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1 UVOD

Je¢men (Hordeum vulgare) je travina z ¢eledi lipnicovitych a je étvrtou nejhojnéji péstovanou plodinou
jeho vynos ovliviiovan ménicim se okolnim prostfedim a stresovymi faktory. Ke stresovym faktorim
pusobicim na vynos jsou fazeny houbové patogeny zptisobujici choroby jako rez ¢i padli travni. Metody
genového inZenyrstvi umoziuji produkci rezistentnich odriid, avsak jsou zde urcité limitace. Patogeny
jsou schopny se rychle prizptisobovat a geny rezistence upravenych odrid byvaji pfekonany geny
virulence patogenu. K tomu, aby byly produkovany odolngjsi odridy je€mene, je nutné studovat
doposud ne zcela znamou funkci genl objevenych pifi nedavném rozlusténi genomu je¢mene. Toto
studium umoznuji zejména metody funkéni genomiky jako virus-induced gene silencing (VIGS) a dalsi
metody vyuzivajici virovych vektori. Tato prace se zabyva patogenni houbou padli travni a studiem
jejich genu virulence, které jsou schopny interferovat s geny rezistence hostitele, pomoci metod

genového inzenyrstvi vyuzivajicich virovych vektort.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakalaiské prace je zpracovat literarni reSerSi na téma padli travni a metody

transformace pomoci virovych vektord se zaméfenim na Barley stripe mosaic virus.

Cilem praktické ¢asti je klonovat gen iLOV do virové podjednotky viru BSMV a schopnost replikace
takto upraveného viru ovéfit pomoci agroinfiltrace na rostliné Nicothiana benthamiana. Dalsim cilem
je vytvorit virovy konstrukt sinzerty gent virulence padli travniho AVRa a AVRao a pomoci

transmisnich metod tyto geny validovat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Padli travni (Blumeria graminis)

Padli travni je v celosvétovém méfitku ekonomicky vyznamnou chorobou zplsobenou obligatnim
houbovym patogenem Blumeria naleZicim do fadu Erysiphales a ¢eledi Erysiphaceae. Tato celed
zahrnuje 13 rodu infikujicich ptes 650 druht jednodé€loznych a vice nez 9 000 druhl dvoudéloznych
rostlin (Schulze-Lefert a Vogel, 2000) véetné agronomicky vyznamnych druhti. Proto doslo u padli
k adaptaci patogenu na urcity hostitelsky druh a velice uzké hostitelské specializaci. Napiiklad padli
travni je mozné rozd¢lit na osm hostitelskych forem (formae speciales, ff. spp.), z nichz nejvétsi vyznam
pro ¢loveéka maji Blumeria graminis ff. spp. hordei, tritici, secalis a avenae, parazitujici na obilovinach.
Zbylé ctyti hostitelské formy se vyskytuji na plané rostoucich travach. Nakazend rostlina vykazuje
typické symptomy bilych praskovych povlakii na listech a trpi také nedostatkem Zzivin, které jsou
odebirany haustorii houby. Pravdépodobné nejlépe prostudovanou formou je Blumeria graminis hordei
(Bgh) napadajici jeémen (Both a Spanu, 2018). Tato kapitola se zaméFuje na zajimavy Zivotni cyklus

této houby a interakci s hostitelem.

3.1.1 Zivotni cyklus

B. graminis se muze v pribéhu roku rozmnozovat pohlavné i nepohlavné. Nepohlavni rozmnozovani
(Obr. 1) je typické pro obdobi ristu hostitele a za¢ina disperzi konidii vzduchem. Spéry (konidie) asi
minutu po dopadu na hostitelskou rostlinu za¢nou vylucovat extracelularni matrix, ktery jim umoziiuje
lepsi zachyceni na rostlin€. Vyvoj primarniho kli¢éniho vlakna za¢ina béhem jedné hodiny. Nékolik
hodin poté se vyviji druhé (apresorialni) kli¢ni vlakno, na némz se tvoii hakovita struktura zakoncena
penetracnimi vybézky zvana apresorium. Penetra¢ni hacky s pomoci enzymatické aktivity pronikaji
skrze epidermalni bunétnou sténu hostitele, kde se prodluzuji v haustoria, ktera slouzi jako vyZzivovaci
pletiva dodavajici ziviny houbé z hostitelské rostliny. Haustoria se prodluzuji a vétvi, vytvari se
i sekundarni apresoria, ktera zajist'uji penetraci do dalSich bunék. Po nékolika dnech dochazi k formaci
kruhovych kolonii, které jsou tvotfeny vlakny hyf. Tyto kolonie jsou patrné na povrchu hostitelské
rostliny jako bilé az Sedé plaky a davaji vzniknout novym sporam. Konidie vznikaji postupnym
dozravanim z konidiofort, které jsou tvoreny vegetativnimi hyfami. K uvolnéni konidii z konidiofort
dochazi mechanickymi vlivy, vétrem ¢i pohybem listli, po uvolnéni jsou konidie pfenaseny vétrem.
Zranim konidiofort se vytvaii obrovské mnozstvi konidii, které jsou nésledné Siteny bud’ jednotlive,
nebo v fetizcich ana rozdil od jinych hub nepotiebuji ke kli¢eni vodu. Konidie se mohou $ifit do

vzdalenosti az n€kolika stovek kilometrti v pribéhu sezony (Glawe, 2008).
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Obrazek 1: Nepohlavni rozmnoZovani padli travniho (pi‘evzato ze Schulze-Lefert, 2000).

- Conidiospore

a) Konidie je vzduchem transportovana na pletivo rostliny a zacind vyluCovat extracelularni matrix. b) Zacina
vyvoj primérniho kli¢niho vldkna a nasledn€ i apresoridlniho kli¢niho vldkna, na kterém se tvofi apresorium
S penetra¢nimi hacky. Apresorium nasledné pronika skrze bunéénou sténu do hostitelské buiiky. ¢) Apresorium
se prodluZzuje a vznika haustorium. d) Z haustoria vyrastaji vlakna, ktera tvofi na povrchu pletiva kolonie, ty
dozravaji v konidiofory a z konidiofort poté vznikaji nové konidie.

Patogen se ale mize mnozit ipohlavné, ato pomoci askospor, ktera se vyviji v chasmotéciu
(kleistothéciu). Pohlavni rozmnozovani je iniciovdno tvorbou gametangii. Samcich gametangii
(antheridii) a samicich gametangii (askogonii). Nasleduje splyvani cytoplazmatickych membran
gametangii, po kterém dochazi k pfesunu jadra z antheridia do askogonia. Vysledkem tohoto procesu je
buitka zvana dikaryon tvofena dvéma jadry. Po fuzi jader vznikd zygota, kterd vyriistd Vv uzavieny
askokarp zvany chasmothécium. Zralé chasmothécium je tmave zbarveno. V chasmothéciu vznikaji
meiotickym délenim viecka s haploidnimi askosporami. Chasmothécia jsou tvofena zejména na konci
vegetacniho obdobi a slouzi k preckani neptiznivych podminek jako jsou vysoké teploty, sucho nebo
prilis nizké teploty. Protoze je padli travni obligatni parazit, musi byt schopno pteckat obdobi, kdy neni
k dispozici infikovatelna tkan hostitele. V chasmothéciich dochazi ke genetické rekombinaci, tak mohou
vznikat nové kombinace gend virulence, které budou popsany nize. Dal§i moznosti pfeckavani
nepiiznivych obdobi je tvorba dormantnich pupenti ¢i tvorba mycelii na pietrvavajicich listech hostitele.

Pii téchto dvou variantach nedochazi ke genetické rekombinaci (Glawe, 2008).

Béhem zivotniho cyklu dochazi k interakci mezi patogenem a hostitelem. Jakmile se primarni kli¢ni
vlakno zachyti na bunééné sténé¢ hostitele, zacne nasavat vodu a vylucovat do rostliny efektory neboli
efektorové proteiny. Efektory jsou dulezité nejen pro vyvoj haustoria, ale také pro pifekonani prvotnich
obrannych reakci hostitele. Produkce efektorovych proteintii pokracuje, jakmile penetracni hacky
proniknou skrze bunécnou sténu a zacne se formovat haustorium. V této chvili mize dojit k rozpoznani
patogenu hostitelem a k zastaveni vzniku haustoria (Nowara et al., 2010). Jako efektory se oznacuji
geny virulence. Geny virulence mohou byt rozpoznavany bud’ pfimo, nebo neptimo proteiny rezistence
(R), které¢ se nachazi v rostliné. Proteiny virulence rozpozndvany proteiny rezistence, se nazyvaji
proteiny avirulence (AVR) (Petit-Houdenot a Fudal, 2017). Interakce mezi geny avirulence a geny
rezistence vede k lokalni hypersenzitivni reakci rostliny, kterd ma casto za nasledek bunéénou smrt
v misté infekce, a tim dojde k zabranéni Sifeni patogenu (Nowara et al., 2010). Na zaklad¢ riznych

reakci hostitele na pronikajici patogen je mozné definovat riizné typy interakce patogen-hostitel.
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3.2 Interakce patogen-hostitel

Jiz vice nez pied 50 lety navrhl Van Der Plank (1968) rozlisit horizontalni a vertikélni rezistenci. Dnes
je jiz prokéazano, ze rostliny skute¢né disponuji dvéma obrannymi mechanismy. Prvni mechanismus
zajistuje ochranu vici vSem patogeniim aje zaloZen na rozpoznani zakladnich slozek patogenu
nazyvanych pathogen-associated molecular patterns (PAMP). Tento mechanismus dokaze zmirnit
infekci nebo patogen zcela usmrtit pomoci tzv. PAMP-vyvolané imunity (PTI). Druhym mechanismem
je mechanismus interakce gen-proti-genu, ktery se vyvinul v prib&éhu evoluce. Nejdiive doslo
k vytvoreni efektorovych genl u patogenti, které zptisobovaly uml¢eni PTI. Rostliny reagovaly na tuto
zménu vytvorenim novych, specifi¢téjSich a sofistikovanéjsSich genti rezistence, které byly schopné
rozpoznavat geny virulence (Rouxel a Balesdent, 2010). Jak jiz bylo zminéno, geny virulence a geny
rezistence funguji na principu hypotézy gen-proti-genu, ktera ptedpoklada, ze pro kazdy gen kontrolujici
rezistenci v hostiteli, existuje gen virulence korespondujici s timto genem Vv patogenu (Bourras et al.,
2016). To ma za nasledek specificitu rozpoznani a odpovédi hostitele na rasu patogenu tzv. rasové

specificka rezistence (Race-specific rezistence).

3.2.1 Race-specific rezistence

Race-specific rezistence proti padli travnimu byla poprvé popsana v 30. letech 20. stoleti v Evropé
a USA. Pozdgji byla rozsahle studovana i v Argentiné a Japonsku. Evropské druhy jarniho a zimniho

je¢mene nesou nékolik race-specific gentl, Z nichZ nejcastéjsim je gen Mla (Jergensen a Wolfe, 1994).

Genovym lokusem, ktery koduje nejvice R gent v jeémenu, je lokus Mla (Schulze-Lefert a Vogel,
2000). Tento lokus se nachazi na chromozomu 5. Na tomto chromozomu se nachazi také lokusy pro
geny rezistence Mlat, MIGa, MIk, MInn a MlIra (Jergensen a Wolfe, 1994). Mla lokus obsahuje vice nez
30 gend rezistence, z nichz prvnim izolovanym Mla genem rezistence byl Mla-1. Tento patii mezi tzv.
NB-LRR geny. NB-LRR geny dostali svlij nazev podle toho, ze koduji protein s nukleotidovym
vazebnym mistem na N-konci (NB) a ha C-konci kdduji repetice bohaté na leucin (Leucin Rich Repeats
— LRRs). NB-LRR proteiny jsou pievladajici skupinou rostlinnych R proteinti a podili se na rezistenci
proti Siroké skale rostlinnych patogend. Rozpoznani patogenu je umoznovano LRR repeticemi, pro které
je typicka sekven¢ni variabilita. Mla-1 gen koduje protein 0 velikosti 109 kD, ktery je tvofen sedmi LRR
jednotkami. Mla-1 protein je tvofen v cytoplazmé, z toho je zfejmé, ze k rozpoznani patogenu dochazi
intracelularné. Patogen tedy musi transportovat své AVR proteiny pies rostlinnou membranu, aby mohlo
dojit k rozpoznani patogenu hostitelem. Smrt hostitelské buiiky béhem Mla-zprostiedkované rezistence
nastava béhem 24 hodin od inokulace a proniknuti patogenu skrze buné¢nou sténu. Nékolik hodin pred
bunécnou smrti je aktivovana signalni dréha, diky které se v butice tésné¢ pod houbovym apresoriem
akumuluje peroxid vodiku (H20), ktery nasledné¢ zaplnuje celou infikovanou bunku. Buika poté

odumira fizenou bunéénou smrti. Neékteré Mla geny potiebuji ke své funkcei alespon dalsi dva pomocné



geny Rarl a Rar2. Naopak nékteré jiné Mla geny funguji nezavisle na Rar genech. Mezi takové geny
se fadi i jiz zminéné Mla-1 (Schulze-Lefert a Vogel, 2000).

3.2.2 Mlo-zprostiredkovana rezistence

V letech 1937-1938 byly uskute¢nény némecké expedice do Ethiopie, kde bylo sesbirano velké
mnozstvi semen je¢mene raznych linii. Pouze dvé linie vykazovaly vyjime€nou rezistenci ke viem
testovanym Bgh izolatim. Byl tak nalezen zcela novy typ rezistence na $iroké spektrum patogenti, ktera
byla zprostfedkovavana jedinym recesivnim genem mlo, je tedy tzv. monogenni. Na cytologické tirovni
dochazi k preruseni infekce béhem procesu penetrace patogenu pies epidermalni bunéénou sténu. Bunky
nemuseji podstoupit fizenou smrt (Schulze-Lefert a Vogel, 2000). Dalsi zvlastnosti této rezistence je, ze

neodpovida systému gen-proti-genu a 1isi se i jeji mechanismus (Jergensen a Wolfe, 1994).

