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Cile prace
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1. Uvod
PSenice seta (T. aestivum) je travina z ¢eledi lipnicovitych, péstovana pro jeji

semena, jejichz zpracované produkty jsou zékladni potravina pro velkou ¢ast svéta.

Naroky na vynos pSenice se v poslednich letech zvySuji ze dvou divodi; zména
klimatu postupné vede k navySeni prumérné teploty, coz vede ke snizeni vynosu
(Zhao et al., 2017). Dalsi problém je trend rtstu populace, vroce 2100 bude
predpokladany pocet obyvatel az 16 mld (UN).

Klasické metody Slechténi jiz nejsou pro tyto ucely dostacujici, je tedy nutné vyuzit
moderni metody molekularni biologie, které ovSem maji vyzvy, jeZz je nutno
piekonat. Genom pSenice byl rozlustén teprve nedavno (IWGSC, 2018); mnoho
genll ma stale neznamou funkci, a pro jejich vyuziti ve Slechténi odolnéjSich a

vynosngj$ich kultivarii pSenice je nutné jejich funkci objevit.

K tomuto tcely slouzi funkéni genomika, Kterd vyuziva hlavné metody editace a
V pievazné mife umléeni gend jako jsou rekombinace, virus induced gene silencing
(VIGS), tedy transientni zamezeni translace genovych transkriptd, ¢i pouZiti enzymu
schopnych pozménit primarni strukturu DNA napi. TALENS, Cas9, zinc finger

nukleasy, pro vytvoieni knock-out (KO) mutantd.

Tato bakalaiskd prace se zabyva pravé vyuzitim virG jakoZzto vektort pro VIGS,

pfipadné vektorl pro tyto enzymy.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 PSenice a jeji vyznam pro lidstvo

Jak jiz bylo zminéno, pSenice je jednim z kli¢ovych zdrojl potravy pro valnou cast
svétové populace. Jen v roce 2017 byla pSenice péstovana na 218 453 mil. ha, coz ji
de€la nejvice pestovanou plodinou, a vynosy byly az 771 milioni tun, coz ji ¢ini tfeti

nejvynosnéjsi plodinou, po kukufici a ryzi (Faostat).

2.1.1 Historie péstovani pSenice

Prvni kultivace Psenice seté probihala nejspise mezi 8 000 — 10 000 lety pi.n.l.,
jakozto soucast Neolitické revoluce, tedy ptfechodu zlovu a sbéracstvi na
zeméd¢lstvi. AvSak jiz pfed T. aestivum byly vyuzivany druhy pSenice jako
diploidni (AA) (einkorn) ¢i tetraploidni (AABB) (emmer) a jejich ptfibuzenské
vztahy naznacuji, ze puvod pSenice je v jihovychodni ¢asti Turecka (Heun et al.
1997). V 7 tisicileti pi.n.l. byla pSenice rozsifena do celého blizkého vychodu, kde se
hlavné starovéci Egyptané zaslouzili o rozvoj agronomie péstovani a Slechténi

pSenice (Feldman, 2001).

Prvotni kultivary pSenice byly vyslechtény primarné selekci z divokych populaci;
prvotni geny, jez byly selektovany a daly zaklad modernim kultivarim byly
napiiklad mutantni gen Br (brittle rachis) (Nalam et al. 2006), ktery je zodpovédny
za tiiSténi klasu a uvolnéni semen ¢i gen Tg, jehoz mutace drasticky usnadnila

vymlaceni semen z klasu (Simons et al., 2006).

Rozsiteni pSenice po celém svété probehlo postupné; do Evropy pies Anatolii do
Recka v 6 tis. pf. n. | a nasledné pies Balkansky poloostrov (5 pt. n. 1.) do Podunaji a
zhruba ve stejném obdobi do Italie, Francie a Spané&lska. Do Velké Britanie a
Skandinavie byla pSenice rozsifena ve 3 tis. pf. n. l.. Podobnym zplisobem se pSenice
rozsitila pies Iran do stiedni Asie, dosahujice Ciny 1. tis. pf. n. 1. a ve stejné dobg
byla rozsifena do Afriky pres Egypt. Spanélé piivezli pSenici do Mexika v roce 1529
a v Australii byla zavezena poprvé v roku 1788; v tomto bodé dobyla pSenice cely
svét (Feldman et al., 2001)



2.1.2 Genom pSenice

Genom pSenice je, V porovnani s ostatnimi plodinami, velmi rozsahly a komplexni.
Velikost genomu je kolem 15,5 Gb (IWGSC 2018); coz je 5X vice nez genom
¢lovéka a nékolikanasobné vice nez nékteré dalsi plodiny (Obr. ¢. 1). Komplexitu
genomu nezpusobuje jen jeho Cirda velikost, ale i1 skuteCnost, Ze pSenice je
alohexaploid, tedy jeji genom tvoii 3 sady chromosomu ze tfech blizce piibuznych
predku a také fakt, ze 80-90 % genomu pSenice jsou repetitivni sekvence (IWGSC
2018).
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Obrazek 1 Srovnani velikosti genomi ruznych rostlin. Jak je mozné vidét, ve srovnani
sbéznymi plodinami ma psenice mnohonasobné véEtSi velikost genomu. zdroj:
coloradowheat.org

PSeni¢ny genom maé celkem 42 chromosomt, které jsou ve tfech sadach od tfech
riznych piedkd (T. urartu, Ae. speltoides, Ae. tauschii), kdy kazdy pfispél 7 pary
chromosomil. PSenice mad chromosomy jak homologni, tak homeologni, tedy
S podobnym obsahem, avSak nenalezici stejnému chromosomovému paru. Je
odhadovano, Ze pSenice ma 107 000 — 108 000 genu (IWGSC, 2018), zatimco
kuptikladu ryze ma genll pouze 56 000

(http://rice.plantbiology.msu.edu/analyses_facts.shtml), coz je téméf dvojnasobek

gentl, jejichZ funkci je tfeba objevit.

V této kapitole byl piedstaven jak vyznam tak dulezitost pSenice seté jakozto zdroje
potravy pro lidstvo a jak jiz bylo zminéno, jedna z nejvétSich vyzev zemédélstvi je

zvySovani vynosu plodin pro pokryti potieb rostouci populace.


http://rice.plantbiology.msu.edu/analyses_facts.shtml

PSenice seta vtomto neni vyjimkou, naopak vzhledem K jeji oblibenosti a
komplikovanému genomu je v modernim S$lechtitelstvi stfedem zajmu, coz dale

ztézuje fakt, ze pSenici je dodnes velmi naro¢né §lechtit vétSinou modernich metod

(He et al., 2015).

2.2 Metody slechténi plodin

Jelikoz lidstvo, co se zéméd¢€lstvi tyce, neustale ¢eli vyzvam, jak ze strany prostiedi
(patogeny, abioticky stres) tak ze strany naroku ¢lovéka (rostouci populace = nutnost
vyssich vynosll), je nutné vylepSovat vlastnosti téchto plodin prostfednictvim

Slechténi.

Slechténi bylo provadéno jiz od podatku zemé&délstvi, a postupem &asu se

rozsifovalo o nové a nové metody.

2.2.1 Klasické metody

Tato kapitola se bude vénovat predevsim metodam netransgennim, tedy dochazi zde

k manipulaci DNA na urovni genomu, ne na trovni jednotlivych gent.

2.2.1.1. Selekce

Tato, pravdépodobné nejstar§i metoda, spocivda ve vybéru vhodnych jedinch
z heterogenni populace. Ta je analyzovana pro vyhodné znaky (vynos, odolnost,
snadna sklizen) a tito jedinci jsou dale propagovani. V nasledujici generaci populace
jsou nyni tyto znaky vykazovany, ¢i alesponl piendSeny vSemi jedinci. O né&kolik
generaci pozdéji za pouzivani této metody budou pozadované znaky v populaci

zafixované.

Moderni forma této metody je tzv. markery-asistovana selekce, kdy je vyuzivano
molekularni analyzy pro vybér rostlin nesouci zadané znaky, ale tyto znaky nemusi
byt viditelné pouhym okem (napf. geny rezistence proti patogeniim). Pouziti

molekulédrnich metod tento proces podstatné urychluje.

2.2.1.2 K¥iZeni
Pii této metod€ je jedna rostlina nesouci zadouci znak opylend druhou rostlinou,
S jinym z&doucim znakem. Takto vznikne hybrid nesouci geny obou rodici. Gamety

této rostliny mohou byt nasledné pouzity pro dalsi kiizeni.



Kf#izeni je nejCastéji pouzivano pro kombinaci vyhodnych znaka dvou rostlin, avSak
proces genetické rekombinace je nahodny, je tedy nutné tento proces provést
skute¢né¢ mnohokrat aby se dosahlo hybrida s maximem pozitivnich a minimem

negativnich znaki obou rodicovskych rostlin.

2.2.1.3 Mezidruhové kiizeni

Je vicero zpusobu jak je tuto metodu provést; blizce piibuzné druhy se mohou byt
opyleny navzijem a tim si vyménit genetickou informaci, ackoliv tento jev neni

prili§ Casty.

Avsak, za jistych podminek mohou byt geny z jednoho druhu v pfirod¢ integrovany
do genomu vzdalenych piibuznych; pSenice setd nese nckteré geny jeCmene, lilek
brambor se také muze ktizit se vzdalenymi ptibuznymi napf. s S. acaule (Kozukue et
al., 1999).

Soucasti této metody je i chromosomové inzenyrstvi. Jednd se predevSim o
cytogenetickou manipulaci s nerekombinantni DNA (rDNA), kdy se Useky
chromosomil blizkych ¢i vzdalenych piibuznych rekombinuji za pomoci procesu
zvaného chromosomalni translokace. Sears byl prikopnikem vyuziti této metody pro

ucely slechténi, a tim umoznil plodindm nabyvani diive neziskatelnych znakd.

V nedavné dobé se ovSem podafilo tento proces optimalizovat a omezit pienos
nezadouciho genetického materidlu a misto toho se zaméfit konkrétn€ na gen zajmu
(Lukaszewski, 2004). Diky této inovaci se chromosomové inzenyrstvi stava vice
perspektivni, pravé diky moZnosti prenaset pomérné malé useky DNA. Neékolik
plodin (kukufice, sbja, ryze, je¢men ¢i brambora) jiz bylo upraveny pomoci

chromosomového inZenyrstvi (Gupta a Tsuchiya, 1991)

2.2.1.4 Somaticka hybridizace

Tato metoda spoc¢iva v kultivaci rostlinnych buné€k, které jsou péstovany v médiu a
byly zbavené bunécnych stén za pouziti pfislusnych enzymu (pektinasy, cellulasy,
hemicelulasy). Tyto bunky, protoplasty, jsou ziskany z rtznych zdrojii a nésledné

jsou technikami jako napftiklad elektorporaci, navzdjem zfizovany.

