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SOUHRN

Viry zplsobuji vyznamné ekonomické ztraty na plodinadch. Tyto ztraty je mozZno
sniZit pouzivanim rezistentnich plodin. Rezistentni kultivary lze ziskat klasickym Slechténim
nebo transgenozi. Nejefektivnéj$im zpisobem jak ziskat rezistentni plodiny je aktivovat post-
transkripéni umlCovani specificky proti danému viru vnesenim transgenu, ktery
pii transkripci  vytvaii vlasenku mezi ,sense” a ,antisense” sekvenci vlastniho
nukleoktidového fetézce.

V experimentdlni c¢asti bakalarské prace bylo testovdno, zda v rostlinach
transformovaného hrachu odridy RAMAN T2 a T3 generace je pfitomen transgen. Transgen
byl detekovan nepiimo v rostlinach T2 a T3 generace pomoci PCR s primery 35S F/R, které
amplifikovaly tsek 35S promotoru. Transgen v rostlinach T3 generace byl piimo detekovan

pomoci dot blot hybridizace se specifickou sondou znaenou digoxygeninem.



SUMMARY

Viruses cause high economical losses to crops. By using resistent crops it is
possible to decrease these losses. Resistant cultivars can be gained by classical breeding
or transgenosis. The most effective way of gaining resistant plants is to activate specific post-
transcriptional gene silencing against given virus by inserting transgene which formes
a hairpin between sense and antisense sequence of respective nucleotide strand during
transcription.

In experimental part of this bachelor thesis, transformed pea plants of the cultivar
RAMAN of the T2 and T3 generation were tested for the presence of the transgene.
The transgene was indirectly detected in T2 and T3 generation via PCR using 35S F/R
primers which amplified the 35S promotor of the transgene. The transgene in T3 generation

was directly detected via dot blot hybridization with specific digoxygenin-labelled probe.
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1 UvoD

Jiz od pocatku své existence Clovek ovlivilovat prostiedi kolem sebe.
Domestikoval si rtiznd zvifata a zacal cilené péstovat vybrané plodiny. Béhem staleti kiizil
vybrané¢ druhy zvifat a plodin, aby ziskal pokud mozno maximalni vytézek s minimalnim
vkladem. Diky jeho snaze si v dnes$ni dobé miiZzeme vybirat z nepfeberného mnoZstvi odrd
kulturnich rostlin a plemen domestikovanych zvitat.

Vyslechténi nové odridy trvd dlouhou dobu a ne pokazdé se podati ziskat
pozadovany znak ¢i vlastnost. Nékteré znaky nebo jejich kombinace neni mozné normalnim
kiiZzenim ziskat. V dneSni dob€ se stdle vétSimi znalostmi z oblasti molekuldrni biologie,
genetiky, cytologie, fyziologie, ale 1 jinych véd je mozné toto vylepSovani urychlit. Tam, kde
by Slechtitel stravil pil Zivota na vySlechténi nové odridy, 1ze nyni tuto dobu podstatné
zkratit. Vnesenim pozadovaného genu ¢i souboru genti do organismu vznikne geneticky
modifikovany organismus nesouci nové vlastnosti. Podle zdkona 78/2004 Sb. O nakladani
s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty je geneticky modifikovany
organismus kazdy, kterému byla zménéna genetickd informace genetickou modifikaci
tj. vnesenim nukleové kyseliny zptisobem, které¢ho nelze dosdhnout pfirozenou rekombinaci.
Zpusob inzerce je podle vySe uvedené¢ho zakona diilezity, protoZze rozhoduje o tom, zda se
bude organismus povazovat za GMO.

VétSina geneticky modifikovanych organismi vznikd za néjakym ucelem.
Neékteré jsou ureny pouze k provadénému vyzkumu, zatimco jiné byly navrzeny tak, aby
n¢jakym zpisobem pomohly Cloveéku. Jednd se napiiklad o zvySeni rezistence rostlin
k patogenim, konkrétné k jeCmeni (Hordeum vulgare L.) proti viru zluté zakrslosti je¢mene
(BYDV). JeCmen obsahoval transgen BYDV polymerdzy v ,,sense a ,,antisense* orientaci,
ktera méla tvofit vlasenku a aktivovat post-transkripéni umlcovani. Devét z 25 linii

transformovanych rostlin vykazovalo vysokou rezistenci (Wang a kol. 2000).



CIiLE PRACE

Shromézdéni literatury a vypracovani literarni reSerSe na téma detekce transgenu

v transformovanych rostlinach.

Optimalizace izolace DNA z rostlin hrachu pro detekci transgenu.

Stanoveni transgenu v transgennich rostlinach hrachu.
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3 SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

3.1  Virus mozaiky hrachu pFenosné semenem

Virus mozaiky hrachu pienosné semenem (PSbMV) je systematicky zafazen
do Celedi Potyviridae rodu Potyvirus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdB/ICTVdB).
Genom PSbMV je tvoien jednovldknovou ,positive-sense® RNA (ribonukleovéd kyselina).
Vlaknitéd virova €astice je chranéna kapsidou sloZenou z obalovych proteint. Kapsida jiZ neni
obalena. Jednim z vyznamnych hostitelli je naptiklad hrach (Pissum sativum L.). Ptiznaky
napadeni timto patogenem u hrachu jsou svinutka listd, vybéleni zilek, Ccasta
sterilita a zdeformovand semena. PSbMV zpusobuje nemalé¢ Skody na urod¢ a rezistenci
plodin by se tomu dalo ptedejit napiiklad vlozenim ¢ésti genetické informace viru do hrachu

a navozenim indukované rezistence.

3.2 Transgenoze

Transgenoze je postup, pii kterém je vloZzen cizi gen do genomu jiné¢ho
organismu. Inzertovany gen miZe pochdzet i z genetické informace hostitele napt. za Gcelem
sledovani jeho zvySené nebo sniZzené exprese. V dneSni dobé je zndmo nékolik zplsobt, jak
vlozit transgen do rostlin. K ziskdni transgennich plodin se pouziva naptiklad
mikrobombardovani, elektroporace nebo vlozZeni transgenu pomoci bakterie Agrobacterium
tumefaciens (Brown 2006; Ondiej a Drobnik 2002). V dne$ni dobé je mozné se setkat
s mnohymi transgennimi plodinami. Uvedu pouze dva vybrané piipady: Golden rice a bt-

kukufici.

3.2.1 Golden rice

Tradi¢ni odrady ryze (Oryza sativa L.) neobsahuji [-karoten, prekurzor
vitaminu A, vendospermu. Jeho nedostatek zplsobuje lidem problémy se zrakem.
Obohacenim ryze o [-karoten se tomu pomuize piedchazet. K dosazeni produkce

kompletniho B-karotenu v ryzi bylo nutno vlozit do rostlin ryZe geny pro fytoensyntasu,
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fytoendesaturasu a lykopen-B-cyklasu. Tyto vlozené geny umoznily transgenni ryzi

syntetizovat B-karoten v endospermu a zvysit jeji nutricni hodnotu (Ye a kol. 2000).

3.2.2 Bt-kukufice

Jinym ptikladem transgennich organisma jsou bt-plodiny. Néazev téchto rostlin
pochézi od bakterie Bacillus thuringiensis, kterd produkuje insekticidni protein. Vyuzitim
funkce proteinu ziskame rezistentni rostliny proti bylozravym motylim (Lepidoptera)
pomoci genetického inZzenyrstvi. Pfikladem konkrétni rostliny maze byt kukutice (Zea L.).
Kukufice je napadana asijskym zavijeCem kukuti¢nym (Ostrinia furnacalis). Do této rostliny
byl vnesen gen kodujici aktivni insekticidni protein (ICP) z bakterie Bacillus thuringiensis.
Tento protein je pro zavijeCe toxicky. Transgenni rostliny mély dostate¢nou expresi ICP
(s vyjimkou pylu) na to, aby usmrtily 95 % larev asijského zavije¢e kukuticného (He a kol.
2003).

3.3 Rezistence

Pokud ma hostitel schopnost klast odpor invazivnimu patogenu, definujeme tuto
schopnost jako rezistenci. Rezistence neni statickou veli€inou a jeji stupent se méni v prabéhu
stafi rostliny, vlivem pifedchazejici infekce a dalSich biotickych a abiotickych faktort.
Projevuje se pouze ve spojeni hostitele s ur¢itou rasou nebo kmenem patogena. Indukovanou
rezistenci je charakterizovan stav, kdy se zvySi hladina resistence vi¢i patogenu
(Kidela a kol. 1989).

Ptirozena rezistence viici virim je dana pritomnosti R gent rezistence v genetické
informaci hostitele (Fraser 1987). Mezi rostlinou a patogenem pii geneticky fizené rezistenci
probihaji interakce mezi faktory typu rezistence-vnimavost a virulence-avirulence. Tyto
vztahy ur¢i, zda napadena rostlina bude rezistentni, nebo vnimava k urcitému patogenu.
Interakei rostlina-virus je mozné popsat pomoci tfi modelti. Prvni - pozitivni - model
pfedpokladd, Ze resistentni rostlina produkuje inhibitor replikace viru. Pokud inhibitor
interaguje s odpovidajicim produktem virového genu, je replikacni cyklus viru
inhibovan a vysledkem je rezistence rostliny proti virové infekci. Pokud k primarni interakci

nedojde, bude umoznéna infekce rostliny.