Mlo lokus se nachazi na dlouhém rameni 4. chromozomu je¢mene. Pii Mlo rezistenci dochazi ptimo
pod plochou styku houby arostliny k fizenému zesileni bunééné stény. Tento proces zamezuje
proniknuti penetra¢niho hacku houby pies rostlinnou membranu (Jergensen a Wolfe, 1994). K tomu,
aby byly mlo alely funkéni, jsou nezbytné geny Rorl a Ror2. Mutace téchto gent vedou u mlo rostlin
ke ztraté rezistence a schopnosti vytvafet silnéjsi bunéénou sténu (Freialdenhoven et al., 1996). Rostliny
disponujici Mlo rezistenci Casto vytvareji nekrotické ¢i chlorotické skvrny na listech, to je zplisobeno
pleiotropnim efektem mlo genu. Na vyvoj téchto nekroz ma velky vliv prostiedi a také celkovy genotyp
Mlo rezistentni rostliny. Naptiklad nékteré Mlo rezistentni odridy se specifickym genotypem péstované
v Ethiopii netvoti nekrozy, avSak jakmile jsou péstovany v Evropé, nekrozy tvoii. Jiné genotypy
zahrnujici i kultivary Mlo rezistentniho evropského jarniho je¢mene tvofi nekrozy jen ziidka. Tvorba
nekroz je nezadoucim jevem, protoze snizuje vynos a kvalitu sklizné (Jergensen a Wolfe, 1994).
Mlo rezistence je v Evropé od roku 1972 vyuzivano ve Slechtitelstvi k pfipravé kultivart jarniho
jec¢mene (Jorgensen, 1992). Pro zimni odridy se vyuziti Mlo rezistence nedoporucuje, protoze by mohlo
dojit k preziti patogenu v zimnich obdobich a jeho pfenosu i na jarni kultivary, coz by mohlo vyustit

v adaptaci patogenu a ke snizeni efektivity rezistence (Dreiseitl, 2017).

3.2.3 Geny avirulence

Produkty Avr genu jsou faktory schopné interakce s obrannymi mechanismy rostlin v souladu
s modelem gen-proti-genu. Mohou je produkovat nejen houby, ale také bakterie a viry. Interakce
gen-proti-genu byla poprvé studovana v roce 1946 H. H. Florem. Rozpoznani genu virulence vede
v rostliné K hypersenzitivni reakci (Bonas, 1998). V soucasnosti bylo identifikovano nejméné 35 AVR
genl nachdazejicich se u vldknitych hub napadajicich Sirokou skéalu zemédélsky vyznamnych plodin
(Bourras et al., 2016). Ze vsech téchto patogent bylo nejvice AVR geni detekovano praveé v Bgh
(Skamnioti et al., 2008).



Vétsina AVR proteind je rozpoznavana jen jednim R proteinem, avSak muze dochazet K tomu, Ze vice
R proteinti rozpoznava tentyZz AVR protein, jak ukazala studie Bourrase et al. (2016). Dale se mohou
paralogy R gent exprimujici tytéZ R proteiny nachazet na riznych chromozomech, pifi¢emz ale
rozpoznavaji tentyz AVR protein. Dal§im ptipadem muze byt, ze produkt AVR genu jednoho druhu,
potlac¢i rozpoznani produktu AVR genu jiného druhu. V tomto pfipadé dochazi k tomu, ze AVR protein,
ktery je za normalnich okolnosti rozpoznavan specifickym R proteinem, nebude R proteinem rozpoznan

kvuli pfitomnosti jiného AVR proteinu (Petit-Houdenot a Fudal, 2017).

3.2.3.1  Struktura genii avirulence u Blumeria graminis

Houbové AVR geny jsou studovany jiz nékolik dekad. Poprvé byla struktura houbového AVR genu
zjisténa u Cladosporium fulvum, které produkuje gen avr9, v roce 1991 (van Kan, 1991). V poslednich
letech je studovano stale vice gend avirulence a rezistence. Hledaji se podobnosti v jejich strukturnich
motivech, které by usnadnili jejich identifikaci. VétSina gend avirulence koduje typicky efektorovy
protein o velikosti 63-314 aminokyselin s pteduréenym signalnim peptidem Kk sekreci. Na rozdil od
houbovych AVR proteintl, které jsou vyluCovany houbami infikujici rostlinu skrze hyfy, a které ve
svych sekvencich obsahuji velké mnoZstvi cysteinti, jsou AVR proteiny hub napadajici rostlinu skrze
haustoria, jak je tomu u B. graminis, tvofeny jen malym mnozstvim cysteint (Bourras et al., 2016).
Efektorovy protein je vylucovan haustorii houby pfi infikaci rostliny a nese specialni Y/F/WxC-motiv
na N-terminalnim konci. Prvni aminokyselinou motivu je vzdy tyrosin, nasleduje fenylalanin nebo
tryptofan a posledni je vzdy cystein. A¢koliv je celkova podobnost v sekvencich efektorovych proteint
padli travniho mala, sdileji tyto proteiny podobné exon-intron struktury, coz naznacuje, Zze béhem
evoluce vznikaly spole¢né. Motiv je dulezity pro spravnou funkci efektorového proteinu (Godfrey et al.,
2010) a nachazi se u vétsiny proteint, které jsou souhrnné nazyvany jako kandidatni efektorové proteiny
(CSEPs). Jedna se 0 potencialni proteiny avirulence a v genomu Blumeria graminis jich Pedersen et al.,
2012 identifikoval 491. CSEPs €asto nesou cystein nachazejici se blizko C-konce (cca 10 aminokyselin
od C-konce) a disponuji kratkymi ORF (Pedersen et al., 2012).

Mapovanim genomu B. graminis hordei byly nalezeny dva AVR geny, Avria a Avrao patfici do
multigenové rodiny (Ridout et al., 2006). Tyto dva geny avirulence postradaji signalni peptidy a bylo
prokéazano, zZe jsou derivaty replikacniho pocatku ORF1 non-LTR retrotranspozoni. ORF1 koduje
protein, ktery umoznuje prenos retrovirovych ¢asti do jadra (Bourras et al., 2016). Dalsimi dvéma
studovanymi a popsanymi AVR geny jsou AVRa» a AVRai2. Lokusy, kde se tyto geny nachazi, jsou
tvofeny velkym mnozstvim repetitivni DNA tvofenou dlouhymi repetitivnimi sekvencemi a zkracenymi
LTR retrotranspozony. AVR geny se také Casto nachazi v blizkosti mobilnich elementil nebo telomer, to

jim umoziiuje adaptaci a rychly vyvoj (Skamnioti et al., 2008).



3.2.4 Identifikace geni avirulence a rezistence

Existuje fada postupti, které vedou k identifikaci genil avirulence. Nejpiimocarej$i metodou je izolace
proteinu z extracelularnich tekutin infikované rostliny nasledovana sekvenaci proteinu. Druhou
metodou je zisk houbové DNA sekvence, kterd je specificky exprimovand v hostiteli, pomoci
subtrak¢nich metod s vyuzitim ¢cDNA knihoven (Rep, 2005). Mozné jsou taky postupy vyuZivajici
techniky restriction enzyme-mediated integration (REMI). Nicméné vyse zminéné metody jsou pomérné
pracné a jejich uspésnost je nizka (Stergiopoulos a de Wit, 2009). Dalsi moznosti identifikace je vyuZiti
genetického mapovani. Timto zplsobem lze identifikovat velké mnozstvi potencidlnich gent
avirulence, které je nasledné tieba analyzovat (Rep, 2005). Ac¢koliv genetické mapovani ukryva velky
potencial k hledani kandidatnich efektorovych proteinti, musi byt funkce téchto proteinti dodateéne
experimentalné ovéfena transforma¢nimi metodami napt. pomoci nadexprese ¢i genového uml¢ovani
v houbovém izolatu (Stergiopoulos a de Wit, 2009), nebo pomoci metod transformace (Houterman et
al., 2008).

3.3 Metody transformace

Transformace je proces, ve kterém se vlozi cizorodd DNA do rostliny, tato DNA miize pochazet bud’
z jiné nepiibuzné rostliny, nebo dokonce miiZze pochazet i z Giplné jiného organismu. Tento proces se
provadi zejména za uCelem zjisténi a ovéteni funkce geni. Avsak da se pouzit i na vylepSeni vlastnosti
zvitat a zemédelskych plodin, které tak mohou nabyt naptiklad rezistence viici patogentim ¢i Skiidciim

nebo se mohou zvysit jejich kvalita a vynos.

Metody, jakymi lze cizorodou DNA do rostlin vpravit, délime na piimé a nepfimé. Nejznamé;jsi a ziejmeé
také nejpouzivanéjs$i metodou pienosu je nepiima metoda zprosttedkovana bakterii Agrobacterium
tumefaciens. Mezi ptimé metody patii tzv. biolistické metody, které vyuzivaji bombardovani vzorku

mikroc¢asticemi, dalsimi metodami jsou elektroporace nebo mikroinjekce (Barampuram a Zhang, 2010).

3.3.1 Agrobacteriem-zprostiedkovana transformace

Metoda Agrobacteriem-zprostifedkované transformace byla vyvinuta v 80. letech 20. stoleti (Bradshaw,
2016) a jeji hlavni vyhodou je moznost pouziti jak u dvoudéloznych, tak ¢aste¢né i u jednodéloznych
rostlin. Pravé neschopnost A. tumefaciens infikovat nékteré jednodélozné rostliny je nevyhodou této
metody. Neopomenutelnou vyhodou této metody je také moznost stabilniho pienosu velkych segmentii

DNA (Barampuram a Zhang, 2010).

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni bakterie, ktera zpusobuje nadorova onemocnéni
v rostlinnych pletivech. Schopnost zptisobovat tato onemocnéni je umoznéna pfitomnosti Ti plazmidu,
ktery obsahuje transferovou T-DNA. Tato T-DNA je tvofena geny onkogeneze a geny zodpoveédnymi

za syntézu auxintl a cytokinintl, prave tyto fytohormony jsou zodpovédné za vyvoj nadoru. Dale T-DNA



nese geny pro produkci opinti (Barampuram a Zhang, 2010). Dulezitou soucasti plazmidt Agrobacteria
je systém nezbytny pro produkci a transport T-DNA do hostitelské buriky. Tento systém je tvofen
proteiny, které jsou kodovany geny bakterialniho chromozomu (chv) zodpovédnymi za transport
T-DNA a geny virulence Ti-plazmidu (vir), ty jsou zodpovédné za tvorbu T-DNA a nachazi se v oblasti

vir genového regionu (Tzfira a Citovsky, 2006).

Mechanismus genového transportu z A. tumefaciens do hostitelské buiiky zahrnuje nékolik krokd.
Proces je iniciovan ptijmem specifickych signalt ve formé fenolickych sloucenin od hostitelské buiiky.
Transfer T-DNA také podporuji zranéni ¢i rany na hostitelské rostling, které zpusobuji produkci
fenolickych latek Vv rostling v ramci reparace bunék. Signal z bunék je pfijiman VirA virulentnim genem
A. tumefaciens a aktivuje kaskadu dalSich vir gent. VirD1 avirD2 proteiny se napojuji na pravou
a levou hranici dvouvlakna T-DNA a umoziuji tak vznik jednovlaknové T-DNA, tzv. T-vlakna, které
je nasledné prenaseno pies kanal, ktery tvoii Agrobacterium VirD4 a VirB proteinovy komplex.
T-vlékno je v buiice chranéno pied degradaci proteinem VirE2, ktery jej obaluje (Barampuram a Zhang,
2010). Nasledné vlakno vstupuje do jadra, kde je zménéno na dvouvlaknovou formu a zaclefiuje se do

genomu hostitele (Bradshaw, 2016).

3.3.2 Biolisticka metoda

Biolistickd metoda neboli mikroprojektilové bombardovani je jednou z pifimych metod genového
pfenosu pro vyvoj transgennich rostlin, ktera byla vyvinuta v roce 1987 (Bradshaw, 2016). Jedna se
0 metodu, pfi niz jsou na zlaté ¢i wolframové nosice navdzany fragmenty DNA. Pomoci zafizeni
nazyvané¢ho genové délo jsou nasledné¢ mikrocCastice vystielovany na vzorek rostlinné tkané.
Mikrocastice nasledné pronikaji pfes rostlinnou membranu a dopravuji DNA fragmenty do bun¢k

(Barampuram a Zhang, 2010).

Nespornou vyhodou metody je schopnost ptenosu cizorodé DNA velkych velikosti (az 150 kb) do
jakékoli bunky ¢i tkané, jejichz bunécna sténa a cytoplazmaticka membrana mohou byt penetrovany,
at’ uz se jedna o0 jednodelozné ¢i dvoudélozné rostliny. Dalsi vyhodou je pienos vice transgend, kterého
je mozné dosahnout fuzi genl v ramci jednoho plazmidu, ktery je nasledné bombardovan do cilové
tkan¢ (Barampuram a Zhang, 2010). Naopak se ukazuje, ze pti pouziti Agrobacteriem-zprostitedkované
transformace, dochazi ke stabilngjsi expresi transformovanych gend. Pti biolistické metod¢ také dochazi
k integraci velkého mnozstvi DNA fragmentt do cilové buriky, pficemz muze dochazet ik jejich
piestavbam, to je samoziejmé nezadouci. U Agrobacteriem-zprostfedkované transformace dochazi
k inzerci mens$iho poctu transgent, pficemz jen ziidka dochazi k prestavbé vlozenych fragmentd

(Travella et al., 2004).



3.4 Metody vyuzivajici virové vektory

Tato skupina metod vyuziva virti jako virovych vektort. Viry disponuji zna¢nymi vyhodami. Jsou malé,
snadno se s nimi manipuluje a procesy jejich zivotniho cyklu jsou pomérné jednoduché. Dalsi vyhodou
pouziti virti jako vektori je rychla a efektivni transformace. Jako virové vektory lze pouzit fadu virta
S riznymi okruhy hostitel. MiZe se jednat 0 bakteriofagy, sav¢i retroviry €i rostlinné viry. Virové
vektory jsou geneticky modifikovany k expresi heterolognich proteint (Lico et al., 2008). Tyto metody
umozhuji jak umlcovani gent (virus-induced gene silencing — VIGS), tak jejich nadexpresi (virus-

mediated gene overexpresion — VOX).

