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CILE PRACE
TEORETICKA CAST:

¢ Zpracovani literarni reSerse:
— Moznosti rezistence rostlin viéi patogenum

- WDV
PRAKTICKA CAST:

¢ Transformace pSenice replikacnim proteinem K5 a J1.
— U To generace stanoveni pfitomnosti transgenu na trovni DNA.

— U T1 generace stanoveni exprese transgenu.

% Transformace je¢mene jarniho replikaénim proteinem AC4 a O2.

— U To generace stanoveni pfitomnosti transgenu na trovni DNA.

¢+ Detekce siRNA u generace T3sDH: je¢mene jarniho nesouci J1 transgen.
— Kultivace rostlin a ovéteni pfitomnosti transgenu na trovni DNA a RNA.
— lzolace celkové RNA obohacené o sSRNA frakci.
— Ptiprava hybridiza¢nich prob a Northern blotting.

% Pfiprava sRNA knihoven u T2DH: generace jecmene jarniho nesouci osm transgen.
— Kultivace rostlin a ovéfeni pfitomnosti transgenu na irovni DNA a RNA.
— Izolace celkové RNA obohacené o sSRNA frakeci.
— Izolace sRNA frakce a ptiprava sSRNA knihoven.

— Kaontrola kvality a kvantity knihoven.



1. UVOD

Psenice patii mezi nejstarsi kulturni rostliny, je zdkladni potravinarskou surovinou a slouzi
jako krmivo nebo surovina pro vyrobu Skrobu a lihu. Kvili jeji dilezitosti je potieba
ptizpusobovat vlastnosti psenice proménlivym vné&jsim podminkam klasickym $lechténim
nebo genovou manipulaci. Jednim z patogent, které mohou pSenici napadat je virus
zakrslosti pSenice (WDV). WDV je rostlinny ssSDNA virus s kruhovym genomem patfici do
¢eledi Geminiviridae a rodu Mastrevirus. Virus je schopen napadat jeémen i pSenici. Mezi
hlavni symptomy ndkazy patii zakrnély vzrust rostlin a Zluté listy s nepravidelnymi
skvrnami. Nakaza muze vyustit az v uhyn rostliny. Jedna se o hospodaisky zavaznou nemoc
obilnin napadajici pfedev§im ozimé varianty pSenice a jeémene.

Existuje nékolik zplisobll obrany proti virim zahrnujici genové inZenyrstvi, napiiklad od
patogenu odvozena rezistence (PDR). Principem PDR je zvyseni tolerance rostliny
Kk patogenu expresi jeho genu nebo ¢asti sekvence Vv rostliné. PDR se d€li na rezistenci
odvozenou od proteinu a rezistenci odvozenou od RNA. Od proteinu odvozena rezistence
spoléhd na interferenci viralniho proteinu exprimovaného z rostliny. Rezistence muze byt
vyvolana obalovym proteinem (CP), pohybovym proteinem (MP), RNA dependentni RNA
polymerazou (RdRp) nebo replikacnim proteinem (Rep/RepA) u vird, které nekoduji RdRp.
Od RNA odvozend rezistence vyuziva tzv. RNA interference. Exprese hpRNA
komplementarni k transgenu je $t€pena enzymem Dicer a kratké RNA jsou inkorporovany
do RISC komplexu, ktery katalyzuje degradaci komplementarni RNA.

V ramci této diplomové praci byly rostliny jarni pSenice cv. Fielder a jarniho jeCmene cv.
Golden Promise transformovany genem replikaéniho proteinu viru zakrslosti psenice

upravenym k vyvolani od patogenu odvozené rezistence.



2. TEORETICKY UVOD

2.1 REZISTENCE ROSTLIN VUCI PATOGENUM

Psenice a dalsi obilniny (naptiklad kukufice nebo jeCmen) patii do ¢eledi lipnicovité, tiidy
jednodé€loznych rostlin. Primarnim genovym centrem psSenice je Sttedozemi (Mediterranean;
Vavilov, 1926) a jeji puvod je spojen se tiemi druhy rostlin, které stale rostou v ptivodnim
genovém centru. Pfevazna cast dnes péstované pSenice je hexaploidni Triticum aestivum
(AABBDD), ktera vznikla pravdépodobné pied 8 000 lety zkiiZzenim tetraploidni pSenice
Triticum turgidum var. durum (AABB; vzniklé domestikaci divoké Triticum dicoccum)
s diploidni travou Aegilops tauschii (DD). Vznik tetraploidni Triticum dicoccum je spojovan
se zkfizenim diploidni pSenice Triticum monococcum (AA) a diploidni travy Aegilops
speltoides (BB). Dnesni péstovana pSenice je allopolyploid, nesouci tii originalni samostatné
haploidni genomy A, B a D. (Gill a Gill, 1994; Patnaik a Khurana, 2001)

Nejnovéjsi sekvenace pSeni¢ného genomu (Triticum aestivum cv. Chinese spring) urcila
ptitomnost 107 891 genti a jejich regulacnich oblasti na 21 chromozomech. Velikost genomu
byla stanovena mezi 15,4 a 15,8 Gb a mnozstvi repetetivni DNA bylo stanoveno na 85 %
(IWGSC, 2018).

Prvni transformace pSenice byla provedena vroce 1985. Pomoci PEG
(polyethylenglykol, Lorz et al., 1985) byly transformovany protoplasty, které byly pozdéji
transformovany pomoci elektroporace (He et al., 1994). Transformace protoplasti je vSak
obtizna z diivodu komplikované regenerace rostlin. Dalsi pouzitou transformacni technikou
se stala dodnes pouzivand biolistika, fungujici na principu nastfelu mikroprojektilt
obalenych zajmovou DNA do bunék. Biolistickd metoda byla uspéSné pouZita
k transformaci pSenice v roce 1992. Vektorem pBARGUS byly transformovany bunky typu
C embryonalniho kalusu odvozené ze somatickych embryi tak, aby z nich mohly regenerovat
nové rostliny (Vasil et al., 1992). Nevyhodou této metody je ¢astd mnohonasobna inzerce
transgenli. Druhd pouZivand metoda transformace pSenice vyuzivd pidni bakterii
Agrobacterium tumefaciens. Neékolik let byly jednod€lozné rostliny oznacovany jako
nevhodni hostitelé Agrobacterium, protoze in vitro ani in vivo nedochazelo k jejich infekci
(Hoisington et al., 2012). V roce 1988 byla pfipravena prvni transgenni pSenice ptimou
injekci inokula Agrobacteria na bazalni ¢ast 1 az 4 dny starych semenacka (Woolston et al.,
1988). Vroce 1991 byla oznamena prvni in vitro transformovana bunka nezralého
pSeni¢ného embrya (Mooney et al.,, 1991). Transformace Agrobacteriem ale nebyla

povazovéana za praktickou az do roku 1997, kdy byla potvrzena stabilni transformace
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s mendelovskou dédi¢nosti do T1 generace (Cheng et al., 1997). Vyhodou této transformace
je stabilngjsi inkorporace mensiho mnozstvi kopii transgenti (Patnaik and Khurana, 2001).
Jako marker ke studiu transformace pSenice byl vyuzit virus zakrslosti pSenice (WDV,
Wheat Dwarf Virus). Amplifikace viralni DNA vedla nejen k vyraznym symptomum, ale
I jednoduché detekci ELISA testem (Woolston et al., 1988; Dale et al., 1989).

V soucasné dob¢ se pro transformaci pSenice vyuzivaji dva typy pSeni¢nych explantati:
nezrald kvétenstvi a nezrald zygotickd embrya, kterd jsou transformovana bud’ biolisticky
nebo s pomoci A. tumefaciens (Gaponenko et al., 2018). Mezi odrudy pSenice, které se
nejcasteji vyuzivaji k transformaci ve form¢ nezralych embryi patii Bobwhite, cv. Fielder

acv. Veery 5. Alternativné se vyuzivaji i kalusy nezralych embryi kultivart jarni pSenice

Florida a Cadenza (Jones et al., 2005).

2.1.1 Prirozené vyvolana imunita

Rostlinné viry maji velmi negativni dopad na zemédélské plodiny, proto se pro boj s nimi
V poslednim stoleti vénovalo nemalé Usili. Standartni techniky rostlinné patologie jako je
karanténa, eradikace (odstranéni napadenych rostlin) nebo stfidani plodin jsou stale velmi
dilezitymi nastroji ke kontrole virovych onemocnéni, nicméné nevyhody jako cena,
pochybnd ucinnost nebo nespolehlivost béhem let davaji prostor modernim metodam
genetické manipulace (Scholthof et al., 1993), které dopliuji pfirozené mechanismy

rostlinné obrany.

2.1.1.1 Efektorova imunita (ETI)

Kromé pasivni obrany proti patogeniim, napiiklad rigidni bunééné stény, si rostliny
vyvinuly také aktivni obranu. Nej€ast&jsim mechanismem spojovanym s aktivni obranou je
ETI (Effector Triggered Immunity; efektorova imunita). Obrana rostliny spociva
V hypersenzitivni reakci, programované bunééné smrti bunék v okoli mista primarni infekce,
coz se na rostliné projevi jako nekrotické 1éze (Goldbach et al., 2003). Spusténi tohoto
obranného systému je zavislé na pfitomnosti produktu dominantniho genu rezistence
Vv rostlin€ (genu R) a virovému genu avirulence (genu avr). Pokud je korespondujici gen R
pfitomen na rostlin€ a soucasné¢ komplementarni avr gen ve viru, vysledkem je rezistence
(Dangl and Jones, 2001). Geny avr u rostlinnych virt obvykle koduji obalové proteiny,
replikasy, nebo pohybové proteiny. Strukturdlni integrita avr proteini je dillezita pro
percepci R proteiny (Bonas and Lahaye, 2002). Jednoduchy model pusobeni predpoklada
rozpoznani signalni drahy, které se ucastni avr, pomoci produktu genu R, ktery nasledné

spousti signdlni kaskadu obranych reakci. VSechny zatim sekvenované R geny koduji
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proteiny, které se daji rozdélit do péti tfid. Nejzastoupenéjsi skupinou R proteinti jsou ty,
obsahujici vazné misto pro nukleotidy a sekvence bohaté na leucin (NB-LRR; Nucleotide
Binding site — Leucine Rich Repeat). Tyto proteiny funguji vyhradné jako R proteiny a jsou
vysoce vyvinuté pro tuto funkci. LRR domény se vyskytuji na C-termindlnim konci
vV rizném poctu a podileji se na protein-proteinovych interakcich, peptid-ligand vazbach
a protein-uhlovodikovych interakcich. NB misto je soucasti vétsi domény, ktera je
homologni s nékterymi eukaryotickymi efektory bunécné smrti, jako je napiiklad Apaf-1
(Apoptotic Protease-Activating Factor 1) nebo Ced4 (CEIl Death protein 4). Tato skupina
proteint je dale rozd€lena podle sloZzeni N-terminalni domény. Na N-terminalnim konci
mize byt ,.coiled coil“ doména (CC-NB-LRR), leucinovy zip (leucine zipper; LZ-NB-LRR),
nebo TIR doména (TIR-NB-LRR) homologni k doméndm proteini zapojujicich se
v signalnich drahach (Dangl and Jones, 2001). R geny se mohou vyskytovat jako soucast
klastru homolognich geni nebo samostatné, v zavislosti na druhu rostliny. Distribuce
NB-LRR gend v genomu byla vysvétlovana tandemovou genovou duplikaci a duplikaci
jednotlivych genli nebo malych skupin genti do riznych lokust. Na distribuci R geni ma
vliv i rekombinace a homogenizace (Leister, 2004). V genomu Arabidopsis thaliana bylo
zjisténo 149 NB-LRR gentl z nichz 58 mélo zkracenou sekvenci. Z téchto 149 genti bylo 40
detekovano samostatné a zbytek byl identifikovan ve 43 klastrech (Meyers et al., 2002).

2.1.1.2 Chemické cesty indukce rezistence

K indukci rezistence vi¢i virim a jinym patogentim existuji i chemické cesty. ISR
(Induced Systematic Resistance; indukovanad systémova rezistence) a SAR (Systemic
Aquired Resistance; systémové ziskand rezistence). ISR je vyvoldna mnoha druhy
rostlinnych rhizobakterii. SAR je indukovand primarni infekci pfedevS§im patogeny
vyvolavajici hypersenzitivni reakci. Za urcitych podminek je ale mozné vyvolat SAR umeéle,
napiiklad benzothiadiazolem. V Arabidopsis piirozené¢ vyvolana SAR zahrnuje expresi
gend, z nichz nékteré jsou funkcéné spojené se systémem obrany zavislym na kyseliné
salicylové a PR (Pathogen Related) proteinech. Jak ISR, tak SAR jsou zodpovédné za
dlouhodobé rezistence proti riznym patogeniim, mezi né€z se fadi 1 viry. Funkce ISR, na
rozdil od SAR, proti virim ale nebyla jesté pIné zmapovana (Faoro a Gozzo, 2015).

Kyselina salicylova (SA; salicylic acid) je rostlinny hormon regulujici kromé ristu
a vyvoje i obranu vici biotickym a abiotickym stresiim. Sama nespousti imunitni reakci, ale

spolupracuje s mnoha dal$imi fytohormony. Syntéza SA se mimo jiné spousti po aktivaci



PTI (Pattern Triggered Immunity) a ETI obrannych reakcich - ve vrchnich ¢astech rostliny
se za¢nou akumulovat PR proteiny, SA a dochazi ke spusténi SAR (Klessig et al., 2018).

SA aktivuje obranu proti viram: Stimuluje transkripci RNA dependentni RNA
polymerazy 1, ktera reguluyje RNA umlceni a inhibuje transport elektronti pii bunééném
dychani, pravdépodobné¢ skrz ROS (Reactive Oxygen Radicals, reaktivni kyslikové
radikaly) interakci salicylatu s peroxidasami. Tyto slouceniny jsou monitorovany
senzorovymi proteiny, které se spolu s oxidem dusnatym podili na tvorbé signalu
sméiujicimu k jadru. V jadfe dochézi k transkripci obrannych genti a gent alternativnich
oxidas (AOX, Alternative OXidase). AOX negativné ovliviiuji tvorbu ROS. Dochazi
k inhibici syntézy a/nebo pohybu viru (Sing et al., 2004).

2.1.2 Od patogenu odvozena rezistence (PDR)

Potencial vyuziti patogenu pro zvySeni rezistence plodin proti virdm byl poprvé
demonstrovan, kdyz H.H. McKinney v roce 1929 pfipravil tabdk odolny proti silnému
kmenu TMV (Tobacco Mosaic Virus, vir tabakové mozaiky) pomoci pfedchozi infekce
mirnym kmenem TMV. Tento typ odolnosti byl pozdé&ji nazvan ,,cross-protection® a byl
uspé$né pouzit i U jinych rostlin, napiiklad rajéat, papaji nebo citrust. Nevyhodou této
rezistence je vyuziti infekéniho viru jako kontrolniho opatfeni. Dal§im zavaznym
problémem je virulence kment virdi, kterd se 1i8i jak mezi plodinami, tak mezi odridami
jedné plodiny. Virus pouZity k ochrané jedné plodiny by mohl zpisobit infekci na jinych
plodinach nebo odridach rostoucich pobliZ. S rozvojem molekularni biologie byly vyvinuty
nové teorie vhodné k testovani. Koncept od patogenu odvozené rezistence vyuzivajici
transgennich rostlin byl rozpracovan v roce 1985, kdy Sanford a Johnston navrhli, Ze exprese
uréitych genll patogenu by mohla zménit rovnovahu virovych slozek v hostitelské rostling
replikace a/nebo pohybu patogenu na infikovanou buiiku. Vyhodou této rezistence je, Ze 1 pii
mén¢ efektivni interferenci s replikacnim cyklem viru symptomy ndkazy mohou byt
modulované a vyustit pouze v lokalni infekci. (Scholthof et al., 1993; Goldbach et al., 2003)

Od patogenu odvozena rezistence mtize byt dvoji: 1. odvozend od proteinu a 2. odvozena
od RNA. Od RNA odvozena rezistence je ¢asto u¢inna vici vysokym trovnim inokula, ale
je velmi specificka. Od proteinu odvozena rezistence obecné vykazuje nizsi ucinnost ale

vy$si spektrum rezistence (Lomonossoff, 1995).



2.1.2.1 Od proteinu odvozena rezistence

Pivodni transgenem indukovana rezistence vuc¢i viru byla vyvoldna genem obalového
proteinu (CP; Coat Protein) viru tabakové mozaiky. Transgenni rostliny infikované virem
vykazovaly zpozdéné a utlumené piiznaky (Powell et al., 1986). U TMV CP byla
detekovana i rezistence k ptibuznym kmenim TMV a kmentm, jejichz CP ma podobnou
strukturu (Beachy, 1997). U CP genu PVY (Y vir bramboru) z kmene N605 byla detekovana
rezistence i proti kmenu 0803 (Malnoe et al., 1994), ale napiiklad rostliny nesouci CP viru
PRSV (Papaya RingSpot Virus) byly rezistentni pouze vuci kmenu ze kterého byl CP
odvozen (Tennant et al., 1994).

Molekularni mechanismus CPMR (Coat Protein-Mediated Resistance; od obalového
proteinu odvozena rezistence) neni jeSté plné pochopen, a navic se li§i podle druhu virg.
U experimentti s TMV u tabdku bylo dokézano, ze rostliny exprimujici vy$si mnozstvi TMV
CP byly tolerantngj$i vuci virionu TMV oproti pouze RNA TMV. Proto bylo navrzeno, ze
CPMR proti TMV funguje skrz inhibici rozloZeni virionu u primarné infikovanych bunék.
Inokulum RNA bylo schopno obejit rezistenci, protoze zadné rozkladani u nezapouzdiené
RNA neni tieba. Z poznatkit o CPMR vyslo nékolik konzistentnich dukazi: (1) Rezistence
je zavisla na misté exprese CP. CPMR je zavisla na expresi CP v primarné infikovanych
bunkach epidermis. Pokud bylo CP exprimovano pouze v mezofylovych buikéach listu
rezistence ani tolerance nebyly piitomny. (2) Byl pfipraven test zapouzdieni. Do
pseudoviriont (¢astic podobnym virionu TMV) byla zabalena mRNA B-glukoronidasy,
ktera byla inokulovéna do protoplasti vykazujicich CPMR a protoplastii netransgennich
rostlin. Produkce GUS byla mnohem mensi u protoplasti CPMR nez u protoplastti bez CP
transgenu. (3) Byl proveden dalsi test zapouzdieni. Byly pfipraveny mutantni
a rekombinantni formy CP TMV, které se nechaly interagovat s nemutovanym CP TMV.
inhibici rozlozeni virionu. I po provedeni téchto experimentl ale stale nebyla potvrzena
inhibice pohybu pozdéjsich stadii po rostliné. (4) Byl proto testovan vliv CPMR na
vaskularni transport. Segment rostliny vykazujici CPMR byl naroubovan na TMV
nachylnou netransgenni rostlinu. Pohyb TMV skrz naroubovany segment byl inhibovan
(Baulcombe, 1996). Pozd¢jsi vyzkum ukazal ovlivnéni CPMR napftiklad i mutaci v CP
ovlivitujici elektrostatické interakce mezi podjednotkami (Bandahmanne and Gronenborn,
1997) nebo stavem agregace CP (Asurmendi et al., 2007). CPMR muze byt ovlivnéna
urcitou konfiguraci kvartérni struktury CP (Prins et al., 2008).
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Obalovym proteinem p25 viru ,.citrus tristeza virus (CTV) byly transformovany rostliny
mexické limetky (Citrus aurantifolia (Christ.) Swing). Cast transgennich rostlin nesla p25
CP z kmene T-305 a ¢ast nesla p25 CP z mirnéj$iho kmene T-317. Po inokulaci virem byla
na rostlinach pozorovana Skala symptomu. Nékteré rostliny vykazovaly fenotyp napadené
kontroly, u nékterych doslo ke zpozdénému nastupu symptomu a ¢ast rostlin (10 — 33 %)
byla bez symptomu. Rezistentni rostliny obsahovaly velké mnozstvi p25 CP (Dominguez et
al., 2002). Mezi dalsi piiklady CPMR mizeme zaradit soju rezistentni vici ,,50ybean mosaic
virus“ (Wang et al., 2001) nebo tabak rezistentni vuéi Potyviru (Lindbo and Dougherty,
1992).