Jakmile dojde k fazi bun¢k, nasledny somaticky hybrid obsahuje geneticky material
obou rodi¢u. Tato metoda obchdzi fyzické bariery, které se vyskytuji u opyleni,

avSak ne chromosomalni inkompatibilitu. Je-li somaticky hybrid kompatibilni a



zdravy, je schopen regenerace, tedy tvorby nové bunécné stény a bunecného déleni a

nakonec vyruast v hybridni rostlinu vykazujici znaky obou rodi¢ovskych rostlin.

Ackoliv fuze protoplastii neni narocny proces, a vétSina zivoc€ichii a rostlin ma
buiikky schopné tohoto procesu, maloktery organismus je schopen nasledné

regenerace a sexuélni reprodukce.

Tato metoda neni pfilis Castd, jelikoz vzniklé hybridy pfiliS neptfesahuji to, co je

bézné dosazitelné konveénimi metodami Slechténi.

2.2.1.5 Somaklonalni variace

Takto se nazyvaji spontanni mutace, které¢ vzniknou, pokud jsou buiiky kultivovany
in vitro. Od pocatku pouzivani této metody bylo zjistovano, ze takto vykultivované
rostliny vykazovaly nové znaky. V 80. letech minulého stoleti si tohoto vsimli
(Larkin a Scowcroft, 1981), kdy dosli k zavéru, ze tento fenomén muize byt novy
zdroj genetické rozmanitosti, a tudiZz poskytovat rostliny scennymi znaky pro

Slechtitele.

Od t¢ doby se tato metoda pouzivala specificky pro ziskani regenerantl
S potencialné vyznamnymi znaky, u celé skaly rostlinnych zdroji. Vzniklo nékolik
novych kultivar, napiiklad u Inu, které byly nasledné¢ i komeréné prodavany

(Krishna et al., 2016).

Tato metoda je sice stale pouzivana, obzvlasté v rozvojovych zemich, ale ve vétSing

ptipadech byla nahrazena 1épe predvidatelnymi metodami genetického inzenyrstvi.

2.2.1.6 Chemickéa a RTG mutageneze

Jiz v roce 1928 bylo zjiSté€no, Ze vystaveni plodin radiaci ma za nasledek rozmanité

fenotypové variace (Stadler, 1928)

Princip této metody spociva ve vystaveni rostlin/semen fyzikalnim (napft. y zatfeni) ¢i

chemickym mutageniim (napt. EMS) jez ma za nasledek mutace v genomu.

Razné mutageny maji razné devastujici UCinky na genom; je nutné pouzit

pfimétenou davku, a zvolit vhodny mutagen aby byla zachovana viabilita rostlin.

Pokud je pouzita ptiméfena davka mutagent, vyusti to v ndhodné mutace, ale

nedojde k usmrceni organismu. Typicky je vystaveno mutagenim velké mnozstvi



semen, které nasledné vykli¢i, vyrostou a poskytnou potomstvo. U potomstva je

nasledné zkouman fenotypovy projev pro potencialné cenné znaky.

Stejné jako u somaklonalni variace, vétSina mutaci jsou Skodlivé a je pouze otdzkou
nahody, jestli vzniknou néjaké mutace, které budou uzitecné. Kromé davky a typu
mutagenu neni jinak mozné regulovat mnozstvi mutaci, natoz cilit konkrétni znaky,
¢i geny. Mutageny pusobi ndhodné skrze genom, a ackoliv je vétSina mutaci
neutralni ¢i Skodlivd, mohou se vyskytnout i jedinci s mutacemi prospéSnymi.
Jakmile je identifikovana prospéSna mutace, je mozné zpétnym kiizenim
minimalizovat az odstranit vzniklé Skodlivé mutace. A ackoliv je mozné do jisté
miry negativni dopady této metody odstranit, s vysokou pravdépodobnosti ve
vzniklém kultivaru budou zmény DNA, které zlistanou nepovSimnuty, coz by mohlo

vést ke komplikacim pii dalSim Slechténi.

Celosvétove, vice nez 2 300 kultivard bylo vytvofeno mutagenezi (Faostat) a zhruba
polovina byla vytvoiena za poslednich 15 let. V USA byly razné plodiny (od pSenice
po grepfruit) modifikovany mutagenezi jiz od 20. let minulého stoleti. V Cesku byl

takto naptiklad vytvoren novy kultivar je¢mene Diamant, odolny proti poléhavosti.

2.2.2 Genové inZenyrstvi

Také znamé jako transformace rostlin, jednad se zpravidla o metody vnaseni DNA
zajmu kterd se v rostliné diive nevyskytovala. Tato metoda ma dva piedpoklady; je
nutné izolovat gen zajmu a vytvofit funkéni konstrukt nesouci tento gen a zajistit
jeho ptipadnou integraci do genomu (pro stabilni transformaci). Rostlina také musi
byt schopna regenerace, jelikoZ vétSina téchto metod se provadi bud’to na
pletivovych kulturach ¢i protoplastech. Pro vétSinu kultivar pSenice je regenerace

velmi obtiznd; coz je jedna z vyzev Slechtiteltt do budoucna.

V této kapitole zahrnu 1 viry, jakozto moZzné vektory pro DNA zajmu do pSenice, 1

jejich potencial do budoucna.

2.2.2.1 Agrobacteriem zprostfedkovana transformace

Agrobacterium tumefaciens je puidni bakterie, nejlépe znama za zpusobovani
nadorovitych utvart v jeho hostitelich, tzv. crown gall tumor. Mechanismus vzniku
této choroby je spoc¢iva vtzv. Ti (tumor inducing) plasmidu; cca 200 kb velky
plasmid jez obsahuje klicovou T-DNA oblast (transfer DNA). Ti plasmid obsahuje



tzv. vir geny, které jsou zodpovédné pravé za pienos T-DNA do poranéné
hostitelské rostliny. T-DNA obsahuje geny pro syntézu auxind a cytokininu, jez
funguji jako onkogeny zodpovédné za tvorbu nadorovitych utvart a také geny pro
syntézu opinu, které slouzi jako zdroj potravy pro Agrobacterium. V 80. letech 20.
stol. byly vytvofeny kmeny A. tumefaciens, které nemély geny zpisobujici

onemocnéni, ale mély schopnost prenaset a integrovat do hostitele DNA.

Cytokinin

Auxin Opine

T-DNA Region ‘

Left Border Right Border

Ti Plasmid

Opine
Catabolism
Virulence '
Region Origin of
Replication

(ORI)

Obrézek 2 Ti Plasmid A. tumefaciens. Jak je na obrazku demonstrovano, T-DNA oblast je
ohranicena levou (LB) a pravou (RB) hranici. Tato oblast obsahuje geny pro syntézu auxinu
a cytokinint, jez v hostitelskych bunkach funguji jako onkogeny, a také oblast pro syntézu
opind, pficemz opiny slouzi jako zdroj energie pro Agrobacterium. Mimo T-DNA oblast je
oblast ORI, oblast genii pro opinovy katabolismus, a také oblast s geny virulence, tedy vir
geny. zdroj: en.wikipedia.org.

Nahrazenim patogenni DNA konstruktem nesouci rezistenci bylo mozné vytvofit
nové kmeny A. tumefaciens, které jsou schopny integrovat onen gen zdjmu do
genomu hostitelské rostliny. Pokud by tyto transformované bunky byly
regenerovany v celou rostlinu, vSechny bunky z této zregenerované rostliny budou
stabiln¢ transformované, stabilné nesouci a exprimujici novy gen. A. tumefaciens
jako prostiedek pro transformaci rostlin je zodpovédné za vétSinu komercné

dostupnych geneticky modifikovanych (GMO) plodin.

Velkad vyhoda této metody je fakt, Ze pfirozené infikuje pomérné Sirokou $kalu
dvoudéloznych rostlin, jedna se tedy o metodu pomérné spolehlivou.
Transformovand DNA je stabiln¢ integrovana do genomu a konstrukty, jez

Agrobacterium transformuje mohou byt pomérné velké.



Zasadni nevyhodou je neschopnost A. tumefaciens infikovat vétSinu kultivara
pSenice, a také je zapotiebi schopnost rostliny zregenerovat z prostoplasti nebo

tkanové kultury, kde se transformace standardné provadi. (Bradshaw, 2018)

2.2.2.2 Genové délo

Prvni pokusy s touto metodou byly provedeny jiz v roce 1988 (Klein et al., 1988) a
prvni experiment byl proveden pouzitim vybusné sloze pro vystieleni dsDNA
navazanou na wolframové castice ve vysoké rychlosti do cilového rostlinného
materialu, kde byla DNA uvolnéna do buiiky a mohla se integrovat do rostlinného

genomu (Slater et al. 2008).

Tato metoda byla postupem casu optimalizovana, a nyni jsou komeréné vyrdbeéné,

Heliem pohénéné pfistroje — genové déla — bezné pouzivané pro transformaci rostlin.

} ——— Gas cylinder

Point for break

‘L ———— Ruprure disk

Plastic microcarrier
W DNA coated micropellets

. E KRR f\ Stopping screen

Target cell/tissue

Obréazek 3 Schéma genového déla, zdroj: www.biologydiscussion.com. Princip této metody
spociva v navazani DNA zajmu na mikroskopické kulicky inertniho kovu (zlato, wolfram).
Tyto kuli¢ky (mikropelety) se vlozi na tzv. mikronosi¢ovou membranu (microcarrier), ktera
se nachazi nad tzv. stopping screen, jez slouzi k zastaveni mikronosice, zatimco propusti
mikronosi¢e na rostlinny materidl. Nad timto se nachazi rupture disk, jez vypusti
(protrzenim) He pod vysokym tlakem az poté, co tlak pfesahne ur¢itou hodnotu, a tim
vystreli makro i mikronosi¢e pod dostatecné vysokym tlakem pro penetraci rostlinné tkang,
kde nasledné mize dojit k expresi konstruktu a ptipadné integrace konstruktu do genomu
rostlinné tkang.