34.1 Virus-induced gene silencing (VIGS)

VIGS byla poprvé aplikovana u Nicothiana benthamiana za pouziti virového vektoru Tobacco mosaic
virus (TMV) kpotlageni fytoen desaturazy (PDS), ktera je nezbytna pro produkci karotenoidi
chranicich chlorofyl pted ztratou pigmentu (Kumagai et al., 1995). Od té doby byla vytvotfena fada
virovych vektoru vyuZitelnych pro analyzu funkéni genomiky u dvoudéloznych rostlin. Tato technika
ma velky potencidl v uml¢ovani specifickych genti a byla prizptisobena jiz pro Sirokou skalu rostlinnych
druhti, zejména pro ty, které je obtizné transformovat. VIGS je také uCinnym nastrojem funkcni
genomiky pifi studiu gen ajejich funkci zejména U jednod€loznych rostlin vyznamnych pro
zeméd¢lstvi, tedy U je¢mene (Hordeum vulgare), kukuiice (Zea mays) ¢i pSenice (Triticum aestivum)
(Becker a Lange, 2010). Avsak, pro studium jednodéloznych rostlin pomoci VIGS je ptiprava vektort

vvvvvv

a Brome mosaic viru (BMV) (Jackson et al., 2009).

Genomy vé€tSiny virlh napadajicich rostliny tvofi jednovlaknova RNA, ktera je po proniknuti do
hostitelské bunky uvolnéna z proteinového plasté. Genomicka RNA viru je nasledné replikovana RNA-
depedentni RNA polymerazou kédovanou virem a dochazi k produkci sense a antisense RNA. Tyto dvé
RNA maji tendenci hybridizovat a vytvaret dvouvlaknovou RNA (dsSRNA). Dvouvlaknova RNA poté
vyvola RNAi odpovéd’ hostitele proti sekvencim dsRNA viru. Tento proces probiha tak, ze dsSRNA je
rozkladana na cca 21 nukleotidii dlouhé fragmenty, které jsou oznacovany jako malé interferujici RNA
(siRNA). Tyto siRNA jsou zaclenény do nukledzu-obsahujiciho komplexu, tzv. RISC, ktery rozklada
mRNA komplementarni k jednovlaknovym siRNA v komplexu (Waterhouse a Helliwell, 2003). Tohoto
procesu (Obr. 2) je vyuzivano pravé pii technice VIGS. Replikaci vznika dsRNA, ktera je Stépena na
SiRNA v infikované bufice tak, aby jednotlivé fragmenty odpovidaly sekvenci virového genomu. Pokud
je do genomu viru vlozen fragment, odpovida siRNA i vlozenému fragmentu a navic, jestlize vlozeny
fragment je piivodem genem, nebo ¢asti genu hostitelské rostliny, bude RISC cilen jak na virovou RNA,
tak na mRNA hostitele. Vysledkem bude nepfitomnost nebo vyrazné snizeni mnozstvi proteinu

kodovaného genem, jehoz mMRNA byla vlozena do virového vektoru (Lu, 2003).
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Obrazek 2: Model RNAi odpovédi hostitele proti dsSRNA sekvencim viru (pFevzato z Waterhouse a Helliwell,
2003).

Dvouvlaknova RNA viru replikované virové RNA, vlasenkové RNA (hpRNA) nebo replikovana RNA vyuzivana
pravé v technice VIGS, je zpracovana dicerem na siRNA. Tyto siRNA, konkrétné jejich antisense-vlakno, jsou
nasledné zaclenény do RISC komplexu. RISC komplex $t€épi mRNA komplementarni antisense-siRNA vlaknu
a zajist'uje tak degradaci mRNA.

3.4.2 Host-induced gene silencing (HIGS)

Technika host-induced gene silencing (HIGS) se vyvinula z metody VIGS. HIGS je podobné jako VIGS
metoda zaloZena na procesu RNA interference. Avsak na rozdil od VIGS, pfi které dochézi k vyvolani
RNAi-zprostiedkované pfirozené imunity rostliny k obrané proti virim pomoci vlozeni genového
inzertu do virového vektoru, je U HIGS vyuzivano vloZeni obracené sekvence genu nachazejiciho se
v genomu patogenu do genomu rostliny. Tato sekvence je nasledné prepisovana do siRNA cilenou na
gen v patogenu. Vysledkem je umlCeni tohoto genu. HIGS vektory byly konstruovéany tak, aby
prenasely, jak dlouhé dsRNA, tak vlasenkové sekvence v podobé obracenych sekvenci genu nebo
obracenych promotorovych sekvenci do rostlinného genomu. Metody HIGS je vyuzivano k produkci
transgennich rostlin rezistentnich proti fad¢ patogent, at’ uz se jedna 0 hmyz, houby ¢i viry, a to metodou

Setrnou k zivotnimu prostiedi (Qi et al., 2019).
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34.3 Virus-mediated gene overexpression (VOX)

Metoda virus-mediated gene overexpression (VOX) je dalsi z metod vyuZzivajicich virovych vektord,
ktera umoznuje rychlou nadexpresi heterologniho proteint V rostliné. Takto byla upravena jiz fada
rostlinnych vird, zejména téch s positive-sense ssSRNA genomy, aby byly schopny exprese cizorodych
proteini v rostlindich. Dnes nejcastéji pouzivanym systémem, ktery umoziiuje vyuziti VOX, je
nadexprese proteini pomoci Potato viru X (PVX) ve dvoudélozné modelové rostling N. benthamiana.
Hlavni vyuziti VOX je pfi vyzkumech metabolickych drah v rostlinach, funkéni charakterizaci
onemocnéni hostitelské rostliny, gent rezistence a patogennich efektorovych proteinti a v neposledni
radeé také pri studiich zabyvajicich se lokalizaci proteinti v buiice. VOX vsak nese jednu zasadni limitaci,
nedovoluje totiz ptfenos vétsich inzerti nez 150 aminokyselin, to znaéné¢ omezuje $kalu moznych

aplikaci VOX v praxi (Bouton et al. 2018).

3.4.4 Virové vektory

Rostlinné viry jsou pouzivany k prenosu fragmenti, napi. gent do rostlin, jiz od 80. let 20. stoleti. Diive
byl pouzivan zejména virovy vektor Cauliflower mosaic virus (CaMV) z rodiny Caulimoviridae, a to
hlavné proto, Ze je tvofen dvouvlaknovou DNA. Nevyhodou pouziti tohoto viru byla jeho mala kapacita
a také omezené mnozstvi virové DNA, ktera by mohla byt odstranéna, aniz by to ovlivnilo nezbytné
funkce viru (Lico et al., 2008). Zmensovani virového genomu se provadi za uéelem ochrany pied
nekontrolovatelnym $ifenim a udrzenim virového vektoru v prostiedi (Liu a Kearney, 2010). Technicky
pokrok v molekularni biologii, zejména vytvafeni cDNA z RNA templatu, umoznil pouzivani jako
virovych vektorl i vird tvofenych jednovlaknovou RNA. Viry s genomem sestavajicim z jednovlaknové
RNA tvofi vétSinu rostlinnych virti (Lico et al., 2008). K ssRNA virtim patii i Barely stripe mosaic virus
(BSMV), ktery je dnes popularnim virovym vektorem pro VIGS v pSenici (T. aestivum) a je¢menu
(H. vulgare). Divodem pro popularitu BSMV je detailni prostudovani jeho genomu a molekularnich
a biologickych funkci (Lee et al., 2012).

3.4.41 Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV)

BSMYV je virus pattici do rodiny Hordeivirti. Hordeiviry jsou unikatni skupinou RNA virti tvofenou
titemi ¢leny. Kromé BSMYV jsou do této skupiny fazeny Poa semilatent virus (PSLV) a Lychnis ringspot
virus (LRSV). Viriony hordeiviri maji helikazovou strukturu slozenou z bilkovinnych podjednotek
obalujicich ssSRNA, jejiz velikost se mezi jednotlivymi zastupci lisi. Pfenos BSMV a LRSV je zajistén
jak semeny, tak pylem, avsak pro PSLV nebyl pfenos semeny zaznamenan (Jackson et al., 1989). V této

bakalafské praci je pracovano s BSMV virem, ktery je detailné rozebran dale.
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Analyza genomu BSMV ukazala, Ze je virus slozen ze tii genomickych RNA (Obr. 3) (Jackson et al.,
1989) s oznacenim RNA« (3,8 kb), RNAP (3,3 kb) a RNAy (2,8 nebo 3,2 kb) (Solovyev et al., 1996),
které jsou tvofeny positive-sense vlakny a dohromady koduji sedm hlavnich proteint (Lee et al., 2012).
Tyto proteiny jsou exprimovany piimo z genomické RNA. Exprese TGB pohybovych proteini je
zajistovana subgenomickou (sg) RNAP1 a sgRNAP2, které vznikaji béhem patogeneze. TGBI1 je
exprimovan sgRNAB1 a TGB2 a TGB3 jsou exprimovany sgRNAP2. Na cystein bohaty protein
patogeneze yb je exprimovan sgRNAy. Kazda z pozitivnich RNA disponuje ve svych nekodujicich
regionech 7-methylguanosinovou ¢epi¢kou na 5°konci, ktera je nezbytna pro infekénost BSMV

a obsahuje také tRNA inicialni sekvenci na 3°konci (Jackson et al., 2009).

Mt Hel arsi mt
N L L
Hel 3239 nt
. Al SaRN A1
2450 nt
— 'l sgRNAR2
960 nt
GDD 2790 nt
o—— /il sgRNAY
736 nt

Obrazek 3: Schéma tiislozkového genomu a SgRNA BSMV viru (pievzato z Bragg et al., 2004).

PIné krouzky na levé stran¢ genomut reprezentuji Cepicku na 5‘konci, kterou disponuji vSechny genomické
a subgenomické RNA. Vsechny 3‘konce jsou zakonéeny UAA kodonem, za kterym nasleduje PolyA sekvence
(An). Genomické RNAo, RNAB a RNAY jsou na tomto schématu znadzornény pomoci obdelnikd. RNAa kéduje aa
protein, ktery je nutny pro replikaci viru. aa protein nese helikazové (Hel) a metyltransferazové (Mt) domény.
Genomicka RNAP koduje pét replikacnich pocatkid. Pocatek obalového proteinu Pa a prekryvajici se poc¢atky TGB
proteint TGB1, TGB2 a TGB3. TGBI na rozdil od TGB2 a TGB3 nese helikdzovou doménu (Hel). Genomicka
RNALY je bicistronicka a jsou z ni translaci tvofeny proteiny ya, obsahujici GDD doménu, a yb, jeZ je bohaty na
cystein a je exprimovan ze sgRNAY.

Enkapsidaci a transport BSMV zajistuje genom RNASP, ten koduje Pa kapsidovy protein a také
tzv. triple gene block (TGB), ze kterého jsou exprimovany proteiny nezbytné pro transport viru mezi
bunikami hostitele. TGB sestava ze tfi vzajemné se piekryvajicich ¢tecich ramcti pro geny TGB1, TGB2
a TGB3 (Solovyev et al., 1996). TGB1 se diky sedmi konzervovanym helikdzovym motivim na
C-terminalnim konci Gcastni homolognich interakci viru Vv hostitelské bunce. Jedna se od 50-63 kDa
velky protein S N-terminalnim koncem obsahujicim dvé pozitivné nabité oblasti bohaté na zbytky lysinu
a argininu, jeZ se jevi jako dulezité pro pohyb viru na velké vzdalenosti. TGB1 se vyznacuje vazebnou
aktivitou jak kssRNA, tak k dsRNA, na které se muZe vazat hned nékolika vazebnymi misty
nachézejicimi se zejména v C-terminalni oblasti. Cast TGB1 proteinu sloZend z konzervovanych motivi
I, la aIl je nezbytna pro ATP hydrolyzu (Jackson et al., 2009). TGBI také heterologné interaguje

s TGB3, ale ne s TGB2 (Lim et al., 2008). TGB2 protein se vyznacuje nejvétsi sekvenéni podobnosti
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mezi TGB proteiny HordeivirG. Je tvofen vlaknem prostupujicim membranou, jehoz hydrofobni
N a C-konce sméfuji do cytoplazmy a centralni hydrofilni smycka, ktera slouzi k oddéleni hydrofobnich
Casti, je vystavena extracelularni ¢asti membrany. Cela struktura tak vytvaii tvar pismene V (Obr. 4)
(Solovyev et al., 1996). TGB2 interaguje s TGB3. TGB3 protein je stejné jako TGB2 exprimovan ze
SgRNApP2. Translace proteinu zacind po tzv. leaky scanning 40S ribozomalni podjednotky za TGB2
AUG. Timto mechanismem je produkovano desetkrat méné TGB3 proteinu nez TGB2 proteinu. TGB3
proteiny jsou nejméné konzervovanymi proteiny ze skupiny TGB proteint. Jejich velikost se pohybuje
mezi 18-24 kDa (Jackson et al., 2009). Jsou tvofeny dvéma transmembranovymi doménami, které
podobné jako u TGB2 zajistuji vznik hydrofilni smycky, v tomto piipade€ je vSak smycka orientovana
do cytoplazmy a hydrofobni N a C-konce sméfuji do extracelularniho prostoru (Obr. 4) (Solovyev et al.,
1996). Aby mohl probihat pohyb viru pies plasmodesmata z buiiky do buiky, musi fungovat v§echny
tii zminéné interakce mezi TGB proteiny (Lim et al., 2008). Studie Lawrence a Jackson (2001),
prokazala, ze pii nepfitomnosti TGB2 a TGB3 proteini neni schopen virus proniknout pies
plasmodesmata. Vsechny tiéi TGB proteiny spolu vytvaieji komplex nukleoproteind. Nejdiive se TGBI
navaze na virovou RNA, nasledn¢ se na tento komplex ptipoji TGB3. Cela struktura se poté ptipojuje
na plasmodesma. Stabilizaci komplexu a ulehéeni priniku skrze plasmodesmata zajistuje TGB2, ktery
se vaze na TGB3 (Jackson et al., 2009).

TGBp2 TGBp3

cytoplasm

C

Obriazek 4: Struktura TGB2 a TGB3 proteini (pfevzato ze Solovyev et. al., 1996).

TGB2 protein (TGBp2) je tvofen vlaknem, jehoz N- a C-konce sméfuji do cytoplazmy, hydrofobni ¢asti jsou
zanofeny do membrany a oddéluji N- a C-konec hydrofilni smyckou, ta je vystavena extracelularni Casti
membrany. TGB3 protein (TGBp3) ma N- a C-konec orientovany extracelularné a hydrofilni smycka je
orientovana intracelularné.