Kromé¢ obalového proteinu je mozné pouzit i replikacni protein viru (Rep protein). U virt,
jejichz genom se sklada ze ssDNA neni kddovana polymeraza, ale jejich replikace je zavisla
na jejich vlastnim replikacnim proteinu a hostitelské polymeraze. Jako ptiklad mize slouzit
rezistence proti TYLCSV (Tomato Yellow Leaf Curl Sardinia Virus; virus zZluté kadetavosti
listd rajcete). Rep protein silné¢ inhiboval replikaci viru v protoplastech, a pokud byl
exprimovan ve vétsim mnozstvi, indukoval rezistenci. Protein zkradceny o N-termindlni
doménu se vazal na viralni Rep protein se kterym tvofil dysfunkéni komplexy (Prins et al.,
2008). Délka rezistence je zavisla na schopnosti viru utisit expresi transgenu. TYLCSV
neovliviioval expresi transgenu zavislou na 35S promotoru, ale indukoval tvorbu
specifickych 21-25 nt dlouhych siRNAs (Lucioli et al., 2003). Dalsim piikladem je
transgenni je¢men nesouci upraveny protein asociovany s replikaci viru zakrslosti pSenice
(WDV RepA) a stejny upraveny protein Rep A ale s mutaci v interakéni doméné¢ RBR
(RetinoBlastoma-Related protein). T1 generace transgennich rostlin jeémene jarniho byla
vystavena dfive infikovanému pfirozenému prenaSe¢i WDV, kiisu polnimu. MnozZstvi
virové DNA bylo stanoveno TagMan qPCR. Rostliny nesouci transgen s mutaci v interakéni
doméné vykazovaly symptomy odpovidajici 2 tydennimu zpozdéni infekce oproti rostlindm
nesouci pouze upraveny RepA. Exprese transgenu byla podobna u obou typti rostlin (Cejnar
etal., 2018).

K vyvolani PDR miize slouzit i pohybovy protein (movement protein; MP). Ten, na rozdil
od CP, jako nemutovany rozsifuje infekci. Upraveny protein je zodpoveédny za zpozdény
nastup symptomu ndkazy a poskytuje rezistenci i vici taxonomicky vzdalenéjSim virtm.
Transgenni tabaky nesouci dMP TMV byly odolné i vii¢i ,,tabacco rattle virus®, ,,peanut
chlorotic streak virus* a ,,tabacco ringspot virus* (Prins et al., 2008).

U RNA virQ, je mozné pfipravit rezistentni rostliny i pomoci genu koédujici RNA-
dependentni RNA-polymerazu (RdRp, replikasa). Tabdky transformované modifikovanou
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RdRp viru TMV vykazovaly inhibici replikace viru v misté¢ inokulace. Rezistence byla
specificka pouze pro pouzity kmen ale dochazelo k inhibici jak viriont, tak neobalené RNA
TMYV. Ackoliv 54 kDa protein nebyl v misté infekce pfimo detekovan, protoplasty nesouci
plazmid exprimujici protein vykazovaly sniZzenou replikaci viru (Carr et al., 1992). Pro jinou
virovou RdRp byla ale navrhnuta koexistence proteinové i na RNA zavislé rezistence,
protoze cela 54 kDa RdRp viru ,,pepper mild mottle virus“ se nezdala vhodnou pro vyvolani
rezistence, presto rostliny exprimujici pouze 30% sekvence RdRp byly odolné (Prins et al.,
2008).

RdRp viru svinutky bramboru (PLRV, Potato LeafRoll Virus) byla transformovana do
rostlin brambor cv. Desirée. Byly pfipraveny dva konstrukty nesouci cely PLRV rRdRp gen
s promotory 35S a RolA (floémové specificky promotor z Agrobacterium rhizogenes).
U linii rostlin nesouci transgen pod promotorem 35S byly detekovany zndmky infekce, ty
ale byly pozdé&ji potlaceny a 40 dni od infekce nebyl vir v rostlinach detekovan. U rostlin
S transgenem pod promotorem RolA se znamky infekce projevily opozdéné
(Ehrenfeld et al., 2004). Mezi dalsi piiklady se fadi i PDR vuéi viru Y bramboru

(Schubert et al., 2004) nebo vinna réva rezistentni vaci ,,fanleaf virus® (Barbier et al., 1998).

2.1.2.2 Od RNA odvozena rezistence

Genové umlcovani bylo poprvé popséno v roce 1990 Vv rostlinach petinie. Plvodné
nevysvétlitelny fenomén byl pozorovan u rostlin nesoucich transgen kodujici enzym chalcon
syntasu dulezity pro tvorbu fialového pigmentu. Misto navySeni pigmentu a syté fialové
barvy okvétnich listki byly rostliny naopak bilé (Napoli et al., 1990). Po provedeni dalSich
studii nebyla detekovana exprese transgenu ani endogenniho genu. Tento fenomén byl
nazvan kosuprese (Jorgensen, 1992; Palli, 2012) a jeho zakladni mechanismus zustal
nezndmy dalSich 8 let. Po srovnani G¢inkd ssRNA a dsRNA u modelového organismu
Caenorhabditis elegans dosli Fire a Mello k zavéru, ze purifikované ssRNA at’ uz ,,sense”
nebo ,antisense* jsou pfi umlovani 10x az 100x méné¢ ucinné nez dsRNA. Umlcovani
pomoci ssRNA je mozné pouze, pokud je do organismu injektovano ,,sense” i ,,antisense*
vlakno. Hybridizace dvou ssRNA tak mohla prob&éhnout in vivo (Fire et al 1998; Sen a Blau,
2006). Andrew Z. Fire a Craig C. Mello dostali v roce 2006 za objev RNA interference
Nobelovu cenu za Fyziologii a Medicinu (Tiskova zprava vydané 2.10.2006).

Zatim jsou zndmy dva mechanismy umlc¢ovani transgenti a endogennich lokusi. Prvnim
je TGS (transcriptional gene silencing; umlceni transkripce), zavisly na methylaci lokusu,
¢imz dochézi ke zméné struktury chromatinu a geny nejsou piepisovany. Druhym
mechanismem je post-transkripéni genové umlceni (PTGS) pod ktery spadd RNA
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interference (RNAi; dfive zvana kosuprese), proces odehravajici se ve vSech eukaryotickych
organismech (Hammond et al., 2001).

Za objeveni tohoto mechanismu v pavodné¢ PDR transgennich rostlindich napadenych
virem muze neodpovidajici mnozstvi MRNA transgenu odvozeného od genu viru vztazené
ke stupni rezistence. Dokonce pravé nekteré rostliny s nizkou nebo nedetekovatelnou expresi
proteinu vykazovaly nejvyssi stupenl tolerance. Tyto odchylky indikovaly zapojeni RNA
(Prins et al., 2008). V roce 1993 byl pfipraven tabak rezistentni vici ,,tobacco etch virus®
(TEV). Vlozenym transgenem byl obalovy protein viru zkraceny na N-termindlnim konci.
Transgenni rostliny po vystaveni infekci nejdiive vykazovaly typické symptomy, ty ale po
3 az 5 tydnech od inokulace vymizely a nejen, Ze virus v diive napadenych pletivech nebyl
detekovan, ale tyto rostliny byly specificky rezistentni vici TEV. Mnozstvi mRNA
transgenu bylo u téchto rostlin 12 az 22x mensi nez u neinokulovanych transgennich linii,
bylo proto navrhnuto, Ze rezistence je vysledkem cytoplazmatické aktivity, ktera se zamétuje
na specifické RNA sekvence (Lindbo et al., 1993). Tento model byl potvrzen a dale
rozpracovan. Sekvenéné specifické rozpoznani bylo podminéno tvorbou siRNA (small
interfering RNA) odvozenych od transgenu. JelikoZz byly siRNA detekovany
I v infikovanych divokych typech rostlin dospélo se kzavéru, ze RNA transgenu
preprogramovala jiz stavajici antiviralni obranu rostlin (Baulcombe, 1996).

Proces RNAI je zavisly na dSRNA (double strand RNA) uml¢ovani. Tato dsSRNA vznika
pomoci RdRp a je nutné, aby byla schopna se slozit do vlasenky, kterd je rozpoznana
a nastipana enzymem Dicer (DCL) na 21-24 nt dlouhé siRNA (small interfering RNA) s 2 nt
pfevisy na 3° konci a fosfatovou skupinu na 5° konci. V genomu Arabidopsis byly
identifikovany ctyii DCL geny. Primdrnim senzorem ptitomnosti viralni dsSRNA je DCL4,
ktery produkuje 21 nt siRNA, DCL2 produkuje 22nt siRNA a DCL3 v nepfitomnosti obou
predeslych proteinti produkuje 24 nt siRNA. DCL1 pfispiva pouze minimalné. Dicer dale
katalyzuje vznik RISC komplexu (RNA Induced Silencing Complex). Katalytickou
jednotkou tohoto komplexu je ARGONAUTE protein (Borgio, 2009; Llave, 2010). Tato
skupina proteinti je zapojena i v miRNA (micro RNA) drahach, syntéze proteind, nebo pfi
udrzovani integrity genomu. Selekce vlakna z dsSRNA zavisi na termodynamické stabilité
5" konce. Obecné plati, Ze molekuly s nestabiln€jSim 5" koncem jsou inkorporovany do
RISC (Hutvagner and Simard, 2008; Llave, 2010). Aktivovany RISC nesouci siRNA, ktera
je 100% komplementarni k cili zajistuje degradaci mRNA. Nicméné byla potvrzena

existence takzvanych stRNA (small temporal RNA; malé docasné RNA), které na rozdil od
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siRNA nejsou 100% komplementéarni ke svému cili a nedochazi rovnou k uplné degradaci
MRNA, ale pouze k zastaveni translace (Hannon, 2002).

Uginnost RNAI je zavisla na mnoha faktorech: vybéru genu, metodd introdukce dsRNA
a jeji expresi, nebo pritomnosti nespecifickych cila (Mamta and Rajan, 2017). Jednim
z faktord je i struktura vkladané RNA. Jako nejlep$i moznost se podle Wesley et al. (2001)
ukazala byt hpRNA (hairpin RNA, vlasenkova RNA). Byla provedena studie na rostlinach
ryze nesouci GUS gen (kodujici B-glukoronidasu). Rostliny nesouci hpRNA, u kterych byl
GUS gen utisen bylo 85 % na rozdil od 30 % rostlin nesoucich pouze sSRNA (kosuprese).
Ptitomnost intronu v RNA se také ukazala jako dilezitd, kdyz 100 % rostlin
transformovanych konstrukty s intronem vykazovalo umléeni (Smith et al., 2000). Dal§im
piikladem uspésného RNAIi jsou rostliny tabdku rezistentni vici viru Y bramboru, viru
tabakové mozaiky a viru mozaiky okurky. Vybrané virové 5" konce cDNA fragmentii (200
— 250 bp) byly naklonovany jako jedna chimérickd cDNA a vlozeny do vektoru pRHPTC
jako obracené repetice, aby po piepisu byla zformovana hpRNA. Rostliny tabaku NC89 byly
transformovany pomoci A. tumefaciens a z celkem 1018 ziskanych transgennich linii bylo
18 % imunni ke ko-infekci PVY, TMV a CMV (Zhu et al., 2009). Dalsim ptikladem RNAi
Vv rostlinach je pSenice rezistentni vi€t WSMV (Wheat Strike Mosaic Virus; virus ¢arkovité
mozaiky pSenice), ktery je prenasen rozto¢em (Curl mite). RNAi konstrukt byl navrzen tak,
aby jako hpRNA cilil na nuklearni inkluzni protein A. Rezistence byla testovdna na Ti
generaci a zcelkového poctu 10 linii 6 vykazalo kompletni rezistenci, ktera byla
klasifikovana jako imunita. Pro klasifikaci rezistence jako ,,imunita® je nutné splnit
4 kritéria: (1) na rostlinach nejsou pozorovany symptomy nakazy, (2) ELISA testy
odpovidaji neinfikovanym rostlinam, (3) v listovych extraktech nebyly pomoci qPCR
detekovany sekvence viru, (4) citlivé rostliny vystavené listovym extraktim nejsou
infikovany (Fahim et al., 2010). Jako hpRNA byl navrzen i konstrukt obsahujici BYDV
(Barley Yellow Dwarf Virus; Virus Zluté zakrslosti jemene), podle sekvence z kmene PAV.
Z 25 transgennich linii To generace jich 9 prokazalo silnou odolnost vii¢i viru. Rostliny T
generace dvou z teéchto linii, nesouci pouze 1 kopii transgenu byly dokonce klasifikovany
jako imunni (Wang et al., 2000).

V roce 1994 byla na trh uvedena odrida rajcete Flavr Savr. Jednalo se o prvni aplikaci
RNAI, a to v dobé, kdy mechanismus pusobeni je$té nebyl plné znam. Rajce Flavr Savr
obsahovalo ,,antisense* kopii genu pro polygalakturondzu, kterd potlacuje produkci enzymu
urychlujici dozravani. Ackoliv byla tato odriida po svém uvedeni na trh velmi popularni,

0 tfi roky pozd¢ji byla jeji produkce zastavena kvili nizké poptévce. I ptfes tento netispéch
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vyzkum RNAIi pokracuje a dalsi produkty dosahly riiznych fazi regulacniho schvaleni. Ve
vétsin€ zemi jsou ale na RNAi zalozené transgenni rostliny regulovany jako geneticky
modifikované a jejich schvaleni piedchdzi velmi pfisna hodnoceni. Nicméné neddvné
pokroky ve vyvoji od RNAi odvozenych biopesticidi by mohly poskytnou alternativu ke
geneticky modifikovanym plodinam (Jalaludidin et al., 2018).

2.1.3 CRISPR/Cas9

Editace genomu vyuzivajici programovatelnych nukleas v poslednich letech vzkvéta, a to
predev$im diky technologii CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat/CRISPR Associated System 9). Metody cilené¢ editace genomu
pfedstavuji univerzalni zplsob k pfesnym delecim, inzercim nebo bodovym mutacim
sekvence v riznych organismech. Pro editaci rostlinného genomu se CRISPR systém, na
rozdil od meganukleas (nukleasy se zinkovymi prsty (ZFN; Zinc Finger Nuclease) nebo
TALENSs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases; Christian et al., 2010) stal
vyuzivangj§i technikou, diky schopnosti vytvofit zlom i v methylovaném misté (Sander and
Joung, 2014; Mali et al., 2013).
Dnes pouzivany CRISPR/Cas9 systém je odvozeny od pfirozené¢ se vyskytujiciho
LHimunitniho systému‘ nékterych prokaryot, ktery jim umoznuje obranu pied viry. Po
objeveni bakteridlniho systému se ukézalo, Ze nativni crRNA (CRispr RNA) je
modifikovatelna na funk¢éni sgRNA (single guide RNA, navadéjici RNA) a expresi sgRNA-
Cas9 v heterolognim systému je mozné pomérné jednoduse mistné specificky editovat
genom. Prvni komponentou systému je enzym Cas9, ktery katalyzuje DNA zlomy. Druhou
komponentou je sgRNA, ktera navadi Cas9 na cilové misto, umisténé ,,upstream* od PAM
motivu (Protospacer Adjacent Motif; misto obsahujici NGG nebo NAG sekvenci) a kde ma
dojit ke dvouvldknovému zlomu. Vytvofeny zlom pak mize byt opraven dvéma zptisoby:
(1) nehomologni rekombinaci (NHEJ) a (2) homologni rekombinaci (HDR). NHEJ muize
vést k inzerci nebo deleci v genomu, zatimco HDR muize byt vyuzito k tvorbé bodovych
mutaci nebo inzerce zajmové sekvence skrz rekombinaci cilového lokusu a exogenni DNA.
Idedlné by kazda sgRNA méla byt komplementarni k unikatnimu souboru 20 bazi v genomu
(Schaeffer and Nakata, 2015; Sander and Joung, 2014).

Technologii CRISPR/Cas9 byly uspésné pripraveny rostliny rezistentni vaci virim.
Prvnim ptikladem jsou Nicotiana benthamiana a Arabidopsis rezistentni vici ,,Beet Severe
Curly Top Virus®“ (BSCTV). BSCTV se tfadi mezi Geminiviry a mezi jeho hostitele patii

kromé fepy taky tabdk a husenic¢ek. Byla navrZzena sgRNA cilené na inhibici replikace viru.
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Bylo vybrano 43 cilii pro Cas9 pomoci kterych bylo pfipraveno 43 vektord nesoucich Cas9
pod 35S promotorem a sSgRNA pod AtU6 promotorem (U6 promotor kontroluje expresi U6
RNA a malych nuklearnich RNA). Byla provedena tranzientni transformace plazmidem
nesoucim Cas9 a sgRNA. Za dva dny byly rostliny infikovany BSCTV a o deset dni pozdé&;ji
byly viditelné prvni symptomy viru. Titr viru byl ur¢en pomoci qPCR, kterd ukézala, ze
SgRNA-Cas9 vsech konstruktli inhibovala akumulaci viru v infikovanych listech. Ve
srovnani s kontrolnim vektorem 38 ze 43 konstruktt redukovalo titr viru o vic jak 60 % a 20
konstrukti o vic jak 80 %. Protoze Geminiviry jsou schopny §ifit se v rostlinnych pletivech,
symptomy ndkazy byly pozorovadny i na neinokulovanych listech. U nejuéinnéjsich
konstruktti ale nebyly pozorovany vazné symptomy a titr viru byl oproti kontrole o 90 az
97 % nizsi (Ji et al., 2015). Ve druhém piipadé byl piipraven konstrukt Cas9-sgRNA
specificky k nekodujici sekvenci ,,Tomato Yellow Leaf Curl Virus“ (TYLCV)
a transformovan do N. benthamiana. Rostliny nesouci transgen byly vystaveny TYLCV.
CRISPR/Cas systém dokazal vyvolat degradaci a indukci mutaci ve virové DNA. Po
otestovani vSech sgRNA se jako nejucinngjsi ukazaly byt ty, cilici na mezigenové oblasti

(Ali etal., 2015). Ve tfetim piipadé byl piipraven konstrukt sgRNA-Cas9 k naruseni funkce

4E) endogenniho genu okurky seté (Cucumis sativus) cilici na N” a C” konce. Rezistence
byla testovana na T3z generaci. Homozygotni transgenni potomci vykdzali imunitu ke
»Cucumber vein yellowing virus®, a rezistenci ku ,,Zucchini yellow mosaic virus* a ,,Papaya
ring spot mosaic virus-W*. Heterozygotni mutanti a nemutované rostliny byly velmi

nachylné k témto viram (Chandrasekaran et al., 2016).
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2.2 VIRUS ZAKRSLOSTI PSENICE

Virus zakrslosti pSenice je patogen napadajici obiloviny patiici do ¢eledi Geminiviridae
arodu Mastrevirus. Je pifenaSen kiisem polnim a poprvé byl detekovan na izemi tehdejsi
Ceskoslovenské republiky (Vacke, 1961). Nepiitomnost pfirozené genetické rezistence
a vzacnost jakéhokoliv stupné tolerance nakazy z n¢j ucinila jeden z nejskodlivéjsich virti
napadajicich obiloviny. Virus napada primarné pSenici (Triticum aestivum L.), nékteré
specifické kmeny jsou schopny napadat i je¢men (Hordeum vulgare L.) (Abt et al., 2015)
ale byli jiz publikovani i napadeni jedinci rostlin: jilek vytrvaly (Lolium perenne, Vacke,
1971), chundelka metlice (Apera spica-venti, Vacke and Cibulka, 1999) a pohaika hiebenita
(Cynosurus cristatus, Ripl and Kundu, 2015).