Vétsina rostlinné tkané pro tyto experimenty jsou pletivové kultury, u kterych je po
transformaci vyvoldna embryogeneze, avSak je mozné transformovat i listy

dospélych rostlin, je-1i tfeba pouze ovétit konstrukt.


http://www.biologydiscussion.com/

Ackoliv je tato metoda pouzivana primarné pro transformaci nuklearniho genomu, je
mozné transformovat i plastidy pro transformované chloroplasty, pro vysokou
genovou expresi a syntézu proteintl, ale také pro zamezeni Sifeni téchto genii mezi

ostatni rostlinné druhy.

Touto metodou je mozné transformovat velmi Sirokou Skéalu rostlinnych druhi,
véetné pSenice a tato transformace je pomérné rychla a nendrocnd, avSak je zde
nutnost regenerace transformovanych bunék, je-li cilem mit transformovanou

rostlinu.

2.2.2.3 Elektroporace

U této metody dochazi k pouziti elektrického vyboje, ktery umozni protoplastim
prijmout makromolekuly z roztoku, ve kterém se vyskytuji. Za pouziti ptislusnych
enzymi dochéazi k naruseni, az kompletnimu odstranéni bunééné stény rostlinné
buiiky a tedy ke vzniku protoplastu. Vlozenim konkrétni DNA molekuly do tekutého
média s protoplasty a nasledném elektrickém impulsu dojde k destabilizaci bune¢né
membrany, coz umozni DNA vstoupit do buiiky. Tyto transformované buniky mohou
nasledné zregenerovat své bunecné stény a za idealnich podminek regenerovat na
celou rostlinu a zplodit potomstvo. Omezeni této metody spociva v neschopnosti

regenerace mnoha rostlinnych kultivari a druht.

2.2.2.4 CRISPR-Cas9 nukleasa

Type Il Clustered Regulerly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR/Cas9)
je systém, poprvé objeven v bakterii Streptococcus pyogenes, ktery umoziiuje na
specifickém miste v genomu zpuisobit dvouvlaknovy zlom. Jeho ptivodni funkce
byla adaptivni imunitni systém bakterii a archei, ktery je chranil pted cizorodou

(vétSinou virovou) dsDNA, Stepénim na specifickych mistech.

V roce 2012 byl tento systém adaptovan, aby mohl $tépit konkrétni mista zajmu

v genomu (Jinek et al., 2012)

Tento systém se sklada z monomerického proteinu, Cas9 a chimérické guide RNA
(gRNA), ktera se vaze na cilovou DNA sekvenci, jez ma byt $t€pena. Chimericka
RNA kombinuje CRISPR RNA (crRNA) pro cilovou specifitu a trans-aktivujici
CRISPR RNA (tracrRNA), ktera strukturu stabilizuje a aktivuje Cas9, aby bylo

mozné Stépeni dsDNA sekvenci, zvané protospacery.
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Sekvencni specifita je zajisténa 20nt sekvenci v gRNA, z niz tzv. ,,seed sekvence o
cca 12 nt je povazovana za obzvlasté dilezitou pro parovani mezi RNA a cilovou
DNA. Pritomnost ,,protospacer-adjacent motif* (PAM) po sméru sekvence od cilové
DNA je esenciélni pro $tépeni Cas9. PAM je bud'to 5°-NGG-3° ¢i méné ¢asto 5°-
NAG-3°.

Cas9 i funkéni gRNA mohou byt do buné¢k dopraveny piimo ¢i mohou byt

ptipraveny transgenni rostliny s Cas9 i gRNA na rozdilnych chromosomech od

cilen¢ho lokusu, aby bylo mozné je odstranit segregaci.

genomic DNA wild-type Cas9 protein
target sequence
(protospacer PAM
sequence)
Alternative to sgRNA in
5' 3 three-component system:
m "n
m "
- 5 CcrRNA tracrRNA
5
; - 3
guide sequence
35
target-specific
guide sequence
Cas9-mediated
DNA cleavage

5
"
"

’ Nose i

Host-mediated
DNA repair mechansms: NHEJ l HOR + artificial repair template
-~ \\
” homology
1/ _/ ams \_ \
small insertion | IrE— ———
5 grm— 3 [FRETTVISG AL
:::muuuuummuuuuuuuu wmuu::: sequence of interest
3' 5' Y
: OR y 5

.3rrrrm111'mrrrrrrrrmrrrrrr"mrrrrm'rrmﬁ. 11 FTTTTTTTTITT T TITTTITIT T 0
" " 'V L STTITRITINIg
- 5 3 5

small deletion knocked-in sequence of interes!

Obréazek 4 Mechanismus editace genomu pomoci CRISPR-Cas9. Zde jsou popsany dva typy
opravnych mechanismi poskozené DNA; non-homologous-end-joining (NHEJ), jez ¢asto
vytvaii malé indely a homology directed-repair (HDR), kterd umoziuje vytvatet tzv. knock-
in mutanty zdroj: https://openi.nlm.nih.gov/

Utinek Cas9 spo¢ivé ve tvorbé dvouvldknovych zlomil, jez jsou bunéénymi
mechanismy opraveny velmi ¢asto chybné (obr ¢. 4), ¢imz vétSinou dochazi

k posunuti otevieného ¢teciho ramce a k efektivnimu vyfazeni genu (KO).
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Tato metoda je povazovana za velmi oblibenou a pfesnou formu editace genomu, jez
muze znacné urychlit Slechténi plodin vlivem pfedvidatelnych a relativné preciznich

mutaci v jiz elitnich kultivarech.

Ne¢kolik znakti mize byt modifikovano najednou, jelikoz miize byt pouzito zaroven
nékolik gRNA s rozdilnymi sekvencemi, které vytvori s Cas9 komplexy editujici

riuzné lokusy témét soucasné.

Zainym piikladem budiz Wang (et al., 2014), jeZ soucasn¢ zacilil tii lokusy
odolnosti proti padli (MLO) v hexaploidni p$enici, cimz uspé$né vytadil téi MLO
homoalely, a vytvofil rostliny s rezistenci proti padli (Bradshaw, 2018).

2.2.3 Viry jako vektory pro genové inZenyrstvi

Rostlinné viry jsou velmi rozmanité, nebunéfné organismy, které se vyznacuji
subcelularnim parasitismem pro svou reprodukci. Ackoliv je druht vird velké
mnozstvi a to obndsi i rozdily v replikaci, jejich obecny replikacni mechanismus
spoc¢iva v infekei hostitele svou genetickou informaci (mtizou byt DNA i RNA
Vv riznych formach) a nasledném vyuziti bunééné masinerie svého hostitele pro svou

reprodukeci a Sifeni mezi bunkami.

Téchto vlastnosti, tedy plosného Sifeni v buiikdch hostitele a vysoké exprese
virovych proteinti zacali postupem casu vyuZivat védci pro vysokou transientni
expresi DNA zajmu v hostitelskych rostlinach. Timto vznikly metody transientni (v
nékterych piipadech 1 stabilni) transformace, jeZ posunuly disciplinu funkéni

genomiky na dalsi aroven.

V této kapitole budou shrnuty tiéi hlavni metody vyuziti viru jakozto nositele

genetické informace zajmu pro ucely funkéni genomiky.

2.2.3.1 Virus-mediated overexpression

Téz zkracovana na VOX, v této metodé¢ se do genomu viru vlozi gen z4jmu a
nasledné je tento modifikovany virus pfenesen do hostitele. Transgenni vir se $ifi
celou rostlinou a posléze ve vysoké mife exprimuje gen zajmu, kdy je mozné
sledovat vliv tohoto proteinu na hostitelskou rostlinu. Pomérné €asto se tato metoda
vyuziva pro studium gend rezistence v rostlinach. Ackoliv je tato metoda oproti

stabilni transformaci podstatn¢ rychlejsi, hlavni limitujici faktor této metody je
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pomérné mala kapacita vétSiny virovych vektort, ackoliv v posledni dob¢ se funkcni

kapacita téchto virovych vektoru v piipadé pSenice navysila az na 2,5 kb (Houde a

Cheuk, 2017).

2.2.3.2 Virus-induced gene silencing

Neboli VIGS, tato metoda vyuzivd RNA-umlCovacich mechanismt hostitelské
rostliny. Do genomu RNA viru je vlozen fragment genu hostitele (vétSinou par set
bp) v sense ¢i antisense orientaci, ale je mozné téz vytvoiit RNAi konstrukt, tedy

gen imitujici mir geny hostitele, avsak specificky cileny na konkrétni gen.

V bodé, kdy je RNA viru v dvouvlaknové konformaci (dsRNA viry ¢i replikujici se
sSRNA viry), je tato RNA napadana DCL proteiny, které RNA rozstépi na 21-23bp
fragmenty, které jsou nasledné dale integrovany do RISC komplexi, a

komplementarn€ nasedaji (a dale §tépi) virovou RNA.

Jelikoz je ve virové RNA zahrnut i fragment genu hostitele, RISC komplexy s touto
nastépenou RNA nasledné napadaji komplementarni transkripty hostitelské mRNA a

dochazi k stépeni, a tedy uml¢ovani tohoto cilového genu formou PTGS.

Tato metoda je velmi praktickd z hlediska funkéni genomiky pro studium absence

konkrétnich proteinti a jejich vlivu na funkci rostliny.

Ackoliv je tato metoda velmi rychla, nesdili zasadni nevyhodu s VOX, jelikoz tyto

inserty byvaji oproti VOX podstatné mensi. (Yuan et al., 2011)

2.2.3.3 Host-induced gene silencing

Zkraceno na HIGS, princip je ¢asteéné podobny VIGS, avSak do genomu viru se
vklada gen konkrétniho patogenu hostitele, nap#. B. graminis. Virus, ktery napadne
rostlinu poskytuje rostliné siRNA, kterou je mozno pouzit proti samotnému
patogenu. Ackoliv tato metoda funguje a umoznuje studium hostitel-patogen,

mechanismy vymény siRNA mezi patogenem a hostitelem dosud nejsou plné

znamé. (Qi et al., 2019)

V této kapitole byl struéné shrnut princip viralni replikace a jejiho vyuziti pro
funk¢ni genomiku v rostlinach. Pro ucely funkéni genomiky v pSenici je na vybér
mnoho virovych vektori, nicméné po rozsahle resersi bylo shledano, ze pro tcely
této bakalaiské prace bude nejvhodnéjsi Barley Stripe Mosaic Virus, kterému se

bude vénovat nasledujici kapitola.
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2.3 Barley Stripe Mosaic Virus

Tato kapitola se bude zabyvat virem Barley Stripe Mosaic Virus. Bude zde probréna
jeho historie, vyznamu, ale pfedev§im genomu, jelikoz pro ucely editace genomu

tohoto viru je znalost genomu (véetné nepiekladanych (UTR) oblasti) kriticka.