Ze sedmi proteint, které koduje genom BSMV jsou naprosto nezbytné pro virovou RNA replikaci pouze
aa a yb (Petty et al., 1990). Protein aa je 130kDa produktem RNAa a je tvofen methyltransferazovymi
a NTPasovymi doménami. Protein yb je exprimovan z ORF umistnéného na 3 konci RNAy a ve své
sekvenci obsahuje RNA-dependentni RNA polymerazovy sekvenéni motiv (Solovyev etal., 1996). yb je
maly na cystein bohaty protein jehoz velikost se pohybuje mezi 16-20 kDa. Devét z jedenacti
cysteinovych zbytkd v yb proteinu jsou koncentrovany do dvou klastri blize N-konci proteinu. Tyto

klastry se znaci C1, ktery zahrnuje aminokyseliny 1-23, a C2, ten je tvofen aminokyselinami 60—85.
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Oba tyto klastry jsou organizovany do motivu zinkovych prstti. Mezi C1 a C2 se nachazi zakladni motiv
(BM) proteinu obsahujici lysin a arginin, ktery je stejn€ jako oba klastry schopen vazat zinek. BM je
schopny zprostfedkovat RNA-vazebnou aktivitu. Na C-konci yb proteinu se nachazi struktura
coiled-coils (Bragg et al., 2004). Tato struktura je vyznamnou ¢asti, ktera je potiebna pro potlateni RNA

umléovacich mechanismil v hostitelské rostliné (Jackson et al., 2009).

3.4.4.1.1 Vyuziti a limitace BSMV

BSMV ma nepochybné vyhodu v tom, Ze je schopen infikovat velky okruh obilovin. Dale se dokaze
velmi efektivné mnozit V rostliné, coz ho ¢ini vybornym nastrojem pro studium patogeneze

a mechanismu patogeneze v rostlinach (Jackson et al., 1989).

Rostlinné viry jsou také ucinné nastroje, kterymi Ize exprimovat heterologni proteiny. BSMV vektor Ize
pouzit tak, Ze se vlozi fragment do jeho y podjednotky. Do této podjednotky 1ze vsak vloZit jen fragment
experimentech byl do y podjednotky vkladan protein GFP, ktery ma velikost cca 720 bp. Tato velikost
je vétsi nez idealni velikost fragmentu, a proto ¢asto dochazelo k nerovnomérné infekei. Cheuk a Houde
(2019) proto ve svych experimentech pouzili protein iLOV o velikosti cca 360 bp, u kterého jiz
dochazelo k rovnomérné expresi vlozeného genu. Dale modifikovali BSMYV vektor tak, aby sestaval ze
Ctyt namisto tii podjednotek (Obr. 5). Genom y modifikovali tak, aby jej tvofily 2 podjednotky (y1 a y2)
namisto jedné. Novy étyikomponentovy BSMV byl tedy slozen za, B ayl ay2 genomd. Kromé
navySeni kapacity virového vektoru tak umoznili i vlozeni dvou inzertdi, ato zaroven do yl ivy2
podjednotky. Maximalni kapacita pro inzertovanou cDNA do BSMV vektoru vzrostla na 2106-2448 bp
(Cheuk a Houde, 2019).

pCaBS-a aa -
[Bd TRd]
pCaBS-g [ Bb [ Bc | ;z

ccdB,

=
pCABS-y1 ¥a H,

LIC
ccdB,

pCABS-y2 z

Obriazek 5: Schéma ¢tyisloZkového BSMV (pf‘evzéto ze Cheuk a Houde, 2019).

Genom vy byl rozdélen na dvé podjednotky y1 a y2. Kazda z podjednotek byla opatiena LIC klonovacim mistem.
Pro usnadnéni klonovani geni do téchto podjednotek byly LIC mista opatfena i ccdB kazetou.

Ackoliv 1ze BSMV pouzit jak pro metodu VIGS, tak pro VOX, nese tento vektor jednu zasadni
nevyhodu, a to sice, Ze pro jeho pouZiti je nutna piitomnost vech &étyi ¢asti genomu (Bouton et al. 2018).

Z tohoto divodu byla vytvofend nova série virovych vektord, tzv. FECT, jez jsou odvozeny od
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Foxtail mosaic virus (FOMV). FECT jsou jednoslozkové FoMV viry, u kterych byl zmenSen genom
0 29 % (Liu a Kearney, 2010).

3.4.4.2 Foxtail mosaic virus (FOMV)

Foxtail mosaic virus patii do rodiny Potexvirti s Sirokou $kalou hostiteli. Potexviry jsou velkou
skupinou vlaknitych vird, jejichz genom tvoii postive-sense SSRNA s &epiCkou na 5°konci
a poly-A sekvenci na 3 'konci. FOMV je schopen infikovat Sirokou $kalu hostitelti z fad jednodéloznych
i dvoudéloznych rostlin, nicméné zpusobuje jen lehké symptomy (Liu a Kearney, 2010). Jeho genom je
znam jiz od roku 1991 (Bancroft et al., 1991). Je tvofen péti ¢tecimi ramci (ORF) a dvéma
subgenomickymi promotory, které zahajuji transkripci subgenomické RNA 1 a2. ORF1 na 5‘konci
kéduje RNA-dependentni RNA polymerazu, ktera je zodpovédna za replikaci virové RNA
a subgenomické mRNA. ORF 2, 3 a 4 koduji tzv. triple gene block (TGB) a jsou dilezité pro pohyb viru
zZ buniky do buiiky. TGB jsou exprimovany sgRNA1 a SgRNA2 (Mei et al., 2016). Nejblize 3 konci se
nachazi ORF5, ktery je zodpovédny za produkci obalového proteinu, tzv. 5A proteinu (Robertson et al.,
2000). ORFS5 je exprimovan ze sgRNA3 (Mei et al., 2016).

Upravou genomu byly vytvofeny virové vektory odvozeny od FOMV nazyvané FECT (Bouton et al.,
2018). FECT vektory nejsou schopny se systematicky §ifit, jelikoz jsou zbaveny pohyb umoziiujicich
TGB proteint a obalového proteinu (Liu a Kearney, 2010). FECT umoziuji expresi proteini jen
v primarn¢ inokulovanych listech. Tyto vektory lze pouzit pii metodach VIGS v kukufici, pSenici

i je¢menu (Bouton et al., 2018).

3.4.4.2.1 Vyuziti a limitace FOMV

Jak jiz bylo zminéno, BSMV disponuje fadou nevyhod, mezi které patii jak nutna pfitomnost vSech Ctyt
slozek jeho genomu, tak moznost exprese jen malych proteind, jelikoZ pouziti proteinti vétsich nez
500 bp se jevi jako nestabilni. Upraveny FoMV dokaze pienést a exprimovat proteiny o velikosti
178-600 aminokyselin (Bouton et al., 2018). Pouziti FECT nese také mensi rizika dopadu na Zivotni
prostiedi. To, Ze je jejich genom zmensen témer 0 jednu tfetinu, je vSak ¢ini vyrazné slab§imi. Nejsou
schopny se mnozit v hostiteli, pokud neni jeho imunitni systém oslaben, jestlize by i piesto doslo
k mnoZeni, budou se FECT mnozit $patné. Dale FECT postradaji obalovy protein, a tudiZ nejsou

schopny vytvaret virion, coz ¢ini jejich pfeZiti mimo hostitele téméf nemoznym (Liu a Kearney, 2010).

3.5 Transmise virovych konstrukti

K provedeni vSech vySe zminénych metod vyuzivajicich viri jako vektori se vyuziva strategie, pti které
je Cast vektoru odstranéna a ponechany jsou jen naprosto nezbytné casti viru. Mezi elementy, které lze
viru odebrat patii napi. molekularni systémy zajistujici infek¢nost virového systému. Za obvyklych

podminek je schopnost samotného viru infikovat rostlinu pomérné¢ mala aje k tomu potieba bud’
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mechanické poskozeni rostlinné tkané€, nebo pienos pomoci hmyzu. V genovém inZenyrstvi je
vyuzivano bakterie Agrobacterium tumefaciens, jez efektivné dopravi DNA kopii virového vektoru do
rostlinné bunky. Tento proces se nazyva agroinfekce. Agroinfekce je snadnym a levnym néstrojem, pii
které dochazi k sestaveni RNA vektoru z jednotlivych podjednotek nesenych Agrobacterii a produkci
rekombinantnich proteinti v rostliné (Gleba et al., 2004). Agroinfekce se vétSinou provadi
v N. benthamiana. Homogenat z takto Gspésné infikované rostliny poté slouzi k ptenosu virového
vektoru na rostliny zajmu (Cheuk a Houde, 2017), v nasem piipadé na je¢men. Jsou dv¢ cesty, jak tento

pienos uskute¢nit, bud’ pomoci listové abraze, nebo imbibici semen (Cheuk a Houde, 2017).

351 Abraze lista

Abraze listd je tradi¢ni metodou mechanické inokulace, kdy je homogenat obsahujici virové Castice,
zpravidla se pouzivd homogenat listl rostliny, ktera byla pfedtim podrobena agroinfekci, obohacen
0 karborundum ¢i kiremelinu, které slouzi k naruseni bunécéné stény. Tento homogenat je nasledné potien
na mladé listy cilové rostliny, napt. je¢émene (Ascencio-Ibafiez a Settlage, 2007). Ac¢koliv je tato metoda
nejpouzivanéjs$i metodou k pienosu virovych ¢astic do rostliny, nese fadu nevyhod. Cheuk a Houde
(2017) testovali tuto metodu s pouzitim virového vektoru BSMV, do kterého byl vlozen fluorescenéni
reportérovy gen iLOV a pozorovali pomérné pomalou a nerovnomérnou propagaci BSMV do rtiznych

tkani skrze sousedni bunky.

35.2 Imbibice

Imbibice je efektivni metodou umoznujici uniformni genovou expresi, kterou, jak jiz bylo uvedeno vyse,
poprvé publikovali ve své studii Cheuk a Houde (2017). Pii imbibici jsou kli¢ici semena na Petriho
misce inkubovana s homogenatem z N. benthamiana obsahujicim virové ¢astice. Cheuk a Houde (2017)
prokazali, ze propagace BSMV rostlinnymi tkanémi byla rychlejsi nez u listové abraze. Prokazali také,
ze pii imbibici dochazi k vétsi expresi reportérového proteinu. Dalsi vyhodou imbibice je, Ze pii ni
nedochazi k tbytku biomasy ani k ovlivnéni vysky rostliny, proto se predpoklada, Ze je tato metoda
vhodnou zejména pro studium fenotypovych projevt gent, které ovliviuji reakci na stres. Pti imbibici
dale dochazi k expresi Vv celé rostliné. Vétsi exprese je pozorovatelna v kofenech, nicméné v ramci

jednotlivych tkani je exprese viceméné uniformni (Cheuk a Houde, 2017).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro ptipravu virového vektoru byly pouZity podjednotky a, B, ylccdb a y2cedb viru BSMV piipravené
Cheuk a Houde (2019) a podjednotka BSMV y2:GFP pfipravena Bc. Martinem Luka¢em v ramci jeho
bakalatrské prace. Fluorescenéni reportérovy gen iLOV byl amplifikovan z plazmidu pGEX_iLOV
(addgene.org). Kandidatni geny avirulence AVRal a AVRal0 Blumeria graminis byly syntetizovany
firmou General Biosystems, Inc. (generalbiosystems.com). Pro mnozeni plazmidu a jejich agroinfiltraci
byly pouzity kmeny bakterii Escherichia coli DH10a (Invitrogene) a Agrobacterium tumefaciens
EHA105 (addgene.org). MnoZeni virovych Castic a ovéfeni jejich funkce byly provadény na rostling
N. benthamiana (Mgr. Ale§ Pecinka, Ph. D., UEB Olomouc).

Kultivary je¢menu (H. vulgare) Timori, BR-5783, Lumar, HE-2716, Algerian 3 a Stirling poskytl
Doc. Ing. Antonin Dreiseitl, CSc. (Agrotest Fyto s.r.o., Kroméfiz).

4.2 Pouzité chemikalie, Kity a roztoky
Pouzité chemikalie:
o Taq DNA polymeraza 2 U.ul! (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. F530S, Waltham,
USA)
o agardza (VWR, Radnor, USA)
o chlorid hofegnaty hexahydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)
o destilovana voda
o ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
o nukleotidy, 100mmol.I* dATP, dCTP, dGTP, dTTP (VWR; Radnor, USA)
o primery pro PCR (Eurofins Genomics, CR)

o restrikéni enzym Apal 50 U.ul? (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R0114S,
Waltham, USA)

o restrikéni enzym Ncol 10 U.ul?* (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢ R0193S,
Waltham, USA)

o fosfatdza 1 U. pl* FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher
Scientific, kat. ¢. EF0651, Waltham, USA)

o T4 DNA Ligase 5U.ult (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EL0011, Waltham, USA)
o CutSmart pufr 10x (BioLabs, kat. ¢. B7204S, New England)

o glycerol

o SOC médium (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 15544034, Waltham, USA)

o isopropanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 67-63-0, St. Louis, USA)
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o fenol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 108-95-2, St. Louis, USA)

o 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina (MES; Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3671,
St. Louis, USA)

o 3',5'-Dimethoxy-4'-hydroxyacetofenon (Acetosyringon; Sigma-Aldrich,
kat. ¢. D134406, St. Louis, USA)

o MgCl, x 6H,0 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 442611-M, CR)

o Hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7558-79-4, St. Louis, USA)
o Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.06346, St. Louis, USA)
o 70% a 96% etanol

o 40% smés akrylamid:N, N’- methylenbisakrylamid 19:1 (5% crosslinker;
Bio-Rad; Hercules, USA)

o N,N,N’.N'-tetramethylethylenediamin (TEMED; Bio-Rad; Hercules, USA)
Pouzité Kity:
o Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
kat. ¢. Q32850, Waltham, USA)

Pouzité roztoky:

o 5x TBE pufr:

e 450 mmol.I* Tris (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

e 450 mmol.I"! kyselina borita (Lach-Ner; Neratovice, CR)

e 10 mmol.I* EDTA, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
o 10x PCR pufr (s Mg?):

e 100mmol.I"t Tris-HCI, pH = 8,2 (Sigma-Aldrich, USA)

e 500mmol.I"* KCI (Lach-Ner, CR)

e 15mmol.I'* MgCI2 x 6H20 (Lach-Ner, CR)