2.2.1 Celed Geminiviridae

Geminiviridae je ¢eled malych, nezapouzdienych, ssDNA virt s kruhovym genomem
o velikosti 2,5 az 5,2 kb napadajicich jednodélozné i dvoudélozné rostliny. Tato ¢eled’ ma
jedine¢nou morfologii Castic: jednd se o dva spojené dvacetistény tvorené obalovym
proteinem (Obr. 1). Do celedi Geminiviridae patii rody: Becutrovirus, Begumovirus,
Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus
a Turncurtovirus. Vsechny tyto druhy jsou pfenaseny hmyzem. (Tab.1; Zerbini et al., 2017).

Tab. 1 Rody ¢eledi Geminiviridae, jejich nejvyznamnéjsi druhy, pienaseci a hostitelé. Upraveno
podle Zerbini et al., 2017.

Rod Druh Pienased Hostitel
Becutrovirus Beet curly top Iran virus
Spinach  curly  top Kiistkoviti Dvoudélozné rostliny
(2 druhy) Arizona virus
Begumovirus Affrican cassava mosaic
> ht vir . .
(> 360 druhti) - Molice Dvoudélozné rostliny
Tomato yellow leaf curl
virus
Capulavirus Alfalfa leaf curl virus Msice Dvoudélozné rostliny
(4 druhy)
Curtovirus (3 druhy)  Beet curly top virus Kiistkoviti Dvoudélozné rostliny
Mastrevirus Maize streak virus Kiistkoviti Jedno- a dvoudé€lozné
(>30 druhu) Wheat dwarf virus rostliny
Eragrovirus (1 druh) \Ifirrigrostls curvula streak neznamy Dvoudélozné rostliny
Grablovirus (1 druh) \C/;i:isevme red  blotch Kiistkoviti Vinna réva
Topocuvirus (1 druh) \Tﬁg‘:‘to pseudo curly 1p 1 prebetkoviti  Dvoudélozné rostliny
Turncurtovirus Turnip curly top virus Kiistkoviti Dvoudélozné rostliny

(1 druh)
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CP protein

Obr. 1 Morfologie ¢astic viru ¢eledi Geminiviridae. CP protein: Coat Protein, obalovy protein.
Pievzato z: https://viralzone.expasy.org/109?outline=all by protein.

Begumovirus jako jediny ma jedno- nebo dvojdilny genom, ostatni zastupci maji pouze
jednodilny genom. Genom mastrevira tvoii cirkularni ssDNA o velikosti 2,6 — 2,8 kb, ktera
koduje obalovy protein, pohybovy protein, a replika¢ni protein exprimovany jako dvé ORFs
(Open Reading Frames). Rep protein je mezi druhy mastrevird velmi konzervovany, na
rozdil naptiklad od obalového proteinu, ktery urcuje vektorovou specificitu. Genom
dvojdilnych begumovirt je tvoien DNA-A a DNA-B komponenty, kazdy s velikosti 2,5 az
2,6 kb. DNA-A koduje obalovy protein, domnély pohybovy protein, replika¢ni protein,
aktivator transkripce, zesilovac replikace a C4 protein. DNA-B kdduje protein jaderného
kyvadlového transportu a pohybovy protein. Genom jednodilnych begumovirti pfipomina

DNA-A komponentu dvojdilného viru (Zerbini et al., 2017).

2.2.1.1 Replikace Geminiviri

Replikace geminiviri probiha v jadie hostitelské bunky, kam je po inokulaci
transportovana virova DNA, a to dosud neznamym mechanismem. Prvni stupeii zahrnuje
prevedeni cirkularni ssDNA na meziformni nadSroubovicové stocenou dsDNA pomoci tzv.
pocatku replikace (-) vlakna. V pfipad€ mastrevirt se mala, 80 nt ssSRNA molekula navaze
na (+) vlakno a je obalena. Tato molekula pravdépodobné slouzi jako primer a je nasledkem
aktivity DNA primasy, na coZ ukazuje jeji 5'konec ktery obsahuje né€kolik ribonukleotid
monofosfatd. Mechanismus kontrolujici iniciaci replikace neni dosud znam. Molekula
ssDNA se u mastrevirli navazuje do SIR mista (Short Intergenic Region; kratkéd mezigenova
oblast), coz naznacuje, ze pravé tady se nachazi pocate¢ni misto replikace (-) vlakna. U
jinych geminivirt se tato molekula nevyskytuje a naptiklad virus ,,African cassava mosaic
virus®“ se replikuje pomoci RNA-primeru jehoz 5'konec lezi v IR regionu (Intergenic
Region, mezigenova oblast), stejn¢ jako pocateCni misto (+) vladkna. Elongace ssDNA
a tvorba kovalentné spojené dsDNA je upln¢ zavisla na hostitelskych enzymech. Replikaci

zajiStuje hostitelska DNA polymeraza typu a nebo 6 a prednostné je replikovana DNA
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Vv nadsroubovicové formé. Tento prevod pravdépodobné neni vysledkem ¢innosti DNA
gyrasy, ale navazanim hostitelskych histonti, které vytvoii nukleosom. U mastrevirQ se pfi
replikaci zapojuji proteiny Rep a RepA. Tyto proteiny jsou exprimovany ze stejného genu
pod dvéma ORFs. RepA je zhruba o 80-90 nt kratSi na C- terminalni ¢asti, ma tedy zhruba
75 % velikosti Rep proteinu a jeho celkova velikost je zhruba 31 kDa. RepA je potiebny
k replikaci MP a CP a funguje i jako negativni regulator replikace. Je schopny se vazat na
RBR protein (Retinoblastomovy protein), ktery reguluje piechod z G1 do S faze bunééného
cyklu. Druhym proteinem zapojenym do replikace je Rep protein, ktery koduji vSechny
geminiviry. Jedna se o zhruba 40 kDa, vysoce konzervovany protein. Je schopen se vazat na
DNA, mistné specificky ji §tépit nebo spojovat a je nezbytnou komponentou pro iniciaci
a terminaci ,,roling cycle replication®. Dal$im stupném je pfevod nadSroubovicové dsDNA
do dsDNA a ssDNA pomoci ,,roling-cycle replication®. Rep protein se navdZe na vysoce
konzervovanou sekvenci TAATATT//AC dsDNA (sekvence obsahujici ,,nonanucleotide®,
znak /I znazornuje Sté€peni), oligomerizuje, vytvaii smycku, kterou nasledné rozstipne.
Proces elongace zahrnuje extenzi na 3’konci a vyuziti komplementarniho vlakna jako
templatu. Rep protein odmotava dsDNA, zatimco replika¢ni faktory hostitele jako RPA32
(Replication Protein A32), RFC (Replication Factor C) nebo DNA polymeraza se seskupi na
3’konci. Jakmile je ptepsana celd sekvence, dochazi v jejim ,,nonanucleotide* misté znovu
K rozstipnuti a ligaci na rodiovsky virion pomoci Rep proteinu. Dalsi DNA syntéza Gsti ve
vznik ,,concatameric forms of DNA®“, mnohocyklické DNA nabalené na sobé (Obr. 2;
Gutierrez, 1999; Rizvi et al., 2014).

2.2.1.2 Pribéh nakazy Geminiviry

Geminiviry typicky infikuji buriky listu a vaskularnich pletiv, které opustily bunécny cyklus
a neexprimuji DNA polymerdzu. Geminiviry proto museji pozménit hostitelské kontrolni
mechanismy transkripce k indukci produkce proteinti zapojenych v DNA replikaci. Dochazi
k aktivaci genti exprimovanych béhem S/G2 faze bunécného cyklu a inhibici gent
zapojenych v M/G1 fézi. Zakladnim regulatorem bunécného cyklu je RBR protein, ktery je
regulovan fosforylaci naruSujici vazbu E2F transkrip&nich faktori a umoziiujici transkripci
E2F cilovych genii v ramci pfipravy na S fazi. Rep, RepA a REn proteiny (Replication
Enhancer, zesilovac replikace) se vaZzou na RBR. Inaktivace RBR umoziuje pfedcasny vstup
do S faze. Geminiviry, na rozdil od lidskych DNA virti neindukuji bunécéné déleni. Nekteré
viry nuti buniky K replikaci jeji vlastni i virové DNA, jiné sice indukuji mitoticky cyklus, ale

zastavi ho v profazi. Ackoliv je interakce s RBR proteinem v ramci Geminiviridae silné
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Obr. 2 Replikace Geminiviridae pomoci ,roling-cycle replication”. Rep: Replika¢ni protein,
PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen, RFC: Replication Factor C, RPA32: Replication
Protein A32. Pifevzato a upraveno podle: Rizvi et al., 2014.

konzervovana, nasledky této interakce se lisi v zavislosti na druhu viru, typu buniky nebo
zapojenim satelitnich proteind (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Transkriptomicky profil
napadenych bun¢k ukdzal zvysenou transkripci genti zapojenych pti opravé poskozené DNA
a genll pro rekombinantni proteiny. Toto navySeni mize byt z divodu Stépené virdlni DNA
a sSDNA, kterou buika vnima jako vlastni poskozenou DNA (Ascensio-Ibafiez et al., 2008).

Na nedavno provedené studii byla pozorovana fosforylace Rep proteinu ,, Tomato golden
mosaic virus® (TGMV) kinasou SnRK1 (Sucrose Non-fermenting 1-Related Kinase) na S97.
Serin byl tedy zaménén za kyselinu asparagovou, tzv. ,,phosphomimicking®, a konstrukty
byly transformovany do protoplasti Nicotina tabacum. Mutovany Rep protein se mnozil
pomaleji nez nemutovany Rep v kontrolni skupiné. Vysledky této studie ukazuji, Ze SnRK1
fosforylaci Rep proteinu zpomaluji jeho translaci a kinasa je pravdépodobné zapojena
V obran¢ vuci patogenim. Témeét vSechny geminiviry maji serinovy zbytek na podobném
misté jako TGMV Rep protein (Shen et al., 2018). V roce 2012 byla podana zadost o patent
inhibitoru replikace geminivirti zaloZeném na proteinu zinkovych prstl schopny se navazat

na replika¢ni smycku a zamezit tim mnozeni viru (Sera, 2017).
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2.2.2 Struktura WDV

Genom WDV je maly, ma 2 750 nt (¢esky izolat CZWDV-W, Obr. 3) a koduje 4 proteiny:
obalovy protein, pohybovy protein, a dva replika¢ni proteiny Rep a RepA, které jsou
transkribovany pod dvéma ORFs (Koklii et al., 2007).

Podle literatury byla sestavena pravdépodobnd schémata Rep a RepA proteini. Rep
protein obsahuje 3 domény: DNA vazebnou doménu, oligomeriza¢ni doménu a helikasovou
doménu. DNA vazna doména ma Ctyfi konzervované motivy: I. DNA vazny motiv, II. motiv
pro vazbu kovli, GRS motiv spole¢ny pro vSechny geminiviry a I1I. motiv pro Stépeni a ligaci
DNA. V oligomeriza¢ni domén¢ je umistén motiv pro vazbu na RBR protein. V helikasové
domén¢ je umistén vazebny motiv k ATP (Obr. 4). Pfedpoklada se, Ze RepA protein sdili
S Rep proteinem DNA vaznou a oligomerizacni doménu, experimentdlné ale jejich
pfitomnost nebyla dokdzana. Na C- terminalnim konci RepA se nachazi GRAB doména
(Geminivirus RepA-Binding transcription factors; doména pro vazbu transkrip¢nich faktor)
a TRA doména (promoter TRAnsactivation domain; promotorova transaktivacni doména),

(Obr. 5; Fondong et al., 2013).

WDV_virus

2750 bp

Obr. 3 Organizace genomu WDV. MP: pohybovy protein, CP: obalovy protein, REP: protein
asociovany s replikaci, RepA: protein A asociovany s replikaci, LIR: dlouha mezigenova oblast,
SIR: kratka mezigenova oblast. Upraveno podle ¢eského izolatu CZWDV-W, NCBI accession
number: FJ546188. Ptipraveno v programu SnapGene.

21



DNA vazebna doména Oligomerizacni doména Helikazova doména

| I GRS | Il

Obr. 4 Predpokladané domény a konzervované motivy Rep proteinu. I: DNA vazny motiv, II:
motiv pro vazbu kovil, GRS: konzervovany motiv vS§ech Geminivirt, III: motiv pro Stépeni a
ligaci DNA. RB: vazné misto pro Retinoblastomovy protein. ATP: motiv k vazbé na ATP.
Upraveno podle: Fondong et al., 2013 v programu DOG 2.0.

ATP

DNA vazebna doména Oligomerizaéni doména

Obr. 5 Pfedpokladané domény a konzervované motivy Rep A proteinu. I: DNA vazny motiv, II:
motiv pro vazbu kovi, GRS: konzervovany motiv vSech Geminivirt, III: motiv pro $tépeni a
ligaci DNA. RB: vazné misto pro Retinoblastomovy protein. TRA: transaktiva¢ni doména pro
promotor. GRAB: vazebné misto pro transkripéni faktory. Upraveno podle: Fondong et al., 2013
v programu DOG 2.0.

WDV bylo izolovano z pSenice i jeCmene, nicméné izolaty z pSenice nejsou schopny
napadat je¢men a naopak. Podle sekvence genomu (skoére parové identity) bylo navrzeno
rozdéleni na 5 kment, z ¢ehoZ 3 kmeny (A,B,D) byly identifikovany v je¢meni a 2 kmeny
(C,E) v psenici (Muhire et al., 2013). Vétsina WDV pseni¢nych izolatd v Evropé a Asii sdili
velkou cast sekvence kmene WDV-E. Rozdily mezi izolaty se koncentruji piedevSim
Vv intronech, kratkych a dlouhych mezigenovych regionech a sekvenci RepA (Wu et al.,
2008).

2.2.3 Priznaky a rozsifeni nakazy WDV

Vektorem WDV je kiis polni (Psammotettix alienus), Sedé zbarveny hmyz ¢eledi Ktistkoviti.
Kfis polni je infikovan virem po vysani floémovych $t'av napadené rostliny. Studie pohybu
WDV vektorem naznacuje, Ze viruse se §ifi homocoelem do slinnych 714z a stfedniho stieva,
mize prochazet skrz pochvu filtracni komory a infikovat rostlinu psenice do 5 minut od
nabodnuti styletu (Wang et al., 2014). Kiis polni pfezimovava ve stadiu vajic¢ek, ze kterych
se Vdubnu rodi nymfy dospivajici v obdobi kvétna a cervna v zavislosti na teploté
(Manurung et al, 2005). Jakmile venkovni teplota vystoupa nad 15 °C zac¢ina se populace
kiistt mnozit. NejkritictéjSim obdobim je podzim, kdy je populace kiisti vysoka a rostliny
jsou v brzkych stadiich vyvoje, tedy nejnachylnéjsi k infekci (Lindblad and Sigvald, 2004).

Nejvyraznéjsim symptomem ndakazy je zakrnéni rostlin. Rostliny rostlé ve skleniku

a nakazené ve fazi 1 az 2 listi dosahly vysky 10 az 15 cm, na rozdil od kontrolni skupiny,
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jejiz jedinci dosdhly vysky az 1 m. Odnozovani nakaZenych rostlin ve skleniku bylo
potladeno, zatimco infikované rostliny rostlé na poli mély naopak vice odnozi nez
neinfikované. Klasy nakazenych rostlin byly casto sterilni, v mnoha pfipadech ani
nevystoupily z pochvy. Pokud se uz v klasech vytvofila zrna, byla svrastéla. V rannych
stadiich infekce maji listy nepravidelné roztrousené jemné skvrny s nejasnymi obrysy. Listy
V pozd¢jsim stadiu infekce ziskavaji zlutou barvu smérem od Spicky a okraje az k listovému
pouzdru a stonku. V kone¢né fazi rostliny zatnou hnédnout a umirat. Inkubaéni doba viru je
Vv priméru 14 az 15 dni pro pSenici i je¢men (Vacke, 1961).

Od prvni zminky v roce 1961 byl virus detekovan i na uzemi Svédska (Lindsten et al.,
1970), Bulharska (Stephanov and Dimov, 1981), Mad’arska (Bisztray and Gaborjanyi, 1989,
Némecka (Huth, 2000) nebo Ciny (Xie et al., 2006). Nejderstvéjsi zminka o detekci WDV

V 0zimé psenici pochazi z Estonska (Somera and Truve, 2019).

2.2.4 Ochrana proti virovym chorobam

Ochrana proti jakémukoliv rostlinnému viru je slozitd. Vir nemiZeme identifikovat pouze
podle symptomu které jsou zaménitelné s riznymi jinymi stresy, ale musi se provést
laboratorni analyzy- ELISA test, PCR ¢i sekvenovani. Virové infekce se Casto vyskytuji
smisené, napiiklad WDV a BYDV. Osvédéend ochrana zahrnuje dva kroky (1)
agrotechnickd opatieni: pro seti se voli odridy s vys$Sim stupném odolnosti, je nutné
odstranit mozné zdroje nakazy (vydrol obilovin, pteruseni zeleného pasu) a zvolit termin seti
tak, aby pfi vzchazeni rostlin byla populace pfenasect co nejmensi. (2) Chemicka ochrana:
mofeni osiva insekticidy, obecna aplikace insekticidii na jafe a podzim (Chrpova et al.,
2017).