12



Druhy - negativni - model vychazi z ptedpokladu, Ze hostitelskd rostlina ma
protein, ktery po interakci s virem umozni produktivni infekci a rostlina bude vnimavou.
Nehostitelska rostlina nenese tento protein schopny interakce s virem, a tedy nedojde
k produktivni infekci.

Vysledkem posledniho modelu neni ,,vSechno, nebo nic* jako u predchazejicich
dvou modell, ale kvantitativni interakce produkti gent, které podle ustanoveni rovnovahy
reakce rozhodnou o rezistenci, nebo o vnimavosti hostitele.

Genetickym inZenyrstvim Ize umoznit rostlindm specificky se branit pomoci
indukované resistence. Dva hlavni mechanismy indukované rezistence vic¢i virim jsou
rezistence zprostiedkovana obalovym proteinem a zprostfedkovana RNA (Gal-
On a Shiboleth 2006).

Infekci buiiky provazi rozbalovani viru z kapsidy. Uvolnénim virové genetické
informace nastava replikace viru vyuzitim proteosyntetického aparatu bunky. Infekci se da
predejit transformaci rostliny. Transgenni rostlina mize obsahovat gen pro virovy obalovy
protein, ze kterého se sestavuje kapsida. Trangenni protein bude exprimovan a jeho nadbytek
muze zamezit rozbaleni virové ¢astice a uvolnéni virové nukleové kyseliny (Lin a kol. 2007).
Druhou strategii je rezistence zprostfedkované post-transkripénim uml¢ovanim genti popsana

v kapitole 3.4.

3.4  Rezistence rostlin pomoci PTGS (Post-trancriptional gene silencing)

3.4.1 Objeveni PTGS

Post-transkripéni umlcovani (PTGS) bylo objeveno tymem Napoliho pii vlozeni
chimérického genu pro chalcon syntasu do petunie (Petunia hybrida L.) (Kanazaawa a kol.
2008). Chiméricky transgen obsahoval 35S promotor a cDNA kddujici sekvenci pro chalcon
syntasu, ktera je klicovym enzymem v biosyntéze flavonoida. Napoli a kol. (1990) ocekavali
tmav€j$i barvy kvétli petinie, transformované rostliny vSak vykazovaly na rozdil
od rodi¢ovskych fenotypti bilé kvéty, nebo kvéty stmavym podkladem a bilymi sektory.
Transgenni rostliny nesouci odliSné barvy kvéti ve srovnani s rodiCovskymi

mély dramaticky snizenou expresi endogenniho genu.
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3.4.2 Post-transkripéni umléovani geni

Post-transkripéni umlcovani genli je proces, ktery vedle regulace exprese genl
muze vést ke snizeni exprese (trans)genu nebo replikace viru v piipadé indukované
rezistence. PTGS v pribéhu indukované resistence je spusténo bud pirekondnim limitni
koncentrace produkované RNA odvozené od transgenu, nebo je jeho aktivace spojovana
s ptitomnosti tandemovych, obracenych repetic (Kooter a kol. 1999). Stamm a kol. (1997)
uvadi podobné jako Kooter a kol. (1999), ze aktivace PTGS doprovazi vicekopiové mista
inzerce transgenu. Tang a kol. (2006) zjistili, Ze pokud se objevi tfi kopie transgenu
na stejném chromozomu je vysoka pravdépodobnost, ze budou post-transkripné¢ umlceny.
S vétSim poctem kopii transgenu na stejném chromozomu roste i pravdépodobnost umlceni
76,5 % se 4 kopiemi a 94,3 % u 7 kopii. PTGS miize byt jeste¢ spusténo i meziprodukty
béhem replikace RNA virli nebo z transkripth vytvarejicich vlasenku (Xie a kol. 2004).

At je pfi¢inou vysoce pravdépodobné aktivace PTGS kterykoli z vySe uvedenych
zpusobl (hybridizace komplementarni RNA z repetic, pfekonani limitni koncentrace RNA,
syntéza komplementarniho fetézce k ssSRNA pomoci RNA-dependentni RNA polymerazy),
dojde k vytvoteni dsRNA (Xie a kol. 2004), ktera spusti PTGS (Kanazawa 2008).
Multipodjednotkovy typ enzymu RNAasy III, DICER, rozpoznava dsRNA a $tipe ji na malé
dsRNA. Nastipana dsRNA se nazyvad siRNA (small interfering RNA). Tyto malé RNA
fragmenty jsou dlouhé 21-25 nukleotidi s pfesahem 2-3 nukleotidi na 3" konci
(Waterhouse a kol. 2001). Multipodjednotkovy komlex RISC (RNA-induced silencing
comlex) degraduje za icasti sSiRNA komlementarni RNA transkript (Travella a Keller 2009).
Vytvofené siRNA se nutné nemusi inkorporovat do RISC, ale mohou hybridizovat s dalsimi
RNA transkripty. Nasledn¢ enzym RNA-dependentni-RNA polymerdaza pouzije
hybridizované¢ siRNA jako primery a dosyntetizuje komplementéarni fetézec za vytvoieni
dsRNA. Vznikla dsRNA opét slouzi jako substrat pro DICER. Vysledkem je post-
transkripéni uml¢eni replikace RNA viru, transgenu a endogenniho genu pfitomnosti jesté

véts$iho poctu siRNA v buiice, které zabranuji dalsi expresi komplementarni RNA.

3.4.3 Vyuziti PTGS

PTGS lze vyuzit k vytvofeni transgennich rostlin rezistentnich vicéi uréitému
patogenu. Napiiklad Vassilakos a kol. (2008) ziskali rezistentni rostliny tabaku transformané

genem 57K ,read-through* virovou polymerazou viru nekrotické kadetavosti tabaku (TRV).
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K experimentim byly pouZzity geograficky a sérologicky odlisné izolaty viru TRV.
Po mechanické inokulaci transgennich rostlin na list se u rostlin infikovanych izoldtem TVR-
PpK20 projevila vysokd rezistence, nizs$i byla pozorovana po inokulaci vysoce patogenim
izolatem TRV-GR. Ziskana rezistence byla efektivni i1 proti pfirozené infekci tj. viru
pirenaSeném hlisticemi (7richodorus similis, Paratrichodorus pachydermus), kdy vysokou
rezistenci vykazovaly transgenni rostliny inokulované izolatem PpK20 a naopak nizkou
rezistenci transgenni rostliny vuc¢i izolatu TRV-GR. Jedna tfetina transgennich rostlin
po inokulaci kotene izolatem viru PpK20 vykazovala infekci kofene, narozdil od kotent
rostlin inokulovanych TRV-GR byla ptfitomna infekce u vSech transgennich rostlin.

Chen a kol. (2004) studovali, jaké procento rezistentnich rostlin ziskaji
transformaci tabaku (Nicotiana benthamiana L.) del$i (vétsi pravdépodobnost aktivace
PTGS) nebo kratsi obracenou repetici trangenu odvozeného z virové RNA 2 viru mozaiky
okurky (CMV). Druhy cil autorti byl, jaké procento transformovanych rostlin bude resistentni
viaci CMV, pokud budou obsahovat jen ,sense“, nebo ,antisense“ orientace trangenu.
Transformanti obsahujici delSi obracenou repetici v RO generaci vykazovali vysokou
rezistenci v 75 % testovanych rostlin, ale transgenni rostliny obsahujici kratsi konstrukt byly
rezistentni pouze v 30 % testovanych rostlin. Prokazateln¢ niz§i resistenci maximalné
do 21 % testovanych rostlin bylo ziskdno z rostlin odvozenych od konstrukti pouze

v ,,sense, nebo ,,antisense orientaci.

3.4.4 Detekce a stanoveni po¢tu kopii transgenu

Hlavnim cilem experimentalni Casti prace bylo stanovit pfitomnost transgenu
v transformovanych rostlindch hrachu. PCR (polymerazova fetézova reakce) detekci lze
vyuzit pro ,screening® primarnich transformanti tj. k detekci studovaného genu v jejich
genetickém materidlu. Srivastava a Raj (2008) wvnesli do rostlin tabdku (Nicotiana
bethamiana L.) transgen, ktery byl odvozen z obalového proteinu viru mozaiky okurky
(CMV). Primérni transformanti byli detekovani pomoci PCR se specifickymi primery.
Vysledek PCR analyzy TO generace transformantti byl, ze 84 % rostlin neslo stanovovany
transgen.

Dalsi, kteti pouzili PCR k detekci transgenu, byli Fan a kol. (2009), ktefi stanovili

pritomnost obalového proteinu pochazejictiho z  Papaya ringspot virus (PRSV)
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v papdji (Carica papaya L.). Pomoci PCR detekovali 35S promotor, termindtor i transgen.
Ziskané PCR vysledky byly specifické a reprodukovatelné.

Pomoci PCR lze zjistit, zda dand potravina obsahuje pfimés transformovanych
rostlin. Hurst a kol. (1999) zkouSeli zda mtze byt pouzita PCR k detekci GMO (geneticky
modifikovanych organismil) v potravindch. Provedli PCR se smésnymi vzorky
netransformované a transgenni s6ji (Roundup ready) a kukutice (Event 176). Zjistili, ze PCR
je dostatecné citliva na detekci smésné¢ho vzorku suSiny do 0,01 % obsahu trangenni
sojiado 0,001 % obsahu trangenni kukufice ve smési s netransformovanymi rostlinami.
Podobného vysledku dosahli 1 Lee a kol. (2009). Dokazali stanovit pfimés transgenni soji
(Roundup ready) v brukvi fepce olejce (Brassica napus L.) do 0,01 % pomoci LAMP
(loop mediated i1sothermal amplification) techniky. K detekci transgenu pouzili obvykle
pouzivanou sekvenci 35S promotoru a terminatoru pro gen nopalin syntasy. Pro kazdou
sekvenci bylo navrzeno 6 primert, které amplifikovaly dany tsek.