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

o Marker molekulové hmotnosti Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo
Fisher Scientific; Waltham, USA)

o 6xSTOPC:
e 100mmol.I't EDTA (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

1% SDS (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

e 0,05% bromfenolova modrf (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 0,05% xylen kyanol (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

o 42 ,5% glycerol (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

e 300 pl destilovana voda
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5x Cresol red:
e 0,01% o-kresolova ¢erven (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 1,5% sachar6za (Lach-Ner; Neratovice, CR)
GET pufr
e 50mmol.I* glukosa
e 10mmol.I't EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
e 25mmol.I" Tris-HCI, pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)
TE pufr
e 10mmol.I* Tris
e 1mmol.I't EDTA, pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)
Alkalické SDS
e 0,2mol.I"t NaOH
e 1% SDSviv
e ddH20
Neutralizaéni roztok (pH 4,8-5,3)
e KAc 5mol.I"* 60 mi/100 ml
e ledova CH;COOH 11,5 mi/100 mi
e ddH20 28,5 ml
2YT médium
e kaseinovy enzym 1,6 g/100 ml
e kvasinkovy autolyzat 1 g/100 ml
e NaCl 0,59/100 ml
e agar 1,6 g/100 ml
Persulfat amonny 10%
e 1 gpersulfat amonny
e Doplnit na 10 ml destilovanou vodou.
kanamycin 50 pg.ml*
rifampicin 0,5 pg.ml*
ribonukleasa A 10 mg.ml*
Chloroform:isoamylalkohol 24:1
fenol (pH > 7,8)
3mol.I"* NaAc (pH 5,5)
7,5mol.I" NH4AC
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O

20 mmol.I"* sodno-fosfatovy pufr (pH 7,2)

4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

O

horizontalni laminarni box (Jouan; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
mrazici box (—20°C; Nord Line, CR)

termocyklér C1000 TouchTM (Bio-Rad, Hercules, USA)

zdroj stejnosmérného napéti (MP-500V, Major Science, USA)

zdroj stejnosmérného napéti EC 1000 X1 power suply (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

aparatura pro vertikalni gelovou elektroforézu (C-DASG-400-50, C.B.S. Scientific,
USA)

aparatura pro horizontalni gelovou elektroforézu Owl A6 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

UV transilluminator, InGenius system (Syngene; Bengaluru, IND)

fluorometr Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

ttepacka Reax Control (Heidolph Instruments, Némecko)

mrazici box (—80°C; Thermo Fisher Scientific, USA)

mikrobiologicky Termostat BT 120 (Labo MS s.r.o0., CR)

tiepacka (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

titepacka s houpavym pohybem Duomax 1030 (Heidolph; Schwabach; Némecko)
jednopaprskovy spektrofotometr Ultrospec 10 (AP Czech; Praha; CR)

salova centrifuga Heraeus Multifuge X1R (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

centrifuga Mega Star 600R (VWR Collection; Leicestershire; Velka Britanie)
elektroporator (KRD Technologies, CR)

mikrovinna trouba (KOR-6C2B; DAEWOO, Korea)

stolni centrifuga (5415 Eppendorf; Hamburk; Némecko)

konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 STED 3X (Leica Microsystems, Wetzlar,
Némecko)

fytotron pro rast kultivard je¢ment (Fytoscope, FS-SI-4600, Photon Systems
Instruments, CR)

fytotron pro rast Nicothiana benthamiana (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
magneticka michacka IKA RCT Basic (IKAMAG™, Némecko)

digitalni predvazky Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi; Tokio, Japonsko)
sekvenator ABI 3730xI (Applied Biosystems; Foster City; USA)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Cilem této bakaldiské prace bylo vyvinout novou metodu ke zjisténi, jestli kandidatni gen avirulence
AVRa10 je genem avirulence, tedy, Ze kultivary jeCmend nesou k tomuto genu odpovidajici gen
rezistence. Jako pozitivni kontrola nové metodiky byl pouzit AVRa1 gen, ktery je potvrzenym genem
avirulence (Lu et al., 2016). Prvnim krokem bylo vytvoteni vhodného vektoru pro dopraveni téchto
genu do cilové rostliny. Jako vektor byl zvolen ¢étyi-podjednotkovy vir BSMV (Cheuk a Houde, 2019),
do jehoz podjednotek y1 ay2 byl vlozen fluorescenéni reportérovy gen iLOV o velikosti 358 bp
(cca 10 kDa). Diky fluorescen¢nim vlastnostem iLOV lze ve fluorescenénim mikroskopu sledovat, zda
doslo k usp&$nému pienosu a mnozeni virovych ¢asti v hostitelské rostliné ¢i nikoliv, navic je iLOV
podstatné mens§i nez Casto pouzivany fluorescenéni protein GFP, jez ma velikost cca 700 bp
(cca 25 kDa), coz zvysuje kapacitu vektoru pro pienos cizorodé DNA. Virovy vektor BSMV s inzertem
iILOV byl jiz pripraven Mgr. Vendulou Weissovou Vv ramci jeji diplomové prace, nicméné tento

piipraveny vektor se ukazal jako nevhodny a byl ptipraven jinak v ramei této bakalaiské prace.

441 Klonovani genu iLOV do gamma podjednotek viru BSMV

Gen iLOV PCR amplifikovany z plazmidu pGEX_iLOV byl do virovych podjednotek ylccdb a y2ccdb
vloZen s pouzitim restrik¢niho mista pro Apal enzym. Pred gen iLOV bylo vlozeno unikatni restrikéni
misto pro restrikéni enzym Ncol tak, aby byl dodrzeny ¢&teci ramec. iLOV byl amplifikovan pouzitim
primert iLOV-KA_F a iLOV-KA_R (Tab.1) v PCR reak¢ni smési 0 objemu 20 ul (Tab. 2). PCR reakce
probihala v termocykléru C1000 (TouchTM, Bio-Rad, USA) za podminek uvedenych v Tab. 3.

Tabulka 1: Schéma pipetovani PCR reakéni smési pro 1 vzorek/20 pl.

Koncentrace Finalni Objem ve

UL S S G G zasobniho roztoku | koncentrace| 20ul reakci

PCR pufr (Mg?) 10x 1x 2 ul
Cresol Red 5x 1x 4 ul
Forward primer 10 pmol.I? 1 pmol.I*? 2 ul
Reverse primer 10 pmol.I? 1 pmol.I*? 2 ul
dNTPs 10 mmol.I 200 pmol.I*t 0,4 ul
Taq polymeraza 2 U/ul 05U 0,4 ul
DNA - 0,1-0,5 ng 1 ul
ddH20 - - 8,2 ul

22




Tabulka 2: Navrzené primery a jejich pouZiti v této bakalarské praci.
Podtrzeni znazoriiuje mista pro restrikéni enzymy Apal (GGGCCC) a Ncol (CCATGG).

Nazev primeru

Sekvence primeru (5' — 3')

Pouziti

ACT GGG CCC ATG GTC AGA TCT ATG

ILOV-KA_F ATA GAG AAG AATTTC GTC ATC ACT -
_ A PCR qmpllflkace
iLOV-KA R ACT GGG CCC TTATAC ATG ATC ACT ILOV
- TCC ATC GAG
iLOV_cloning_sequencing_ TAC TCC ACC TGC AAC CTG TG ovéfeni uspésnosti
F a orientace
ligovaného
BS 32 R TGG TCT TCC CTT GGG GGAC fragmentu iLOV pro
vl ay2

AVR_A1_Ncol F2

ACT CCATGG ATG AGG ACG TGG CAA
TGCC

AVR_A1 Ncol R3

GAT CCATGG TAC TAAGTACAT TCC
TCG ATG AAC

PCR amplifikace
AVRai;

AvrA10 op Ncol F

ACT CCATGG TAATGG ACG GTT GGA
CGT GT

AvrA10_op_Ncol_R

GAT CCATGG TAC TAACGG TAATCG
GACTCG

PCR amplifikace
AVRai1o

BS 24 F

GTA AAA GAA AAG GAACAACCCTG

ovéfeni Uspésnosti
a orientace ligace pro

AvrA10 op_colony R TGG CCT GACCTCTAACTT GG AVRa10
Tabulka 3: Podminky PCR reakce.
Krok reakce T?E (I:(}ta Cas | Pocet cykli
denaturace 95 5 min 1
denaturace 95 30s
syntéza nasedan 55 30s 35
primeru
elongace 72 30s
extenze 72 10 min 1
udrzovani 12 © 1

4411

Polyakrylamidova elektroforéza

Uspésnost PCR reakce byla ovéfena polyakrylamidovou elektroforézou (PAGE) V nativnim

4% polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti ethidium bromidu. Vysledky byly vizualizovany

dokumentac¢nim zafizenim SnapGene (GSL Biotech LLC, San Diego, USA).

Ptiprava 4% polyakrylamidového gelu

l. Po dikladném

0,003% 3—methakryloxypropyltrimethoxysilanu

ocCisténi

skel pomoci 70% etanolu, Vvétsi

rozpusténého

(0,5% kyseliny octové).

23

sklo
v kyselém  96%

oetfit 1 ml

etanolu




Skla sestavit k sob¢, oddélit 1 mm spacery a utésnit gumovym té€snénim. Sestavu naplnit
4% smési akrylamid:N, N’- methylenbisakrylamidu 19:1, 0,5x TBE, 0,073% N,N,N’,N’-
tetramethylethylendiaminu (TEMED) a 0,067% persulfatu amonného.

Poté mezi skla vlozit hiebinek a nechat polymerovat 1 hodinu pii pokojové teploté.

Skla se ztuhlym gelem vlozit do elektroforetické aparatury aftadné upevnit. Do obou
elektrodovych komor nalit 0,5x TBE pufr. Do katodové komory piidat 0,00002% ethidium

bromidu a spustit pre-run 60 min pii 300 V.

DNA fragmenty separovat 30-90 min pii 350 V a vizualizovat dokumenta¢nim zaiizenim

SnapGene.

4412 Extrakce a purifikace plasmidové DNA — MiniPrep

L.

Prvni den na Petriho misky s 2YT médiem a kanamycinem (50 pg.ml™?) provést sterilni klickou

ktizovy roztér kultury Escherichia coli s pozadovanym plazmidem.

Misky kultivovat ptes noc v termostatu pii 37 °C.

Druhy den kulturu naockovat do 3 ml 2YT média s kanamycinem (50 pg.ml?).
Zkumavky inkubovat ptes noc na tiepacce pii 37 °C, 220 rpm.

Treti den rozpipetovat obsah zkumavek po 1,5ml do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek.

Mikrozkumavky centrifugovat 10 000 rpm, 5 min, 4 °C.

Supernatant ze zkumavek odlit apelet rozsuspendovat ve 100 ul GET sRNasou A
(100 pg.mi?).

Do mikrozkumavek ptidat 200 pl alkalického SDS a vzorky inkubovat 5 min na ledu.
Nasledné ptidat 75 pl neutralizaéniho roztoku. Suspenze promichat a ponechat 30 min na ledu.

Vzorky centrifugovat 10 000 g, 10 min, 4 °C.

. Supernatant prenést do novych 1,5ml mikrozkumavek apoté pridat 225 ul isopropanolu.

Vzorky inkubovat 30 min pfi laboratorni teploté.

. Vzorky centrifugovat 10 000 g, 10 min, 4 °C.

. Supernatant po centrifugaci odstranit. Pelet omyt 300 ul vychlazeného 70% etanolu. Pied

odlitim etanolu mikrozkumavky centrifugovat 2 min, 10 000 g, 4°C.

. Dale ptidat 300 pl vychlazeného 96% etanolu. Mikrozkumavky centrifugovat 2 min, 10 000 g,

4°C. Supernatant odstranit.

. Pelety susit 10 min pfi laboratorni teploté.

24



15. Vysusené pelety rozpustit ve 100 ul TE pufru.
16. Ke vzorkam pfidat 50 pl fenolu (pH 8,0) a promichat.

17. Ptidat 50 pl chloroform:isoamylalkoholu 24:1. Vzorky promichat a centrifugovat 17 000 g,

2 min ve 4 °C.

18. Po centrifugaci odebrat horni fazi a kvantitativn€ pfenést do €isté mikrozkumavky. Ke vzorku
horni faze ptidat stejny objem chloroform:isoamylalkoholu 24:1 a centrifugovat 17 000 g, 2 min
ve 4 °C.

19. Krok 17 opakovat celkem 3krat, poté odebrat horni fazi, kvantitativné prenést do nové
mikrozkumavky a piidat 1/10V 3mol.I'* NaAc (pH 5,2-5,5) a 0,6V isopropanolu. Vzorky

promichat a nechat stat 5 min pfi laboratorni teploté.
20. Vzorky centrifugovat 17 000 g, 10 min, 4 °C. Pokra¢ovat jako v krocich 12-14.

21. Vysusené pelety rozpustit v 50 ul TE pufru a uchovavat pti —20 °C.

4.4.1.3 Restrik¢ni Stépeni a defosforylace vektori a Stépeni PCR produkti S genem
iLOV

Pied ligaci genu iLOV do virovych vektora bylo nejdiive nutné §tépit jak iLOV, tak plazmidovou DNA
vlcedb ay2cedb pomoci restrikéniho enzymu Apal. Reakéni smés byla pfipravena podle tabulky 4.
41,7 ng iLOV bylo stépeno v celkovém objemu 50 pl, 54 ng vektort ylccdb ay2ccdb bylo $tépeno
v celkovém objemu 20 pl. Smés byla inkubovana po dobu 90 minut pfi 25 °C a inaktivace enzymu
probihala 20 min pti 65 °C. Vektory byly dale defosforylovany 1 U FastAP fosfatazy v termocykléru
po dobu 1 hodiny pti 37 °C. Fosfataza byla inaktivovana 20 min pii 65 °C.

Tabulka 4: Reakéni smés pro $tépeni virovych podjednotek a amplifikovaného genu iLOV pomoci
enzymu Apal.

Koncentrace , .

Slozky reakéni smési |  zasobniho VR
koncentrace

roztoku

enzym Apal 50 U.pl?t 50 U/reakce

DNA 500 ng.ul? 27 ng.ul?