Studie mad’arskych kultivart ozimé pSenice: Mv Regiment, Mv Emese, Mv Dalma a Mv
Vekni pro jejich nachylnost k viru WDV prokazala ¢aste¢nou rezistenci kultivard Mv Vekni
a Mv Dalma. Mnozstvi DNA viru v téchto kultivarech bylo mnohem mensi nez v kultivarech
Mv Regiment a Mv Emese. Kultivary Mv Vekni a Mv Dalma byly proto oznaceny jako
casteCné rezistentni (Benkovics et al., 2010). Jedna se o jediny zaznam o kultivarech psenice

odolnych vici WDV ve vétsi mite.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1 Pouzité chemikalie

s 2,4-D (Sigma-Aldrich)

s 2x RNA LD (Thermo Scientific™)

% 20x SSC buffer (Sigma-Aldrich)

% 50 mM MgSOs (Sigma-Aldrich)

¢+ 6x Loading Buffer (Sigma-Aldrich)

<+ Acetosyringon (Sigma-Aldrich)

% Agarosa (SERVA; BioShop)

% Akrylamid/bisakrylamid 19:1 (Sigma-Aldrich)
% APS (persulfat amonny, Sigma-Aldrich)

s BAP (6-Benzylaminopurin; Sigma-Aldrich)
% Biotin (Sigma-Aldrich)

¢ Bromfenol Blue (Bromfenolova modf; Abcam)
% Citrat sodny (Sigma-Aldrich)

s+ CTAB (Cetrimonium bromid; Sigma-Aldrich)
% CuSOs - 5H20 (Sigma-Aldrich)

% DEPC (Diethyl pyrokarbonat; Sigma-Aldrich)
+¢+ Dicamba (Sigma-Aldrich)

% DNA/RNA free voda (Sigma-Aldrich)

% Dusi¢nan amonny (NHsNO3z, Lachema)

« EDTA (Serva)

+«» Ethanol (Selico)

+ Etidium bromid (Invitrogen)

% Fenol (Sigma-Aldrich)

%+ Formamid (Sigma-Aldrich)

¢ Glukosa (Sigma-Aldrich)

¢ Glutamin (Sigma-Aldrich)

% Glycerol (Sigma-Aldrich)

¢+ GlycoBlue (Thermo Scientific™)

% Hypochlorid sodny (Fluka)

¢+ Chloroform (Sigma-Aldrich)
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Izopropanol (Lach-Ner)

Kasein hydrolyzat (Duchefa)

KCI (chlorid draselny; Sigma-Aldrich)
KH2PO4 (Sigma-Aldrich)

Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich)
Kyselina borita (Signa-Aldrich)

LB (Sigma-Aldrich)

LB Agar (Sigma-Aldrich)
L-glutamova kyselina (Sigma-Aldrich)
Maltoza (Duchefa)

Mannitol (Sigma-Aldrich)

MES (Sigma-Aldrich)

MgCl; - 6H20 (Lachema)

MgSOs - 7TH20 (Lachema)

miliQ voda

M-trypton (Sigma-Aldrich)

Murashige a Skoog médium M0222 (Duchefa)
Murashige a Skoog médium M0238 (Duchefa)

Myo-inositol (Sigma-Aldrich)
Myo-Inositol (Sigma-Aldrich)

Na;HPO4 (hydrogenfosfore¢nan sodny; Sigma-Aldrich)

NaCl (Lachema)

NaH2POj4 (dihydrogenfosfore¢nan sodny; Sigma-Aldrich)

NaOH (hydroxid sodny; Lachema)
NH4NOs3 (Lachema)
Notl (New England BioLabs)
Octan amonny (Merck Millipore)
Octan hotec¢naty (Merck Millipore)
Octan sodny (Merck Millipore)
Oligo (dT)1s (Thermo Scientific™)
P1, P2, P3 pufry (Quiagen)
PCR H20 (Sigma-Aldrich)
Phytagel (Sigma-Aldrich)
Picloram (Sigma-Aldrich)
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+ Plant RNA Isolation Aid (Invitrogen™)

¢ Prolin (Sigma-Aldrich)

% pSoup (JIC, MTA 2010)

¢ Pufr 3.1 (New England BioLabs)

% REDTaq Ready Mix (Sigma-Aldrich)

% Sarkosyl (Sigma-Aldrich)

¢ SDS (dodecylsulfat sodny; Sigma-Aldrich)
% Sso Advanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
<+ SybrGold (Thermo Scientific™)

% TEMED (Sigma-Aldrich)

¢+ Thiamin (Sigma-Aldrich)

¢+ Timentin (Duchefa)

¢ Tris baze (Serva)

% Trizol (Invitrogen)

¢+ Trypton (Duchefa)

¢+ Urea (Sigma-Aldrich)

% Xylene cyanol (Sigma-Aldrich)

3.1.2 Pouzita antibiotika

¢+ Hygromycin B (Sigma-Aldrich)

4

L)

» Rifampicilin (Duchefa)

L)

4

L)

» Spectinomycin (Duchefa)

L)

¢+ Tetracyklin (Duchefa)

¢+ Timentin (Duchefa)
3.1.3 Pouzité standarty

+¢ 10 bp ladder (Invitrogen)

¢ GeneRuler 100 bp plus DNA ledder (Thermo Scientific™)
% HyperLadder™ 1 kb (Bioline)

% HyperLadder™ 50 bp (Bioline)

3.1.4 PouZité kity

% Agilent 6000 RNA Nano kit (Integrated Sciences)
+¢ DNeasy® plant Mini Kit (QUIAGEN)

s Gene JET Gel extraction and DNA cleanup Micro Kit (Thermo Scientific™)
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% Illumina TruSeq® Small RNA Library kit

s QIAquick PCR & Gel Cleanup kit (Quiagen)

¢ Qubit 4 Quantitation Starter Kit (Thermofisher Scientific)
+«+ Random Primer DNA Labeling Kit (Takara)

% REDEXxtract-N-Amp (TM) Tissue PC (Sigma-Aldrich)

+ Revertaid H Minus M-MuLV RT (Thermifisher Scientific)
s TURBO DNA-free™ kit (Invitrogen™)

3.1.5 Pouzité pristroje

< Agilent 2100 Bioanalyzer (Integrated Sciencies)

« Agilent 2200 TapeStation (Integrated Sciencies)

% Amersham typhoon imaging systém (GE Healthcare)

¢ Analytické vahy (A200S Sartorius)

% Autoklav (PS20A BMT)

¢ Binokularni lupa (PZO)

¢+ Centrifuga (Eppendorf)

¢ Digestof (Merci)

«» Elektroforeticka aparatura pro agarosovou elektroforézu (BioRad, AA Hoeffer
HE33)

¢ Elektroforeticka aparatura pro akrylamidovou elektroforézu (Kucharczyk)

¢ Elektroporaéni kyvety (Thermo)

« Elektroporator (Cellejc Duo Thermo)

¢ Fytokomora (Adaptis 1000; SANYO MLR 351-H)

% Hybridiza¢ni trouba (ProBlot, Labnet)

¢ Chlazena centrifuga (BR4 Jouan; Hettich Mikro 200R)

¢+ Laboratorni tfepacka (Orbital Shaker Incubator ES-20)

¢ Laminarni box (Thermo Scientific)

% Magneticka michacka (Variomag; IKA Ret basic PN/0248888)

% Mrazici box (Liebher, New Brunswick)

% Nanodrop (DS-11, DeNovix)

¢ pH metr (pH526, WTV)

¢ Qubit 4 fluorometr (Thermofisher Scientific)

s+ Termoblok (Thermostat Plus, Eppendorf)
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Thermocycler (T100™ Thermal cycler, BioRad; ProFlex™ 3x32 Applied
Biosystems)

Thermocycler pro PCR V realném &ase (C1000 Touch™ Thermal Cycler a CFX96™
Real-Time Systém, Bio-Rad)

Termostat (BT120, Laboratorni ptistroje Praha)

Trans-Blot SD semidry transfer cell (Bio-Rad)

Transiluminator s modrym svétlem (UltraBright, Maestrogen)

Tiepacka (Yellow line 0S5, Heidolph)

UV transluminator (G:Box, SynGene)

UV komora (UVP CL-1000, Hyland Scientific)

Zdroj napéti k elektroforéze (BioRad; Consort E865;Thermo Scientific EC1000XL)

3.1.6 Pouzité pufry

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

SOXTAE oo 1l
Tris 2429
Kyselina octova 57,1 ml
0,5M EDTA 100 ml
miliQ H20 doll
10X TBE e 1l
Tris 108 g
Kyselina borita 559
0,5M EDTA pH=8,0 40 ml
DEPC H.O doll
DEPCHO_ oo 1l
miliQ H20 11
DEPC 100 pl

Voda byla protiepana, ponechana pifes noc v digestofi, znovu protfepadna a 2x
autoklavovéana.
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3.1.7 Rostlinny material

% Pro transformaci pSenice byla pouzita nezrala embrya rostlin jarni pSenice cv. Fielder
pestovana ve skleniku v podminkach:16 hod. svétlo/8 hod. tma.

+¢ Pro transformaci je¢mene byla pouZzita nezrala embrya rostlin jarniho je¢mene cv. Golden
Promise péstovana ve skleniku v podminkach:16 hod. svétlo/8 hod. tma.

% Pro detekci siRNA odvozenych od transgenu byly pouzity dihaploidnim rostliny (DH?2)
generace T3 nesouci J1 verzi WDV transgenu, oznacené jako:

WDV J1 T3 DH2 2n P4 Bzs fenotyp vysoka

WDV J1 T3 DH2 2n Ps Aqo,

WDV J1 T3 DH2 2n Py E7 fenotyp zakrsla a rostliny divokého typu jarniho je¢mene
cv. Golden Promise. Rostliny byly nasazeny na sterilni filtrani papir a kultivovany 3 dny
ve fytokomote v podminkach uvedenych v Tab. 2. Linie byly piesazeny do sterilni pady
ve dvou biologickych replikdch (1 kvétind¢ = 3 rostliny = 1 biologickd replika)
a kultivovany ve fytotronu v podminkach uvedenych v Tab. 3. Po tfech tydnech byly
pryty rostlin odebrany a zamrazeny v -80 °C.

¢ Pro tvorbu sRNA knihoven byly pouzity dihaploidnim homozygotni rostliny jarniho
jeC¢mene cv. Golden Promise T2 generace nesouci transgen 0Sm a rostliny divokého typu
jarniho je¢mene cv. Golden Promise. Rostliny byly nasazeny na sterilni filtrani papir
a kultivovany 3 dny ve fytokomotfe v podminkach uvedenych v Tab. 2. Poté byly
pfesazeny do sterilni pidy ve dvou skupindch: kontrolni skupiné a skupiné pozdéji
vystavené stresu ze sucha. V kazdé skupiné byly 2x tfi kvétinace, kazdy nesouci bud’
transgenni rostliny nebo rostliny divokého typu. Rostliny byly kultivovany v podminkach
uvedenych v Tab. 3. Po tfi tydny byly kvétinace zalévany na 70 % SWC. Po téech tydnech
byly rostlindm kontrolni skupiny odebrany pryty a zamrazeny v -80 °C. Rostliny urcené
pro stres ze sucha byly ponechany ve fytotronu do doby, nez SWC kleslo na 20 % a poté

zamrazeny.
Tab. 2 Podminky ve fytokomofe.

Ozarenost 4LS

Teplota 22 °C

Denni perioda 16 hod. svétlo/8 hod. tma
VIhkost 70 %

Tab. 3 Podminky ve fytotronu.

Ozafenost 600 pmol (fotond) - m?- s!
Teplota 21 °C den/15 °C noc
Denni perioda 16 hod. svétlo/8 hod. tma
VIhkost 60 %
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3.1.8 Vektory pouZité pro transformace

Pro transformaci pSenice i jemene byly pouzity destinacni pIPKb002 vektory (Obr. 6;
Kumlehn, 2008) a pomocny vektor pSoup (Obr.7; Vain et al., 2003). Pro transformaci
pSenice byly pouzity vektory pIPKb002 nesouci K5 a J1 verze WDV replikacniho proteinu,
diive transformované do je¢mene (Kostkova, 2015). Pro transformaci je¢mene byly pouzity

vektory pIPKb002 nesouci AC4 a O2 verze WDV replikacniho proteinu.

Left T-DNA border

- [CaMV355 terminatar]

e
—{nas terminator

13 018 bp

‘ / pIPKbOO2 WDVrep
I

kY

Right T-DNA border

Obr. 6 Schéma vektoru pIPKb002 nesouciho WDVrep transgen. SpecR: gen pro rezistenci ke
spektinomycinu, Maze Ubi: promotor kukufi¢ného ubiquitinu, hpt: gen pro rezistenci ke
Hygromycinu B, CaMV35S: terminator z viru mozaiky kvétaku, nosl terminator: terminator
z genomu Agrobacterium tumefaciens, ColE1 ori: ori misto pro replikaci v Escherichia coli, PVS1
ori: ori misto pro replikaci v A. tumefaciens. Left and Right T-DNA border: mista ohranicujici
kazetu vkladajici se do rostlinného genomu. Upraveno podle Kumlehn, 2008 v programu
SnapGene.
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pSoup
9275 bp

| I5P6& promoter

= operator]

Obr. 7 Schéma pomocného vektoru pSoup. TetR: gen pro protein regulujici rezistenci ke
tetracyklinu; oriT: pocatek pro horizontalni transfer DNA; tral: gen pro protein rozpoznavajici
oriT; oriV: pocatek replikace v Escherichia coli; MCS: mnohocetné klonovaci misto; M13 rev:
misto pro navazani primeru pro sekvenaci; lac promoter: promotor pro lac operon; TcR: gen pro
rezistenci ke teracyklinu; trfA: gen pro protein navazujici se na oriV a regulujici transkripci;
RepA: gen pro protein asociovany s replikaci. Prevzato A
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=plant_vectors&plasmid=pSoup
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3.2 METODY

3.2.1 Transformace pSenice

PSenice byla transformovana podle He et al., 2010. Transformovana byla nezrald embrya

jarni pSenice cv. Fielder vektory pIPKb002::K5 a pIPKb002::J1.

3.2.1.1 Izolace genomické DNA pSenice

Genomicka DNA psenice byla izolovana podle Murray a Thompson, 1980. K izolaci byl
vyuzit detergent CTAB.

3.2.1.2 PCR analyza To a T1 generace

Na ledé byla ptipravena smés pro PCR (Tab. 4). Smés byla po 8 ul pfenesena do PCR
mikrozkumavek a byly k ni pfidany 2 pl templatu. Seznam dvojic primerd, jejich sekvence
a velikosti amplikont jsou uvedeny v Tab. 5. Program pro detekci WDVrep transgenu je

uvedeny v Tab. 6.

Tab. 4 SloZzeni PCR reakce.

Chemikalie MnoZstvi na 1 vzorek [ul]
PCR H,0O 2,5

RED Tag ready mix 5,0

Primer F 10 mM 0,25

Primer R 10 mM 0,25

Templat 2

Celkem 10

Tab. 5 Nazvy primert, jejich sekvence a velikosti amplikonti pouzité pro PCR.

Nazev primeru  Sekvence Velikost amplikonu
WDVrep215F  5-ATGGCCTCTTCATCTGCACC-3’ 645 bp

WDVrep 215R  5-TGATTCGAGGCTTACGGAGT-3’
WDVrep 119R  5'-CTCAGCTGTGTTTGCATCGG-3’
+ WDVrep 215 F

530 bp

Tab. 6 Program PCR pro detekci WDVrep transgenu.

Déj Teplota [°C] Cas [min.] Poéet opakovani
Uvodni denaturace 95 2:00 1x

Denaturace 95 0:30

Anelace 64 0:30 35x

Elongace 72 2:30

Finalni elongace 72 5:00 1x

Inkubace 4 oo
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3.2.1.3 Izolace celkové RNA

Listy byly homogenizovany v tekutém dusiku a tfeci misce. Celkem 100 mg homogenatu
bylo pfeneseno do 1,5 ml mikrozkumavky, byl pfiddin 1 ml Trizolu a vzorky byly
inkubovany 30 min. pfi 60 °C. Do mikrozkumavek bylo piidano 200 ul chloroformu, vzorky
byly protiepany a centrifugovany pii 12 000 g a 4 °C 10 min. Vodna faze byla pienesena do
¢istych 2 ml mikrozkumavek. Bylo pfiddno 400 pl izopropanolu, vzorky byly protfepany,
ponechany stat 10 min. V laboratorni teploté a poté centrifugovany pii 20 000 g a 4 °C
20 min. Supernatant byl odstranén a k peletu byl pfidan 1 ml 70% ethanolu. Vzorky byly
centrifugovany pti 20 000 g a 4 °C 10 min. Pelet byl ponechdn 10 min. v laboratorni teplot¢.
Bylo ptidano 50 ul RNase free vody. Mnozstvi RNA bylo zméteno na Nanodropu a vzorky
byly uschovany do -20 °C. RNA byla zkontrolovdna na 1% agarosovém gelu
s ethidiumbromidem (1 u1/40 ml gelu) a 1 0bj.% 6% hypochloridu sodném.

3.2.1.4 Precisténi celkové RNA

Celkova RNA byla piecisténa TURBO DNA-free™ kitem. Ke 35 pl RNA bylo piiddno
4 ul pufru a 1 ul DNasy. Vzorky byly inkubovany 1 hod. pti 37 °C. Poté byly piidany
4 ul inaktivaéniho pufru a vzorky byly inkubovany 5 min. pti laboratorni teploté.
Nasledovala centrifugace pii 10 000 g, 4 °C 1,5 min. Supernatant byl pfenesen do Cisté

mikrozkumavky a mnoZstvi precisténé RNA bylo zméteno.

3.2.1.5 Prepis celkové RNA do cDNA

Piepis celkové RNA do cDNA byl proveden pomoci Revertaid H Minus M-MuLV RT Kitu.
Ke 3,3 pg celkové RNA v 11,5 pul byl pfidan 1 pl Oligo (dT)1s, vzorky byly stoeny
ainkubovany 5 min. pii 65 °C. Po inkubaci byly schlazeny na led¢ a do kazdé
mikrozkumavky bylo pfidano: 4 pl 5x pufru, 2 ul 10 mM dNTPs a 1 pl Revert Aid RT.
Vzorky byly promichdny, sto¢eny a inkubovany 1 hod. pii 42 °C. Enzym byl inaktivovan
inkubaci pti 70 °C 10 min. Vysledna cDNA byla uskladnéna v -20 °C.

3.2.1.6 Urceni relativni exprese transgenu pomoci qRT-PCR

Byla provedena kvantitativni RT-PCR v redlném case ke zjisténi relativni exprese WDVrep
genu vuci TEF1 genu (Translation Elongation Factor EF-la). Pro detekci WDVrep
transgenu a TEF1 genu byly pouZity primery, jejiz specifikace jsou popsany v Tab. 7. Byla
pfipravena standartni kiivka ke zjisténi efektivity amplifikace. Z gDNA transgenniho
je¢mene jarniho nesouci J1 transgen byla amplifikovana DNA transgenu pomoci WDV RT

F a WDV RT R primerti a z netransgenni jarni pSenice byla amplifikovana DNA TEF1
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pomoci primerd EF1 F a EF1 R. Amplikony o velikosti 100 bp byly pod UV
transiluminatorem vyfiznuty a DNA byla pfecisténa pomoci QIAquick PCR & Gel Cleanup
kit. Precisténé produkty byly nafedéné podle desitkového systému a byla provedena qPCR
Vv realném cCase k pfipravé standartnich kiivek. SloZzeni mixu pro qPCR je uvedeno v Tab. 8.
Pouzity PCR cyklus je uvedeny v Tab. 9. Vzorky byly amplifikovany desetkrat nafedéné ve
ttech technickych a biologickych replikach. Relativni exprese byla vypocitana podle vzorce

uvedeného na Obr. 7

Tab. 7 Nazev, sekvence a velikost amplikonu primerti pouzitych k RT-PCR Vv realném case.

Nazev primeru Sekvence Velikost amplikonu
WDV RT F 5'-TTCATCTGCACCCAGGTTCC-3"

WDV RT R 5'-GTGCGAAGTGAATCCAAGGC-3’
EF1F 5'- GAAGATGATTCCCACCAAGC-3’
EF2R 5'- TGACACCAACAGCCACAGTT-3’

100 bp

100 bp

Tab. 8 Slozeni mixu pro qPCR reakci.

Chemikailie MnoiZstvi na 1 vzorek [ul]
PCR H2O 3,2

Sso Advanced™ Universal SYBR® Green Supermix 5,0

Primer F 10mM 0,4

Primer R 10mM 0,4

Templat 1

Celkem 10

Tab. 9 Cyklus gPCR reakce.

Déj Teplota [°C] Cas [min.] Opakovani
Uvodni denaturace 95 3:00 1x
Denaturace 95 0:10

Anelace a elongace 60 1:00 40%
Detekce signalu

Detekce tavici kiivky 65— 95 °C, nartst po 0,5 °C

v

I'Il:Irm_Il noEm

T, {I +E

T

O
f YW
BT '|,] +E,)

Obr. 7 Vzorec k vypoctu relativni exprese transgenu vuci provoznimu genu. Ti/Tnorm: €Xprese
zajmového genu viéi expresi provozniho genu, E: eficience amplifikace pro kazdy gen a jeho
primery (i: gen zajmu; norm: provozni gen), Cy Cislo cyklu, ve kterém fluorescence pirekroci
kritickou mez. Pfevzato z: Page and Minocha, 2004.
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3.2.2 Ovéreni vektori a transformace jeémene

3.2.2.1 lzolace plazmidové DNA

Z bakterialni konzervy E. coli DH5a bylo odebrano 7 ul. Vzorky z kolonii A. tumefaciens
AGL1 po transformaci byly odebrany sterilnimi Spickami. Bakterie byly kultivovany
ve 2 ml LB média s antibiotiky (E. coli: 50 mg spectinomycin; A. tumefaciens: 50 mg
spectinomycin, 50 mg rifampicin a 5 mg tetracyklin) pfes noc pii 37 °C v laboratorni
ttepacce. Bakteridlni suspenze byla pienesena do 5 ml mikrozkumavek a centrifugovana
3 min. pti 7 000 g v centrifuze chlazené na 4 °C. Supernatant byl vylit a k peletu bylo ptidano
250 pl studeného P1 pufru. Bakterialni pelet byl resuspendovan na tiepacce a zalit 250 pl
P2 pufru. Mikrozkumavky byly nékolikrat pievraceny a bylo piidano 350 ul P3 pufru.
Mikrozkumavky byly opét n€kolikrat prevraceny. Vzorky byly déle centrifugovany 15 min.
pti 7 000 g v chlazené centrifuze. Supernatant byl ptenesen do 2 ml mikrozkumavek, bylo
pridano 700 pl izopropanolu ke kazdému vzorku a mikrozkumavky byly ponechany
k inkubaci 8 min. na ledé. Vzorky byly centrifugovany 10 min. pti 18 700 g. K peletu bylo
ptidano 500 pl 70% ethanolu. Nasledovala centrifugace 5 min. pii 10 750 g. Pelet byl

vysu$en a rozpustén ve sterilni H2O.