Jedna se o virus patfici do rodiny Virgaviridae, virion se sklada ze tfi linearnich
jednovlaknovych RNA v pozitivnim sméru (ss(+)RNA) podjednotek o velikosti 3,8
kilobazi (kb) (a), 3,3 kb (B) a 2,9-3,3 kb (y) (Gustafson et al., 1986; Gustafson et
al., 1987; Gustafson et al., 1989). 5° nepifekladana oblast (UTR) se vyznacuje G
¢epickou (Savenkov et al., 1998) a ve virionu je celkem 7 otevienych ¢técich ramct
(ORF), kodujici proteiny Gustafson et al., 1986, Gustafson et al., 1989).

Vétsina proteint je kddovana piimo z genomické gRNA, avsak proteiny Triple Gene
Block (TGB) jsou kodovany ze subgenomickych RNA znacenych subgenomicka
(sg)RNARL a sgRNAR2 (Zhou et al., 1996), coz také plati pro protein yb, jez je

koédovan ze sgRNAY.
genomic RNA-1 (alpha)
5@ | replicase oa | Moo 3
8
enomic RNA-2 (beta) genomic RNA-3 (gamma)
G [ (e g . se- - Rdfew s .
subgenomic RNAs l o —
VSR

5'€
subgenomic RNA

: -
SGRNA I 5/ TGB! Jﬁé . il
4

SgRNA B2 5'&€

Obrazek 5 Popis genomu jednotlivych podjednotek BSMV. Je mozné zde vidét jednotlivé
podjednotky, o,p a y a jednotlivé proteiny a také subgenomické RNA (sgRNA) které tyto
podjednotky koduji. Je zde také vysvétlen mechanismus transkripce TGB proteini
zdroj: expasy.org

14



Pfenos viru mezi hostiteli se déje primarné¢ dvéma zpisoby a to vertikalng, pfenosem
semeny ¢i horizontalné mechanicky napf. tfenim listd (Hagborg, 1954). Virus neméa
zadného znamého pienasece. Dal$i mozna metoda pienosu je Sifeni pylem (Jackson
et al., 1989), coz by mohla byt efektivni metoda pro rozsifeni viru na nova mista,
avSak v polnich studiich ani v laboratofi nebyla pfitomnost viru v pylu prokazéna,
tudiz se pravdépodobné nejedna o vyznamny faktor pro ptenos viru. (Slack et al.,

1975)

Ttebaze nebylo nashromazdéno dostatek informaci ohledné¢ mist replikace pro
BSMYV, dochazi pii jeho infekci k zdsadnim zméndm morfologie chloroplasti,
vcetné formace aberantnich proplastidl, naruSeni gran a ke vzniku malych vezikul
na povrchu chloroplasti (Jackson a Lane, 1981; McMullen et al., 1978). Dalsi
vyzkum za pouziti dsSRNA-specifickych antiser potvrdil, Ze proplastidové vesikuly v
kotenech infikované pSenice obsahuji dsRNA, ktera je pravdépodobné spojena s

replikaci BSMV.

2.3.1 Historie a vyznam
Prvni zminky o BSMV byly jiz vroce 1924 (Jackson a Lane, 1981), kde bylo

spekulovano, ze nakazené rostliny jecmene maji ndkazu virového piivodu. Mimo
nakazu jeCmene se také prokazalo, Ze BSMV je schopen infikovat a rozmnozovat se
V ovsi a pSenici, tiebaze s mensi ucinnosti nez-li v je¢meni (Jackson a Lane, 1981),
avSak nedavné studie za pouziti citlivéjSich metod naznacuji nejen vétsi distribuci
ale i mnohem vétsi dopad BSMV, nez se pivodné piedpokladalo (Koklu, 2004;
Kumari et al., 2006; Najar et al., 2000).

Jiz brzké studie tohoto viru poukazaly na velkou diversitu rodu Hordeivirus,
jednotlivé izolaty se liSily v symptomech, uGinnosti pfenosu semen a schopnosti
infikovat Sirokou $kalu. Déle tyto (a pozdé&jsi) studie poukazaly na fakt, ze virus je
zodpoveédny za pomérné rozsahlé ztraty na vynosu jemene po celém svété, coz je
mj. zpisobenou jeho schopnosti se plosné sifit (Carroll, 1986). Jelikoz je pfenos
semeny hlavni faktor rozmnozovani u BSMYV, citlivé diagnostické metody umoznuji
selekci infikovanych semen a jejich nasledné odstranéni ze zasob, ¢imZ se zamezuje
dal§imu Sifeni. (Carroll, 1980; Carroll, 1986). Pravé diky tomuto se v zemich

s modernimi zemé&délskymi metodami vyskyt BSMV zdsadné snizil, avSak
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Vv zaostalejSich zemich je tento virus stale problém (Najar et al., 2000, Kumari et al.,
2006).

2.3.2 Role cis-elementi pri replikaci a genové expresi

Ackoliv byly 5 a 3 UTR jiz osekvencované, nejsou jejich funkce stale pln¢ znamé.
Jak jiz bylo zminéno, 5° UTR se vyznaduje m’Gpp &epickou, coz bylo poprvé
zjisténo purifikaci BSMV RNA (Agranovsky et al., 1979) a nasledné potvrzeno
sekven¢ni analyzou 5° koncu jednotlivych gRNA (Gustafson et al., 1986; Gustafson
et al., 1989; Gustafson et al., 1987). Experimentalni pouziti m’Gpp analogu blokuje
translaci, coz dale tuto hypotézu potvrzuje (Agranovsky et al., 1992). Déle se
ukazalo, ze G cepicky jsou esencidlni pro infekci BSMV RNA transkripti
transkribovanych z cDNA klont a dale se vyskyt téchto ukazal i u sgRNA. (Petty et
al., 1989, Zhou a Jackson, 1996a) Muzeme tedy usoudit, Zze pro funkci BSMV je G

¢epicka esencialni.

Po 5° G ¢epicce nasleduji v jednotlivych RNA 5¢ UTR 89-90nt sekvence které si
nejsou mezi sebou nijak sekvenéné podobné (Gustafson et al., 1986; Gustafson et
al., 1989; Gustafson et al., 1987; Hagborg, 1954). Tyto sekvence pravdépodobné
funguji jako cis-elementy které reguluji translaci a relativni miru syntézy novych
gRNA (Jackson et al., 1991). Velikou zajimavosti je fakt, ze prvnich 70 nt izolatu
BSMV CV17 RNAy je identickych s pfislusSnou RNAa. PfiCina tohoto jevu se
ptisuzuje pravdépodobné rekombinaci mezi témito dvéma podjednotkami (Edwards
et al., 1992). Studie tohoto izolatu a podjednotky RNAy izolatu Type, ktery mé
homologni 366 nt tandemovou repetici, jez zvySuje velikost aa proteinu, poskytuji
presvéd¢ivé dikazy 7e RNA delece, duplikaci ¢i rekombinace hraji z&sadni roli

v evoluci Hordeivirt (Edwards et al., 1992; Gustafson et al., 1987).

Zatimco 5° UTR se vyznacuji G cepickami, 3° UTR gRNA maji sekundarni
strukturu a biochemické vlastnosti shodné s tRNA (Agranovsky et al., 1992; Jackson
et al., 1989, Savenkov et al., 1998; Solovyev et al., 1996). Tyto tRNA sekvence jsou
u vSech RNA podjednotek shodné.

tRNA oblasti a kodujici sekvence jsou od sebe rozdéleny kratkou (cca 20nt) polyA
sekvenci, kdy prvni dva A jsou soucasti UAA termina¢ni kodonu u posledniho genu.

(Jackson et al., 1989, Solovyev et al., 1996)
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Ackoliv se polyA sekvence vyskytuje u vSech izolathi BSMV, diikazy naznacuji, ze
neni esencialni pro replikaci. BSMV RNA o a y s rekombinantni RNAB molekulou
s chybéjici polyA sekvenci se replikovaly s témét stejnou Gc¢innosti jako wild type
(WT) RNAP bez regenerace adenylatovych zbytkd. Dalsi data ukazala, ze BSMV
RNA, kde byla polyA sekvence odstranéna RNasou nebyla infek¢ni, avsak po ligaci
s tRNA strukturou byla schopna infikovat je¢men. (Tyulkina et al., 1987). Tiebaze
tyto RNA s odstranénou polyA sekvenci byly infekéni a systemicky se Sifily
rostlinou, extrahované vzorky virt mély polyA sekvenci zregenerovanou, coz mize
naznacovat, ze polyA sekvence poskytuje evolu¢ni vyhodu v ramci systémového

pohybu.

2.3.3 Regulace genove exprese

5¢ UTR regiony ptedchazejici ORF jednotlivych RNA jsou specifické pro kazdou
podjednotku (Jackson et al., 1989; Savenkov et al., 1998; Solovyev et al., 1996),
avSak je znamo pouze malé mnozstvi informaci ohledné jejich role v genové expresi.
Zda se, ze ucinnost translace pfisluSnych proteinli zavisi prav€ na translacni
ucinnosti prislusnych 5° UTR jednotlivych gRNA (Jackson et al., 1991). 5 UTR
RNAy nékterych izolath BSMV koduji kratky ORF ktery ptispiva k patogenicité a
vaskuldrnimu pohybu viriont (Petty et al., 1990). Tyto ORF nejspiSe ovliviiuji
fenotyp snizenim translacni G¢innosti ya proteinu tim, Ze translace je iniciovana
AUG koddnem kratkého ORFu coz znemoziuje 40S podjednotkam nasednout na ya

.....

substitucemi které tyto incia¢ni kodony modifikuji (Petty et al., 1990).

Tti piekryvajici se TGB pohybové proteiny a yb proteiny jsou exprimovany
z sgRNA které se vytvoii béhem infekce. TGB proteiny jsou translatovany ze dvou
3¢ kotermindlnich sgRNA, pficemz vétsi sgRNA tvoii TGB1 zatimco mensi (a méné
Cetna) sgRNA tvoii TGB2 a 3, misty za vzniku TGB2‘. Exprimenty s BSMV
Vv protoplastech naznacuji, ze sgRNABL a sgRNAB2 jsou exprimovany v poméru
zhruba v poméru 10:1 v infikovanych protoplastech, zatimco sgRNAy je konstantné
exprimovana na vysoké urovni (Johnson et al., 2003; Zhou a Jackson, 1996b).
Nejcetnéjsi protein, TGBI1, je exprimovan z 5° proximalniho ORF sgRNAP1 a je
zhruba 10x Cetnéjsi nez-li TGB2. Maly p23 protein je taktéz exprimovan translaénim
pro¢tenim stop koddénu, ale tento protein neni povazovan jako dilezity pro infekci.