LAMP technika je postavend na navrzeni 4 primeru tak, aby byly schopny tvofit
vlasenky z produktu reakce pifi konstantni teploté. Dva z pouZitych primert obsahuji
na 5" konci obracenou sekvenci, kterd je pfitomna jeste¢ jednou po smeru syntézy produktu,
proto dochazi kvytvareni vladsenek (Notomiakol. 2000). Lee a kol. (2009)
pouzili o 2 primery vice, protoze uzitim 6 misto 4 primert je dosazeno lepsi citlivosti reakce

(Nagamine a kol. 2002).

3.4.4.1 Invader assay

Pro detekci pfitomnosti transgenu je ve vetSing pripadt vyuzita PCR. Samotna
technika PCR ale nedd informaci o poctu kopii transgenu (s vyjimkou jeji varianty
kvantitativni PCR). Toto ¢islo udava, kolikrat se do genomu transgen vlozil. Gupta a kol.
(2008) pouzili relativné novou techniku non PCR-based Invader assay ke zjiSténi poctu kopii.
Invader assay je zalozena na vniknuti (invazi) oligonukleotidu mezi hybridizovanou
sondu a templat. Cast sondy, kterd po invazi oligonukleotidu, nehybridizuje k temlatu je
odstfizena ,,cleavese® enzymy. Navdzdnim odstfizeného raménka prvni sondy na druhou
sondu obsahujici fluorofor sousedici se zhaSeCem, dojde k odstépeni fluoroforu a vzniku
signalu.

Invader assay byla uzita ke stanoveni nizkého poctu kopii (tj. 1 az 2) genu
pro inositol transferasu (IMT) v kukuftici (Gupta a kol. 2007). Ziskané vysledky korelovaly

s analyzou pomoci Southern blot hybridizace. K urceni poctu kopii transgenu pomoci
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Invader assay byla pfipravena kalibra¢ni kiivka obsahujici 1 az 16 kopii IMT transgenu, a to
pomoci fedéni IMT plazmidu roztokem DNA ziskané z netransformovanych rostlin kukufice.
Stejn¢ tak byla celkova genomicka DNA 4-kopiové transgenni kukufice roziedéna
s netransformovanou DNA k simulaci 1-3 kopii a byla provedena technika Invader assay.
Vysledky s pomoci Invader assay byly porovndny se stanovenim pomoci Southern blot
hybridizace, kde byla zjiSténa vysoka korelace u transgennich plodin obsahujicich nizky

pocet kopii.

3.4.4.2 Southern blot hybridizace

Namisto Invader assay, kterd je spolu s kvantitativni-PCR (qPCR) relativné nové
pouzivanou technikou k urceni poctu kopii transgenu, je Southern blot hybridizace klasicky
pouzivanou technikou k tomuto ucelu. Stanoveni poctu kopii transgenu pomoci Southern blot
hybridizace spociva bud’ v rozStipnuti mista uvnitf, nebo blizko transgenu restrikcni
endonukledsou a nasledné elektroforetické separaci vniklych segmentll. Po ptidani specifické
sondy hybridizujici s transgenem, je mozné detekovat segment(y) transgenu. Pokud bude
transgen specificky rozstfizen restrikéni endonukledsou se vzacnym Stépnym mistem
ne uvniti konstruktu, ale na jednom ¢i druhém konci, tak po hybridizaci se sondou budou
na nylonové membrané patrny bandy vétsi nez ptivodni velikost konstruktu a jedna kopie
bude reprezentovana jednim bandem. Vyuzitim vzacného Stépného mista uvnitt transgenu se
po hybridizaci se sondou objevi naopak dva hybridiza¢ni signadly (Yuan a kol. 2007).
K urceni poctu kopii transgenu je mozné vyuzit Southern blot hybridizace za ptredpokladu, ze
bude na membrané stejné mnozstvi DNA, protoze intenzita signalu se muze liSit. Diivodem
je skuteCnost, ze ve vysledku ze Southern blot hybridizace pak neni snadné odhalit
pritomnost tandemovych repetic obsazenych v transgenu. Jednou z moznosti jak tomu
piedejit je zatazeni vnitiniho standartu spolu s testovanymi rostlinami. Druhou moZznosti, jak
odhalit u testovanych rostlin ptipadné tandemové repetice v transgenu, je proveést Southern
blot hybridizaci hodnocenych rostlin s ,(faleSnymi*“ transformovanymi rostlinami,
tj. vytvofenim jednokopiovych a vicekopiovych ,transformant pridanim rtizné¢ nafedéného
plazmidu k netransformovanym rostlinam (Bhat a Srinivazan 2002).

Tougou a kol. (2006) chtéli vytvofit rezistentni rostliny soji (Glycine max L.)
proti Soybean dwarf virus (SDV), a tak transformovali rostliny soji obracenou repetici

obalového proteinu SDV  oddélenymi genem pro B-glukoronidasu (GUS).
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U tfi rostlin TO generace stanovili pocet kopii transgenu vlozeného do genomu pomoci
Southern blot hybridizace, kde detekovali az 9 restrikénich fragmentt (9 kopii).

Srivastava a Raj (2008) stanovovali pomoci Southern blot hybridizace pocet kopii
transgenu  (obalového proteinu viru mosaiky okurky) vlozenych do genomu
transformovaného tabdku (Nicotiana benthamiana L.). Byl proveden ,screening
14 transgennich linii TO generace . K nastfihani genomické DNA byla pouZita endonukledsa
Hindlll, ktera méla jediné cilové misto vtransgenu. DNA byla poté fixovéana
na membranu a hybridizovana se sondou. Dv¢ z linii, které byly vybrany pro dalsi
experimenty, mély pouze 1 kopii transgenu v genomu a byly dale testovany na rezistenci
proti viru mosaiky okurky. Vybrané linie vykazovaly kompletni rezistenci proti viru.

Podobné charakterizovali pocet kopii vlozeného transgenu 1 Youk a kol. (2009)
v transgennich rostlindch melounu (Citrullus lanatus L.), ktery nadexprimoval obalovy
protein viru zeleno-skvrnit¢ mozaiky okurky (CGMMYV). Pomoci Southern blot analyzy
detekovali jednu kopii transgenu CGMMV-CP. Pouzité restrikéni endonukledsy (Af/11,
BamHI, Bglll) mély cilové misto uvnitf transgenu, ale ne sekvenci hybridizujici se sondou.
Jeden hybridiza¢ni band proto odpovidal 1 kopii v genomu. Autofi zjistili, Ze transformované

rostliny obsahuji jednu kopii transgenu.

3.4.4.3 Kvantitativni PCR

Na rozdil od urceni poctu kopii Southern blot hybridizaci neni stanoveni pomoci
kvantitativni PCR tak drah¢, ¢asové naro¢né a nevyzaduje 10 ug vzorku (Yuan a kol. 2007).
Technika real-time PCR umoziiuje detekci a méfeni PCR produktu po kazdém cyklu
v realném cCase. Real-time PCR se od standardni PCR odliSuje v podstaté tim, Ze ve smési je
pfitomna chemikalie, ktera ndm oznamuje po kazdém cyklu mnozstvi PCR produktu.
Variantou real-time PCR je vyuziti kvantitativni PCR (qPCR) k urceni poctu kopii, kterou se
budu dale zabyvat. Probihajici reakci zaznamenava real-time PCR cykler do grafu (Obr.1 A).
Na ose y v grafu je umisténa zména fluorescence a na ose x se nachdzi pocet cykla.
V pribéhu reakce se utvaii charakteristickd kitivka, kterd se déli na zékladni linii,
exponencialni fazi a platd v horni ¢asti. Soubézné s zakladni linii bézi tzv. prah cyklu (cycle
threshold), ktery protina kiivku v bod¢. Tento bod je charakterizovan vétsi fluorescenci nez

pozadi. Od tohoto bodu se tvoii reprodukovatelna data z grafu (Arya a kol. 2005).
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Obr. 1 Vystupy z real-time PCR cykleru (upraveno podle Heid a kol. 2010)
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Pomoci hodnot z grafu je mozno vytvofit externi kalibracni kiivku (Obr. 1 B),
pokud byl standard roziedén 10*. Nejdiive zac¢ind exponencidlné rist nejvétsi koncentrace
standardu v grafu, nejpozdéji stoupa nejméné koncentrovand. Na ose x je nanaSen logaritmus
vlozené koncentrace standardu a na ose y cycle threshold. Z rovnice vytvorené kalibracni
kiivkou lze urcit pocet kopii transgenu (Gachon a kol. 2004).

Druhym zpisobem je stanoveni pomoci interniho retencéniho genu a transgenu.
Interni referencni gen by se mé¢l exprimovat stale stejné¢ v prubéhu vyvoje a ristu. Urcuje se
kolikrat se 1i8i fluorescence interniho referencniho genu a vzorku (Arya a kol. 2005).