3.2.2.2 Transformace elektrokompetentnich bunék Agrobacterium tumefaciens

Do elektrokompetentnich bunék A. tumefaciens AGL1 byly transformovany destina¢ni
vektory pIPK002b::NAC4 a pIPK002b::NO2 spolu s pomocnym vektorem pSoup. K 50 pl
bakterialni kultury bylo pfiddno 100 ng pDNA a suspenze byla inkubovana na led¢ 1 min.
Smés byla néasledné pienesena do sterilni elektroporaéni kyvety a do elektroporatoru, kde
bylo na buiky aplikovano 1800 V. Po elektroporaci bylo k bunikam pfidano 250 ul SOC
média (Tab. 10) a mikrozkumavky byly pfeneseny do laboratorni tfepacky (180 rpm, 28 °C)
na 1 hod. Suspenze byla rozetfena na Petriho misky s tuhym LB médiem a antibiotiky:
spectinomycin (50 mg), tetracyklin (5 mg), rifampicilin (50 mg). Petriho misky byly
inkubovany pfi laboratorni teploté a ve tmé ptes noc. Nasledujici den bylo pfipraveno tekuté
LB médium a 5 kolonii z kazdého vektoru bylo odebrano a kultivovano. Dalsi den byla

pfipravena zasobni inokula pro transformaci.
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Tab. 10 Slozeni SOC média.

Latka Mnozstvi na 100 ml
M-trypton 29

Kvasni¢ny extrakt 0,59

1M NacCl 1ml

1M KCI 1ml

2M Mg* 1ml

2M glukoza 1ml

Doplnit do 100 ml miliQ H,O.

3.2.2.3 Restrik¢ni analyza

Pro restrik¢éni analyzu vektord bakterii E. coli bylo pouzito 1000 ng pDNA. Pro restrik¢ni
analyzu vektort z bakterii A. tumefaciens bylo pouzito 3000 ng pDNA. Slozeni mixu pro
restrikéni analyzu je uvedeno v Tab. 11. Vzorky byly ponechany pies noc pii 37 °C. Dalsi
den byly smichiany s2 pl 6x Loading Buffer a elektroforeticky separovany na
1% agarosovém gelu s etidium bromidem. Vysledek elektroforézy byl zaznamenan na UV

transiluminatoru G: Box.

Tab. 11 Ptiprava restrikéni analyzy. Pro restrikci pDNA z E. coli bylo pouzito 1000 ng templatu
a pro restrikci pDNA z A. tumefaciens bylo pouzito 3000 ng templatu.

Chemikalie MnoZstvi na 1 vzorek [ul]
PCR H20O doplnéno do 10

Pufr 3.1 2

Templat- pPDNA 1-7

Notl HF 5000 jednotek 1

Celkem 10

3.2.2.4 Transformace je¢mene

Transformace jeCmene byla provedena podle Harwood et al., 2009. Transformovana byla
nezrala embrya rostlin jeCmene jarniho cv. Golden Promise. Vektory pro transformaci byly
pIPKb002::AC4 a pIPKb002::02.

3.2.2.5 Izolace genomické DNA z jemene

Genomicka DNA byla izolovana REDExtract-N-Amp Tissue PC kitem podle pokynu

vyrobce.
3.2.2.6 PCR analyza To generace
PCR analyza To generace byla provedena podle protokolu uvedeném v kapitole 3.2.1.2 .
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3.2.3 Detekce siRNA odvozenych od transgenu

Detekce siRNA odvozenych od transgenu byla uskuteénéna na ERASMUS™ pracovni stazi
na univerzit¢ Adama Mickiewicze pod vedenim prof. Zofie Szweykowske-Kulinske a Dr.

Andrzeje Pacaka.

3.2.3.1 Izolace genomické DNA je¢mene

Genomicka DNA je¢mene byla izolovana podle Edwards et al., 1991.

3.2.3.2 Izolace celkové RNA

S

Celkova RNA byla izolovédna podle protokolu uvedeném v kapitole 3.2.1.3. Ptecisténi RNA
a jeji prepis byl proveden podle protokolt uvedenych v kapitolach 3.2.1.4 a 3.2.1.5.

3.2.3.3 PCR analyza k potvrzeni pritomnosti transgenu a jeho exprese

PCR analyza byla provedena podle protokolu uvedeném v kapitole 3.2.1.2. Byl pouzit
odli$ny PCR program, uvedeny v Tab. 12 a byla analyzovéna 1 pfitomnost selekéniho genu

hpt. Specifikace primerd pouzitych k detekci hpt genu jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 12 Program touch-down PCR.

Fize Déj Teplota [°C] Cas [min.] Poéet opakovani
Faze | Uvodni denaturace 94 6:00 1x
Denaturace 94 1:00
Faze 2 Anelace 65 0:40 1x
Elongace 72 0:30
Denaturace 94 0:30
Faze 3 Anelace 63 0:40 29X
Elongace 72 1:00
Féze 4 Finalni elongace 72 7:00 1x
Inkubace 4 oo

Tab. 13 Nazvy primeru, jejich sekvence a velikosti amplikont pouzité pro detekci hpt genu.

Nazev primeru Sekvence Velikost amplikonu
HYG F 5'-GATTGCTGATCCCCATGTGT-3’ 280 bp
HYG R 5'-GCTGCTCCATACAAGCCAAC-3’
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3.2.3.4 1zolace celkové RNA obohacené o sSRNA frakci

Byla ptipravena smés 1,5 ml Trizolu, 75 pl 10% sarkosylu a 15 pul 0,5 M EDTA pH= 8. Ke
100 mg nadrcené¢ho rostlinného pletiva bylo pfidano 840 ul této smési a protifepano.
Nasledn¢ bylo pridano dalsich 840 pul smési a vzorky byly znovu protiepany. Dale bylo
pfiddino 100 pl Plant RNA Isolation Aid, vzorky byly promichdny 15 sna tfepacce
ainkubovdny 5 min. pifi laboratorni teploté. Béhem inkubace byly mikrozkumavky
nekolikrat obraceny. Vzorky byly centrifugovany 5 min. pfi 14 000 g a laboratorni teplot¢.
K supernatantu, ktery byl pfenesen do ¢isté mikrozkumavky bylo pfidano 300 pl
chloroformu. Mikrozkumavky byly n¢kolikrat obraceny a inkubovany 3 min. pfi laboratorni
teploté. Vzorky byly centrifugovany 10 min. pti 12 000 g a 4 °C. Vodni faze byla pienesena
do ¢isté mikrozkumavky a bylo k ni pfidano 100 pl fenolu saturovaného octanem sodnym
(pH= 5,0). Smé&s byla extrahovana pfevracenim mikrozkumavky. Poté bylo pfidano 300 pl
chloroformu a smés byla znovu extrahovana pievracenim mikrozkumavky. Vzorky byly
centrifugovany 3 min. pii 12 000 g a 4 °C. Byla odebrana vodna faze. Fenol-chloroformova
extrakce a naslednd centrifugace byly provedeny jesté¢ dvakrat. Po posledni extrakci byly
vzorky centrifugovany pfi laboratorni teploté. Odebrana vodni faze byla dvakrat extrahovana
400 pl chloroformu, promichéna na vitivé tfepacce a centrifugovana 3 min. pii 12 000 g
a laboratorni teploté. 700 ul vodna faze bylo odebrano do 2 ml mikrozkumavky, byl pfidan
1 ul GlycoBlue a 875 pul 99,8% ethanolu. Smés byla pomichana. RNA byla precipitovana
350 pl smési 0,8 M citratu sodného a 1,2 M NaCl. Smés byla promichéna. Vzorky byly
centrifugovany 30 min. pfi 12000 g a 4 °C. Supernatant byl odebran a pelet
v mikrozkumavce byl znovu centrifugovan 3 min. pfi 12 000 g a 4 °C. Pelet byl 3x promyt
80% ethanolem. Bylo ptidano 500 pl 80% ethanolu a centrifugovano 2 min. pii 12 000 g a
4 °C, k dalsim dvéma promytim bylo pouzito pouze 150 ul 80% ethanolu a centrifugace
probihala 2 min. pfi 12 000 g a 4 °C. Pelet byl ponechan k vysuseni 5 min. Vv otevienych
mikrozkumavkach. Pelet byl rozpustén v 15 ul DEPC H20 a ponechan ptes noc v -20 °C.

Dalsi den byla RNA zkontrolovana na 1% agarosovém gelu s etidium bromidem.

3.2.3.5 Odsoleni celkové RNA obohacené o sSRNA frakci

Ke 12 pl rozpusténého RNA peletu bylo ptidano 41 pul DEPC H0O, 17 ul 2 M octanu
amonného, 0,5 pl GlycoBlue a 70 ul izopropanolu. Smés byla inkubovana 15 min.
pfi -20 °C. Nasledovala centrifugace 15 min. pii maximalni rychlosti centrifugy
(15000 rpm) a 4 °C. Supernatant byl odebran a precipitat byl 2krat promyt 70% ethanolem.
Byl pfidan 1 ml 70% ethanolu a vzorky byly centrifugovany 3 min. pfi 12 000 rpm a 4 °C a
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poté bylo ptidano 500 pl 70% ethanolu a vzorky byly centrifugovany 2 min. pti 12 000 rpm
a4 °C. Supernatant byl dikladn€ odstranén a pelety byly ponechany k vysuseni v otevienych
mikrozkumavkach 5 min. Pelet byl rozpustén v 15 ul DEPC H2O a ponechan pies noc
v -20 °C. Vzorky RNA byly po delsi dobu skladovany v -80°C.

3.2.3.6 Kontrola kvality celkové RNA obohacené o sSRNA frakci

Kvalita RNA byla ovéfena pomoci Agilent 2100 Bioanalyzer a Agilent 6000 RNA Nano Kkit.
Vzorky byly nejprve nafedény, aby mnozstvi RNA v 1 ul bylo mezi 25 — 500 ng. Nasledné
byly vzorky denaturovany pti 70 °C 2 min. v thermocycleru a poté podle protokolu naneseny
na RNA nano ¢ip. Po tvodnim promyti elektrod sterilni DEPC H2O byla v programu 2100
Expert nastavena analyza ,,Plant RNA Nano“. Po ukonceni analyzy byly elektrody znovu

promyty sterilni DEPC H20 a kvalita RNA byla zhodnocena na zakladé RIN hodnoty.

3.2.3.7 Priprava radioaktivné zna¢enych prob

Byla provedena PCR se dvéma vzorky WDV rostlin s transgenem J1 podle protokolu
uvedeném v kapitole 3.2.1.2. Byly pouzity primery WDVrep 215 F a WDVrep 215 R.
Amplikon o velikosti 645 bp byl z gelu vytiznut a DNA byla eluovana pomoci Gene JET
Gel extraction and DNA cleanup Micro Kit. Po eluci bylo mnoZzstvi DNA zméfeno na
Nanodropu a zkontrolovdno na gelu. Pro piipravu prob byl vyuzit izotop fosforu 32P
navazany v dCTP a Random Primer Labelling Kit. K 50 ng templatové DNA byla pfidana
PCR H20 do 12 pl a 2 pl nahodnych primerti. Smés byla zahfata na 95 °C na 3 min. Poté
bylo ptidano 2,5 pl 10x pufru, 2,5 ul smési ANTPs, 5 ul dCT*2P (1,85 MBq, 50 pCi)a 1 pl
Exo free Klenow fragment polymerazy. Vzorky byly inkubovany 10 min. pti 37 °C. Enzym
byl inaktivovan zahiatim na 65 °C na 5 min. a 95 °C na 3 min. Vzorky byly schlazeny na

ledé.
3.2.3.8 Northern Blot

Byl pfipraven 15% denaturujici gel (viz 3.2.4.7, Tab. 17). 30 mg celkové RNA bylo
naneseno na gel spolu s 2x RNA LD a radioaktivné znacenym 10 bp standartem a 17 nt
a 25 nt standardem. Elektroforéza probihala 2,5 h pti konstantnich 300 V. Poté byla z gelu
vyfiznuta ¢ast se vzorky a byl proveden ,,semi-dry* bloting. VSechny komponenty byly
namoceny do 0,5x TBE a ulozeny na Trans-Blot SD semidry transfer cell v potadi: 3krat
filtra¢ni papir — vinylova membrana — gel se vzorky — 3krat filtra¢ni papir. Pfenos probihal
1 hod. pfi konstantnich 20 V a 910 mA. Po ptfenosu byla RNA na membranu fixovana UV
zatenim v UV komote 3x 160 s. Poté bylo pfidano 7 ml hybridiza¢niho pufru (Tab. 14)
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Kk pfipraveni membrany. Po 10 min. byl pufr odstranén a bylo pfidano Cerstvych 7 ml
hybridiza¢niho pufru a 6 pl radioaktivnich prob. Hybridizace probihala v hybridizacni
komote pies noc pii 42 °C. Dalsi den byla membrana 2krat promyta v promyvacim pufru
(Tab. 15), osuSena a ponechana k expozici na desticku v autoradiografické kazeté. Po tiech
hod. byla desticka umisténa do detekéniho systému Amersham typhoon imaging system

a byla zaznamendana radioaktivita na desticce.

Tab. 14 Slozeni hybridiza¢niho pufru.

Chemikalie Mnozstvina 11
20x SSC buffer 100 ml
10% SDS 10 ml

DEPC H,O 890 ml

Tab. 15 SloZeni promyvaciho pufru.

Chemikalie @ MmnozZstvi na 100 ml
10% SDS 35ml

1M Na;HPO, 37,5 ml

1M NaH.PO, 12,5 ml

DEPC H,O 15 ml

3.2.4 Priprava sRNA knihoven

Detekce siRNA odvozenych od osm transgenu byla uskute¢néna na ERASMUS™ pracovni
stazi na univerzit¢ Adama Mickiewicze pod vedenim prof. Zofie Szweykowske-Kulinske

a Dr. Andrzeje Pacaka.

3.2.4.1 1zolace genomické DNA je¢mene

Genomicka DNA je¢mene byla izolovana podle Edwards et al., 1991.
3.2.4.2 Izolace celkové RNA

S

Celkova RNA byla izolovéana podle protokolu uvedeném v kapitole 3.2.1.3. Pfecisténi RNA
a jeji ptepis byl proveden podle protokolti uvedenych v kapitolach 3.2.1.4 a 3.2.1.5.
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3.2.4.3 PCR analyza k potvrzeni pfitomnosti transgenu a jeho exprese

PCR analyza byla provedena podle protokolu uvedeném v kapitole 3.2.3.3. Primery pouzité

pro detekci genu osm jsou uvedeny v Tab. 16.

Tab. 16 Nazvy primert, jejich sekvence a velikost amplikonu pro detekei genu osm.

Nazev primeru  Sekvence Velikost amplikonu
OSMopt2 F 5’-GCCCTGCCTTCATACGCTAT-3’
OSMopt2R 5'-TACGGGCAGTTGTTCCTCAC-3’

222 bp

3.2.4.4 1zolace celkové RNA obohacené o sRNA frakci

Izolace celkové RNA obohacené o sSRNA frakci byla provedena podle protokolu uvedeném

v kapitole 3.2.3.4.

3.2.4.5 Odsoleni celkové RNA obohacené o sSRNA frakci

Odsoleni celkové RNA obohacené¢ o sRNA frakci bylo provedeno podle protokolu

uvedeném v kapitole 3.2.3.5.
3.2.4.6 Kontrola kvality celkové RNA obohacené o sSRNA frakci
Kontrola kvality celkové RNA byla provedena podle protokolu uvedeném v kapitole 3.2.3.6.

3.2.4.7 1zolace SRNA

Vzorky celkové RNA obohacené o sRNA frakci byly elektroforeticky separovany. Byl
pfipraven 15% denaturujici gel (Tab. 17). Smés akrylamid/bisakrylamid, 10x TBE,

mocoviny a 4 ml DEPC H20 byla michana a zahtivana na 60 °C na magnetické michacce.

Tab. 17 Slozeni denaturujiciho 15% gelu.

Chemikalie MnoZstvi na 50 ml
40% akrylamid/bisakrylamid (19:1) 18,75 ml

10x TBE pH=8 S5ml

Mocovina 25¢

Doplnéno DEPC H,0 do 50 ml

Po rozpusténi moc€oviny byla smés doplnéna do 50 ml DEPC H20 a pfefiltrovana pies

0,45 um celulosovy filtr. Skla, odd¢lovace a jamkovaci hieben byly umyty detergentem

a destilovanou vodou. Skla byla vyc¢isténa 70% ethanolem. Byla seskladéna aparatura na

PAGE. Smés byla promichdna a nalita mezi skla, byl pfidan jamkovaci hieben. Po
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polymerizaci byl gel ptipraven do elektroforetického tanku, byl odstranén hieben a do jedné
jamky bylo naneseno 5 pl LB Il (Loading buffor I1; Tab. 18). Elektroforéza bez vzorki se
nechala bézet 30 min.. pfi konstantnich 300 V. Podle separace LB II se vyhodnotila kvalita
gelu. Byly ptipraveny vzorky: k 10 ug RNA byla piidana DEPC H2O do 10 pl. Bylo ptidano
10 pl LB II, promichano, vzorky byla denaturovany 2 min. pti 90 °C a ihned naneseny na
gel. Dale byly pripraveny standarty. DNA standart 10 bp: ke 2 pl bylo ptidano 18 ul DEPC
H20 a 20 pl LB II. RNA standart 17 nt & 25 nt: k 1 pl 10 mM 17 nt RNA a 1 pl 10 mM
25 nt RNA bylo ptidédno 8 ul DEPC H20 a 10 ul LB II. Standarty byly denaturovany, stejné
jako vzorky a ihned naneseny na gel. Elektroforéza se vzorky probihala 2,5 h pfi
konstantnich 300 V. Gel byl barven ve smési 150 ml 0,5x TBE a 9 ul 10 000x SybrGold 10
min. Poté byl promyt ve 150 ml 0,5x TBE a RNA byla vizualizovdna pomoci
transiluminatoru s modrym svétlem. V rozmezi 17 nt a 25 nt byla RNA ze vzorki vyfezana

a kousky gelu byly umistény do 1,5 ml LoBind (Eppendorf) mikrozkumavky.

Tab. 18 Slozeni LB II pufru (Loading buffor II).

Chemikalie Mnozstvi na 10 ml
95% Formamid 9,5ml
05MEDTApH=8 360 ul

10% SDS 25 pl

Xylene Cyanol 60 pl

Bromfenol Blue 60 ul

3.2.4.8 Eluce a precisténi sSRNA z gelu

Kousky gelu v LoBind mikrozkumavkach byly promyty 700 pl 0,5x TBE a sRNA byla
z gelu eluovana 500 pul EBR pufru (Tab. 19). Vzorky byly ponechany v termobloku pti 25°C
a 450 rpm ptes noc. Dalsi den bylo ptidano 250 pl chloroformu, vzorky byly protfepany na
trepacce, dale bylo pfidano 150 pl saturovaného fenolu pH= 5, vzorky byly znovu

protiepany a centrifugovany 3 min. pii 20 000 g a laboratorni teploté. Vodna faze byla dale

Tab. 19 Slozeni EBR pufru.