10x CutSmart pufr 10x 5x

dH20 doplnit do vysledného objemu

4414 Fluorimetrické stanoveni koncentrace DNA

Pro provedeni ligace reportérového genu iLOV do virovych podjednotek bylo nutné zméfit koncentraci

jak $té€penych vektorti y1 a y2, tak Stépeného reportérového genu iLOV na piistroji Qubit (Invitrogen).
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I. Standardy la 2 s koncentracemi 100 ng.ul* a 0 ng.ul™* 20-30 minut temperovat na pokojovou

teplotu.

2. Pracovni roztok (Tab. 5) pfipravit do mikrozkumavky a fadné promichat.

Tabulka 5: Priprava pracovniho roztoku pro Qubit.

SloZeni pracovniho roztoku | 1 vzorek | n vzorki
BR pufr 199 ul | 199*n ul
Qubit Reagent 1 ul 1*n ul

3. Pracovni roztok rozpipetovat do mikrozkumavek pro vzorky po 199 ul apo 190 pl pro

standardy.

4. Standardy 1 a2 po 10 pl pipetovat do pfislusnych mikrozkumavek. Do mikrozkumavek pro

vzorky pipetovat po 1 ul vzorku.

5. Obsah vsech mikrozkumavek zamichat a ulozit na 2 min do tmy.

6. Mc¢éfeni koncentrace provadét v rezimu Broad Range dsDNA. Nejdiive vytvotit kalibra¢ni

ktivku ze standardi 1 a 2 a poté métit koncentrace jednotlivych vzorkt.

4415 Ligace reportérového genu iLOV do virovych podjednotek

Liga¢ni smés byla pfipravena dle Tab. 6 a DNA vektoru a inzertu byly smichany v poméru 3:1

(insert:vektor). Mnozstvi insertu, které bylo nutné pfidat do reakéni smési bylo spocitano dle vzorce:

y (mnozstvi vektoru[ng]) = velikost insertu [bp]

x (mnoizstvi insertu [ng]) =

Tabulka 6: Tabulka pro piipravu 20 pl liga¢ni smési.

velikost vektoru [bp]

*1 [insert: vektor]

SlozKky liga¢ni smési Objem [pl]
10x liga¢ni pufr 4 (finalni koncentrace 5x)
T4 DNA ligaza (5 U.pl™) 0,2 (1U)
vektor X
insert y
dH20 doplnit do objemu 20 pl

Ptipravené ligacni smési byly inkubovany v termocykléru po dobu 3 hodin pii 16 °C.

Uspésnost ligace byla ovéfena pomoci PCR amplifikace (viz kapitola 4.4.1) a polyakrylamidové

elektroforézy (viz kapitola 4.4.1.1) za pouziti primert iLOV_cloning_sequencing_F aBS_32_R

(Tab. 1) ateplotniho programu dle Tab. 3 s dobou elongace 1 min. Fragmenty byly vizualizovany

dokumenta¢nim zafizenim SnapGene.
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4.4.2 Transformace bunék Escherichia coli DH10a elektroporaci

Jakmile byl insert iLOV vlozen do vektoru, bylo mozné jej transformovat do elektrokompetentnich

bungk E. coli DH10a. Jako transformaéni metoda byla zvolena elektroporace.

4421 Priprava elektrokompetentnich bunék

K elektroporaci je zapotfebi elektrokompetentnich bunék, které odolaji vysokému napéti.

Elektrokompetentni bakterialni buniky byly pfipraveny ze startovaci kultury E. coli DH10a
a A. tumefaciens EHA105.

L.

Do 100 ml 2YT média s vhodnym antibiotikem naockovat pozadované bakterie. Médium
inkubovat pies noc na tfepacce pii teploté optimalni pro dané bakterie (37 °C pro E. coli a 28 °C
pro A. tumefaciens) a 220 rpm.

Druhy den 50 ml bakterialni suspenze pridat do 1 litru sterilniho 2YT média a zméfit absorbanci

pii vlnové délce 600 nm pomoci jednopaprskového spektrofotometru.
Médium umistit na tfepacku a inkubovat pii vhodné teploté a 220 rpm.
Po dosazeni absorbance 0,35, inkubovat médium 30 min na ledu.

Bakteridlni suspenzi rozdélit po 250 ml do sterilnich centrifugacnich kyvet. Suspenze

centrifugovat 10 min, pfi 2000 g a 4°C.

Supernatant odlit a pelety rozsuspendovat v 200 ml ledové sterilni destilované vody. Suspenze

centrifugovat 10 min, pti 2000 g a 4 °C.

Supernatant odlit a pelety rozsuspendovat ve 100 ml ledové sterilni destilované vody. Suspenze

spojit do dvou centrifugaénich kyvet a centrifugovat pii 2000 g, 10 min, 4 °C.

Supernatant odlit a pelety rozpustit ve 40 ml ledového sterilniho 10% glycerolu. Suspenze

ptenést do piipravenych 50 ml kyvet a centrifugovat 10 min, 2000 g, 4 °C.

Odebrat supernatant a pelet rozpustit v 1 ml sterilniho ledového 10% glycerolu.

. Bakterialni suspenzi po 50 pl rozdélit do 1,5ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky zmrazit

v tekutém dusiku a uchovavat pii —80 °C.

4.4.2.2 Elektroporace

Do dvou sterilnich zkumavek pfipravit 750 ul SOC média.
K bakterialni suspenzi elektrokompetentnich bunék pfidat maximalné 5 pl ligaéni smési.

Elektroporaci  provést ve  sterilnich  elektroporanich  kyvetach  pii 2.1 kV,
100 Q, 25 uF a ¢asové konstanté piiblizné 2,6 milisekund.
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4, Suspenze z kyvet kvantitativné pievést do SOC média a inkubovat 90 minut ve vhodné teploté

na tfepacce pii 220 rpm.

5. Suspenze sterilni hokejkou rozetfit na misky s 2YT médiem a kanamycinem

(50 pg.mlt) a misky umistit pies noc do inkubatoru s vhodnou teplotou.

4423 Colony PCR pro ovéreni uspéSnosti transformace

Druhy den byla uspé&Snost elektroporace ovétena pomoci colony PCR. Pro iLOV byly pouzity primery
iLOV_cloning_sequencing_F a BS_32_R (Tab. 1). Kreakéni smési (Tab. 2) byla sterilni $pickou
pfidana cast kolonie. Elongace byla prodlouZzena na 1 min. PCR produkty byly separovany pomoci

agar6zové elektroforézy a vizualizovany dokumenta¢nim zatizenim.

4424  Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii
Ptiprava 1,2% gelu
I. Roztok tvoieny 3,6 g agardzy a 300 ml 0,5x TBE pufru rozvafit v mikrovinné troub¢.

2. Ptipravit elektroforetickou vanu. Do vany vylit rozvateny gel zchlazeny na 40-50 °C a piidat

hiebinky. Gel nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté 30 minut.

3. Ze ztuhlého gelu vyjmout hiebinky a umistit do elektroforetické komory a pievrstvit 0,5x TBE

pufrem.

4. Separaci vzorki provadét 90 min pfi napéti 3-5 V.cm* poté gel barvit v 0,01% roztoku ethidium

bromidu 20 min. Fragmenty vizualizovat dokumenta¢nim zafizenim.

5. Pozitivni kolonie pasazovat na misku s 2YT médiem a kanamycinem (50 pg.ml?).

4425 Sekvenace

Ovéieni sekvence vektort svlozenym insertem byla provedena Sangerovou sekvenaci
Ing. Marii Seifertovou na genetickém analyzatoru ABI 3730x1 (Applied Biosystems). Ziskana data byla

vyhodnocena pomoci programu software MEGA-X (Pensylvanska statni univerzita, USA).

443 Preparativni extrakce DNA vektori y1:iLOV a y2:iLOV

Pro dalsi vyuziti pfipravenych vektorti nesoucich reportérovy gen iLOV byla provedena preparativni
extrakce vektort y1:iLOV a y2:iLOV.

[. Prvni den naockovat 100 ml 2YT média s kanamycinem (50 pg.ml™?) pozitivni bakteridlni

kolonii a suspenzi umistit ptes noc na tfepacku na 37 °C a 220 rpm.

2. Druhy den suspenzi prelit do sterilni kyvety a centrifugovat 10 min pti 3000 g a 4°C.
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3. Supernatant odlit a pelet rozsuspendovat ve 4 ml GET. Dale ptidat 8 ml alkalického SDS.
Suspenzi inkubovat 30 min na ledu. Nasledné piidat 3 ml neutralizaéniho roztoku a roztok

inkubovat dalsich 30 min na ledu a poté centrifugovat 10 min pii 3000 g a 4 °C.

4. Do sterilni kyvety pies gazu pielit supernatant a piidat 9 ml isopropanolu. Suspenze inkubovat
30 min pfi laboratorni teploté a poté centrifugovat 10 min p#i 12 000 g a 4°C. Supernatant vylit
a pelet omyt nejdiive 70% etanolem a poté 96% etanolem. Pelet vysusit a rozpustit ve 2 ml TE
pufru a po kapkach aza stalého michani pfidat 2 ml 7,5mol.I* NHiAc. Roztok inkubovat

20 minut na ledu.

5. Suspenzi centrifugovat 10 min pfi 12 000 g a 4 °C. Supernatant ptelit do ¢isté kyvety a ptidat
8 ml 96% etanolu. Kyvetu inkubovat 1 hodinu v —20 °C.

6. Suspenze centrifugovat 10 min pfi 12 000 g a4 °C. Supernatant odlit a pelety omyt 70%
etanolem a 96% etanolem. Pelet ususit, rozpustit v1 ml TE pufru a k suspenzi ptidat 10 pl
RNazy A (100 ug.ml?). Roztok inkubovat 20 min pii 37 °C.

7. Roztok po 500 pul rozpipetovat do 2ml mikrozkumavek a pfidat 250 pl fenolu (pH 8) a 250 ul
chloroform:isoamylalkoholu (24:1). Roztoky centrifugovat 2 min pti 12 000 g a 4 °C.

8. Odebrat 500 ul horni faze do nové 2ml mikrozkumavky a pridat 500 pl
chloroform:isoamylalkoholu (24:1). Roztoky centrifugovat 2 min pii 12 000 g a4 °C. Krok
8 opakovat celkem 3krat.

9. Odpipetovat 500 pl horni fize do &isté mikrozkumavky a pfidat 200 ul 3mol.I"t NaAc (pH 5,5)
a 1200 pl 96% etanolu. Roztoky inkubovat 1 hodinu pti —20 °C.

10. Roztoky centrifugovat 10 min p#i 15 000 g a 4 °C. Supernatant vylit a pelety omyt 70% a 96%

etanolem a vysusit.

11. Pelety rozpustit v 500 ul TE pufru a zmétit koncentraci plazmidové DNA (viz kapitola 4.4.1.4),

uchovavat v —20 °C.

444 Transformace Agrobacterium tumefaciens EHA105

Pro ucely agroinfiltrace rostliny Nicotiana benthamiana musely byt vSechny podjednotky BSMV
ptreneseny do A. tumefaciens EHA105 pomoci elektroporace (viz kapitola 4.4.2.2). Elektrokompetentni
buiiky byly transformovany 2 ng plazmidové DNA. Po inkubaci 90 min 28 °C byly suspenze rozetfeny
na misky se selekénim médiem (s obsahem kanamycinu 50 pug.ml? a rifampicinu, 25 pg.ml). Misky
byly inkubovany 2 dny pii 28 °C. Elektroporace byla ovéfena colony PCR (viz kapitola 4.4.2.3)
s primery iLOV_cloning_sequencing_F aBS 32 R (Tab 1.).
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4.4.5 Agroinfiltrace

Agroinfiltrace byla provedena k ovéfeni funkénosti pfipravenych vektorti v genomu BSMV v hostiteli.
Semenacky N. benthamiana byly 3 tydny péstovany ve fytotronu Weiss Gallenkamp v rezimu
den: 16 hod/20 °C, noc: 8 hod/16 °C pii 60% vlhkosti. BSMV potiebuje ke svému uspé§nému mnozeni
a Sifeni v rostliné kompletni genom slozeny ze étyt podjednotek, proto byla pro agroinfiltraci pouzita
kombinace podjednotek a, B, ylccdb a y2:iLOV a kombinace a, B, y1:iLOV ay2ccdb. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita kombinace a, 3, ylccdb a y2:GFP.

Piiprava materialu k agroinfiltraci

1. VSechny potiebné atestované podjednotky BSMV v A. tumefaciens individualné namnozit
ve 100 ml 2YT média s kanamycinem (50 pg.mi™).

2. Suspenze inkubovat 48 hodin na tfepacce pii 28 °C a 220 rpm.
Piiprava bakterialnich konzerv A. tumefaciens EHA105 s y1:iLOV a s y2:iLOV
[.  Mililitr bakterialni suspenze pievést do sterilni 2ml mikrozkumavky.
2. K bakterialni suspenzi ptidat 150 ul sterilniho glycerolu. Suspenze dukladné promichat.
3. Takto vyrobené konzervy uchovavat pii —80 °C.
Postup agroinfiltrace
l. Pfipravit agroinfiltracni pufr (Tab. 7).

2. Suspenze bun€k rozlit do sterilnich centrifuga¢nich kyvet a centrifugovat 10 min pfi
2800ga4-°C.

3. Supernatant odlit a pelety rozpustit v 50 ml agroinfiltraéniho pufru.

4. Jednopaprskovym spektrofotometrem zméfit absorbanci pii vinové délce 600 nm. Suspenze

fedit agroinfiltraénim pufrem, dokud absorbance u vSech nedosahne hodnoty 0,7.

5. Naredéné suspenze s podjednotkami o, B, ylccdb ay2:iLOV smichat v poméru 1:1:1:1.
Ve stejném poméru smichat i podjednotky v kombinaci a, B, y1:iLOV a y2ccdb a kombinace

pro pozitivni kontrolu a, 3, ylccdb a y2:GFP.
6. Smési suspenzi umistit na tfepacku na 3—5 hodin na 28 °C a 220 rpm.
7. Smési podjednotek infiltrovat spodni stranu listd N. benthamiana.

8. Sterilnim skalpelem list natfiznout a injek¢ni stiikackou do né&j vpravit suspenzi. Infiltrovana

mista oznacit fixem.