Pro vizualizaci PCR reakce tzv. ,real-time* je mnoho zpisobl. Je mozné pouzit
fluorescencni chemikalii, sondu s fluoroforem, nebo primery s modifikovanymi nukleotidy.
Nejvice pouzivany je fluorofor SYBR Green, ktery po pfiddni do reakéni smési se bude
vmezetovat do dsDNA a pouze poté bude fluoreskovat. Vyhodou jeho pouziti je jeho
univerzalnost a nizka cena. Naproti tomu TagMan chemismus je zalozen na syntéze sondy
s fluoroforem na 5" konci a zhaSeCem na 3" konci. Princip pak spociva v odsttizeni fluoroforu
Taq polymerdzou pii syntéze druhého vldkna a jeho nésledné fluorescenci. Pomérné
nedavnou alternativou k TagMan sond¢ je LNA. LNA (locking nucleic acids) se odliSuje
od TagMan sondy v tom, Ze obsahuje modifikované nukleotidy. Pfi navazani LNA sondy
na cilovou sekvenci modifikované nukleotidy zméni konformaci a uzaviou tuto strukturu
na cilovém misté. LNA sondy maji zvySenou teplotu tani, jsou krat§i a mnohem vice

specifické v porovnani s TagMan sondami (Gaspatic¢ a kol. 2008).
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Podobné TagMan sonddm jsou ,scorpions® sondy a molekuldrni majaky
(molecular beacons). Ob¢é metody vychdzi z vladsenky utvofené ze sondy, kdy jsou
fluorofor a zhaSe¢ blizko sebe a dochazi k rozruseni vlasenkové struktury pii hybridizaci
k templatu za vzniku fluorescence (Heid a kol. 1996).

Dalsi alternativou k vizualizaci qPCR je Plexor technologie. Plexor nevyuziva
sondu se zhaSeCem a fluoroforem, ale modifikovany nukleotid s fluoroforem na 5° konci
jednoho z primert. Nejvétsi signal je na zacatku reakce a postupné se snizuje s tim, jak je
k modifikovanym nukleotidim na 5" konci produktu fazen v opaéném fetézci zhasec. Plexor
je mozné vyuzit prfedev§im tam, kde je prednosti citlivost, nizkd cena a jednoduchost
(Gaspafric a kol. 2008).

Yi a kol. (2008) stanovovali pocet kopii transgenu (GFP) pomoci qPCR
v transgennim baviniku (Gossypium hirsutum L.) u 28 rostlin TO generace, které byly
transformovany GFP (green fluorescent protein) genem a selektivnim genem pro neomycin
fosfotransferasu 1I (NPTII). K uréeni poctu kopii GFP a NPTII v genomu bavlniku pouzili
metodu stanoveni pomoci endogenniho referenéniho genu ubiquitin-konjugujiciho enzymu
(UBC1). Analyza 28 TO transformanti ukézala, Ze 2 transgenni rostliny neobsahuji
GFP a ostatni obsahuji jednu nebo vice kopii GFP (tfinact rostlin obsahuje jednu kopii GFP,
tfi rostliny 2 kopie GFP, tfi rostliny 3 kopie GFP a sedm rostlin vice kopii GFP). Podobné
vysledky byly ziskdny analyzou rostlin pomoci Southern blot hybridizace, ale u sedmi
transgennich rostlin bylo pfitomno vice kopii GFP pomoci real-time PCR nez Southern blot
hybridizace. Autofi odivodnili tento nesouhlas nedostateCnou separaci segmenti DNA
v agarosovém gelu a dospéli k presvédceni, ze jejich qPCR je vurCovani poctd kopii
ptesngjs$i Southern blot hybridizace.

Schmitt a Parrot (2001) vyuzili qPCR k ovéfeni poctu kopii transgenu diive
urcenych transformovanych rostlin soji (Glycine max L.), obsahujici transgen bt-insekticidni
gen CrylAc z Bacillus thuringiensis, a transformovanych rostlin podzemnice olejné
(Arachis hypogaea L.), obsahujici hygromycin B fosfotransferasu, pomoci Southern blot
hybridizace. Ur¢eni poctu kopii bylo provedeno jak metodou standartni kiivky, tak metodou
stanoveni pomoci referencniho genu (genu pro lektin). Bylo zjisténo, Ze transgenni s6ja bud’
neobsahuje kopii, nebo obsahuje az dvé kopie transgenu a ze transgenni podzemnice olejna
obsahuje 2 kopie genu pro hygromycin B fosfotransferasu. Jejich vysledky se shodovaly

s urcenim poctu kopii transgentt pomoci Southern blot hybridizaci.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Transformované rostliny hrachu (Pisum sativum L.) odridy RAMAN linie 10025
byly ziskany ve spolupraci se spoleénosti Agritec vyzkum, §lechténi a sluzby s.r.o. Sumperk,
Mendelovou univerzitou v Brné€, Univerzitou Palackého v Olomouci a Vyzkumnym utstavem
picninafskym spol. s.r.o. Troubsko. K transformaci rostlin byl pouZit plazmid pWell07A,
ktery obsahoval transgen obalového proteinu (CP) odvozeny od viru semenem pienosné
mozaiky hrachu (PSbMV). Konstrukt transgenu (PSbMV-CP) je slozen z 35S promotoru,
»sense a antisense segmentu sekvence plastového proteinu viru semenem pienosné

mozaiky hrachu, intronu vlozeného mezi ,,sense* a ,antisense sekvence a CAMV polyA
sekvence (Obr. 1).

Obr. 1 Plazmid pWell07A obsahujici transgen (PSbMV-CP)
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Ke zjisténi ptitomnosti transgenu PSbMV CP byly pouzity transformované linie
hrachu (Pisum sativum L.) kultivaru RAMAN T2 a T3 generace, které byly inokulovany
virem PSbMV, a netransformované rostliny hrachu odridy RAMAN jako negativni kontroly.
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Semena rostlin byla vyseta do substratu Classman 4. Rostliny byly kultivovany ve fytotronu

16 hodin den pti 22 °C a 8 hodin noc pii 18 °C.

4.2  Pufry pro izolaci DNA, elektroforetickou separaci a dot blot hybridizaci

Extrakéni puft:

TE puft:

TAE puft:

Pufr kyseliny maleinové:

SSC pufr 20x:

Prehybridizacni puft:

Promyvaci pufr 1:

Promyvaci pufr 2:

Promyvaci pufr 3:

Blokovaci reagens (10%):

Detekéni pufr:

100 mmol/I Tris-HCI, pH 7,8

0,5 mol/l NaCl

50 mmol/l EDTA

tésné pred pouzitim piidat do 1 ml pufru 3 pl metkaptoetanolu
10 mmol/l Tris-HC], pH 8

1 mmol/1 EDTA,

40 mmol/l Tris-baze, pH 7,8

10 mmol/l octanu sodného

1 mmol/l EDTA;

28 mmol/l kys. octové

0,1 mol/l maleinové¢ kyseliny, pH 7,5 (pevny NaOH)
0,15 mol/l NaCl

3 mol/l NaCl

0,3 mol/l dihydratu citranu sodného, pH 7
5x SSC

0,1% SDS

1x blokovaci reagens (Roche)

0,2x SSC

1% SDS

0,1x SSC

1% SDS

0,1 mol/l maleinové¢ kyseliny, pH 7,5

0,15 mol/I NaCl

0,3% Tween 20

10g blokovaciho reagens (Roche)

rozpustit v 90 ml pufru kyseliny maleinové
0,1 mol/l Tris-HCI, pH 9,5

0,1 mol/I NaCl
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4.3  PouZité pristroje

Spektrofotometr Nanodrop 1000, Thermo scientific, Biotech
Minitiepacka 231, IKA Works Inc.
Centrifugy Spectrafuge mini C1301, Labnet international Inc.

MR221 Jouan, Trigon-plus
Biofuge pico, Heraeus, Kendro Laboratory products

Vodni lazen Grant sub, P-lab a.s.
Lyofilizator Speed Vac SPD 111, Thermo Savant
Termocyklery T-personal B/M, Whatman Biometra

Thermocycler TC-XP, Bioer
Elektroforetickd komora Fisherbrand
Zdroj stejnosmérného napéti PowerPack P25,Biometra
PCR pracovni stanice s UV Herolab clean cab plus, Schoeller s.r.o.
Orbitalni tfepacka OS-10s Biosan, Biotech
Inkubator TH30, Edmund Biithler GmbH, Trigon plus

4.4 I1zolace DNA

Pro izolaci DNA byly porovnany postupy extrakce pomoci kitu Easy DNA
(Invitrogen) a SDS (Delaporta a kol. 1983) s extrahovdnim fenol-chloroformem (Tel-
Zur a kol. 1999). Extrakce DNA provadéna kitem byla provedena dle ndvodu pfilozenému
ke kitu a postup u extrakce SDS s fenol-chloroformem jsem uvedl v Postupu 1. K izolaci
DNA bylo pouzito cca 170 mg listu u kontrol a 100 mg listu u transformovanych rostlin.
Ziskana celkova genomickd DNA byla rozpusténa ve 20 pl TE pufru. Koncentrace DNA byla

meéfena na spektrofotometru.

Postup 1: Izolace DNA pomoci SDS s naslednym extrahovanim fenol-chloroformem
1. Bylo homogenizovano cca 170 mg vzorku listu vtfeci misce na ledu s1 ml
extrakéniho pufru.
2. Homogenat byl pfenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a k nému bylo ptidano100 pl

20% SDS.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

. Vzorek byl protfepan, kratce stoen na centrifuze a byl inkubovan ve vodni lazni

10 min pt1 65 °C.
Do mikrozkumavky bylo pfidano 200 pl 5 mol/l octanu draselného, mikrozkumavka

byla prottepéana a sto¢ena. Vzorek byl umistén do ledové lazn€ po dobu 20 minut.