Chemikalie MnoZstvi na 30 ml
IM octan hote¢naty 1,5 ml
IM octan amonny 15 ml

0,5M EDTA 60 pl
10% SDS 300 pl
DEPC H:0O 12,6 mi
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extrahovéna stejnym objemem chloroformu, a vzorky byly znovu centrifugovany 3 min. pfi
20 000 g a laboratorni teploté. Vodna faze byla pienesena do Cisté LoBind mikrozkumavky
s 1,5 pul GlycoBlue a trojndsobnym objemem 100% ethanolu. Smés byla ponechana 2 hod.
pii -20 °C. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 30 min. pii 21 500 g a 4 °C. Pelet byl
dvakrat promyt 100 ul 75% ethanolu a centrifugovan 3 min. pii 17 200 g a 4 °C. Pelet se
nechal vyschnout 5 min. v oteviené mikrozkumavce a SRNA byla rozpusténa v 5 ul DEPC
H20.

3.2.4.9 Priprava sRNA knihoven

Pro ptipravu sSRNA knihoven byl vyuzit [llumina TruSeq® Small RNA Library kit. Podle
navodu dodaném s kitem byly naligovany adaptory na 3’a 5" konce sSRNA, byla provedena
reverzni transkripce a amplifikace vzniklé cDNA pomoci PCR (Tab. 20). Po amplifikaci
vSech vzorkl byl pfipraven 7% nedenaturujici gel (Tab. 21). Knihovny byly separovany
spolu s HRL (High Resolution Ladder) a CRL (Custom Resolution Ladder) dodanych spolu
s kitem. K pouziti byly pfipraveny: 1 pl HRL + 9 pl ultrapure watter + 2 ul 6x DNA LD;
3 ul CRL + 14 pl ultrapure watter + 3 pl 6x DNA LD. Ke vzorkim po PCR o objemu 25 pl
bylo ptidano 5 ul 6x DNA LD. Vzorky byly separovany 2,5 hod. Poté byl gel vybran ze skel
a barven v roztoku 150 ml 0,5x TBE a 9 ul SybrGold 10 min. Nasledné byl promyt 0,5x
TBE a vizualizovan na transiluminatoru s modrym svétlem. cDNA o velikosti mezi 145 bp
a 170 bp byla vyfezana, umisténa do LoBind tub a eluovéna (viz 3.2.4.8). Pelet byl rozpustén
ve 12 ul DEPC H20.

Tab. 20 Program PCR pro amplifikaci SRNA

Déj Teplota [°C] Cas [min.] Po&et cykli
Uvodni denaturace 98 0:30 1x
Denaturace 98 0:10

Anelace 60 0:30 15x
Elongace 72 0:15

Finalni elongace 72 10:00 1x

Inkubace 4 00

Tab. 21 Slozeni nedenaturujiciho gelu k separaci SRNA knihoven.

Chemikalie Mnozstvi na 50 ml
40% Akrylamid/bisakrylamid (19:1) 8,75 ml

10x TBE 5ml

99,9% glycerol 0,5ml

DEPC H,0 do 50 ml
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3.2.4.10 Kontrola kvality a kvantity knihoven

Kontrola kvality sSRNA knihoven byla provedena na Agilent 2200 TapeStation. Byly
pripraveny loadovaci Spicky High Sensitiviy D1000 ScreenTape. Byl pfipraven standart
smichanim 2 ul vzorkového pufru a 2 ul High Sensitivity D1000 Ladder. Byly pfipraveny
vzorky pro analyzu smichanim 2 pl vzorku s 2 pl vzorkového pufru. Vzorky byly protiepany
na IKA trepacce pii 2000 RPM po 1 min. Vzorky byly kratce stoceny a analyzovany.
Kontrola kvantity knihoven byla provedena pomoci Qubit 4 fluorometru a Qubit 4
quantitation starter kitu v programu dsDNA High sensitivity Assay. Qubit reagent byl
nafedén v poméru 1:200 s Qubit pufrem. Byly pfipraveny Qubit standarty smichanim 10 pl
standartu s 190 ul nafedéného reagentu. Byly pfipraveny vzorky smichanim 2 pl vzorku
s 198 ul nafedéného reagentu. Vzorky byly ponechany 2 min. v laboratorni teploté, nez bylo

meéfeno mnozstvi cDNA.

44



4. VYSLEDKY

Vysledky prezentované v této praci jsou rozdéleny do Ctyf ¢asti. Prvni Cast se zabyva
transformaci pSenice geny odvozenymi od WDV replika¢niho proteinu a relativni expresi
transgenu. Ve druhé ¢asti je popsdna transformace je¢mene geny odvozenymi od WDV
replikacniho proteinu, ve tfeti ¢asti byla analyzovéana piitomnost siRNA odvozenych od
WDV transgenu u dihaploidnich rostlin T3 generace a ve ¢tvrté Casti je popséana piiprava

sRNA knihoven z homozygotnich transgennich rostlin generace T2 nesouci gen osm.
4.1 TRANSFORMACE PSENICE A URCENi RELATIVNI EXPRESE

Byla provedena transformace jarni pSenice cv. Fielder konstrukty pIPKb002::K5 a
pIPKb002::J1 (Obr. 8). U rostlin To generace byla potvrzena piitomnost transgenu. U rostlin
T1 generace byla potvrzena pfitomnost transgenu a u vybranych rostlin T1 generace

nesoucich transgen byla provedena qRT-PCR ke zjis§téni relativni exprese transgenu.

Obr. 8 Transformace nezralych embryi jarni pSenice cv. Fielder. (A) Klas jarni pSenice cv. Fielder.
(B) Obilky a nezrala embrya. (C) Embrya na kokultivacnim médiu. (D) Kalusy na selekénim
médiu. (E) Detail regenerujici rostliny na regeneracnim médiu. (F) Rostlina na zakofenujicim
médiu.

4.1.1 Potvrzeni pritomnosti transgenu v To generaci

Genomickd DNA regenerovanych rostlin byla izolovana metodou CTAB. Pfitomnost
transgend K5 1 J1 byla ovéfena pomoci PCR, produkty PCR byly separovany na 1%
agarosovém gelu (Obr. 9) Byla vypocitana Géinnost transformace (Tab. 22). Z 65 embryi
transformovanych vektorem pIPKb002::K5 regenerovalo 13 rostlin znichz 4 byly
transgenni a efektivita transformace byla vypocitana na 6,15 %. Ze 70 embryi
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transformovanych vektorem pIPKb002::J1 regenerovalo 8 rostlin z nichz 2 nesly transgen

a efektivita transformace odpovidala 2,86 %.

K5 J1

Obr. 9 PCR analyza piitomnosti WDVrep transgenu verze K5 a J1 u To generace jarni pSenice cv.
Fielder. Pouzité primery: WDVrep 215 F a WDVrep 119 R. Predpokladana velikost amplikonu:
530 bp. Cr™: pozitivni kontrola rostlina; Cr: negativni kontrola rostlina; L: HyperLadder 50 bp.

Tab. 22 Pocet transformovanych a regenerovanych rostlin jarni pSenice cv. Fielder. Uinnost
transformace byla pocitana z celkového poctu transformovanych nezralych embryi.

Cislo Pocet Pocet PCR+ Ukinnost
Konstrukt transformovanych regenerovanych . transformace
vektoru , . rostliny
embryi rostlin [%6]
pIPKb002::K5 142 65 13 4 6,15
pIPKb002::J1 143 70 8 2 2,86

4.1.2 Potvrzeni pritomnosti transgenu v T1 generaci

Genomickd DNA rostlin T1 generace byla izolovana metodou CTAB. PCR analyzou byla
detekovana piitomnost transgenu u rostlin T: generace. Produkty PCR analyzy byly
separovany na 1% agarosovém gelu (Obr. 10). U rostlin T generace byl zhodnocen fenotyp
(Obr. 11). Byla zaznamenana kli¢ivost, pocet transgennich rostlin a segrega¢ni pomér
(Tab. 23).
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Obr. 10 PCR analyza ptitomnosti WDV transgenu verze K5 a J1 u T1 generace rostlin jarni
pSenice cv. Fielder. Pouzité primery: WDVrep 215 F a WDVrep 215 R. Pfedpokladana velikost
amplikonu: 645 bp. Cr™: pozitivni kontrola rostlina; Cr: negativni kontrola rostlina. L:
HyperLadder 50 bp.

Obr. 11 Rostliny jarni pSenice cv. Fielder generace T1. (A) K5/6A (B) K5/7 (C) K5/3 (D) J1/3B
(E) J1/1B (F) netransgenni jarni pSenice cv. Fielder. Rostliny jsou oznaceny: oznaceni WDV
transgenu/oznaceni matetské rostliny To generace.
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Tab. 23 Pocet rostlin generace Ti jarni pSenice cv. Fielder nesoucich WDV transgen. Rostliny
jsou oznaceny: oznaceni WDV transgenu/oznaceni matetské rostliny To generace.

Oznaceni Pocet Pocet Klic¢ivost Pocet Pocet Segregacni
rostlin ~ vysazenych analyzovanych [%] transgennich  transgennich pomer

rostlin rostlin rostlin rostlin [%]  (pozitivni:

negativni)

K5/6A 60 42 70 6 14,29 1.7

K5/7 15 12 80 1 8,33 1:12
K5/3 25 22 88 1 4,54 1:22
J1/3B 30 30 100 3 10,00 1:10
J1/1B 60 60 100 2 3,33 1:30

Z celkového poctu 166 analyzovanych rostlin jich 13 neslo WDV transgen. Klic¢ivost byla
nejvyssi u potomstva rostlin 3B a 1B nesoucich J1 verzi WDVrep transgenu. Nejnizsi
kli¢ivost byla zaznamenana u potomstva 6A. Nejvyssi procento transgennich rostlin bylo
detekovano v potomstvu 6A. Nejnizsi procento transgennich rostlin bylo identifikovano
mezi potomstvem rostliny 1B. Potomstvo rostliny 6A m¢lo segregacni pomér 1:7, potomstvo
rostliny 7 mélo segrega¢ni pomér 1:12, potomstvo rostliny 3 mélo segregacni pomér 1:22,
potomstvo 3B mélo segregacni pomér 1:10 a u potomstva rostliny 1B byl zaznamenan
segregaéni pomér 1:30. Fenotyp rostlin T1 generace odpovidal fenotypu netransgenni
kontroly. Byl zaznamenan opozdény vyvoj u transgennich rostlin s porovnanim s kontrolou.
Zatimco u kontrolni rostliny mé&ly klasy jiZ mimo pochvu, transgenni rostliné¢ 6A teprve

zacCaly vylézat a zbyl¢é linie mély pochvy stéle zaviené.
4.1.3 Urdceni relativni exprese transgenu

Byla izolovana a pfecisténa celkova RNA. Kvalita RNA byla zkontrolovdna na agarosovém
gelu (Obr. 12). Celkova RNA byla piepsana do cDNA. Pomoci qRT-PCR byly pfipraveny
kalibra¢ni ktivky pro TEF1 (Obr. 13) a WDVrep (Obr. 14) geny Kk urceni efektivity
amplifikace.

6A/34 3/23 3B/16 1B/6 17/4

- —— . 185+ 235
- 165
235

Obr. 12 Celkova RNA izolovana z transgennich rostlin jarni pSenice cv. Fielder nesouci WDV
transgen. Oznaceni rostlin: ¢islo matefské rostliny To generace/Cislo vysazené rostliny Ti
generace. C: netransgenni jarni pSenice cv. Fielder. 26S a 18S: fragmenty cytoplazmatickych
ribozomt, 23S a 16S: fragmenty chloroplastovych ribozomti.
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e y =-3,4473x + 4,8273
R2=0,9939
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. ct

Redéni

Obr. 13 Standartni kiivka amplifikace TEF1 genu. Pouzité primery: EF1 F a EF1 R. Ct: ¢islo
cyklu ve kterém fluorescence prekroc¢i prahovou hodnotu. Redéni: desitkové fedéni. Sklon
ktivky: -3,4473; Korela¢ni koeficient R: 0,9939.
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e, 125
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Obr. 14 Standartni kiivka amplifikace WDVrep genu. Pouzité¢ primery: WDV RT F a WDV
RT R. Ct: Cislo cyklu ve kterém fluorescence prekroci prahovou hodnotu. Redéni: desitkové
fedéni. Sklon: -3,3423; Korelaéni koeficient R: 0,9935.

U genu TEF1 byl sklon kiivky -3,4473 a korela¢ni koeficient R 0,9939. U genu WDVrep
byl sklon ktivky -3,3423 a korela¢ni koeficient R 0,9935. Programem Bio-Rad Maestro CFX
byla vypocitana efektivita amplifikace na 99,229 % u genu WDVrep a 95,02% u genu TEF1
(Tab. 24).
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Tab. 24 Efektivity amplifikace WDVrep a TEF1 gent.

Efektivita amplifikace

Amplifikovany gen [%]
WDVrep 99,229 %
TEF1 95,02 %

U vybranych linii jarni pSenice cv. Fielder nesoucich WDV transgen byla urcena relativni
exprese WDV transgenu ku provoznimu genu TEF1 (Tab. 26). Pro kazdou sadu primert
byly pfipraveny tfi repliky vzorku, jeden vzorek netransgenni jarni pSenice cv. Fielder a dva
vzorky bez templatu (H20). Vysledky byly zpracovany programem Bio-Rad CFX Maestro
(Obr. 15; Obr. 16; Obr. 17). Byly vypoc¢itany praméry Ct (¢islo cyklu ve kterém
fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu vSech opakovani (Tab. 25)). Produkty PCR byly
separovany na 1,5% agarosovém gelu (Obr. 18) pro vizualni kontrolu produktu. Velikosti
produkti qRT-PCR odpovidaly piedpokladané velikosti ur¢ené in silico a u zadného ze

vzorki nebyly pfitomny kontaminace.

RFU

Cislo cyklu

Obr. 15 Ktivka amplifikace vzorki. Svétle fialova: exprese TEF1 genu; tmavé fialova: exprese
WDVrep transgend; zluta: negativni kontroly; modra: H>O. RFU: relativni jednotky fluorescence.
Cislo cyklu (Ct): cyklus, ve kterém hodnota fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu. Zpracovano
v programu Bio-Rad CFX Maestro.
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Obr. 16 Tavici kiivka vzorkt. Svétle fialova: exprese TEF1 genu; tmavé fialova: exprese
WDVrep transgenti; zIluta: negativni kontroly; modra: H>O. RFU: relativni jednotky fluorescence.
Cislo cyklu: Ct, cyklus, ve kterém hodnota fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu. Zpracovano
v programu Bio-Rad CFX Maestro.
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Obr. 17 Kfivka teploty tani vzorki. Svétle fialova: exprese TEF1 genu; tmave fialova: exprese
WDVrep transgent; zluta: negativni kontroly; modra: H.O. -d(RFU)/dT: zména relativni
fluorescence/zména teploty. Zpracovano v programu Bio-Rad CFX Maestro.
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Tab. 25 Priméry naméfenych Ct hodnot vSech opakovani. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tiech
replikach pro kazdou sadu primerd. WDV: vzorky s WDV RT F a WDV RT R primery, TEF1:
vzorky s EF1 F a EF1 R primery.

Prumér Ct
Vzorek By TEFL
6A/34 3539 21,33
3/23 3372 20,09
3B/16 3399 2125
1B/6 3344 18,83
714 3352 24,68

C 1erm1 0 20,33
Cwov 0 0
H,O 0 0

WDVrep 6A/34 | 3/23 | 3B/16 | 1Bf6 | 7/4

35123512351235123%

2000 bp
1000 bp

300 bp

10000 |
TEF1
2000 bp
1000 bp
j : | : : 300 bp
D . D S G G e S G G s s - —
| ! 1 H 1 100 bp

Obr. 18 Analyza qRT-PCR v realném case. Nahote: mix s primery WDVrep RT Fa WDVrep RT
R. Predpokladana velikost amplikonu: 100 bp. Dole: mix s primery EF1 F a EF1 R. Cisla znadi
pocet technickych opakovani jednoho vzorku. L: HyperLadder 50bp. C': netransgenni jarni pSenice
cv. Fielder.

Tab. 26 Relativni exprese WD Vrep transgenu vii¢i TEF1 provoznimu genu.

Relativni exprese

Rostlina transgenu [%6]
6A/34 76
3/23 77
3B/16 76
1B/6 78
7/4 72

Pomoci gRT-PCR byla stanovena relativni exprese transgenu vuci expresi TEF1. Relativni
exprese rostliny 6A/34 nesouci K5 verzi WDVrep byla stanovena na 76% exprese TEF1,
u rostliny 3/23 nesouci K5 verzi WDVrep byla relativni exprese stanovena na 77%,
u rostliny 3B/16 nesouci J1 verzi WDVrep byla exprese stanovena na 76%, u rostliny 1B/6
nesouci J1 verzi WDVrep byla exprese stanovena na 78% a u rostliny 7/4 nesouci K5 verzi

WDVrep byla exprese stanovena na 72% .
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4.2 OVERENI VEKTORU A TRANSFORMACE JECMENE

Byla ovétena sekvence vektora a vneseny do A. tumefaciens. Byla provedena transformace
nezralych embryi jarniho jeémene cv. Golden Promise konstrukty plIPKb002::AC4

a pIPKb002::02. U rostlin To generace byla potvrzena pfitomnost transgenu.

4.2.1 Ovéreni sekvence vektoru

Transgenni bakterie Escherichia coli DH5a byly selektovany na agarovém médiu
s antibiotiky (Obr. 19; A,B). Vybrané kolonie byly kultivovany a pDNA byla izolovana.
Byla provedena restrik¢éni analyza. Produkty restrikéni analyzy byly separovany na 1%
agarosovém gelu (Obr. 21). Buniky A. tumefaciens AGL-1 byly transformovany zajmovymi
vektory a pomocnym vektorem pSoup a selektovany na médiu s antibiotiky (Obr. 19; C,D).
Vybrané kolonie byly kultivovany a pDNA byla izolovana. Byla provedena restrikéni
analyza. Produkty restrik¢éni analyzy byly separovany na 1% agarosovém gelu (Obr. 22).
Velikost fragmentu po restrikéni analyze pDNA z E. coli i A. tumefaciens se shodovala se

velikosti fragmentt stanovenou in silico (Obr. 20).

Obr. 19 Agarové médium s antibiotiky a transgennimi bakterialnimi koloniemi. (A) Escherichia
coli DH5a nesouci pIPKb002::AC4; (B) Escherichia coli DH5a nesouci pIPKb002::02; (C)
Agrobacterium tumefaciens AGL-1 nesouci pIPKb002::AC4 a pSoup; (D) Agrobacterium
tumefaciens AGL-1 nesouci pIPKb002::02 a pSoup.
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pIPKb002::AC4/02

Size site1 site2 Mass %
4956 Notl 10901 Nofi 2833 38 =
4257 Notl 3821 Notl 8078 33 —
1533 Noti 8078 Notl 9611 12 |_-p33 ——
1200 Not %611 Not 10001 10 | oo oy ——
988 Notl 2833 Notl 3821 8 -
8078 Not| —
9611 Notl
— 10901 NOH e
pSoup
Size site1 site2 Mass %
9275 Notl 1366 Motl 1366 100 e
1366 Not| =—

Obr. 20 Piedpokladana velikost fragmentd po restrikéni analyze. Fragmenty vektorti pIPKb002
nesouci AC4 nebo O2 gen a pomocného vektoru pSoup byly odvozeny in silico v programu Ape.

nestépené vektory

10000 bp ! :
[—)
[ )
1 000 bp [
| C—
—— e

Obr. 21 Restrikéni analyza vektort pIPKb002 nesoucich AC4 nebo O2 gen a izolovanych
z Escherichia coli DH5a. Oc¢ekavané fragmenty: 4956 bp, 4257 bp, 1533 bp, 1290 bp, 988 bp. L:
HyperLadder 1kb.
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E. Coli A. tumefaciens E. Coli A. tumefaciens nestépené vektory

ACA  ACA/1 ACAf2 AC4f3 H,0 02 02/ 022 02/3 pSoup L

10 000 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp

Obr. 22 Restrik¢éni analyza vektori pIPKb002 nesouci AC4 nebo O2 gen a vektoru pSoup
izolovanych z Agrobacterium tumefaciens AGL-1 (AC4/1-3 a O2/1-3 a pSoup) a Escherichia coli
DH5a (AC4 a O2). Oc¢ekavané fragmenty: 4956 bp, 4257 bp, 1533 bp, 1290 bp, 988bp a
linearizovany vektor pSoup o velikosti 9275 bp. Vzorky jsou popsany: oznaceni vektorii/oznaceni
kolonie.