Kone¢ny pomér jednotlivych TGB proteinti vlivem transkripcni a translacni regulace
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je zhruba 100:10:1 pro TGBI1:TGB2:TGB3. Ackoliv se TGB geny vyskytuji
v n¢kolika jinych virech, porovnani TGB promotort s témito viry neukazalo zadnou

evoluc¢ni ptibuznost v sekvenci ¢i sekundarni struktute.

Delineace hranic sgRNA promotori byly uréeny v protoplastech pomoci mutaci,
deleci a posouvanim promotorti v gRNAB a gRNAy (Johnson et al., 2003). Bylo
zjisténo, ze sgRNAP promotory sidli proti sméru od pocatku mista transkripce.
BSMV sgRNABL se vyskytuje od -29 po -2 od pocatku mista transkripce, a tato
oblast je shodna pro vnitini cis-element nutny pro replikaci RNAb (Zhou a Jackson,
1996a). sgRNAB2 sidli na mistech -32 az -17 od start kodonu pfislusné RNA.
Aktivita sgRNAD2 je dale umocnéné hexanukleotidem vyskytujicim se na mistech -
64 az -59 od pocatku transkripce. sgRNAy promotor se 1i§i od RNA promotorti tim,
ze zasahuje az do AUG vyb proteinu. Tento promotor zabira pozice -21 az +2 od
mista transkripce, a zjevné se nevyskytuje v oblastech ovliviiujici replikaci ¢i

neobsahuje enhancer sekvenci.

2.3.4 Struktura a funkce proteinu

O struktufe proteinii exprimovanymi BSMV bylo nashromazdéno jiz mnoho dat.
Bylo prokazano, ze vSechny tfi genomické RNA jsou esencidlni pro infekci rostlin, a
7ze RNA o a y se mohou replikovat v protoplastech (Petty et al., 1990). Tyto objevy
naznacuji, ze RNAP je zodpovédna za pohyb viriontl, a dalsi experimenty prokézaly,
ze Pa protein (CP) je postradatelny pro systemickou infekci a Ze pohyb mezi
burikami a pohyb cévami nevyzaduje Gcast viriond (Petty a Jackson, 1990).
Nicméné, kazdy z TGB proteint je nepostradatelny pro lokalni i systemicky pohyb
v rostlinach (Lawrence a Jackson; 2001, Petty a Jackson, 1990), az na p23 protein.
Analyzy RNAy dele¢nich mutantt prokazaly, Ze yb protein neni nezbytny pro
systemicky pohyb, ackoliv jeho absence poskytuje fenotypy s omezenou replikaci a
pohybem (Petty et al., 1990). Dalsi vyzkum prokazal, ze yb siln¢ potlacuje
umlCovani gend, coz vysvétluje jeho efekt na patogenezi viru. (Bragg a Jackson;
2004, Yelina et al., 2002).

2.3.4.1 aa aya geny

aa a ya proteiny jsou oba esencidlni soucasti RARp zodpoveédné za replikaci. Afinitni
chromatografii bylo zjisténo, ze aa protein frakcioniuje s histidin-ozna¢enym ya

ziskaného z nakazeného jeCmene; vypada to tedy, ze tyto proteiny spolu uzce
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interaguji. (D. Lawrence a A. Jackson, nepublikované vysledky). Tento komplex
vykazuje BSMV RNA specifickou polymerasovou aktivitu a netvoii blizké interakce
S jinymi proteiny BSMV. Tyto data, doplnéné experimenty s mutagenezi, naznacuji,
7e tyto dva proteiny jsou jediné komponenty asociované s replikaci a poskytuji
biochemické duikazy, Ze tyto dva proteiny interaguji in vivo, formujice replikasovy
komplex. Je mozné, Ze soucasti tohoto komplexu jsou i n¢které hostitelské proteiny,
avsak tyto proteiny doposud nebyly identifikovany. Hordeivirové aa proteiny jsou
zhruba o velikosti 130kD a obsahuji N-terminalni methyltransferasovou a C-
terminalni helikasovou doménu, které jsou piibuzné s RARp proteiny Sindbis-

podobnym viram (Koonin et al., 1993).

Methyltransferasova doména nejspiSe funguje jako poskytovatel m7Gpp cepicky, a
helikasovd doména je pravdpodobné zodpovédnd za rozvolnéni dsRNA béhem
replikace a transkripce. Mimo jiné, pantovd doména o délce asi 80 aa mezi
methyltransferasovou a helikasovou doménou patrné poskytuje flexibilitu pro

fyzikalni interakci obou domén. (Savenkov et al., 1998)

Ya protein je zodpovédny za tvorbu polymerasové podjednotky, jehoz hlavnim
znakem je GDD polymerasovy motiv vyskytujici se na C-konci proteinu. Velikost ya
RdRp BSMV se li§i mezi 71-87 kD, pficemZ nejvétsi faktorem je 350-380nt

wrwe

rekombinaci. (Gustafson et al., 1987; McFarland et al., 1983).

2.3.4.2 CP Protein

Obalovy protein (CP) o velikosti 22 kDa je piekladan ptimo z gRNAP a je
nejéetnéjsi ze vSech virovych proteini v infikovanych rostlinach (Gustafson et al.,
1981). CP interaguje s gRNA za vytvofeni tyCovitych Castic, které obsahuji 3 nt na

jednotku CP, cozZ vychazi na cca 24 jednotek CP na jedno otoceni Sroubovice.

Bylo prokazano, ze CP neni esencialni pro infekci a Sifeni v dvou hostitelich (H.
vulgare a N. Benthamiana) ¢i druhu Chenopodium, kde jsou tvofeny lokalni 1éze.
(Lawrence a Jackson; 2001, Petty et al., 1990). Mimo jiné, infekce CP mutantt jsou
zdanlivé agresivnéjsi nez u WT, a fenotyp infekce je o poznani vyraznéjsi a déle
trvajici v je¢meni. Rostliny nakazené CP mutanty jsou zakrné€lé a nedostavaji se do

zotavovaci faze, kterd se bézn¢€ vyskytuje u jemene nakazenym wtBSMV.
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CP, podle vseho, nema schopnost potlatovat RNAI aktivity hostitele (H-S. Lim, M.
deBoer, J. Bragg & A. Jackson, nepublikované vysledky), coz naznacuje, Ze mimo
tvorbu viriont mize CP snizovat miru replikace skrze mechanismy zpétné vazby,

nez-li ptes potla¢ovani RNA umlcovani.

Béhem ukonceni replikac¢niho cyklu se velké mnozstvi CP jednotek vaze ke gRNA
za tvorby virionll, kde mj. CP miize v tomto bod¢ zastavat i roli regulatoru replikace
a mezibunécného pohybu, coz je také naznacovano neschopnosti CP mutanth

vstoupit do chronické faze infekce. (Petty et al., 1990)

2.3.4.3 TGB proteiny

Jedna se o rodinu genti, mnohdy s ptekryvajicimi se ORF, které zajistuji
mezibuneény pohyb. TGB proteiny navzajem v riznych pomérech interaguji a tvofi
tim komplexy se schopnosti navazat se na dSRNA a prenést jednotlivé podjenotky

skrze plasmodesmata do dalSich bunék.

2.343.1TGB1

Tento protein, o velikosti cca 58 kD, je jeden ze tii Cinitell mezibunééného pohybu
BSMV. N-termindlni polovina se vyznacuje dvéma pozitivné nabitymi oblastmi
bohatymi na lysinové a argininové zbytky, které jsou nejspise zodpovédné za pohyb
na velkou vzdalenost (Solovyev et al., 1999). Za zminku také stoji C-terminalni
oblast, kde se vyskytuje helikasova doména se sedmi konzervovanymi motivy (I, 1A,
I, 11, 1V, V a VI), kterd je podobna Superfamily | helikasam kédovanymi RNA-
dependentnimi RNA polymerasami alpha-podobnym viram (Gorbalenya a Koonin,
1993; Koonin et al., 1993, Morozov, 2003). TGB1 se vyznacuje né&kolika
schopnostmi: vazat na sebe sSRNA i dsRNA (Donald et al., 1997; Kalinina et al.,
2001), fungovat jako RNA helikasa (Kalinina et al., 2002), NTPasa (Donald et al.,
1997; Kalinina et al., 2001) a také schopnost tvofit homologni interakce (Lim et al.,
2008). RNA sekvencni specifita nebyla pifi studiich potvrzena, ani zaznametalna
afinita TGB1 k DNA. TGB1 protein u BSMV se vyznacuje nékolika misty s RNA
vazebnou aktivitou (Donald et al., 1997), které se daji rozdé&lit na dva typy;
kooperativni navazani s helikasovou oblasti u C-konce a nekooperativni vazani

spojené s N-terminalni doménou (Donald et al., 1997).
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2.3.4.3.2TGB2

TGB2 je exprimovan z sgRNAB2 a vyznacuje se zhruba 10x mensi Cetnosti nez-li
TGBI, kvuli mensi hojnosti sgRNABL oproti SgRNAB2. TGB2 proteiny obsahuji
dva hydrofobni transmembranové usekyy a centralni hydrofilni smyc¢ku, ktera
odd¢luje hydrofobni zbytky. Topologni model ptedpoklada, ze hydrofobni regiony
se integruji do membran za tvorby struktur ve tvaru U, kterd sméfuje konce proteinu
na cytoplasmatickou stranu membrany, se silné konzervovanou centralni asti

proteinu vystavenou lumenu ER (Solovyev et al., 1996).

2.3.4.3.3 TGB3

TGB3 je kodovan 3¢ proximalnim ORF sgRNAP2 a je piekladam ,,leaky scanning*
408 ribosomalni podjednotek po AUG TGB2, jez ma suboptimalni podminky pro
iniciaci translace. Tento mechanismus produkuje TGB2 a TGB3 zhruba v poméru
10:1 béhém in vitro translace, ale relativni koncentrace téchto proteinti nebyly in
vivo ptesné urceny, jelikoz TGB3 se obtizné detekuje v infikovanych bunkach (Zhou
a Jackson, 1996b). Protein TGB3 obsahuje dvé membranu pieklenujici domény, o
kterych se predpoklada, Ze zpusobuji topologii, ve které N- i C- konce vy¢nivaji do

lumenu ER a smyckova oblast smétuje do cytoplasmatické strany ER.