. Vzorek byl centrifugovan 20 minut pii 18 000 g pti 4 °C. Bylo odpipetovano 700 pl

supernatantu do nové 1,5ml mikrozkumavky. K supernatantu bylo ptidano 460 pl
izopropanolu (99,7%), mikrozkumavka byla nékolikrat pfevracena a umisténa
na 30 min. do -20 °C.

Supernatant byl odstranén po centrifugaci 20 minut pii 18 000 g pii 4 °C, byl pfidan
200 pl vychlazen¢ho 70% etanolu a mikrozkumavka byla protfepana.

Byla provedena centrifugace 20 min pii 18 000 g pti 4 °C a supernatant byl odstranén
a sediment byl suSen na lyofilizatoru 15 minut pii 50 °C. Sediment byl rozpustén
v 0,5 ml TE pufru.

Bylo ptidano 0,5 ml smési fenol-chloroform 1:1 (fenol — Sigma, kat. no. 203-632-7,
chloroform p. a.) ke vzorku. Vzorek byl protiepan a poté byl centrifugovan 10 min
pt1 10000 g pii pokojové teploté.

Bylo pfepipetovano 400 pl roztoku zhorni vodné fize do nové 1,5ml
mikrozkumavky a poté byl zopakovan krok 8.

Bylo pifeneseno 300 pl z horni fize do nové 1,5ml mikrozkumavky. Ke 300 pl
roztoku bylo ptidano 300 pl chloroformu (p. a.).

Vzorek byl protiepan, centrifugovan 10 min pii 10000 g pti pokojové teploté a byla
pienesena vodna faze cca 200 pl do nové 1,5ml mikrozkumavky.

Vzorek byl srazen s 0,5 ml izopropanolu (99,7%) po dobu 30 min pii -20 °C.

Byla provedena centrifugace vzorku po dobu 30 min pii 18 000 g pii 4 °C.
Supernatant byl vylit a mikrozkumavka se nechala odkapat dnem vzhiru
na filtraCnim papiru.

K sedimentu bylo pfidano 0,5 ml vychlazeného 70% etanolu k sedimentu a poté byl
zopakovan krok 13.

Sediment byl vysusen za 20 min pti 45 °C.

Vzorek byl rozpustén v 20 ul TE pufru.

24



4.5  PCR detekce transgenu v transformovanych rostlinach hrachu

K detekci transgenu v rostlindch hrachu (Pisum sativum L.) kultivaru RAMAN
linie 10025 T2 a T3 generace byla pouZita PCR s primery Kpnl x Xhol, Clal x Xbal,
Kpnl x Clal. Tyto tfi kombinace primerii byly navrzeny k amplifikaci ,,sense a ,,antisense*
sekvence pro PSbMV CP. Ddéle byly navrzeny primery Pavel 1 F/R,
Pavel 2 F/R a Pavel 3 F/R pomoci programu PrimerSelect LaserGene (DNAstar Inc.).
K detekci reportérového genu byly pouzity primery GUS inv F/R (Agritec vyzkum, Slechténi
a sluzby s.r.o.Sumperk). Posledni primery, které byly zkouseny, byly 35S F/R
(Agritec vyzkum, $lechténi a sluzby s.r.o. Sumperk) k detekci 35S promotoru.

Sekvence jednotlivych primerti jsou uvedeny v Tab. 1. Do PCR bylo vloZeno
od50 do 100ng celkové genomické DNA z transformovanych linii hrachu
(Pisum sativum L.) kultivaru RAMAN linie 10025 T2 a T3 generace. Podminky
pro jednotlivé reakce jsou uvedeny (Tab. 2). PCR reakéni smés pro rtizné primery byla
pfipravena podle Tab. 3. Objem u vSech reakci €inil 20 pl s vyjimkou 25 pl pro kombinaci
primerd GUS inv F/R. PCR reakce byla provedena na termocykleru a PCR produkty byly
separovany elektroforeticky v 1,5% agarose/TAE pufru cca 40 minut pfi 70 V (agarosa —
agarosa 1, Amresco, Biotechnology Grade, kat. no. 0710-500G) v elektroforetické komote

ptipojené ke zdroji stejnosmérného napéti.

Tab. 1 Sekvence pouzitych primerQ

Nazev primeru Sekvence primeru

Kpnl 5’- CATTATCTGTCTGAAAGTTGG - 3’
Xhol 5" - CTCGAGACAAGGGTGGAGTAGCA - 3’
Clal 5" - ATCGATACAAGGGTGGAGTAGCA -3’
Xbal 5" - TCTAGAGCGCCATTATCTGTCTGAA -3’
35SR 5’- GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA-3’
35S F 5’- GCT CCT ACA AAT GCC ATCA -3
GUS inv F 5’- TCTGCCAGTTCAGTTCGTTG - 3’

GUS inv R 5’- GATCGCGAAAACTGTGGAAT - 3’
Pavel 1 R 5" - GCGCCATTATCTGTCTGA - 3’

Pavel 1 F 5" - CAAGTTTTGGCAAGTGGT - 3’

Pavel 2 R 5'- GAGATGTCAACTTGTGCTGGATT - 3°
Pavel 2 F 5’- CCCTGGGGCCTTTTGAA - 3’

Pavel 3 R 5’- ATGACGCACAATCCCACTATC - 3’
Pavel 3 F 5’- AACCCAATTTCCCAACTGTA -3’
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Tab. 2 Podminky reakci s primery

Kombinace primertt | Podminky PCR reakce

Kpnl x Xhol 3 min 95 °C, 35x: 1 min 95 °C, 1 min 51 °C, 1 min 72 °C, 5 min 72 °C

Clal x Xbal Podminky stejné jako Kpn1 x Xhol, odlisna teplota nasedani primert 51 °C,
Kpnl x Clal Podminky stejné jako Kpnl x Xhol, odlisna teplota nasedani primert 55 °C
GUS inv F/R 2,5 min 95 °C, 35x: 30 s 94 °C, 30 s 56 °C, 30 s 72 °C, 5 min 72 °C

Pavel 1 F/R 2 min 94 °C, 35x: 30 s 94°C, 30 s 50 °C, 30 s 72°C, 7 min 72 °C

Pavel 2 F/R 2 min 94 °C, 35x: 30 s 94 °C, 30 s 50 °C, 60 s 72 °C, 7 min 72 °C

Pavel 3 F/R Podminky stejné jako u Pavel 2

35S F/R 2 min 94 °C, 35x: 30 s 94 °C, 30 s 51 °C, 30 s 72 °C, 7 min 72 °C

Tab. 3 Slozeni smé&si pro reakce PCR.

Obj k

Kombinace primertt | SloZzeni PCR smési Jeagﬁ akee
Kpnl x Xhol
Clal x Xbal Pufr 1x, MgCl, 1,5 mmol/I, dNTP 200 pmo/l,
Kpnl x Clal Primer 0,4 umol/l, Taq pol 1 U/reakce, vzorek 3 pl 20
Pavel 1 F/R o+ HIOYS, 2aq p : H
35S F/R

. Pufr 1x, MgCl, 1,5 mmol/l, ANTP 200 pumol/l,
GUS inv F/R Primer 0,3 umol/l, Taq pol 1 U/reakce, vzorek 3 2
Pavel 2 F/R Pufr 1x, MgCl, 1,5 mmol/l, ANTP 200 umol/l, 20
Pavel 3 F/R Primer 0,4 umol/l, Taq pol 1 U/reakce, vzorek 2 pl

4.6 Detekce transgenu pomoci dot blot hybridizace

K detekovani transgenu byla pouzita dot blot hybridizace. Dot blot hybridizace je
zalozena na naneseni denaturované DNA na nylonovou N+ membranu, jeji fixaci,
hybridizaci se specifickou sondou znaenou digoxygeninem a ndslednou detekci navazanych
anti-DIG Fab fragment protilatek konjugovanych s alkalickou fosfatasou pomoci rozkladu

chromogenniho substratu NBT/BCIP.

4.6.1 Syntéza DIG sondy

Jako templat pro syntézu sondy slouzil plazmid PSBX, ktery obsahoval sekvenci
pro plastovy protein viru PSbMV. Plazmid byl Stipan restrikéni endonukleazou Bsal
(New England Biolabs .Inc, kat. no. R0535S) 1 hod pii 50 °C (1 pl enzym 10 U/ ul, 5 pl pufr,
36 ul vody, 8 ul plazmidu 75,5 ng/ pul). Linearizovany PSBX plazmid byl pfecistén pomoci
QIAPrep Spin Miniprep kitu (Qiagen). DIG sonda (PSbMV-P) obsahujici sekvenci
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obalového proteinu viru PSbMV byla ptfipravena v termocykleru za podminek 2 min 95 °C,
30 cyklt po 30 s pi1 95 °C, 1 min 55 °C, 45 s 72 °C a zavére¢nou elongaci 10 min pii 72 °C
pomoci PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche). Upraveny rozpis PCR reakéni smési
podle kitu je uveden v Tab. 4. K reakci byly pouzity primery MI13 (Promega)
F: 5'-GTAAAACGACGGCCA-3", R:5-CAGGAAACAGCTATGAC-3". Sekvence PCR

syntetizované sondy je znazornéna na Obr. 2.

