.

Virion TMV je piiblizn¢ dlouhy 300 nm a v §ifce ma 18 nm, (Hull, 2009). Pro
ptipravu ¢istého virového inokula jsme pouZili filtr s membranou z acetatu celuldzy s otvory o
praméru 450 nm.

Spocitanim nekrotickych lezi na listech na listech tabaku je ziejmé, Ze po prichodu
filtrem doslo ke snizeni infektivity purifikovaného viru (p=0.0093) v priméru 0 40 %.
Filtraci 1ze tak bez obav pouzit pro sterilizaci virového purifikatu pro ucely infekce rostlin in

vitro.
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(. Zavér

e Konstrukce rekombinantniho rostlinného viru PVX pro silencing genu PDS u
Nicotiana benthamiana se zdafila.

e Rostliny byly infikovany a po 14 dnech se projevily prvni fenotypové zmény,
tudiz se PTGS na rostlinach N. benthamiana zdafil.

e Bohuzel rostliny mély mélo semen a odebrana semena byla z ¢asti rostlin se
zelenym fenotypem. V druhé generaci rostlin se bilé zbarveni neprojevilo, coz
mohlo byt zpisobeno malym poctem semen nebo odebranim semen ze zelenych
¢asti rostliny.

e Rostliny Solanum tuberosum maji delsi vegetaéni cyklus a navic jsou prostorové
naro¢né&jsi nez rostliny Nicotiana benthamiana. Piestoze byl pokus naplanovan
s dostate¢nym predstihem a asovou rezervou, nakonec se shodou okolnosti
nepodafilo vcas ziskat virovy vektor s vlozenym fragmentem genu PDS.

V soucasné dobé je virovy vektor pGR106 s genem PDS pfipraven pro pouZiti do
S. tuberosum
Hypotéza byla vyvracena — pomoci rekombinantniho rostlinného viru PVX, ur¢eného
pro silencing genu PDS, nenastaly zadné fenotypové zmény v F1 generaci u rostlin Nicotiana
benthamiana.
Je mozné, Ze tyto zmény nemohly byt pozorovany z divodu nedostate¢ného mnozstvi
vypé&stovanych F1 rostlin. Tento pokus by Sel provést, ale byl by prostorové narocny.
Dalsi moznosti by bylo najit jiny vhodny vizualni marker, ktery by rostliny tolik

neoslaboval, a ty by se mohly bez komplikaci generativné rozmnozovat
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9. Seznam pouzitych zkratek a symbolu
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LB medium

M - MLV

N. benthamiana
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PDS

PEG
pGR106
pUC57

PVP

PVX

RNA

S. tuberosum
Taq polymerasa
TMV

UEB AV CR, v. v. i.

UV oblast

Agrobacterium tumefaciens

Pér bazi

Hovézi (bovinni) sérovy albumin
Kapsidovy protein
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleosidtrifosfat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Enzymové imunosorp¢ni analyza
imunoglobuliny typu G

Kilobaze

Luria-Bertani medium

Moloney - Murine Leukemia Virus
Nicotiana benthamiana

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(phosphate buffered saline)
Polymerazova fetézova reakce
Fytoen desaturaza
Polyethylenglykol

Rostlinny virovy vektor pGR106
Plazmidovy vektor v E. coli
polyvinylpyrrolidon

X virus bramboru (Potato virus X)
Ribonukleova kyselina

Solanum tuberosum

Polymerasa z Thermus aquaticus
Virus mozaiky tabaku

Ustav experimentalni botaniky Akademie véd
CR,vefejna vyzkumna instituce

Oblast ultrafialového zafeni
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