4.2.2 Potvrzeni piitomnosti transgenu v To generaci

Byla provedena transformace je¢mene. Genomicka DNA rostlin T1 generace byla izolovana
REDEXtract-N-Amp Tissue PC kitem. PCR analyzou byla detekovédna pfitomnost transgenu
u rostlin Ty generace. Produkty PCR analyzy byly separovany na 1% agarosovém gelu
(Obr. 23; Obr. 24). Velikost PCR produkti se shodovala s pfedpokladanou velikosti
stanovenou in silico. Byla potvrzena pfitomnost transgenu v To generaci jeémene jarniho cv.
Golden Promise. Z 95 nezralych embryi transformovanych pIPKb002::02 regenerovalo 95
rostlin z nichz 6 neslo WDV transgen. U¢innost transformace odpovidala 5,36 %. Z 113
nezralych embryi transformovanych vektorem pIPKb002::AC4 regenerovalo 8 rostlin

z nichz 3 nesly WDV transgen. Uginnost transformace odpovidala 2,66 %.
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Obr. 23 PCR analyza rostlin generace To transformovanych pIPKb002::02. Pouzité primery:
WDVrep 215 Fa WDVrep 215 R. Piedpokladana velikost amplikonu 645 bp. Cr*: rostlina nesouci
WDV transgen, Cr™: netransgenni rostlina je¢mene jarniho cv. Golden Promise. L: HyperLadder
50 bp.

AC4

2 000 bp

1,000 bp

Obr. 24 PCR analyza rostlin transformovanych pIPKb002::AC4. Pouzité primery: WDVrep 215
F a WDVrep 215 R. Piedpokladana velikost amplikonu 645 bp. Cr': rostlina nesouci WDV
transgen, Cr". netransgenni rostlina jeémene jarniho cv. Golden Promise. L: HyperLadder 50 bp.

Tab. 22 Pocet transformovanych a regenerovanych rostlin jarniho je¢émene cv. Golden Promise.
Ucinnost transformace byla pocitana z celkového poctu transformovanych embryi.

Cislo Pocet Pocet PCR+ Ukinnost
Konstrukt transformovanych regenerovanych . transformace
vektoru . . rostliny
embryi rostlin [%6]
pIPKb002::02 243 122 95 6 5,36
pIPKb002::AC4 244 113 8 3 2,66
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4.3 DETEKCE siRNA ODVOZENYCH OD WDV TRANSGENU

Kratké interferujici RNA (siRNA) odvozené od transgenu byly detekovany v transgennim
dihaploidnim (DH>) jeémeni jarnim cv. Golden Promise generace T3. VloZenym transgenem

byla J1 verze WDVrep genu. Analyzované rostliny mély dva fenotypy: zakrsly a vysoky.

4.3.1 Potvrzeni pritomnosti transgenu na irovni DNA

Genomicka DNA je¢mene byla izolovana REDExtract-N-Amp Tissue PC kitem. Pfitomnost
transgenu a hpt selekéniho genu na Grovni DNA byla analyzovana pomoci PCR u kazdé
rostliny. Produkty PCR byly separovany na 1% agarosovém gelu (Obr. 25 a Obr. 26). Byla
detekovana ptitomnost WDV transgenu i selekéniho genu hpt. Velikost PCR produktu se
shodovala s predpokladanou velikosti stanovenou in silico. Transgen i selekéni gen byly

detekovan ve vsech rostlinach krome rostliny 1.1. Rostlina s oznacenim 1.1 byla z testovani

vyfazena.
WDV J1T3 DH2 WDV J1T3 DH2 vysoka
s i Wls W s T P B QN s fs v s 7056 Ls | v Bl Paep Lo s
1000 bp
500 bp 530 bp
1000 bp
500 bp 530 bp

Obr. 25 PCR analyza pfitomnosti WDVrep transgenu verze J1 v DNA transgennich TsDH,
rostlinach jeémene jarniho cv. Golden Promise. Pouzité primery: WDVrep 215 F a WDVrep 119
R. Ocekavana velikost amplikonu: 530 bp. Cr*: Rostlina nesouci J1 transgen, Cp": plazmid
nesouci J1 DNA,GP1/2 netransgenni rostliny jarniho je¢mene cv. Golden Promise. L: Gene Ruler
100 bp plus.
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WDV J1T3 DH2

WDV J1 T3 DH2 vysoka

19:352 1.3 25129223 4% A2 1.3 21 2.2 23 GP1 GP2 H,0 Cf

1000 bp - — —
500 bp — . —

WDV J1 T3 DH2 zakrsla

11 1.2 13 21 22 23 GP1 H0 ¢4

1000 bp
500 bp

Obr. 26 PCR analyza piitomnosti hpt selekéniho genu v DNA transgennich TsDH. rostlin
jeCmene jarniho cv. Golden Promise. Pouzité primery: HYG F a HYG R. Oc¢ekavana velikost
amplikonu: 280 bp. Cgr*: Rostlina nesouci J1 transgen, Cp*: plazmid nesouci hpt gen, GP1/2
netransgenni rostliny jarniho je¢mene cv. Golden Promise. L: Gene Ruler 100 bp plus.

4.3.2 Potvrzeni piitomnosti transgenu na urovni RNA

RNA byla izolovana, piecisténa a prepsana do cDNA. Pfitomnost transgenu a hpt selekéniho
genu na urovni RNA byla analyzovana pomoci PCR u kazdé biologické repliky. Produkty
PCR byly separovany na 1% agarosovém gelu (Obr. 27 a Obr. 28). Velikost PCR produktt
se shodovala s ptedpokladanou velikosti stanovenou in silico. Byla potvrzena pfitomnost

WDV transgenu i selekéniho genu hpt.

wDVvJ1 WDV J1
wbDVvJ1 T3 DH2 T3 DH2
T3 DH2 vysokd zakrsla

GP1 GP2 H,0

1000 bp

500 bp 530bp

Obr. 27 PCR analyza pfitomnosti WDVrep transgenu verze J1 v RNA transgennich T3sDH>
rostlinach je¢mene jarniho cv. Golden Promise. Pouzité primery: WDVrep 215 F a WDVrep 119
R. Ocekavana velikost amplikonu: 530 bp. Cp*: plazmid nesouci J1 DNA, GP1/2 netransgenni
rostliny jarniho je¢mene cv. Golden Promise. L: Gene Ruler 100 bp plus.
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WDV J1 WDV J1
wbDVvlJ1 T3 DH2 T3 DH2
T3 DH2 vysoka zakrsla

1000 bp
500 bp

280bp

Obr. 28 PCR analyza ptitomnosti hpt selekéniho genu v RNA transgennich T3DH, rostlinach
jeémene jarniho cv. Golden Promise. Pouzité primery: HYG F a HYG R. Ocekavana velikost
amplikonu: 280 bp. Cp*: plazmid nesouci J1 DNA, GP1/2 netransgenni rostliny jarniho je¢mene
cv. Golden Promise. L: Gene Ruler 100 bp plus.

4.3.3 Kontrola kvality celkové RNA obohacené o sSRNA frakci

Z transgennich dihaploidnich rostlin je¢mene jarniho cv. Golden Promise generace T3
nesoucich WDVrep transgen byla izolovdna celkova RNA obohacenda o sRNA frakci.
Odsolena RNA byla méfena bioanalyzérem Agilent 2100 (Obr. 29; Obr. 30). Kvalita byla
hodnocena RIN ¢islem (Obr. 29). Minimalni potfebné RIN ¢islo pro Northern bloting bylo
7,5.

WDV J1 T3 DH2 vzorek 1 WDV J1 T3 DH2 vzorek 2 WDV J1 T3 DH2 vysoka vzorek 1
RINS RIN: 8.10 RIN:8
(Fu) [Fu) [Fu) |
) | 100 I( f 0 )f |
) 50 | 50
o :' ~ P al R 0 Y ,_],.1- 0L J 0 | A.U L/
T T T T T T Tt T ot L L L B
25 200 1000 4000 [a) 25 200 1000 4000 (o) 25 200 1000 4000 ()
WDV J1 T3 DH2 vysoka vzorek 2 WDV J1 T3 DH2 zakrsla vzorek 1 WDV J1 T3 DH2 zakrsla vzorek 2
RIN: 810 RIN: 7.80 RIN:8
Fu) [Fu) l [Fu) |
| 2 .
100 ! ( t ) L} |
‘ \ ‘J- I ' | I [ | lf J
0- sk AN 0 A AL 0 ot AV
L i I L) T L) LI L T T I | AR ) 1 T T
25 200 1000 4000 () 25 200 1000 4000 (™) 25 200 1000 4000 (@]
GP1 GP2
RIN: 840 RIN:B
[Fu) Fu)
100 200 l
f 1
L) [ 100 l ]
=1 AN od—1M !
T L L v L L L 1 Ll I
25 200 1000 4000 (=) 25 200 1000 4000 (o)

Obr. 29 Vysledky bioanalyzy RNA z rostlin generace T3DH. nesoucich J1 verzi WDVrep
transgenu. Bioanalyza byla provedena pomoci Agilent 2100. RIN ¢isla jsou uvedena u kazdého
vzorku. GP1/2: divoky typ jarniho je¢mene cv. Golden Promise, FU: jednotky fluorescence.
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RIN ¢islo se pohybovalo mezi 7,8 az 8,4. Z transgennich rostlin je¢mene jarniho generace
T3DH> nesoucich J1 transgen byla uspésné izolovana RNA obohacend o sRNA frakci

0 vyhovujici kvalité pro Northern blotting.

4.3.4 Northern Blot

Nick-translaci J1 amplikonu byly pfipraveny radioaktivni proby. Analyzovanymi vzorky
byla odsolena celkova RNA izolovana z T3DH: rostlin nesoucich J1 transgen. Byl proveden
Northern blotting (Obr. 30).

Vazba prob na siRNA byla ocekdvana mezi 25 a 17 nt. Ani po tfidenni expozici nebyl
Vv téchto mistech detekovan zadny signal ani u jednoho vzorku. Kratké interferujici RNA

odvozené od transgenu nebyly detekovany.

wDVJ1 WwDVIJ1
WDV J1 T3 DH2 T3 DH2
T3 DH2 vysoka zakrsla

1 2 1 2 1 2 GP1 GP2

25nt

17 nt

Obr. 30 Northern Blot. Nylonova membrana s navazanou RNA z transgennich dihaploidnich
rostlin je¢mene jarniho cv. Golden Promise nesoucich J1 transgen a netransgenniho je¢mene
jarniho cv. Golden Promise (GP1/2). Na RNA jsou navazany radioaktivni proby. Expozice
membrany na desticku trvala 3 dny. siRNA byly ocekavany mezi radioaktivné znacenou RNA
o velikosti 25 a 17 nt. L: 10 bp ladder.
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4.4 PRIPRAVA sRNA KNIHOVEN

Knihovny sRNA byly piipraveny z dihaploidnich rostlin (DH3) jarniho je¢émene cv. Golden
Promise generace T2 nesoucich transgen 0sm. Rostliny byly rozdéleny na kontrolni skupinu
(CG) a skupinu vystavenou stresu ze sucha (DS). V kazdé skuping byly tfi kvétinace se tfemi
rostlinami jarniho je¢mene cv. Golden Promise nesouci transgen 0Sm a tfi kvétinace se tfemi
rostlinami netransgenniho jarniho je¢émene cv. Golden Promise. VSechny rostliny v jednom

kvétinaci byly oznaceny jako jedna biologicka replika.
4.4.1 Potvrzeni piitomnosti transgenu na urovni DNA

Genomicka DNA je¢mene byla izolovdna REDExtract-N-Amp Tissue PC kitem. Pfitomnost
transgenu na urovni DNA byla analyzovana pomoci PCR u kazdé biologické repliky.
Produkty PCR byly separovany na 1% agarosovém gelu (Obr. 31). Byla detekovana
pfitomnost osm transgenu i selekéniho genu hpt. Velikost PCR produktt se shodovala

s predpokladanou velikosti stanovenou in silico.

OSM

1000 bp

500 bp

CG1 CG2 CG3 DS1 DS2 DS3 GP; GP, H,0 C%,

1000 bp

500 bp

Obr. 31 PCR analyza DNA transgennich rostlin jarniho je¢mene generace T-DHj nesouci transgen
osm. PCR program: touch-down. (A) Potvrzeni pfitomnosti 0sm transgenu pomoci primerit OSM
opt 2 F a OSM opt 2 R. Ocekavana velikost amplikonu: 222 bp. (B) Potvrzeni ptitomnosti
selekéniho genu hpt pomoci primerd HYG F a HYG R. Oc¢ekavana velikost amplikonu: 280 bp.
CG1-3: kontrolni skupina, DS1-3 skupina vystavena stresu ze sucha. GPag: Golden Promise, C*:
Pozitivni kontrola: vektor pBract2014::0SM.
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4.4.2 Potvrzeni pritomnosti transgenu na irovni RNA

RNA byla izolovana, piecisténa a pirepsana do cDNA. Pfitomnost transgenu na tirovni RNA
byla analyzovana pomoci PCR u kazdé¢ biologické repliky. Produkty PCR byly separovany
na 1% agarosovém gelu (Obr. 32). Velikost PCR produkti se shodovala s piedpokladanou
velikosti stanovenou in silico. Byla potvrzena pfitomnost 0sm transgenu i selekéniho genu

hpt.

OSM

CG1 CG2 CG3 DS1 DS2 DS3 GP, HO (7

1000 bp
500 bp
222 bp
CGl CG2 CG3 DS1 DS2 DS3 GP; GP, H,O C“’p
1000 bp
500 bp T
p

Obr. 32 PCR analyza RNA rostlin jarniho je¢mene cv. Golden Promise generace T>DH: nesoucich
transgen osm. PCR program: touch-down. (A) potvrzeni pfitomnosti 0Sm transgenu pomoci
primerd OSM opt 2 F a OSM opt 2 R. O¢ekavana velikost amplikonu: 222 bp. (B) Potvrzeni
ptitomnosti selekéniho genu hpt pomoci primerdi HYG F a HYG R. Ocekavana velikost
amplikonu: 280 bp. CG1-3: kontrolni skupina, DS1-3 skupina vystavena stresu ze sucha. GPas:
Golden Promise, C*,: Pozitivni kontrola pBract2014::OSM.
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4.4.3 Kontrola kvality celkové RNA obohacené o sSRNA frakci

Z transgennich dihaploidnim rostlin je¢mene jarniho cv. Golden Promise generace T:

nesoucich osm transgen byla izolovana celkova RNA obohacena o sSRNA frakci. Odsolena

RNA byla méfena bioanalyzérem Agilent 2100 (Obr. 33). Kvalita byla hodnocena RIN

¢islem (Obr. 33). Minimalni pottebné RIN ¢islo pro ptipravu sSRNA knihoven bylo 7,5. RIN

Cisla vzorkt se pohybovala mezi 7,5 do 8,0. Kvalita RNA vsech biologickych replik byla

vyhovujici pro piipravu sRNA knihoven.

OSM CG1 OSM CG2 OSM CG3
RIN: 7,70 RIN: 7,50 RIN: 7,50
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Obr. 33 Vysledky bioanalyzy RNA. Bioanalyza byla provedena pomoci Agilent 2100. RIN ¢&isla
jsou uvedena u kazdého vzorku. OSM: transgenni rostliny je¢mene jarniho generace T>DH:
nesouci transgen 0Sm. GP: netransgenni rostliny jeCmene jarniho cv. Golden Promise. CG:
kontrolni skupina péstovana v optimalnich podminkach. DS: skupiny vystavena stresu ze sucha.

FU: jednotky fluorescence.
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4.4.4 Priprava sSRNA knihoven

Z celkové RNA byla izolovana sSRNA frakce. Pomoci [llumina TruSeq® Small RNA Library
kitu bylo pfipraveno 12 sRNA knihoven. Sest knihoven bylo z3esti biologickych
replik rostlin To.DH; generace jarniho je¢mene cv. Golden Promise nesouciho osm transgen.
Zbylych Sest knihoven byly pfipraveno z netransgennich rostlin jeémene jarniho cv. Golden
Promise. Na Obr. 34 je elektroforeticka separace SRNA knihovny OSM CGl ke zjisténi
optimalniho poctu cyklt amplifikace a ukazka vyfezani SRNA knihoven z gelu. Knihovny

sRNA byly vyiezany z gelu a piecistény.

160 nt
145nt

} SRNA knihovny

160nt
145nt

100 bp

Obr. 34 Elektroforéza produktu amplifikace SRNA knihoven. Vlevo: Test optimalniho poctu
cykld amplifikace provedeny na vzorku OSM CGl. Zvyraznény pocet cykli byl vybran jako
nejoptimalnéjsi. Vpravo: Ukazka vytezani SRNA knihovny z gelu. Knihovny byly vyfezany mezi
160 nt a 145 nt, jak je naznaceno Zlutou pferusovanou ¢arou.
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4.4.5 Kontrola kvality SRNA knihoven

Kontrola kvality SRNA knihoven byla provedena na Agilent 2200 TapeStation (Tab. 23).
Kontrola kvantity knihoven byla provedena pomoci Qubit 4 fluorometru a Qubit 4
quantitation starter kitu v programu dsDNA High sensitivity Assay (Tab. 24). Bylo Gspésné
pfipraveno 12 sRNA knihoven o vyhovujici kvalité. Predpokladand velikost cDNA byla
147 nt, ale nejzastoupengjsi velikosti cDNA se pohybovaly mezi 147 nt a 153 nt. MnozZstvi

cDNA v knihovnach se velmi liSilo mezi vzorky a pohybovalo se mezi 5,92 az 34,72 ng/ml.

Tab. 23 Vysledek analyzy sSRNA knihoven. Analyza byla provedena na Agilent TapeStation 2200.
OSM: transgenni rostliny je¢mene jarniho generace T2DHj nesouci transgen osm. GP: netransgenni
rostliny jeCmene jarniho cv. Golden Promise. CG: kontrolni skupina péstovana v optimalnich
podminkach. DS: skupiny vystavena stresu ze sucha.

Nazev Velikost

vzorku  nejzastoupenéjsi cDNA
OSM CG1 147
OSM CG2 153
OSM CG3 151
OSM DS1 153
OSM DS2 151
OSM DS3 151
GP CG1 151
GP CG2 148
GP CG3 152
GP DS1 151
GP DS2 146
GP DS3 149

Tab. 24 Kvantita knihoven sSRNA méfena pomoci Qubit 4 fluorometru. GP: netransgenni rostliny
jeémene jarnitho cv. Golden Promise. CG: kontrolni skupina péstovana v optimalnich
podminkach. DS: skupiny vystavena stresu ze sucha.