Tab. 4 Reakéni smes pro syntézu sondy

Nazev polozky mnozstvi polozky (ul)

PCR pufr s MgCl, 10x (vial 3) 5
PCR DIG mix pro syntézu sondy (vial 2) 5
M13 F 20 pmol/ul 1
M13 R 20 pmol/ul 1
Enzym mix (vial 1) 0,75
Plazmidova DNA 0,5 ng/ul 2
destilovana voda 35,25
vysledny objem 50

Obr. 2 Sekvence sondy pouzita pro Dot blot hybridizaci

4.6.2 Testovani aktivity PSbMV-P sondy

Aktivita PSbMV-P sondy byla testovana pii fedéni 20x, 2 000x, 6 600x 20 000x,
66 000x, 200 000x, 666 000x, 2 000 000x v TE pufru obsahujicim FISH sperm (5 pg/ml)
dle Dig Application Manual for Filter Hybridization (Roche Molecular Biochemicals, 2000).
Pozitivni kontrolou byla CCAT sonda (RNDr. Petr Nadvornik, Ph.D.), jako negativni

kontrola byl pouZit TE pufr s FISH spermem. Pti experimentu se postupovalo dle Postupu 2.



Postup 2: Testovani aktivity sondy

I.

PSbMV-P sonda byla natedéna s FISH spermem (5 pg/ml) v TE pufru na 20x,
2 000x, 6 600x 20 000x, 66 000x, 200 000x 666 000x, 2 000 000x a vse bylo
umisténo na led (Tab. 5). Pozitivni kontrolou byla CCAT sonda a negativni FISH

sperm.

Tab. 5 Redéni DIG PCR ptipravené sondy

No. | Odebrano (ul) | Z roztoku | Fish sperm (ul) | Cel. fedéni

1 1 | zasobni 19 20x
2 2 1 198 2 000x
3 15 2 35 6 600x
4 5 2 45 20 000x
5 5 3 45 66 000x
6 5 4 45 200 000x
7 5 5 45 660 000x
8 5 6 45 2 000 000x
9 50

Na N+ Hybond membrédnu bylo naneseno po 2 ul fedéni sondy tj. od 20x
do 2 000 000x, 2 ul positivni kontroly (CCAT sondy) a 2 ul negativni kontroly
(TE pufru obsahujiciho FISH sperm). Membrana byla usuSena.

Membrana byla zapecena pti 1,8 MJ na 260 s.

Na Petriho misku byla umisténa membrana a k ni bylo pfidano 10 ml promyvaciho
pufru 3. Petriho miska byla inkubovana 2 min na orbitdlni tfepacce (50 otacek/min)
v inkubatoru pii 37 °C v inkubatoru. Pufr byl poté odstranén.

Do Petriho misky byl ptfidano 10 ml 1% blocking solution (Roche, kat. no. 11 096
176 001) na 30 minut pii 50 otackadch/min na orbitadlni tfepacce pi1 37 °C
v inkubatoru. Blokovaci reagens bylo vyménéno za roztok protilatek anti-DIG
alkalicka fosfatasa Fab fragment (Roche, kat. no. 11 093 274 910) (5 ul roztoku
protilatek do 10 ml 1% blokovaciho reagens).

K membrané bylo pfidano 10 ml promyvaciho pufru 3 a byla inkubovéna 15 min
pi1 50 otdCkach/min na orbitalni tfepacce pii 37 °C v inkubatoru. Tento krok byl
zopakovan jesté jednou.

Bylo pifidano 10 ml detekéniho pufru a byla inkubovana 5 min 50 otacek/min

na orbitalni ttepacce pii 37 °C v inkubatoru.

. Na Petriho misku bylo pipetovano 10 ml detekéniho pufru s 32 pl pracovniho roztoku

NBT (nitro-blue tetrazonium chlorid) a 32 ul pracovniho roztoku BCIP
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(5-bromo-4-chloro-3’-indolyl fosfat). Pracovni roztok NBT byl pfipraven
rozpusténim 50 mg/1 ml 70% vodného roztoku dimetylformamidu a pracovni roztok
BCIP 50 mg/1 ml 100% dimetylformamidu.

9. Odecteni vysledki bylo provedeno nasledujiciho dne.

4.6.3 Optimalizace Dot blot hybridizace

K optimalizaci dot blot hybridizace byla pouzita celkova genomicka DNA
izolovana z netransformovanych linii hrachu (Pisum sativum L.) kultivaru RAMAN. Celkova
genomicka DNA byla oSetiena RNAasou A (Promega, kat. no. A7973). Na 100 mg listu bylo
piidano 10 pl roztoku RNAasy A (1 mg/ml). RNAasa A byla inkubovana s izolovanou DNA
po dobu 30 min pii 37 °C s 600 otaCkami/min na ,,mixing blocku*.

Optimalizace dot blot hybridizace se soustfedila na stanoveni optimalni
koncentrace formamidu v hybridizaénim pufru. Byly testovany nasledujici koncentrace
formamidu: 0%, 5%, 10%,15% a 20%. V kazdé varianté byla pozitivni kontrola — plazmid
pWell07A (380 ng), dvé negativni kontroly — netransformované rostliny hrachu odridy
RAMAN (cca 2600 ng) a blank — voda. Optimalizace byla provedena podle Postupu 3
(Dig Application Manual for Filter Hybridization, Roche Molecular Biochemicals, 2000).

Postup 3: Dot blot hybridizace

1. Vzorky byly denaturovany 95 °C po dobu 10 minut v thermocykleru a ihned byly
pfeneseny na led se soli.

2. Byla pouZita odpovidajici velikost N+ Hybond (Amerscham) membrany a tuzkou
byla membrdna rozdélena do ctverci. K experimentu byly pouZzity Petriho misky
o pruméru 4,5 cm, kterym odpovidala velikost ustfizené membrany. Na membranu
byl nanesen veSkery vzorek a bylo pfidano 2 pl positivni kontroly i1 negativni
kontroly.

3. Vzorky se nechaly vsaknout do membrany (cca 5 min) a byly fixovany na membranu
1,8 MJ na 260 s pod UV lampou.

4. K membran¢ byl ptfidan 1 ml prehybridiza¢niho pufru obsahujici 15% formamidu
(pro optimalizaci bylo pouZito 0 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 % formamidu). Membrana
byla inkubovana 30 min na orbitdlni tfepacce pi1 50 otackach/min pii 42 °C

v inkubatoru.
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10.

11.

12.

4.6.4

. Pred skonCenim inkubace membrany s prehybridizacnim pufrem byla sonda

denaturovéana po dobu 10 min pii 95 °C v termocykleru a poté ihned pienesena na led
se soli. Pufr v Petriho misce byl odstranén a bylo pfiddno 1 ml prehybridiza¢niho
pufru obsahujicitho 15% formamid (pro optimalizaci bylo pouzito 0 %, 5 %, 10 %,
15 %, 20 % formamidu) a 2 pl denaturované sondy. Hybridizace sondy k templatu
byla provedena pies noc pii 42 °C na orbitdlni tfepacce pii 50 otackach/min
v inkubatoru.

Membrana byla inkubovéna s 1 ml promyvaciho pufru 1 15 min na orbitdlni tftepacce
pti 50 otaCkach/min pti 42 °C v inkubdatoru.

Promyvaci pufr 1 byl vyménén za 1 ml promyvaciho pufru 2 a Petriho miska byla
inkubovana 15 min na orbitdlni tiepacce pii S0 otackach/min pii 42 °C v inkubatoru.
Blokovani membrany bylo provedeno 1 ml 1% blokovaciho reagens (Roche, kat. no.
11 096 176 001) po dobu 30 min na orbitalni ttepacce pii 50 otackach/min pti 37 °C
v inkubatoru.

Po blokovani membrany byl pfidan 1 ml 1% blokovaciho reagens s 0,5 pl anti-DIG
alkalicka fosfatasa Fab fragment protilatkami (Roche, kat. no. 11 093 274 910).
Inkubace s protildtkami probihala 1 hodinu na orbitalni tfepacce pii 50 otackach/min
pti 37 °C v inkubatoru.

Membréana byla promyta 1 ml promyvaciho pufru 3 po dobu 15 min na orbitalni
tfepacce pii 50 otackach/min pti 37 °C v inkubatoru. Tento krok byl zopakovan jeste
jednou.

Promyvaci pufr byl odstranén a k membrané¢ byl ptfidan 1 ml detekéniho pufru
po dobu 5 min na orbitalni tfepacce 50 otacek/min 37 °C v inkubatoru. Pufr byl
vyménén za 1 ml Cerstvého detekéniho pufru doplnéného pracovnimi roztoky NBT
(nitro-blue tetrazonium chlorid) a BCIP (5-bromo-4-chloro-3’-indolyl fosfat).
Do 5 ml detek¢niho pufru se piidava 16 pl pracovniho roztoku NBT (50 mg/1 ml
70% vodného roztoku dimetylformamidu) a 16 pl pracovniho roztoku BCIP
(50 mg/1 ml 100% dimetylformamidu).

Membréna byla uloZena do temna a vysledek byl hodnocen druhého dne.