9. Rostliny ptes noc uchovavat ve tm¢ a druhy den umistit zpét do fytotronu pii podminkach

uvedenych vyse.
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Tabulka 7: Priprava agroinfiltra¢niho pufru.

. Piiprava zasobniho Koncentrace zasobniho Konecna
Slozka pufru
roztoku roztoku koncentrace
MES 1,95 g v 10 ml ddH20 1 mol.I? 10 mmol.I*?
MgCl, 0,95 g v 10 ml ddH20 1 mol.I* 10 mmol.It
acetosyringone 19,62 mg v 1 ml DMSO 100 mmol.I: 100 umol.I*?
ddH20 doplnit do objemu

4451 Fluorescen¢ni mikroskopie N. benthamiana

Schopnost Sifeni virovych ¢astic rostlinou a tispésnost agroinfiltrace byly ovéteny pomoci konfokalniho
fluorescencniho mikroskopu (Leica TCS SP8 STED 3X), ktery umoziiuje snimani jednotlivych vrstev
ptipraveného preparatu. Mikroskopie byla provadéna ve spolupraci s Mgr. Alzbétou

Némeckovou, Ph. D.
. Mista oznaéena fixem vyfiznout ¢istym skalpelem a natfezat na 1x4mm kousky.

2. Kousky umistit do kapky vody na podloznim skle a pfikryt krycim sklem. Jako negativni

kontrolu pouzit listy z neinfiltrované rostliny.

3. Preparaty pozorovat pomoci konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu. Pro snimani byl pouzit
objektiv 63x s imerznim olejem. Pro detekci iLOV bylo pouzito emisni spektrum 510-550 nm
a excitani spektrum 476 nm. Pro detekci autofluorescence bylo pouzito emisni spektrum

570-700 nm a excita¢ni spektrum 561 nm. Struktura listu byla sniména pomoci transmise.

4.4.6 Piiprava virové podjednotky nesouci gen avirulence

Klonovani gent avirulence AVRa1 @ AVRa1o probihalo obdobnym zpiisobem jako v pfipadé klonovani
genu iLOV. Nejdtive byla provedena extrakce DNA (viz kapitola 4.4.1.2) plazmidu pIPKb002::Avra:
a pIPKb002::Avra.

AVR geny byly PCR reakei (viz kapitola 4.4.1) amplifikovany z 1 ng plazmidové DNA za pouziti
primerd v Tab. 1. V podminkach PCR (Tab. 3) byla upravena teplota nasedani primert na 60 °C a doba
elongace na 1 minutu. Produkty reakce byly separovany pomoci polyakrylamidové elektroforézy

(viz kapitola 4.4.1.1) a vizualizovany dokumentacnim zafizenim SnapGene.

Koncentrace PCR produkti byla zméfena pomoci zafizeni Qubit (viz kapitola 4.4.1.4). PCR produkty
a virovy vektor y2:iLOV byly restrikéné §t&peny (Tab. 8) enzymem Ncol. Stépeni probihalo 2 hodiny
pfi 37°C. Enzym byl inaktivovin 20 min pfi80°C. Virovy vektor byl defosforylovan
(viz kapitola 4.4.1.3).
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Tabulka 8: Priprava reak¢ni smési pro restrikéni stépeni enzymem Ncol.

Mnozstvi a koncentrace sloZek v jednotlivych
SloZky reakéni smési roztocich
AVRal AVRal0 y2:iLOV
enzym Ncol (10 U.ul?) 10U 10U 50U
DNA 99 ng 90 ng Sug
10x CutSmart pufr 1x 1x 1x
dH20 doplnit do objemu
Vysledny ([);)lj]em reakce 20 20 100
Vysledna koncentrace
DNA po nastépeni 4,95 45 50
[ng.pl™]

Nasledovala ligace AVR genti do virového vektoru (viz kapitola 4.4.1.5) a transformace E. coli DH10a
(viz kapitola 4.4.2.2) ajeji ovéteni pomoci colony PCR (viz kapitola 4.4.2.3) s primery uvedenymi
v Tab. 1. V podminkach PCR (Tab. 3) byla upravena doba elongace na 1 min. Amplifikované vzorky
byly separovany agardzovou elektroforézou (viz kapitola 4.4.2.4) afragmenty byly vizualizovany
dokumenta¢nim zafizenim SnapGene. PCR produkty byly osekvenovany Ing. Marii Seifertovou a data

byla vyhodnocena v programu MEGA-X (Pensylvanska statni univerzita, USA).

Dvéma ng izolované plazmidové DNA y2:iLOV:AVRa a y2:iLOV:AVRai0 byly transformovany bakterie

A. tumefaciens (viz kapitola 4.4.4) a byla provedena agroinfiltrace (viz kapitola 4.4.5).

Agroinfiltrace byla provedena také na jeémennych kultivarech Lumar a Stirling obdobnym zptisobem
jako v kapitole 4.4.5. Po sedmi dnech byla funk¢nost viru s AVR geny ovéfena konfokalni fluorescenéni

mikroskopii agroinfiltrovanych listd (viz kapitola 4.4.5.1).

4.4.7 Piiprava virového homogenatu z listi N. benthamiana

K transmisi virovych konstrukti do je¢mene byl vytvofen z agroinfiltrovanych listd N. benthamiana

homogenat.

1. Navazit a homogenizovat 0,5 g agroinfiltrovanych listi. Homogenizaci provést ve vychlazené

tfeci misce v 1 ml 20 mmol.I* sodno-fosfatového pufru (pH 7,2).

2. Homogenat uchovévat v mraznicce pii —20 °C.

4.47.1 Listova abraze

Tato metoda byla pouzita k infikaci kultivart Hordeum vulgare. Jedna se 0 metodu, pii niz dochazi
k naruseni bunécné stény rostlinnych bun¢k pomoci praskového silikagelu za pritomnosti virového

homogenatu.

. Do Petriho misek umistit na mokrou buni¢inu semena a misky uloZit na 3 dny do lednice.
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Po 3 dnech umistit misky na den do tmy.

Nasledné zasadit semena do substratu a kvétinace umistit do fytotronu (Fytoscope, FS-S1-4600)
(den: 10 hodin/22 °C; noc: 14 hodin/16 °C; vlhkost: 60 %).

Abrazi provést na rostlinach disponujicich alespoii druhym listem.
Virovy homogenat rozmrazit a smichat se silikagelem (na 1 ml homogenatu 3-5 mg silikagelu).
Na prvni list nanést tfenim prsti smés homogenatu a silikagelu a misto abraze oznadit.

Rostliny piesunout zpét do fytotronu apo 7 dnech provést fluorescenéni mikroskopii

(viz kapitola 4.4.5.1).

4.4.7.2 Imbibice semen

Metoda imbibice spociva v kli¢eni semen ve virovém homogenatu.

L.

2.

Do Petriho misek s mokrou buni¢inou umistit semena a misky uloZit na 2 dny do lednice.

Virovy homogenat zfedit deionizovanou vodou v poméru 1:100 (homogenat : deionizovana

voda).
Buni¢inu z misek odstranit a semena zalit do poloviny zfedénym homogenatem.
Misky zabalit do alobalu a umistit na 2 dny na tiepacku (2 rpm, laboratorni teplota).

Semena zasadit do substratu a kvétina¢e umistit do fytotronu (Fytoscope, FS-SI-4600)
(den: 10 hodin/22 °C; noc: 14 hodin/16 °C; vlhkost: 60 %).

Po sedmi dnech provést kontrolu infekce fluorescen¢ni mikroskopii (viz kapitola 4.4.5.1).
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava yl a y2 podjednotek nesoucich reportérovy gen iLOV

Gen iLOV byl uspésné amplifikovan PCR reakci. Vysledny fragment na polyakrylamidovém gelu
odpovidal piedpokladanym 358 bp. Plazmidy nesouci virové podjednotky ylccdb avy2ccdb byly
extrahovany abyla zméfena jejich koncentrace na zafizeni Qubit. Koncentrace ylccdb byla
54,4 ng.ult a koncentrace y2ccdb byla 54,0 ng.ul™. Po $tépeni PCR produktt s genem iLOV enzymem
Apal bylo ziskano 8,34 ng.ul* DNA. Na ptipravu liga¢ni smési bylo pouzito 50 ng vektoru (velikost
12 kbp) a 4,4 ng insertu (358 bp). Uspésnost ligace a spravnost orientace inzertu byla potvrzena colony
PCR a polyakrylamidovou elektroforézou. Pouze konstrukty s ligovanym inzertem ve spravné orientaci
mohou poskytnout PCR produkty (Obr. 6). 19 kolonii ze 47 testovanych poskytlo fragmenty
0 oc¢ekavané velikosti 358 bp u vzorku y1:iLOV a 16 kolonii ze 47 testovanych poskytlo fragmenty
0 o¢ekavané velikosti 865 bp u vzorku y2:iLOV. Vybranymi konstrukty byly transformovany bakterie
A. tumefaciens EHA 105 a uspésnost transformace by ovétena pomoci colony PCR. Vsech 22

testovanych kolonii y1:iLOV i y2:iLOV neslo vektor s insertem.

1000 bp

500 bp
358 bp

1000 bp
865 bp

500 bp

Obrazek 6: Ovéfeni uspé$nosti transformace bakterii E. coli DH10e vektory y1:iLOV a y2:iLOV colony PCR.

M je marker relativni molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp. K- je negativni kontrola. Sipka v pozici 358 bp
oznacuje pozitivni klony pro yI:iLOV a v pozici 865 bp pozitivni klony pro y2:iLOV.
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51.1 Ovéieni funkce pripravenych konstrukti BSMV:ILOV fluorescenéni

mikroskopii

Agroinfiltrace a nasledna konfokalni fluorescenéni mikroskopie ukazaly, Zze pfipravené virové vektory
s reportérovym genem iLOV maji schopnost mnozit a $ifit se ve dvoudélozné rostliné N. benthamiana
(Obr. 7 a8), stejné jako pozitivni kontrola, kterou byl virovy vektor s vloZenym genem GFP
v podjednotce y2 (Obr.9). Preparaty siLOV a GFP vykazovaly fluorescenci v emisnim spektru
510-550 nm pfi excitaci zafenim 0 vinové délce 476 nm. Jako negativni kontrola slouzily preparaty
z listu, které nebyly pouzity k agroinfiltraci, tento preparat fluorescenci ve spektru pro iLOV
nevykazoval.
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Obrazek 7: Sifeni virového vektoru BSMV s modifikovanou podjednotkou y1:iLOV aexprese
fluorescencniho proteinu iLOV v rostliné Nicotiana benthamiana.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny N. benthamiana, ktera byla agroinfiltrovana virem BSMV s genem
iLOV exprimovanym z podjednotky y1. A) Transmisni struktura listu. B) Fluorescenéni iLOV signal exprimovany
z BSMV. C) a D) negativni kontrola, list N. benthamiana bez infekce. C) Transmisni struktura listu. D) potvrzuje
nepiitomnost iLOV bez infekce virem. Métitko 50 pm.
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¢ 50 g '

Obrizek 8: Sifeni virového vektoru BSMV s modifikovanou podjednotkou 7¥2:iLOV aexprese
fluorescen¢niho proteinu iLOV v rostliné Nicotiana benthamiana.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny N. benthamiana, ktera byla agroinfiltrovana virem BSMV s genem
iLOV exprimovanym z podjednotky y2. A) Transmisni struktura listu. B) Fluorescenéni iLOV signal exprimovany
z BSMV. C) a D) negativni kontrola, list N. benthamiana bez infekce. C) Transmisni struktura listu. D) potvrzuje
nepiitomnost iLOV bez infekce virem. Méfitko 50 pm.
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Obriazek 9: Sifeni virového vektoru BSMYV s modifikovanou podjednotkou y2:GFP a exprese
fluorescencniho proteinu GFP v rostliné Nicotiana benthamiana.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny N. benthamiana, ktera byla agroinfiltrovana virem BSMV s genem
GFP exprimovanym z podjednotky y2. Tento preparat slouzil jako pozitivni kontrola. A) Transmisni struktura
listu. B) Fluorescenéni GFP signal exprimovany z BSMV. Pozitivni kontrola. C) a D) negativni kontrola, list
N. benthamiana bez infekce. C) Transmisni struktura listu. D) potvrzuje nepfitomnost GFP bez infekce virem.
Meéfitko 50 um.
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5.2 Priprava virového konstruktu nesouciho AVR gen

Geny AVRa1 a AVRaio byly Gspésné amplifikovany PCR reakci. Vysledny fragment vzorku AVRai0 mél
oéekavanou velikost 319 bp. Fragment vzorku AVRa mél ocekavanou velikost 296 bp. Po $tépeni
vektoru a inserti enzymem Ncol byla ptipravena ligacni smés slozena z 50 ng vektoru (12 kb) a 4 ng
insertu (cca 300 bp). Usp&snost ligace a spravna orientace vlozeného insertu byla ovéfena colony PCR
a polyakrylamidovou elektroforézou. Z testovanych 31 kolonii neslo 10 pozadovany fragment
o velikosti 296 bp uvzorku AVRa: az 31 kolonii uvzorku AVRawo neslo 6 pozadovany fragment
0 velikosti 170 bp. Sekvenace produktt colony PCR ukazala, ze geny AVRa1 @ AVRaio byly do virového
vektoru naklonovany spravné. Vytvofené klony obsahovaly jak sekvenci iLOV, tak sekvenci genu
avirulence ve spravné orientaci. Z pozitivnich kolonii byla izolovana plazmidova DNA, ktera byla
transformovana do A. tumefaciens EHA 105 a uspésnost transformace byla opét potvrzena colony PCR.

VSech 14 testovanych kolonii neslo vektor s inzertem AVRa: a 14 kolonii neslo inzert AVRa1o.