2.3.4.4 yb gen

Tento protein, kodovany 3¢ proximalnim ORF na podjednotce y je hlavni pfic¢ina
patogeneze BSMV. Je obzvlasté bohaty na cysteinové zbytky a velikostné se
vyskytuje v rozmezi 16-20 kD (Koonin et al., 1991).

yb protein byl exprimovan a purifikovan v E. coli a bylo prokazano, ze ma schopnost
se vazat na ss RNA (Donald a Jackson, 1996) a na zinek in vitro (Bragg et al.,
2004). Vétsina cysteinovych zbytku se vyskytuji na N-terminalnim konci proteinu a
jsou shlukovany do dvou motivt zinkovych prstti, C1 a C2, které obklopuji zakladni
motiv (BM) bohaty na lysinové a argininové zbytky. Vsechny tfi tyto regiony maji
na sob¢ nezavislou schopnost vazat se na zinek a BM zprostfedkovava nespecifickou
RNA-vazebnou aktivitu. Mimo jiné, coiled-coil struktura u C konce umoziuje
autointerakci, které ovliviiuji patogenitu a jsou potiebné pro potlaceni hostitelskych

RNA silencing mechanismt (Bragg a Jackson; 2004).

Subceluldrni umisténi yb proteini bylo prokdzano centrifugaci a mikroskopii

fluorescencnich yb fuznich proteind (Lawrence a Jackson; 2001). Proteiny vétSiny
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izolatlh maji C-termindlni SKL sekvenci, kterd proteiny smétfuje na peroxisomy, ale
absence tohoto signalniho tripeptidu neovlivituje infek¢ni fenotyp (Yelina et al.,
2005), jelikoz napftiklad u izolati ND18 a CV17 tento tripeptid chybi. Mizeme tedy

usoudit, ze cileni peroxisomu neni esencialni pro aktivitu yb proteinu.

2.3.5 Vyuziti BSMV v rdmci bakalarské prace

V této kapitole byly popsany jednotlivé podjednotky, jejich geny i UTR oblasti,
véetné oblasti subgenomickych. Ackoliv je BSMV vir, ktery je pouzit v této
bakalaiské praci, konkrétni modifikace viru, se kterym je tato prace provadéna je
konstrukt vytvoteny (Houde a Cheuk 2017), ktery ma y podjednotku rozdélenou na
dveé casti. Tyto y1 a y2 podjednotky byly vytvofeny tim, Ze pfisluSné geny byly

odstranény a na jejich misté bylo vytvofeno restrikéni misto pro enzym Apal.

Tim vznikly dvé nova restrik¢éni mista, oproti ptivodnimu konstruktu, kde ve 3 UTR
oblasti y podjednotky bylo restrikéni misto pro Apal s kapacitou cca 400 bp (Houde
a Cheuk 2017). Tyto restrikéni mista maji az 2,5 kbp v ptipadé y1 podjednotky a 800

bp pro y2.
ccdB
pCABS-y1 [2X35S ya :FRZ
LIC

ccdB

pCABS-y2 [2X35S E’- o %

Obrazek 6 Vizualizace genomu BSMV y1 a y2 dle Houdeho a Cheuka, 2017. Je zde jasné

demonstrovano, ze puvodni podjednotka byla rozdélena na dvé odstranénim jednotlivych

gent a dané misto byla zaplnéno ccdB kazetou ohrani¢enou restrikénimi misty pro Apal.

V této kapitole se detailné probral piivod, vyznam a hlavné genom BSMV a také byl
popséan izolat, s nimz byla tato bakalarska prace provedena.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1Materiél
3.1.2 Biologicky material

3.1.2.1 Plasmidova DNA

Pro ucely této bakalarské prace byly pouzity plasmidy pCaBS viz tabulka ¢. 1 ,
nesouci DNA sekvenci jednotlivych BSMV podjednotek. Tyto konstrukty obsahuji
2x35S promotor pro vysokou nadexpresi v dvoudéloznych rostlinach, nésledované

jednotlivymi sekvencemi BSMV podjednotek.

Tabulka 1 Seznam pCaBS plasmidii

Nazev plasmidu Zdroj

pCaBS-a Yuan et. al 2011
pCaBS-f Yuan et. al 2011
pCaBS-y1 Houde a Cheuk 2017
pCaBS- y2 Houde a Cheuk 2017
pCaBS- y1GFP Houde a Cheuk 2017
pCaBS- y2GFP Houde a Cheuk 2017
pCaBS- ylccdB Houde a Cheuk 2017
pCaBS- y2ccdb Houde a Cheuk 2017

3.1.2.2 Bakterialni kmeny

Pro ucely selekce a zmnoZeni plasmidové DNA byly pouZity dva rizné kmeny
bakterie Escherichia coli, DH10 pro beznou amplifikaci (Invitrogene) a DB3.1 pro
kultivaci bakterii s plasmidy nesouci gen ccdB (Addgene). Pro ucely agroinfiltrace

bylo pouzito Agrobacterium tumefaciens, kmen EHA105 (Addgene).

3.1.2.3 Rostlinny material

Hlavnim kultivarem zajmu této bakalaiské prace byl kultivar DH397 (Jakobson et
al., 2012), jez je dihaploidni linie vznikla k¥izenim Kultivaru Tahti x 8.1 a obsahuje
lokus rezistence na chromosomu 4AL z Triticum militinae. Dale byly pouzity
kultivary Chinese Spring (JIC, Norwich UK) a Tahti (Kadri Jarve, TTU, Tallin,
Estonsko).
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Pro ucely namnoZeni virovych ¢astic a ovéteni jejich funkce bylo pouzito Nicotiana

benthamiana.

3.1.2 Laboratorni vybaveni

Termocyklér (C1000 Touch™, Bio-Rad), NanoDrop (ND1000 spectrophotometer,
Thermo Scientific), Horizontalni elektroforeticka cela (2B, Separation systems Inc.),
Zdroj stejnosmérného napéti (EC 1000 X1 power suply, Thermo scientific), Zdroj
stejnosmérného napéti (MP-500V, Major Science), dokumentaéni zafizeni Ingenius
(Syngene, Cambridge, GB), Stolni centrifuga (Plate fuge, Benchmark scientific),
Stolni centrifuga (5415 Eppendorf), Séalova centrifuga Jouan C4i (Thermo
Scientific), Mrazici box (Nord Line -20°C), Mrazici box (Thermo Scientific -80°C),
Elektroporator (KRD Technologies), Fluorescen¢ni mikroskop (Olympus 1X81),
Ttepacka (Thermo Scientific), Mikrobiologicky Termostat BT 120 (Labo MS s.r.0.),
Fytotron (Weiss Gallenkamp), Tieci miska s tlou¢kem, Petriho misky, Tiepacka
s houpavym pohybem (Heidolph Duomax 1030), Spektrofotometr jednopaprskovy
(Ultrospec 10, AP Czech)

3.1.3 Pouzité chemikalie a roztoky

Ethidium Bromide (PCR ethidium bromide, Top Bio), agarosa (Agarose I™, VWR
Amresco Life Science), Cresol RED (Cresol red indicator, Riedel-de Haén), reakéni
pufr pro PCR (100 mM Tris-HCL; pH = 8,8; 15 mM MgClz; 500 mM KCI; 1%
Triton x-100), Tag DNA polymerasa (Finzyme), dNTPs (Sigma Aldrich ), 5x TBE
(Tris-Borate-EDTA; pH = 8,3; Sigma Aldrich), markery relativni molekulové
hmotnosti (1kb+ gene ruler 20 ng/ul; 50bp gene ruler 20 ng/pl; Thermo scientific),
Ethanol (96%), Ethanol (70%), destilovana voda, GET pufr (50mM glukosa; 10mM
EDTA; 25 mM Tris-HCI; pH = 8), TE pufr (10 mM TRIS; 1mM EDTA,; pH = 8),
alkalicky SDS (0,2 M NaOH; 1% SDS v/v; voda), neutraliza¢ni roztok (KAc 5M 60
ml / 100ml; ledova CH3COOH 11,5 ml / 100 ml; voda 28,5 ml; pH = 4,8-5,3), fenol,
chloroform isoamylalkohol 24:1, kanamycin (1 pg/ml), rifampicin (0,5 pg/ml), 7,5M
NHsAc, 3M NaAc (pH = 5,5), koinfiltra¢ni pufr (10mM MES, 100uM As, 10mM
MgCl2), 2YT meédium (kaseinovy enzym 1,6 g/100 ml; kvasinkovy autolyzat 1g
/100 ml; NaCl 0,5 g/100 ml; agar 1,6 g / 100 ml), S.0.C. médium (Thermo Fisher),
20 mM NaHPO4 (pH = 7,2)

24



3.2 Metody
3.2.1 Priprava plasmidové DNA

Jednotlive plasmidy byly zaslany prof. Houdem z Université du Québec a Montréal
ve form¢ vyschlych kapek na filtratnim papiru s vyznacenymi zénami vyskytu
jednotlivych plasmidi. Jednotlivé oblasti filtraniho papiru nesouci plasmidy byly

vysttizeny, macerovany v 50 pl TE pufru v 1,5ml mikrozkumavkach.

3.2.2 Elektroporace a kultivace

Aby bylo mozné ovéfit, zda-li je v plasmidech pozadovany konstrukt, bylo nutné
nejprve transformovat bakterie témito plasmidy Vv elektroporatoru (KRD
Technologies). Timto byl ziskan staly zdroj plasmidad pro tucely ovéfovani

konstruktu, ¢i extrakce namnozené plasmidové DNA.

Pro elektroporaci byly pouzity E. coli, kmeny DH10 a pro inserty s ccdB geny
DB3.1.

Postup:

1. 2 ulliga¢niho produktu bylo umisténo do 50 ul média s elektrokompetentnimi
E. coli, fadn¢ promichano, a ponechano 10 minut.

2. Smgs byla pienesena do ptedem vychlazené kyvety

3. Kyveta byla vlozena do elektropora¢ni komory (KRD Technologies) s ledem a
byla provedena pii 330 V

4. Smés byla odpipetovéana z kyvety a pienesena do 500 pl teplého S.O.C. média

5. Médium bylo ponechano v tiepacce pti 37°C a 225 rpm po dobu 90 minut.

6.  Po uplynuti 90 minut bylo médium vylito a rozhokejkovano na agarové misky
s Kc (1 ul/1 ml) a ponechéano v inkubatoru pti 37 °C pies noc

7. Narostlé kolonie byly pfepasaZzovany na nové Kc misky
3.2.3 Ovérovani konstrukti a extrakce a purifikace plasmidové

DNA

Pro potvrzeni, Ze vyselektované kolonie nesou dany konstrukt, tedy sekvenci
virovych podjednotek BSMV, byla pouzita metoda Colony Polymerase Chain
Reaction (Colony PCR).