Detekce transgenu pomoci Dot blot hybridizace

Detekce transgenu byla provedena podle Postupu 3. Na nylonovou N+ Hybond

membranu bylo naneseno 380ng DNA pozitivni kontroly (plazmid pWell07A),
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cca 2600 ng DNA negativni kontroly (netransformované rostliny hrachu odriidy RAMAN),
blank (voda) a 2050 az 12 000 ng celkové genomické DNA z transformovanych rostlin linie
10025 hrachu (Pisum sativum L.) kultivaru RAMAN T3 generace. Celkova genomicka DNA
z netransformovanych 1 transformovanych rostlin byla oSetfena RNAasou A (Promega, kat.
no. A7973). Na 100 mg listu bylo ptidano 10 ul roztoku RNAasy A (1 mg/ml). RNAasa A
byla inkubovana sizolovanou DNA po dobu 30 min pii 37 °C s 600 otackami/min

na ,,mixing blocku*.
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolace DNA

Bylo hodnoceno 50 rostlin hrachu (Pisum sativum L. ) odraidy RAMAN linie
10025 T2 a T3 generace se zvySenou odolnosti proti viru PSbMV. Celkova genomicka DNA
byla izolovdna pomoci extrakce SDS a fenol-chloroformem. Timto postupem bylo ziskano
vetsi mnozstvi DNA nez pomoci kitu Easy DNA kit (Invitrogen). Pro srovndni pomoci kitu
bylo izolovano ze 70 mg listu 233 ng celkové genomické DNA, ale pomoci izolace
SDS a extrahovani fenol-chloroformem bylo ze 70 mg listu ziskano 608 ng, tj. 2,5x vice.
Izolace pomoci kitu nebyla opakovéna; diivodem byl omezeny pocet semen, ktery byl

k dispozici. Udaje o &istoté a koncentraci nukleovych kyselin jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6 Vzorky hrachu (Pisum sativum L. ) odraidy RAMAN T2 a T3 generace

No. | Nazev vzorku VL (mg) | ¢ (ng/ul) 260/280
1| RAMAN B T3 2/1/5 54 513 2,05
2 | RAMAN B T3 2/2/5 62 607 2,10
3| RAMAN B T3 2/2/11 62 667 1,98
4 | RAMAN B T3 2/3/2 74 780 2,12
5| RAMAN B T3 2/4/2 69 794 2,08
6 | RAMAN B T3 2/6/3 56 553 2,02
7| RAMAN B T3 2/4/8 52 1126 2,12
8 | RAMAN B T3 2/4/10 60 1155 2,15
9| RAMAN B T3 2/5/2 59 1174 2,12

10 | RAMAN B T3 2/5/3 64 1333 2,11
11 | RAMAN B T3 2/5/4 52 1221 2,13
12 | RAMAN B T3 2/5/5 41 1074 2,15
13| RAMAN B T3 2/2/4 60 689 2,19
14 | RAMAN B T3 2/2/8 77 807 2,20
15| RAMAN B T3 2/2/9 40 461 2,12
16 | RAMAN B T3 2/2/15 48 342 2,17
17 | RAMAN B T3 2/3/1 67 434 2,13
18 | RAMAN B T3 2/4/1 43 484 2,14
19| RAMAN B T3 2/1/1 31 212 2,21
20 | RAMAN B T3 2/5/1 51 552 2,15
21 |RAMAN B T3 2/6/6 60 574 2,13
22 | RAMAN B T3 2/6/7 47 401 2,16
23 | RAMAN B T3 2/7/4 56 241 2,21
24 | RAMAN B T3 2/7/5 58 400 2,13
25| RAMANB T2 1/3 94 829 2,14
26 | RAMAN B T2 2/4 90 1225 2,16
27 | RAMAN B T2 1/5 80 990 2,11
28 | RAMAN B T2 1/7 61 531 2,08
29 [RAMAN B T2 2/2 65 71 1,98
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Tab. 6 Vzorky hrachu (Pisum sativum L. ) odridy RAMAN T2 a T3 generace (pokracovani)

No. [Nazev vzorku VL (mg) | c (ng/ul) |260/280
30| RAMAN B T2 2/11 57 474 2,02
31 |RAMAN B T2 2/10 77 1268 1,60
32| RAMAN B T2 2/9 69 609 1,99
33| RAMAN B T2 2/8 66 1876 1,64
34| RAMAN B T2 2/7 70 1506 1,84
35| RAMAN B T2 2/5 55 278 1,96
36 | RAMAN B T2 2/4 78 415 2,11
37| RAMAN B T2 2/3 54 258 2,14
38 | RAMAN B T2 2/2 88 554 2,05
39| RAMAN B T2 2/1 63 565 1,76
40 [ RAMAN B T3 2/2/2 65 443 2,08
41 [RAMAN B T3 2/2/6 60 446 2,08
42 [RAMAN B T3 2/2/7 83 439 2,15
43 [RAMAN B T3 2/5/6 63 276 2,11
44 [RAMAN B T3 2/6/4 51 349 2,16
45 [RAMAN B T3 2/7/6 58 243 2,14
46 [RAMAN B T3 1/1/2 61 747 2,24
47 | RAMAN B T3 1/3/5 54 559 2,17
48 [ RAMAN B T3 1/4/3 38 653 2,24
49 [RAMAN B T3 1/5/7 47 292 2,22
50 | RAMAN B T3 1/6/1 43 2399 2,22
N1 | Negativni kontrola 189 2132 2,17
N2 | Negativni kontrola 161 1734 2,22
N3 | Negativni kontrola 172 3762 2,12
N4 | Negativni kontrola 183 2538 2,14
NS5 | Negativni kontrola 188 2264 2,21
N6 | Negativni kontrola 101 451 2,18
N7 | Negativni kontrola 105 488 2,17

Vysvétlivky: VL — vaha listu, ¢ — koncentrace, zapis RAMAN B T3 X/Y/Z = hrach kultivaru RAMAN,
nahradni vzorek, 3. generace, semeno x 1. generace semeno y 2. generace semeno y 3. generace, vzorky N1-N7
jsou negativni kontroly, Pozn.: u vzorku 1-2, 7-8, 29, 30-40, 42, 46-50 se nepodatilo detekovat transgen

5.2 Detekce transgenu

5.2.1 Detekce transgenu pomoci PCR

Neptimo jsem detekoval trangen v transgennich rostlinach hrachu
(Pisum sativum L.) odridy RAMAN linie 10025 T2 a T3 generace u 8 vzorka
z 25 transformovanych rostlin (25-28, 41, 43-45 viz Tab. 6). PCR technikou s primery 35S
byla amlifikovana sekvence 35S promotoru (200bp). Stejné velky produkt byl ziskan

u pozitivni kontroly a zddny produkt nebyl ziskan u negativni kontroly. Byla také provedena
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PCR detekce GUS genu pomoci primerdt GUS inv F/R, ale tato nepiima detekce byla
neuspéSna. Nebyl ziskan produkt utransformovanych rostlin, ale byl ziskdn produkt
odpovidajici velikosti u pozitivni kontroly. U ostatnich kombinaci primert Kpnl x Xhol,
Clal x Xbal, Kpnl x Clal, Pavel 1 F/R, Pavel 2 F/R a Pavel 3 F/R, které amplifikujici
sekvence PSbMV CP, nebyly zddné¢ produkty ocekavané velikosti s vyjimkou pozitivni
kontroly (plazmid pWell07A).

Obr.3 Detekce 35S promotoru v transgennich rostlinach hrachu

[
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S 25 26 27 28 + +
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Vysvétlivky: 100 bp Plus DNA Ladder GeneRuler (Fermentas), 25-28 vzorky z transformovanych rostlin
T2 generace odolnych proti PSbMV viru, + pozitivni kontrola (plazmid pWell07A),
pozitivni vzorek
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Obr. 4 Detekce 35S promotoru v transgennich rostlinach hrachu
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Vysvétlivky: 100 bp Plus DNA Ladder GeneRuler (Fermentas), 46-51 vzorky z transformovanych rostlin
T3 generace odolnych proti PSbMV viru (kazdy vzorek je pfitomen jako nefedény a nafedény 10x), - negativni
kontroly N6, N7 (u kazde negativni kontroly je varianta nefedéna a nafedéna 30x), vzorek pozitivni N\

5.2.2 Prima detekce transgenu pomoci dot blot hybridizace

Trangen se nepodafilo pfimo detekovat pomoci PCR, a proto byla pouZita dot blot
hybridizace. Pro detekci transgenu byla piipravena PSbMV-P sonda pomoci kitu DIG Probe
Synthesis od firmy Roche. PSbMV-P sonda poskytovala pozitivni reakci do 6 600x nafedént,
pozitivni kontrolou byla CCAT sonda a negativni FISH sperm (Obr. 4)

Obr. 4 Testovani aktivity sondy

Vysvétlivky: d pozitivni

Dot blot metoda byla optimalizovana pouZzitim riznych koncentraci formamidu

(0-20 %) pro pozitivni kontrolu plazmid pWell07, negativni kontroly
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netransformované rostliny N1 a N2 a blank. Nejvétsi specifitu a nejmensi pozadi vykazovala

15% koncentrace formamidu v prehybridizacnim pufru (Obr. 5).

Obr. 5 Optimalizace Dot blot pouZitim rizné koncentrace formamidu (zprava membrana

s 0%, 5 %, 10 %, 15 % a 20 %)

".ro'"{o[o | e

Vysvétlivky: pozice vzorki na kazdé membrané vlevo nahofe: positivni kontrola, vpravo dole:
blank a diagonaln¢: 2 negativni kontroly.

Dot blot hybridizace s 15% formamidem v prehybridizaénim pufru byla pouzita
k detekci transgenu v transgennich rostlinach hrachu (Pisum sativum L.) odridy RAMAN
T3 generace. Vysledek dot blot hybridizace je wuveden v Tab.7ana Obr.6.
Ze 24 testovanych vzorkt bylo pozitivnich 20. Pozitivni kontrola davala pozitivni

signal a negativni kontroly byly bez signalu.