Vzorek Koncentrace cDNA

[ng/ml]
OSM CG1 11,28
OSM CG2 22,24
OSM CG3 19,92
OSM DS1 19,28
OSM DS2 5,92
OSM DS3 7,12
GP CG1 23,04
GP CG2 16,60
GP CG3 34,72
GP DS1 14,80
GP DS2 15,68
GP DS3 25,40
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5. DISKUZE

Prvnim cilem diplomové prace bylo ziskat transgenni rostliny jarni pSenice cv. Fielder
nesouci K5 a J1 verze modifikovaného replika¢niho proteinu viru zakrslosti psenice.
Efektivita transformace vektorem pIPKb002::K5 byla vypocitana na 6,15 %. Efektivita
transformace vektorem plIPKb002::J1 odpovidala 2,86 %. Efektivita transformace obou
konstrukti byla velmi nizka. Hexaploidni pSeni¢ny genom, mnozstvi repetitivnich DNA
sekvenci a slozita regenerace transformantt d€laji z transformace psenice velmi obtiznou
metodu. He et al. (2010) publikoval studii efektivity transformace psenice. Efektivita
transformace uvedena v publikaci se pohybovala mezi 0,9 a 12,3 %. Jina publikace uvadi
efektivitu transformace pSenice mezi 0,3 az 4,3 % (Cheng et al., 1997). Efektivita
transformace pSenice v ramci diplomové praci odpovida citovanym vysledktm.

Dale byly rostliny T1 generace analyzovany na pfitomnost transgenu. Byl vypocitan
segregatni pomér piitomnosti transgenu v T1 generaci transgenni pSenice Oproti
netransgennim rostlinam. Pfedpokladany pomér podle mendelovské genetiky v T1 je 3:1.
Potomstvo testovanych rostlin nevykazovalo tento ani podobny segregacni pomér.
Nenormalni segregaci transgenu v liniich pSenice transformované biolisticky mélo 14 ze 70
linii (Stoger et al., 1998). Obdobné Cheng et al. (1997), ktery transformoval pSenici pomoci
A. tumefaciens ziskal 16 linii z 50 s nemendelistickou segregaci transgenu. Tento jev mize
byt vysvétlen kombinaci riznych faktort, napiiklad chimérismem, uml¢enim genu, nebo
interakci transgenu s vyvojem gamet. Fenotyp transgennich rostlin odpovidal fenotypu
kontrolni rostliny, ale byl viditelny opozdény vyvoj oproti netransgenni rostlin€ jarni pSenice
cv. Fielder. Zaostalej$i vyvoj u transgennich rostlin vici kontrole mizeme vysvétlit
vloZzenim nenarusenim nékteré metabolické nebo signalni drahy vloZenim transgenu.

Exprese WDV transgenu byla srovnavana s expresi transkripéniho elonga¢niho faktoru
1-o (TEF1). Efektivita amplifikace byla u transgenu 99,229%, a u TEF1 byla efektivita
amplifikace 95,02%. Efektivita amplifikace templatt spadala do tolerovaného rozmezi 90
az 110 %. U vsech analyzovanych rostlin byla exprese témet shodna a pohybovala se mezi
72 % a 78 % exprese TEF1. Nejvyssi expresi z analyzovanych transgennich rostlin méla

Druhym cilem diplomové prace bylo ovéfeni konstrukti pIPKb002::02
a pIPKb002::AC4 a transformace je¢mene témito konstrukty. Byla Uspé$né provedena
transformace jeCmene jarniho cv. Golden Promise. Celkovéa efektivita transformace

konstruktem pIPKb002::02 byla vypocitana na 5,36 % a efektivita transformace
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konstruktem pIPKb002::AC4 byla vypocitana na 2,66 %. Efektivity transformace jsou
srovnatelné s efektivitou transformace pSenice, ackoliv bézné pouzivanym protokolem ve
stejné laboratofi je mozné dosahnout efektivity 12 % (Kl¢ova, 2017) i 22 % (Macuchova,
2017). Pokud ale srovname efektivitu transformace vektorti pIPKb002 nesoucich K5 a J1
verze WDV replikacniho proteinu transformovanych do je¢mene (Kostkova, 2015),
efektivita transformace vychazi velmi podobn¢ jako efektivita transformace je¢mene O2
a AC4 verzemi WDVrep. K posunu Vv efektivité transformace doslo pravdépodobné kviili
velikosti vektorq, jelikoz naptiklad vektor pBRACT214::0sm transformovany s efektivitou
12 % ma velikost 8 223 bp, zatimco vektory pIPKb002::WDVrep maji 13 018 bp.

Cilem transformaci upravenych verzi replikacniho proteinu viru zakrslosti pSenice je
indukce od patogenu odvozené rezistence a zvyseni tolerance rostlin vii¢i nakaze WDV.
Vektory byly navrhnuty a transgenni rostliny jsou testovany ve Vyzkumném ustavu rostlinné
vyroby v Praze — Ruzyni (Cejnar et al., 2018). Jelikoz je WDV blizce ptibuzny modelovému
viru rodu Mastreviri ,,Maize streak virus® (MSV), byly upravené replika¢ni proteiny
navrhnuty podle strategie rezistence kukutice vii¢i MSV. Zvysenim rezistence viici MSV se
zabyva studie publikovana v roce 2007 (Shepherd et al.). Od patogenu odvozena rezistence
viuci MSV byla vyvolana transformaci upraveného replika¢niho proteinu MSV do rosicky
krvavé (Digitaria sanguinalis), modelové jednodélozné rostliny citlivé k MSV.
Regenerované transgenni linie vykazaly vysokou toleranci az imunitu k MSV pfendsenému
kiisem.

Ttetim cilem diplomové prace bylo analyzovat pfitomnost siRNA odvozenych od
transgenu. Analyzovanymi rostlinami byly dihaploidnim jarni jeémeny cv. Golden Promise
nesouci J1 verzi WDVrep transgenu. VSechny WDVrep transgeny jsou exprimovany pod
kukufiénym ubiquitinovym promotorem, diky kterému dochazi k nadexpresi transgenu.
Z dliivodu této nadexprese mize dochazet ke tvorbé siRNA a umlceni exprese transgenu.
U transgennich rostlin byla nejdiive ovéfena pfitomnost transgenu na trovni DNA i na
urovni RNA. U rostliny 1.1 nebyl pfitomen transgen ani hpt selek¢éni gen na urovni DNA,
proto byla rostlina z analyzy vytazena. Pravdépodobné se jednalo o pfimichané netransgenni
semeno. Po provedeni Northern blotu byla radioaktivita z membrany zaznamenana na
autoradiografickou desticku celkem tfikrat: po 1 hod., po 24 hod. a po 3 dny. Ani kdyz byla
radioaktivita snimany 3 dny nebyl zaznamenan signal mezi 17 nt a 25 nt ani u jednoho
vzorku. Diky nespecifické vazbé prob na vrchni ¢asti gelu predpokladame, Ze metoda byla
provedena spravné. Neptitomnost siRNA odvozenych od transgenu naznacuje, Ze mMRNA

transgenu neni degradovana a prepisuje se na protein. Stejny experiment byl proveden u linii
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transgenni vinné révy (Gambio et al., 2010) V liniich vinné révy nesouci CP viru GFLP
(Grapevine fanleaf virus) pod 35S promotorem nekorelovalo mnozstvi transgenu s mMRNA
a byly v téchto liniich pozorovany mnohocetné inzerce transgenu. Kratké, interferujici RNA
odvozené od transgenu nebyly detekovany. U transgennich rostlin napadenych GFLP ale
byly identifikovany siRNA mezi 21 nt a 24 nt.

Ctvrtym a poslednim cilem diplomové prace byla tvorba sRNA knihoven. Knihovny
sRNA byly ptipraveny z dihaploidnich homozygotnich rostlin generace T je¢mene jarniho
cv. Golden Promise nesouci transgen osmotin. Osmotin je 24 kDa protein patfici mezi PR
proteiny, ktery byl poprvé izolovan z rostlin Nicotina tabacum (Goel et al., 2010). Osmotin
se podili naobrannych reakcich vii¢i biotickym i abiotickym stresim. Je regulovan
abscisovou kyselinou, reguluje adaptaci ke snizenému vodnimu potencialu (Singh et al.,
1989) a je soucasti reakce rostliny na poranéni nebo napadeni virem tabakové mozaiky
(LaRosaetal., 1992). V transgennich rostlinach baviny (Parkhi et al., 2009) a mrkve (Annon
et al., 2014) exprimujicich osmotin byla potvrzena rezistence ke stresu z nedostatku vody.
U transgennich rostlin rajéete byla potvrzena rezistence vici suchu i zasoleni (Goel et al.,
2010), u transgennich rostlin pSenice byla potvrzena rezistence pouze vuci zasoleni (Sadat
Noori a Sokhansanj, 2008). Gen osmotin byl modifikovan pro expresi v jeémeni
a transformovan do nezralych embryi jarniho jeCmene cv. Golden Promise (Kl¢ova, 2017).
Pied ptipravou knihoven byla u vSech biologickych replik potvrzena pfitomnost transgenu
i selek¢éniho genu hpt na Grovni DNA a RNA. Malé RNA hraji dalezitou roli v toleranci
k suchu a jejich analyza muze odhalit selektivné exprimované SRNA v reakci k suchu, jak
publikoval Hackenberg et al. (2015). Transgenni rostliny je¢mene nadexprimujici DREB
transkripéni faktor, zvySujici rezistenci vici suchu, ukazaly snizeni exprese obvykle nizce
exprimovanych miRNAs. Zmény v expresi miRNAs a siRNAs byly potvrzeny Northern
blotem a gRT-PCR.

Izolace SRNA ani pfiprava knihoven neni zdokumentovana, z obavy z moznych mutaci
zpusobenych UV zafenim v dokumenta¢nim zatizeni G: Box. Frakce SRNA a knihovny byly
vizualizovany na transiluminatoru s modrym svétlem, ktery bylo bez dokumentacniho
zafizeni. Obr. 34 byl potizen, protoZe se jednalo pouze o test amplifikace. Kvalita knihoven
byla zhodnocena na Agilent TapeStation méfenim velikosti a zastoupeni cDNA fragmentd.
V idealnim ptipadé by mél byt nejzastoupenéjsi fragment o velikosti 147 nt, ktery by
odpovidal 22 nt SRNA a naligovanym adaptortim. Jakékoliv vétsi fragmenty znamenaji
naligovani adaptori na vétsi sRNA. Dalsim krokem v identifikaci sSRNA zapojenych

v reakci ke stresu ze sucha je sekvenovani pfipravenych knihoven, identifikace znamych
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SRNA a jejich kvantifikace v ramci kontrolni skupiny, skupiny vystavené stresu ze sucha

a mezi transgennimi a kontrolnimi rostlinami.

Dil¢i vysledky diplomové prace byly publikovany ve formé posteru na mezinarodni

konferenci 3" iPLANTA COST v Lisabonu v roce 2019 (viz kapitola Piilohy).

Plakatové sdéleni v anglickém jazyce:

Trajerova M., Cejnar P., VIcko T., Pacak A., Szweykowska-Kulinska Z., Kumar J.,
Ohnoutkova L. (2019): Pathogen-derived resistance to wheat dwarf virus in barley and
wheat. 3" COST iPLANTA, Lisabon, Portugal, February 28""-March 1%, Book of abstract
pl16. In English.
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6. ZAVER

V teoretické ¢asti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma obrana rostlin
vici patogenim s podrobnéji rozpracovanymi metodami rezistence s vyuzitim genetické
informace patogenu a struénym seznamenim S virem zakrslosti psenice, jeho stavbou
a prub¢hem nékazy. V experimentalni Casti byla ispésné transformovana jarni psenice cv.
Fielder od patogenu odvozenou rezistenci vaci WDV upravenymi verzemi WDV
replika¢niho proteinu nazvanymi K5 a J1. Transgen byl detegovan v generaci To i v generaci
T1. U potomkii T1 generace byl vypocitan segregacni pomér transgenu, ktery neodpovidal
mendelistickému $tépnému poméru. U vybranych rostlin byla uréena relativni exprese
transgenu vaci TEF1 provoznimu genu. Dale byly pfipraveny vektory nesouci O2 a AC4
verze WDV replikacniho proteinu a byla uspéSné provedena transformace je¢mene.
Piitomnost transgenu byla potvrzena v To generaci. Na pracovni stazi programu ERSMUS*
byla analyzovana piitomnost siRNA odvozenych od J1 verze WDVrep transgenu
V rostlindch je¢mene jarniho cv. Golden Promise. Pfitomnost siRNA odvozenych od
transgenu byla vyvracena, proto predpoklddame ze mRNA transgenu je ptekladdna do
proteinu. Z rostlin jemene jarniho nesoucich gen osmotin byly pfipraveny sSRNA knihovny.

Dil¢i vysledky prace byly prezentovany ve formé posteru a abstraktu na mezinarodni
konferenci 3" iPLANTA COST v Lisabonu v roce 2019.

Tolerance transgennich rostlin pSenice a je¢mene vi¢i WDV bude analyzovana ve
Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze — Ruzyni. Identita a zastoupeni sSRNA

v knihovnach bude analyzovéna sekvenovanim.
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Wheat dwarf virus, PDR, wheat, barley Agrobacterium-mediated transformation

The principle of pathogen-derived resistance (PDR) by transforming host plants with viral genes or sequences with the
purpose to block a specific step during virus multiplication in the plant is one of strategy how to obtain resistance to
virus diseases. Wheat dwarf virus (WDV) is one of the most economically serious viral disease in cereals in the
different part in the word. The virus affects economically important species of cereals, mainly winter wheat and winter
barley. The strategy of PDR-WDV was designed and applied to obtain resistant plant of wheat and barley. Expression
vector pIPKb002 was prepared with a selected target sequence of WDV Rep, labeled J1, and with a selected target
sequence of WDV Rep with several point mutations, labeled K5 for wheat and barley and AC4 and O2 for barley and
also potentially for wheat. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation was used for transforming of immature
zygotic embryos of the spring barley cv. Golden Promise and for the spring wheat of cv. Fielder. Barley and wheat
regenerated plants TO generation were evalnated by PCR. the efficiency of transformation was determined. Three
different phenotypes of transgenic plants with pIPKb002:J1 were identified in the barley. The dihaploid transgenic
plants of T3DH2 generation were evaluated by using Northern Blot to detect J1 mRNA transcript. Verification of

resistance in transformed plants T1 and T2 barley and wheat are tested in CRI in Prague.
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- Background

Transforming host plants with viral genes or sequences with the purpose to block a specific step of the virus life-cycle is the principle of so called
pathogen derived resistance (PDR) — a strategy to obtain resistance to virus diseases. Wheat dwarf virus (WDV) is one of the most economically
serious viral disease in cereals in countries with spring/winter crop cycle. The virus affects economically important species of cereals, mainly winter
wheat and winter barley. WDV PDR strategy was designed and applied to obtain resistant plant of wheat and barley. Expression vector pIPKb002 was
prepared with a selected target sequence of WDV Rep, labeled J1, and with a selected target sequence of WDV Rep with several point mutations,
labeled K5 for wheat and barley and AC4 and 02 for barley. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation was used for transforming of
immature zygotic embryos of the spring barley cv. Golden Promise and for the spring wheat of cv. Fielder.

=» Material and Methods e= Results

- a
'WHEAT TRANSFORMATION
Table 1: Number of transformed embryos and regenerated plants.
Vector | Transformed embryos Regenerated plants | PCR positive plants
4 Vector
no. No. No. No.
pIPKb002::K5 142 65 13 4
R— pIPKb002::J1 143 70 8 2

-

Genome organizaton of WDV (sl standod DNA vius): MP — movement
proten.CP - coat proten, REP — replcaton prosan, epA - repication associaod
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W (NGB! accession nmber F546168),

it e, 200

Used vectors

« pIPKb002 expressing vectors harbouring partial WDV sequence were prepared.

« Expression of all genes of interest is controlled by maize ubiquitin promotor. All destination vectors (pIPKb002)
contains selection gene hpt (hygromycin phosphotransferase) with conferred resistence to hygromycin B.

« Vectors were: 1) pIPKb002:K5, 2) pIPKb002::J1, 3) pIPKb002::AC4, 4) pIPKb002::02.

« The differences between vectors are several point mutations in WDV Rep sequence:

Wheat transformation

+ Expression vectors: 1) plPKb002::K5 and 2) pIPKb002::J1.

« Immature embryos of spring wheat cv. Fielder were
according to protocol by Dr. Wendy Harwood (Figure 1).

« After transformation, selection was performed for 8 weeks on medium containing 30 mg of hygromycin B

+ Regenerated plants were PCR screened to select transgenic plants (Table 1, Figure 3).

«+ Transformed plants of T1 generation were grown in greenhouse (Figure 4).

using diated

Figure 3: Screening of transformed TO generation spring wheat cv. Fielder. 142: plants carrying K5 version of WDVrep,
143: plants carrying J1 version of WDV rep. C,: negative plant control, C',: positive plant control, C*,: plasmid control.

m

Figure 4: T1 generation of spring wheat cv. Fielder carrying K5/J1
version of WDV Rep. (A) K5: 142/6A (B) K5: 142/7 (C) K5: 142/3 (D)
J1:143/2 (E) J1: 143/38

BARLEY TRANSFORMATION

Figure 5: PCR of transformed T0 generation spring
barley cv. Golden promise. 243: plants carrying AC4
version of WDV Rep, C: negative control, C*
positive control.

Figure 1. Transformation of spring wheat cv. Fielder. (A) Ear of spring wheat cv. Fielder. (B) Grains and immature
embryos. (C) Immature embryos on co-cultivation medium. (D) Immature embryos on selection medium. (E) Detail of
plantlets regenerating from callus on regeneration medium. (F) Plantlets on rooting medium.

Barley transformation

+ Transformed vectors: 1) pIPKb002:AC4 and 2) pIPKb002::02

Immature embryos of spring barley cv. Golden Promise were

transformed by A. tumefaciens according to Harwood, 2014,

Selection was performed on medium with 30 mg H

Regenerated plants transformed by pIPKb002::AC4 were screened
CR.

NORTHERN BLOT S

« PDR derived from replication protein is highly dependent on
Rep protein presence. There are no antibodies to WDV Rep
protein detection yet, and due to overexpressing promotor RNA
silencing can happen. Presence of SRNA derived from
transgen was therefore tested.

Embryos transformed with pIPKb002::02 are in callus state for now.

Northern Blot

« Double-haploid plants (T2 generation) of spring barley cv. Golden
promise carrying J1 transgene were selected according to their
phenotype: 1) Dwarf and 2) Tall (Figure 2).

« Progeny of these selected plants - T3DH2 generation — were used
to determine, whether SiRNA from transgene is derived

« Total RNA enriched with SRNA fraction was extracted.

+ Radioactive probes were prepared with *2P by nick translation from
J1gDNA.

+ Electroforesis proceeded on 15% denaturing gel with radioactive
standard. Semi-dry blotting was performed on vinyl membrane.

+ RNAwas fixed on membrane by UV light. Hybridization with probes
lasted overnight at 42 °C

None SIRNA derived from transgen was detected. Functionality
of marked probe is confirmed by it's unspecific binding in the
upper part of membrane.

Figure 6: Northern blotting of T3DH2 generation of
spring barley carrying J1 transgene. N1/2: Wild
type phenotype, T1/2: tall phenotype, D1/2: dwarf
phenotype, C: wild type plants cv. Golden promise.

= Conclusion

Wheat and barley regenerated plants of the TO generation were evaluated by PCR, the
efficiency of transformation was determined.

+ Exposure of membrane lasted 24 hours (Figure 6).

Figure 2. T2DH1 generation of spring barley
cv. Golden promise carrying J1 transgen. (A)
Tall phenotype (8) Dwarf phenotype.

= References =

Presence of siRNA derived from J1 transgen was tested in T3DH2 generation of spring barley
cv. Golden promise by Northern blot.

Evaluation of transformed plants resistance (T1 and T2 barley and wheat) is tested in CRI in
Prague.
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