Primery byly pouzity dle Yuan et al., 2011, viz tabulka ¢. 2
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Tabulka 2 Primery pro PCR pro ovéfeni pritomnosti BSMV konstrukti

BS-22 (F) BSMVa GTATGTAAGTTGCCTTTGGGTG
BS-23 (F) BSMVp GTAAAAGAAAAGGAACAACCCTG
BS-24 (F) BSMVy GTAAAAGAAAAGGAACAACCCTG
BS-32 (R) BSMVa+pty TGGTCTTCCCTTGGGGGAC

Reakéni smés byla pfipravena v objemu 20 pl dle udaji v tabulce ¢. 3 a nasledné

vlozena do termocykleru za podminek v tabulce ¢. 4.

Tabulka 3 Ptiprava reakéni smési pro PCR

04U
1X

1X
1uM
1uM
200 pM

Bakterie na Spicku pipety

Doplnit do objemu

26



Tabulka 4 Nastaveni termocykleru pro PCR

3.2.4 Agarosové gelova elektroforéza:

Agarosova gelova elektroforéza byla pouzita pro ovétreni uspeésnosti Colony PCR a
tedy pro potvrzeni ptitomnosti konstruktu v PCR produktu. Elektroforéza byla
provadéna v 0,8% agarosovém gelu, pro barveni DNA byl vyuzit ethidium bromid
(0,5 mg/ml, Promega). Obarvena DNA byla vizualizovdna na dokumenta¢nim

zafizeni Ingenius (Syngene, Cambridge, UK).

Postup:

1.  Pripravit 0,8% roztok agarosy v 0,5 x TBE pufru, rozvafit v mikrovinné
troubé.

2. Gel nechat chladnout na magnetické michacce, po zchladnuti na cca 50 °C gel
ptelit do elektroforetické komurky.

3. Vlozit hiebinky a nechat gel tuhnout po dobu nejméné 30 min pii pokojové
teploté.

4.  Gel vlozit do elektroforetické komurky naplnéné 0,5x TBE pufrem, vyjmout
hiebinky.

5. Do prvni jamky kazdé fady napipetovat 100 ng standardu molekulové
hmotnosti (1kb+ gene ruler, Thermo scientific)..

6. Do dalsich jamek nanaset 1-2 pl vzorku smichaného s loading pufrem.
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7.  Ptipojit elektroforetickou komoru ke zdroji elektrického napéti, nastavit
elektrické napéti dle vzdalenosti elektrod, standardné 5 V/cm mezi elektrodami.

8.  Po ukonceni separace odpojit zdroj stejnosmérného napéti, vyjmout gel z
elektroforetické komurky a vlozit do barvici komory s Ethidium bromidem (0,5
mg/ml).

9.  Gel barvit cca 15 min. (v zavislosti na tloust’ce gelu) vysledek vyhodnotit

pomoci dokumenta¢niho zafizeni a zaznamenat.

3.2.5 Extrakce a purifikace plasmidi

Po ovéfeni uspésnosti transformace a tedy potvrzeni, ze plasmidy nesouci sekvence
virovych podjednotek se v danych koloniich E. coli skute¢n¢ nachazi, bylo nutné
extrahovat a purifikovat plasmidy, aby bylo mozné snimi dale pracovat
(modifikovat, transformovat).

Pro kultivaci byly vybrany kolonie jednotlivych plasmidi, které mély nejsilnési
signal na elektroforéze.

Postup:

1.  E. coli ptislusnych kment byly kultivovany v 100 ml LB mediu s Kc (1 pl/
ml) pies noc v tfepacce (Thermo Scientific) pfi 37°C a 225 rpm.

2. Médium s bakteriemi bylo vlozeno do 100 ml kyvet a centrifugovano (Jouan
C4i, Thermo Scientific) 4 min pii 2800 g a 4 °C.

3. Supernatant byl odstranén a bakterie byly rozsuspendovany v 4 ml GET pufru
4.  Nasledné byl pfidan alkalicky SDS (2V GET), roztok byl inkubovan 30 min.
na ledu

5. Po 30 minutach byl pfidan neutraliza¢ni roztok (3/4 V GET), roztok byl
opatrn¢€ promichan a nasledovala 30min inkubace na ledu

6.  Po inkubaci byl roztok centrifugovan pii 10 000 g po dobu 10 min pii 4 °C.

7. Vznikly supernatant byl ptes vlhkou gézu ptelit do 100ml kyvet.

8.  Bylo piidano 0,6V celkového objemu isopropanolu, 30 min inkubace.

9.  Centrifugace pti 10 000 g po dobu 10 min pti 4 °C.

10. Supernatant byl vylit a kyveta byla promyta 500 ul 70% EtOH.

11. 70% EtOH vylit a kyveta byla znovu promyta 500 pl 96% EtOH.

12.  96% EtOH byl vylit a kyveta byla ponechana vyschnout po dobu 30 min.

13.  Pellet byl rozsuspendovan v 500 pl TE pufru, roztok piesunut do 1,5ml

mikrozkumavek.
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14, Do mikrozkumavek byl pfidin fenol (1/2V  celkového objemu),
mikrozkumavky byly protfepany.

15. Do mikrozkumavek byl pfidan chloroform:isoamylalkohol (1/2V celkového
objemu) v poméru 24:1, mikrozkumavky byly protiepany.

16. Mikrozkumavky byly centrifugovany pti 15 000 g po dobu 2 min, poté byla
odpipetovana horni faze a vlozena do nové mikrozkumavky.

17.  Krok 15-16 byl 2x zopakovan.

18. Do roztoku byla pfidana 1/10V 3M NaAc (pH = 5,5), roztok byl promichén.
19. Nasledné byl ptidan 2V 96% EtOH a roztok byl vloZen na 1h do chladiciho
boxu (-20°C).

20. Centrifugace pti 10 000 g po dobu 10 min pti 4 °C.

21. Supernatant byl vylit a kyveta byla promyta 300 ul 70% EtOH.

22. 70% EtOH vylit a kyveta byla znovu promyta 300 pl 96% EtOH.

23.  96% EtOH byl vylit a kyveta byla ponechana vyschnout po dobu 30 min.

24. Pellet byl rozsuspendovan v 50 ul TE pufru, roztok pfesunut do fadné

oznacenych 1,5ml mikrozkumavek.

3.2.6 Méieni koncentrace plasmidové DNA

Po extrakci a purifikaci plasmidové DNA bylo nutné stanovit koncentraci a Cistotu
roztoku s plasmidovou DNA, aby bylo mozné¢ ji vhodné natedit pro dalsi postupy.
Postup:

1. Na cistou desticku stroje NanoDrop byl napipetovan 1 pl TE pufru pro ucely
blanku.

2. Spektrofotometr byl zkalibrovan blankem (A = 260 nm).

3. Na utfenou desticku stroje NanoDrop byl postupné napipetovan 1 ul
jednotlivych roztoku s izolovanou plasmidovou DNA.

4.  Byly zméfeny koncentrace jednotlivych roztokt s plasmidovou DNA.

5. Roztoky s plasmidovou DNA byly nasledné zfedény do pracovnich objemi a

znovu byla zmétena jejich koncentrace.
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3.2.7 Elektroporace A. tumefaciens

Pro ucely agroinfiltrace N. benthamiana bylo nutné nejprve transformovat samotné
A. tumefaciens. Pro tucely elektroporace (KRD Technologies) byl pouzit kmen
EHA105.

Postup:

1. 2 ul ligaéniho produktu bylo napipetovano do 50 pul média
s elektrokompetentnimi A. tumefaciens, fadné promichano, a ponechano 10 minut.

2. Smés byla napipetovéana do pfedem vychlazené kyvety

3. Kyveta byla vlozena do elektropora¢ni komory s ledem a byla provedena
elektroporace pti 330 V

4. Smés byla odilata z kyvety a ptenesena do 500 pl teplého S.0.C. média

5. Médium bylo ponechano v tiepacce pti 28°C a 225 rpm po dobu 90 minut.

6.  Po uplynuti 90 minut bylo médium vylito na agarové misky s Rif (0,5 pl/1 ml)
a Kc (1 ul/1 ml ), ponechano v inkubatoru pii 28°C po dobu dvou dnt

7. Po dvou dnech byly narostlé kolonie ptepasaZzovany na nove Rif + Kc misky

3.2.8 Tvorba bakterialnich konzerv

A. Tumefaciens nesouci plasmidy se sekvenci BSMVo, BSMVf, BSMVyl,
BSMVy2, BSMVy2 GFP je mozné vyuZit i bez dalS§i modifikace. Bylo tudiz
usouzeno, Ze pro usporu ¢asu je vhodné vytvofit z téchto bakterii konzervy.

Tyto konzervy je nyni mozné kdykoliv vyuzit pro agroinfiltraci, ¢imz se obchazi
nutnost pii potiebé agroinfiltrovat opakované transformovat A. tumefaciens.

Postup:

1. A tumefaciens nesouci ptislusné plasmidy byly kultivovany v 3 ml LB média
s Kc a Rif pfes noc v tiepacce (Thermo Scientific) pti 28°C a 225 rpm.

2. Nésledujici den bylo do 3 ml média s bakteriemi pfidano 300 pl 100%
glycerolu.

3. Médium bylo napipetovano do 2ml mikrozkumavek a uloZzeno v -80°C

mrazicim boxu.
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3.2.9 Agroinfiltrace N. benthamiana

Pro vytvofeni virovych ¢astic je nutné prenést sekvenci virt z plasmidu do genomu
dvoudélozné rostliny, kde 2 x 35S promotor zajisti velmi silnou nadexpresi této
sekvence a nasledn¢ tvorby virovych castic pomoci této mRNA.

Pro ucely tvorby virovych Castic byla vybrana rostlina N. benthamiana, jelikoz je
snadné na této rostling provést agroinfiltraci a BSMV je schopen se v této rostliné
mnoZzit.

Pro snadné potvrzeni ptitomnosti virovych ¢astic byla vybrana podjednotka y2-GFP,
jez umozni snadnou vizualizace pomoci fluorescencni mikroskopie.

Postup:

1. A tumefaciens nesouci ptislusné plasmidy (a, B, y1, y2-GFP) byly kultivovany
v 100ml LB médiu s Rif + Kc pies noc ve 28°C pii 225 rpm.