Tab. 7 Vysledky Dot blot hybridizace

ngna . ngna .
No. | Nazev vzorku membranu /- | No. Nazev vzorku membranu /-
1 |RAMAN B T3 2/1/5 2052 | - 16 | RAMAN B T3 2/2/15 6147 | +
2 | RAMAN B T3 2/2/5 2430 | - 17 | RAMAN B T3 2/3/1 7819 | +
3| RAMAN B T3 2/2/11 2666 | + 18 | RAMAN B T3 2/4/1 8705 | +
4 | RAMAN B T3 2/3/2 3120 + 19 | RAMAN B T3 2/1/1 3816| +
5| RAMAN B T3 2/4/2 3174 | + 20 | RAMAN B T3 2/5/1 9936 | +
6 | RAMAN B T3 2/6/3 2210 + 21 | RAMAN B T3 2/6/6 10332 +
7 | RAMAN B T3 2/4/8 10137 | - 22 | RAMAN B T3 2/6/7 7218 | +
8 | RAMAN B T3 2/4/10 10392 | - 23 | RAMAN B T3 2/7/4 4336 | +
9| RAMAN B T3 2/5/2 10562 | + 24 | RAMAN B T3 2/7/5 7195| +
10 | RAMAN B T3 2/5/3 11999 | + N1 | Negativni kontrola 2324 | -
11 | RAMAN B T3 2/5/4 10987 | + N2 | Negativni kontrola 1892 | -
12 | RAMAN B T3 2/5/5 9670 | + N3 | Negativni kontrola 3564 | -
13 | RAMAN B T3 2/2/4 6204 | + N4 | Negativni kontrola 2404 | -
14 | RAMAN B T3 2/2/8 7265 | + NS5 | Negativni kontrola 2145 -
15 | RAMAN B T3 2/2/9 8294 | + - - -

Vysvétlivky: /. = pozitivni / negativni detekce, zapis RAMAN B T3 X/Y/Z = hrach kultivaru RAMAN, vzorek
nahradni, 3. generace, semeno x 1. generace semeno y 2. generace semeno y 3. generace, vzorky N1-N5 jsou
negativni kontroly
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Obr. 6 Vysledek dot blot hybridizace vzorku 1-24

Vysvétlivky: Bl blank, 1-24 vzorky transgennich rostlin hrachu rostlin (Pisum sativum L.) odridy RAMAN
T3 generace, + pozitivni kontrola (plazmid pWell07A), -K negativni kontrola A: N1, N2 ; B: N3, N4; C: N5,
4 pozitivni vzorek
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6 DISKUZE

Transgenni rostliny, se kterymi byly provadény experimenty, byly rezistentni viici
viru mozaiky hrachu pienosné semenem (PSbMV). Vlastni transgen ptfedstavoval segment
genu pro plastovy protein (CP) viru PSbMV v ,sense“ a ,anti-sense* orientaci oddéleny
vloZzenym intronem. Pfi expresi transgenu bylo cilem vytvoieni vldsenky z ,,sense* a ,anti-
sense* sekvence transkriptu a ndsledné aktivaci PTGS, ktery indukuje resistenci proti
PSbMV. StéZejnim ukolem experimentédlni Casti prace bylo stanovit pfitomnost transgenu
v transformovanych rostlinach hrachu.

Pomoci PCR bylo mozno stanovit pfitomnost 35S  promotoru
u 8 z 25 transgennich rostlin T2 a T3 generace. Primery amplifikujici GUS gen a primery
amplifikujici sekvence obalového proteinu viru PSbMV nebylo mozno detekovat transgen.
V ptipadé¢ funkéniho transgenu je detekce piitomnosti transgenu pomoci PCR urcena
specifickymi primery, které amplifikuji specificky produkt reakce o definované velikosti.
Bylo usouzeno, ze mohlo dojit k poskozeni konstruktu a v dasledku toho cilovd mista
pro nasedani primera nebyla rozpoznana.

VétSina autorti ale povazuje PCR reakci za vhodnou techniku k detekci transgenu,
detekuji vSak vzdy funkéni neposkozeny transgen. Bai a kol. (2008) uspeésné detekovali
obracenou repetici polymerdzového genu viru mozaiky cukrové titiny (SCMV)
v transformovanych rostlinach TO generace kukufice pomoci PCR. Dalsi autofi, kteti byli
uspéSni v detekci transgenu pomoci PCR, byli Hurst a kol. (1999) v transgenni soji
(Roundup ready) a kukutici (Event 176), Wang a kol. (2000) v transgennim jecmeni
(Hordeum  vulgarelL.),  Srivastava a  Raj  (2008) v transgennim  tabaku
(Nicotiana bethamiana L.) a Fan a kol. (2009) v transformované papdji (Carica papaya L.).

Dalsi technikou, ktera byla pouzita vedle PCR, byla dot blot hybridizace. VétSina
autori nepouziva dot blot hybridizaci k detekci transgenu a davaji prednost PCR, ktera
spotiebuje vyrazné¢ mén¢ DNA a jeji provedeni je méné c¢asové narocné. V mé bakalaiské
praci byla pouzita dot blot hybridizace, pifi které byla hybridizovand PSbMV-P sonda
detekovana enzymaticky. Tato technika byla pro detekci transgenu Usp&Sna (20 pozitivnich
transformovanych rostlin z celkem 24 testovanych dot blot hybridizaci), pozitivni vysledek
mohl byt odecten jiz od cca 3000 ng fixované DNA s minimalni nespecifickou hybridizaci
na nylonové membrang. Odezva signalu byla vSak slaba a podporuje mysSlenku, ze mohlo

dojit k poSkozeni transgenu. Naproti tomu Baiakol. (2008) fixovali na membranu
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10 ng DNA, provedli mnohem citlivéjsi detekci transgenu pomoci radioaktivné znacené
sondy a dosahli mnohem silnéjSiho signalu.

V této praci byl transgen obtizné¢ detekovatelny pomoci PCR a slabé pomoci
dot blot hybridizace. Je pravdépodobné, ze transgen byl poSkozen. Jaky proces mohl
zaptiCinit poSkozeni trangenu a tim ztiZit jeho detekci? Choffnes a kol. (2001) zjistili, Ze
rekombinace mize vést aZ ke ztrat¢ transgenu. Hoenicka a Flaudung (2006) uvadi jako dalsi
moznosti nestability transgenu kromé jiz zminéné rekombinace, uml€ovani genti, mutace
nebo aktivace retrotranspozond.

Pro charakteristiku transgennich linii hrachu, které v T3 generaci vykazuji zvySenou
odolnost vii¢i PSbMV, bude nutné potvrdit, ze doSlo ke specifické indukci PTGS wviici

zminénému viru, a to detekci siRNA pochazejicich z degradovaného viru.
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7 ZAVER

V souboru testovanych transformovanych rostlin hrachu (Pisum sativum L.)
linie 10025 kultivaru RAMAN T2 a T3 generace byl detekovan PSbMV-CP transgen
nepiimo pomoci PCR (35S promotor) a pfimym stanovenim pomoci dot blot hybridizace se
specifickou sondou.

Nepifimym stanovenim zaloZzenym na detekci 35S promotoru jsem testoval
25 transgennich rostlin hrachu T2 a T3 generace, z nichZ 8 rostlin bylo pozitivni. Pomoci dot
blot hybridizace se specifickou PSbMV-P sondou bylo z24 hodnocenych transgennich

rostlin T3 generace hrachu 20 pozitivnich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BCIP 5-bromo-4-chloro-3’- indolyl fosfat

BYDV Barley yellow dwarf virus, virus zluté zakrslosti
jeCmene

CP obalovy protein

CAMV Cauliflower mosaic virus, virus zluté mozaiky
kvétaku

CMV Cucumber mosaic virus, virus mozaiky okurky

CGMMV Cucumber green-mottle mosaic virus, virus

zelenoskrvnité mozaiky okurky

CGMMV-CP transgen odvozeny z obalového proteinu
CGMMV

DIG digoxygenin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotid trifostat

dsRNA dvouvldknova RNA

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

GFP green fluorescent protein

GMO geneticky modifikovany organismus

GUS B-glukoronidasa

ICP insecticial crystal protein

IMT inositol transferasa

LAMP loop mediated isothermal amplification

LNA locking nucleic acids

NBT nitro-blue tetrazonium chlorid

NPTII neomycin phosphotransferase 11

qPCR kvantitativni PCR

PCR polymerazova tetézova reakce

PRSV Papaya ringspot virus

PSbMV Pea seed-borne mosaic virus, virus mozaiky

hrachu pfenosné semenem
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PSbMV-CP transgen (,,sense“ a ,antisense“ segment CP

viru PSbMV a mezi nimi intron)

PSbMV-P DIG sonda se segmentem CP viru PSbMV
z plazmidu PSBX

PTGS post-transkripni uml€ovani genti

RISC RNA-indukovany umlcujici komplex

RNA ribonukleova kyselina

SCMV Sugarcane mosaic virus, virus mozaiky cukrové
titiny

SDV Soybean dwarf virus

siRNA mal4 interferujici RNA

ssRNA jednovlaknova RNA

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRV Tobacco rattle virus, virus nekrotické

kaderavosti tabaku

UBCl1 ubiquitin-konjugujici enzym
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