521 Ovéreni funkce pripravenych konstruktii s geny avirulence fluorescenéni

mikroskopii

Uspé&snost agroinfiltrace listd N. benthamiana byla ovéfena konfokélni fluorescenéni mikroskopii.
Preparaty listi infiltrovanych y2:iLOV s inzerty AVRa a AVRa1o vykazovaly fluorescenci v emisnim
spektru 510-550 nm po excitaci zaifenim 0 vinové délce 476 nm a virové Castice nesouci virovou
podjednotku y2:iLOV s inzerty AVRa1 a AVRaio byly tedy schopny replikace a $ifeni v rostliné (Obr. 9,
10). Jako negativni kontrola byl fluorescenéni mikroskopii prohlédnut preparat listd rostliny
N. benthamiana, kterd nebyla pouzita k agroinfiltraci. Preparat negativni kontroly nevykazoval

fluorescenci v emisnim spektru 510-550 nm.
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Obrazek 10: Infekce tabaku BSMYV s modifikovanou podjednotkou y2:iLOV s klonovanym genem AVRa1
a exprese fluorescen¢niho proteinu iLOV v rostliné.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny N. benthamiana, ktera byla agroinfiltrovana virem BSMV s genem iLOV
a AVRa exprimovanymi z podjednotky y2. A) Transmisni struktura listu. B) Fluorescenéni signal iLOV
exprimovany z BSMV. C a D je negativni kontrola, list N. benthamiana bez infekce. C) Transmisni struktura listu.
D) potvrzuje neptitomnost iLOV bez infekce virem. Métitko 50 pm.
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Obrazek 11: Infekce tabaku BSMYV s modifikovanou podjednotkou y2:iLOV s klonovanym genem AVRaio0
a exprese fluorescen¢niho proteinu iLOV v rostliné.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny N. benthamiana, ktera byla agroinfiltrovana virem BSMV s genem
iLOV a AVRaio exprimovanymi Z podjednotky y2. A) Transmisni struktura listu. B) Fluorescenéni signal iLOV
exprimovany z BSMV. C a D je negativni kontrola, list N. benthamiana bez infekce. C) Transmisni struktura
listu. D) potvrzuje nepfitomnost iLOV bez infekce virem. Méfitko 50 pm.
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522 Transmise virovych konstrukti do je¢nych kultivara

Listova abraze homogenatem z rostliny N. bethamiana obsahujicim virové ¢astice BSMV s y2:iLOV
podjednotkou a inzerty AVRa: a AVRaio neposkytla ocekavanou hypersenzitivni reakci u jeémennych
kultivart disponujicich rezistenci Mlal (Timori, Lumar, Algerian 3, BR-5783 a HE-2716). Mista abraze
zustala po tydnu bez reakce. Podle ocekavani zistal list po abrazi stejnymi homogenaty bez
hypersenzitivni reakce u citlivého kultivaru Stirling, ktery rezistenci Mlal nenese. Mista abraze byla
prohlédnuta pomoci konfokalni fluorescencni mikroskopie a U zddného ze vzorkil nebyl zaznamenan
signal v emisnim spektru pro iLOV (Obr. 12). Semena je¢mennych kultivarti vystavena imbibici
s virovymi homogenaty obsahujici vir BSMV s podjednotkami y2:iLOV nesouci inzert AVRax
nebo AVRao byla zasazena a po tydnu byly jejich listy prohlédnuty v konfokalnim fluorescenénim
mikroskopu. Ani u téchto vzorkli nedoslo k hypersenzitivni reakci ani k expresi proteinu iLOV
(Obr. 13).

Agroinfiltrace kultivaru Stirling suspenzi s BSMV nesoucim geny iLOV a AVRa byla tspé$na
a agroinfiltrovany list ziistal bez hypersenzitivni reakce (Obr.16). Preparat tohoto listu poskytl signal ve
spektru pro iLOV ve fluorescenénim mikroskopu (Obr. 14) Také agroinfiltrace listového mezofylu
kultivaru Lumar probéhla tspésné a v listu doslo k detekci AVRa pomoci Mlal, to mélo za
nasledek hypersenzitivni reakci (Obr.16) a ve fluorescenénim mikroskopu byl detekovan signal pro
iLOV (Obr.15). Snimky piekryvi fluorescence a autofluorescence dokazuji, Ze je protein iLOV

skute¢né exprimovan a nejedna se o autofluorescenci.
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Obrazek 12: Reakce bunék listli je¢mene na listovou abrazi.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny H. vulgare, kultivar Timori, po listové abrazi homogenatem s virem
BSMV s genem iLOV a AVRa; exprimovanymi z podjednotky y2. A) Transmisni struktura listu. B) Fluorescenéni
signal iLOV exprimovany z BSMV neni pfitomen. C a D je pozitivni kontrola, H. vulgare Kkultivar Stirling.
C) Transmisni struktura listu. D) nepfitomnost signalu iLOV. Méfitko 100 pm.
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Obrazek 13: Detekce reakce bunék v listové ¢asti jecmene vystaveného imbibici.

Na snimcich A a B je preparat z rostliny H. vulgare, kultivar Timori, po imbibici semen homogenatem s virem
BSMV sgenem iLOV a AVRa exprimovanymi z podjednotky y2. A) Transmisni struktura listu.
B) Fluorescenéni signal iLOV exprimovany z BSMV neni pfitomen. C a D je pozitivni kontrola, H. vulgare
kultivar Stirling. C) Transmisni struktura listu. D) nepfitomnost signalu iLOV. M¢ftitko 100 pm.
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Obrazek 14: Detekce signalu iLOV v je¢émenném kultivaru Stirling po agroinfiltraci mezofylu.
Na snimcich je preparat z rostliny H. vulgare, kultivar Stirling, po agroinfiltraci listového mezofylu virem BSMV

s genem iLOV a AVRa1. A) a C) Transmisni struktura listu. B) Fluorescenéni signal iLOV. D) Piekryv signalt
fluorescence a autofluorescence. Métitko 100 um.
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Obrazek 15: Detekce signalu iLOV v je¢émenném kultivaru Lumar po agroinfiltraci mezofylu.

Na snimcich je preparat z rostliny H. vulgare, kultivar Lumar, po agroinfiltraci listového mezofylu virem BSMV
sgenem iLOV a AVRai. A) a C) Transmini struktura listu. B) Fluorescenéni signal iLOV. D) Piekryv signalt
fluorescence a autofluorescence. Méfitko 100 pm.
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Obrazek 16: Snimky listd je¢meni Stirling a Lumar po agroinfiltraci.

1) Simek listu jeémene Stirling po agroinfiltraci mezofylu virem BSMV s iLOV a AVRai. V listu nedoslo

Kk hypersenzitivni reakei. 2) Snimek listu kultivaru Lumar po agroinfiltraci virem BSMV s iLOV a AVRa.
V listu doslo k hypersenzitivni reakci.
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6 DISKUZE

Hlavni naplni této bakalafské prace bylo pomoci virového vektoru BSMV nesouciho reportérovy
fluorescen¢ni gen iLOV validovat kandidatni geny avirulence padli travniho AVRa1, AVRas @ AVRai0 na
jeCmennych kultivarech. V predeslych pokusech laboratofe Mgr. Eva Janakova, Ph.D pomoci GWAS
identifikovala nékolik kandidatnich AVR genti. Mezi nimi i AVRa1, AVRa3 @ AVRaio. Tyto geny jsou
rozpoznavané geny rezistence z Mla rodiny. AVRa: byl jiz jako gen avirulence potvrzen v praci Lu et
al., (2016) a také v nasi laboratofi byla prokazana interakce mezi AVRa a Mlal geny. Bohuzel,
kandidatni geny pro AVRa3 a AVRaio nevykazali zadnou interakci s Mla3 a Mlal0 geny. Jsou dvé
nejpravdépodobnéjsi hypotézy proc se tak nestalo. Zaprvé geny potiebuji néjaké kofaktory k interakci.
Takovéto kofaktory pro geny rezistence jiz byly popsany (Bourras et al., 2016). Druhou moznosti je, Ze
identifikované kandidatni geny nejsou AVRaz a AVRaw. Pro validaci prvni hypotézy je potieba
exprimovat AVR kandidata v rostlin¢ jeémenu s piisluSnym genem rezistence. Transformace obilovin je
relativng obtizna a siln€ kultivarove specificka, proto jsme se rozhodli pouzit VIGS s pouzitim BSMV

ktery je schopen infikovat Siroké spektrum hostitelskych rostlin a jejich kultivara (Jackson et al., 1989).

Vir BSMV je za normalnich okolnosti slozen jen ze tif genomovych podjednotek a v takové podobé je
vyuzivan k VIGS napfiiklad v pracich Yuana et al. (2011) a Holzberg et. al. (2002). Ttipodjednotkovy
BSMYV vsak umoziiuje klonovani jen mensich inzerti kolem 140-500 bp (Lee et al., 2012), naproti tomu
vytvoreni ¢tyfpodjednotkového vektoru BSMV pod silnym promotorem 2x35S (double Cauliflower
mosaic virus 35S promotor) Cheukem a Houdem (2019) umoznilo klonovani vétsich inzertd o velikosti
az 21062448 bp (Cheuk a Houde, 2019) a rovnomérnéjsi a systemati¢téjsi Sifeni virovych podjednotek.
Tento systém vyuziva jako reportérovy gen GFP. Prvnim krokem této prace bylo vyménit GFP za
fluorescencni gen iLOV v y1 ay2 podjednotkach, pro zvyseni jejich kapacity. Gen iLOV byl vybran
kvuli jeho polovi¢ni velikosti oproti genu GFP a vétsi stabilité (Chapman et al., 2008). iLOV byl tspésné
vlozen do podjednotek yl ay2 aschopnost Sifeni viru v rostliné byla ovéfena v N. benthamiana.
MnozZeni viru mélo za nasledek expresi fluorescenéniho proteinu iLOV nejen v misté agroinfiltrace
(Obr. 7 a 8), ale i v jinych ¢astech rostliny. Fluorescenéni signal a jeho distribuce byly porovnatelné
s distribuci BSMV s GFP (Obr. 9). Tyto pozorovani jsou v souladu se zjisténimi Cheukem a Houdem
(2019) o mnozeni a Sifeni ctyfpodjednotkového BSMV, to znamend, Ze upraveny vektor je piipraveny
k pouziti.

Pro test funkce viru jako vektoru pienosu AVR gend do obilovin a prokazani jejich funkce byly geny
virulence AVRa: vlozeny do y2 podjednotky. Schopnost replikace a siteni virového konstruktu BSMV
s podjednotkou y2:iILOV:AVRa: a v2:iLOV:AVRa0 byla potvrzena na N. benthamiana. Ziskany
fluorescencni signal byl slabsi po vlozeni AVR genu (Obr.10 a 11) nez pfi pouziti samotného iLOV
(Obr.7 a 8). Ve své praci Cheuk a Houde (2019) zminuji snizenou mobilitu a Sifeni virového vektoru pfi
klonovani vice inzertt, proto se vyména GFP za iLOV, a tim sniZeni zatéze y2 podjednotky, ukazala

jako spravné rozhodnuti.
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Pro kontrolu funkénosti AVR genu prenesen¢ho do rezistentniho kultivaru pomoci BSMV byl pouzit
AVRa1 gen. Gen byl pfenasen do je¢ného kultivaru Timori nesouciho gen rezistence Mlal. Jako kontrola
byl pouzity kultivar Stirling, ktery geny rezistence z rodiny Mla nedisponuje (Dreiseitl a Platz, 2012).
Pienos probihal metodami listové abraze a imbibice semen, které ve své praci pouzili i Cheuk a Houde
(2017). Ocekavalo se, ze u kultivard s rezistenci Mlal dojde po kontaktu s efektorovym proteinem
AVRa1 Kk hypersenzitivni reakci, jak tomu bylo v praci Lu et al. (2016). Listova abraze ani imbibice v§ak
neposkytly oéekavané vysledky. Ackoliv bylo pro imbibici pouZito stejné fedéni virového homogenatu
agroinfiltrovanych listu, jaké doporuéuji Cheuk a Houde (2017), nedoslo k expresi proteint z virového
konstruktu BSMV (Obr. 13). Ob¢ metody byly v nasi laboratofi Gispé$né vyzkousené v diplomové praci
Mgr. Venduly Weissové (2020). Moznym vysvétlenim by mohla byt nizka koncentrace virovych ¢astic
nebo jejich snizena mobilita. Diivodem pro neuspéch listové abraze by mohlo byt nedostatecné naruseni
listové kutikuly, coZ mohlo znemoznit, aby se virové konstrukty dostaly do cilové rostliny nebo jich

nebyl dostatek, jak bylo zminéno vyse. Obé metody budou dale optimalizovany.

Dalsi metodou infekce je¢nych kultivart byla agroinfiltrace pfimo v listovém mezofylu. Infiltrace
citlivého kultivaru Stirling nezptisobila na listech zZadnou zménu, na druhé strané infiltrace do listu
rezistentniho kultivaru Lumar zptsobila jasnou hypersenzitivni reakci (Obr. 16). Podobnou reakci
pozorovali Lu et al. (2016) ktefi exprimovali gen virulence AVRa1 V rezistentnim kultivaru Manchuria
nesoucim Mlal gen. Timto jsme prokazali, Ze je mozné sledovat interakci AVR a genu rezistence pfimo
v listech je¢mene pieneseného virem BSMV. Testovani funkce AVRas a AVRa10 bude predmétem dalsi

préce.
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7 ZAVER
Cilem této bakalatské prace bylo vytvorit virovy vektor vhodny k validaci funkce kandidatnich genti

avirulence AVRaz a AVRaio ziskanych GWAS analyzou z patogenu padli travni.

Jako virovy vektor byl vybran ¢tyfpodjednotkovy vektor BSMV, a jeho y podjednotky byly doplnény
0 maly referenéni fluorescencni gen iLOV. Schopnost replikace a $ifeni tohoto konstruktu byla ovéfena

v rostliné N. bethamiana pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Do podjednotky y2:iLOV byly pro validaci pfistupu klonovany AVRa1 gen a kandidat na gen AVRaio.
Agroinfiltrace rostliny N. benthamiana ovéfila funkénost vektort s inzerty. Byl pfipraven virovy
homogenat z infikovanych rostlin, ktery byl dale pouzit pro transmisi virovych konstruktli do
je¢mennych kultivari pomoci metod listové abraze a imbibice. Listova abraze ani imbibice z neznamych

divoda neposkytly ocekavané vysledky a budou dale optimalizovany.

Vir s AVRa byl také agroinfiltrovan piimo do listd jeémene a tato metoda potvrdila funk¢énost viru
Vv je¢menu a expresi AVR genu ktera se projevila hypersenzitivni reakci. VIGS se ukazala jako velmi

slibna metoda transferu AVR kandidatt pfimo do jeCmene pro validaci jejich funkce.
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