2. Nasledujici den byly bunky zcentrifugovany (Jouan CR4i) pii 2800 g po dobu
10 min.

3. Médium bylo odlito a buiiky byly resuspendovéany v agroinfiltraénim pufru a
koncentrace byla upravena tak, aby ODe0o=0,7.

4.  Stejné objemy vSech kultur byly smichdny v poméru 1:1 a ponechany
V ttepacce pii 28°C pii 225 rpm po dobu 3-5 h.

5. Abaxiélni strany listd N. benthamiana byly napichnuty jehlou a nasledné
infiltrovany za pouziti 1ml stiikacky.

6.  Agroinfiltrované oblasti byly oznaceny krouzkem.

7. Rostliny byly ponechény ve tm¢ ptes noc pii pokojové teplote.

8.  Nasledujici den byly rostliny vlozeny do fytotronu (Weiss Gallenkamp) za
fotoperiody 16 h/8 h, 24 °C a vlhkosti 60 % po dobu 8-15 dnt.

3.2.10 Fluorescen¢ni mikroskopie — N. benthamiana

Po 3 dnech rlstu ve fytotronu bylo mozné ovéfit pifitomnost virovych c¢astic
v agroinfiltrovanych N. benthamiana pomoci reportérového genu gfp, jez byl
exprimovan BSMV podjednotkou y2-GFP.

Postup:

1.  Rostliny N. benthamiana byly vybrany z fytotronu a byly vyfezany ¢tverecky
cca 5x5 mm, zhruba 1 cm od mista agroinfiltrace.

2. Stejné velka oblast byla vyfezana u kontrolni rostliny, aby bylo mozné rozlisit,

zda-li se stejny signal nevyskytuje i u kontroly.
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3. Vzorky byly vloZzeny na fadné oznaCené podlozené sklo, zality malym
mnozstvim vody a pfikryty podloznim sklickem, na které byla piidana kapka
imerzniho oleje.

4. Vzorky byly sledovany pod mikroskopem (Olympus 1X81) pti zvétSeni 40x10

a vinové délce laseru A = 395 nm (excitacni maximum GFP).

3.2.11 Priprava virového homogenatu

Pokud byla transformace tspé$na, transformované buniky nyni exprimuji mRNA jez
poslouzi k translaci virovych proteint, které nasledné tyto mRNA zpracovavéji na
virové Castice. Tyto Castice jsou schopné infekce T. aestivum.

Postup:

1. Po 8-15 dnech kultivace byly agroinfiltrované oblasti N. benthamiana
vyfiznuté skalpelem

2. Listy byly zality 20 mM NaHPO4 pufrem v poméru 0,5 g listu / 1 ml pufru

3. Smés byla rozdrcena tlou¢kem ve tfeci misce

4. Vznikly homogenat byl ulozen do mraziciho boxu (-20°C)

3.2.12 Imbibice T. aestivum a kultivace

Pro infekci virem BSMV byla povazovéna za nejvhodnéjsi metoda imbibice.
Imbibovany byly tfi kultivary: Chinese Spring, Téhti, DH397.

10 semen od kazdého kultivaru bylo ponechano jako kontroly.

Postup:

1.  Homogenat byl zfedén kohoutkovou vodou v poméru 1:100

2. Do 3 Petriho misek bylo vlozeno po 10 semenech, které byly 2 dny
uchovavany v lednici ve tmé v Petriho misk&ch s mokrou buni¢inou

3. Semena byly zality zfedénym homogenatem do poloviny jejich vysky,
zabaleny do alobalu, a ponechany 2 dny na tfepacce ve tmé, pii pokojové teploté a
2 rpm.

4. Po dvou dnech byla kli¢ici semena ptrenesena do kvétinacu do fytotronu za

fotoperiody 16 h/8 h, 24 °C a vlhkosti 60 % po dobu 7-14 dnt
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3.2.13 Fluorescen¢ni mikroskopie — T. aestivum

T. aestivum, jez po imbibici vyrostly byly nasledné¢ mikroskopovany za ucely
potvrzeni exprese GFP a tudiz potvrzeni infekce BSMV.

Postup

1.  Zhypokotylu T. aestivum byla odfiznuta skalpelem oblast o velikosti 5x3 mm,
stejny postup byl zvolen u kontrolnich rostlin.

2.  Vzorky byly vlozeny na podlozni sklicko, zality malym mnozstvim vody a
prikryty krycim sklem, na které byla pfidana kapka imerzniho oleje.

3. Vzorky byly sledovany pod mikroskopem pti zvétseni 40x10 a vinové délce
laseru A = 395 nm (excitacni maximum GFP) a také pod vInovou délkou A = 532 nm

(excitacni maximum Cy3) pro vyvraceni faleSné pozitivniho vysledku.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Ptiprava a ovéfovani konstrukt

Prvnim krokem této prace bylo potvrzeni toho, ze plasmidy skute¢né nesou
pozadovanou sekvenci a namnozéni téchto plasmidi v dostate¢ném objemu pro

nasledujici praci.

Jak jiz bylo zminéno, jednim z prvnich krokl pro potvrzeni pfitomnosti konstruktu

%

byla Colony PCR a néslednd agarosova elektroforéza, viz obr. ¢. 7 Velikost

produktii odpovidala ocekavané velikosti virovych sekvenci, viz tabulka ¢. 5.

l'l = = s &= - NN =3

L 1,2 314 586 7 89 10L 1112 131415161718 1920
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\YZGFP . 5 oA
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\y1/ ~g~ a

Obrazek 7 Elektroforetogram PCR produkti jednotlivych pCaBS plasmidi nesouci
sekvence BSMV, L symbolizuje velikostni marker

Jak je mozné vidét, u podjednotek BSMV a (29-33), § (24-28), y1 (21-23), y2 (16-20) a
v2GFP (6-10) je pozitivni signal, u negativnich kontrol neni zadny. Muzeme tedy jasné
usoudit, ze u PCR produktl s pozitivnim signdlem se konstrukt vyskytuje a je mozné jej
pouzit pro dal$i praci. Dle tabulky ¢. 5 muzeme také vidét, ze PCR produkty odpovidaji
oc¢ekavané velikosti sekvenci BSMV.
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Tabulka 5 Ocekavana velikost PCR produkti z literatury porovnana s vysledky
elektroforézy

3809 bp

3262 bp

2381 bp

875 bp

NIENEENEEN IEN

1597 bp

U této elektroforézy byla potvrzena piitomnost plasmidi zajmu v bakteriich nesouci
sekvenci BSMVa, BSMVp, BSMVyl, BSMVy2, BSMVy2GFP.

Ostatni konstrukty byly usp&$né potvrzené nasledné, BSMVyccdB podjednotky po
kultivaci v E. coli kmen DB3.1, avSak u elektroforézy samotnych plasmidi bylo
zjisténo, ze pCaBS-BSMVYIGFP je mensi nez se oCekavalo; o¢ekavana velikost
plasmidu se lisila o velikost sekvence BSMVy1GFP; jednalo se tedy o prézdny

vektor.

Po extrakci a purifikaci plasmidové DNA byla naméfena koncentrace jednotlivych

roztokd s plasmidovou DNA, a také ovéfena jejich Cistota. Viz tabulka ¢. 5

Tabulka 6 Koncentrace izolované a purifikované plasmidové DNA jednotlivych
podjednotek

1471 ng/ul
3980 ng/pul
2561 ng/ul
2809 ng/ul
1629 ng/ul
3185 ng/ul
2045 ng/ul
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Pomér A = 260/280 nm pti méfeni v spektrofotometru jakozto indikator ¢istoty DNA
byl vzdy okolo hodnoty 1,8, coz naznacovalo, ze extrahovand DNA je Cista a tudiz

vhodna na dalsi praci.

Konzervy A. tumefaciens, které byly pfipraveny, byly pouzity pro kultivaci A.
tumefaciens urcené pro agroinfiltraci. Kultury s pfislusnymi antibiotiky bez
problému narostly 1 pfi opakovanych experimentech. Je tedy mozné usoudit, ze
tvorba konzerv byla ispéSna a je mozné je pouzit na mnoho dalSich experimentt,

piipadné obnovit.

4.2 Agroinfiltrace N. Benthamiana

Agroinfiltrace N. Benthamiana konstruktem 2x35S::BSMV se prokézala jako
uspésna. Toto potvrdila fluorescenéni mikroskopie agroinfiltrovanych listd a
nasledné byla provedena i negativni kontrola pro vyvraceni faleSné pozitivniho

vysledku.

Timto bylo prokdzano, Ze tento postup je Gspésny pro infekci tabaku virem BSMV a
v infikovanych rostlinach se nyni mnozily virové ¢&astice. Vizualné se snimek
shodoval se snimky Houdeho a Cheuka (2017); také zde dochazi k vyskytu GFP
primarné na bunéénych sténach. Mimo silny GFP signal vykazovaly agroinfiltrované

oblasti take silnou chlorézu; symptom typicky pro infekci BSMV.

395 nm - GFP

2x35S::BSMV-GFP

Obrézek 8 Snimek agroinfiltrovaného listu N. benthamiana infikovaného BSMV-GFP, *
slouzi jako ukazatel pozitivniho signalu
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395 nm - GFP

Obrézek 9 Snimek listu N. benthamiana, slouziciho jako negativni kontrola, * je ukazetelem
nespecifického signalu

4.3 Infekce T. Aestivum BSMV-GFP
Po GspéSném namnozenim virovych castic bylo mozné témito casticemi infikovat
pSenici. Ackoliv cilovym kultivarem byl cv. DH397, bylo experimentovano i s cv.

Tahti a Chinese Spring.

Semena vykazovala rtiznou kli¢ivost a imbibice podle vseho také méla na kli¢ivost
semen vliv, viz tabulka ¢. 7. Houde a Cheuk (2017) toto potvrdili, jelikoz fedéni
virového homogenatu 1:100 vykazovalo, dle nich, oproti vy$§im koncentracim

minimalni efekt na kli¢ivost.

Jak jiz bylo zminéno, bylo vysazeno 10 semen infikovanych a 10 kontrolnich od
kazdého kultivaru, pficemz ne kazdé¢ imbibované semeno vykazovalo pozitivni

signal, tedy pravdépodobné nebylo infikované.

Tabulka 7 Kli¢ivost semen raznych kultivart, imbibovanych i neimbibovanych

Kli¢ivost (10 semen) DH397 Tahti Chinese Spring
Kontroly 9 8 5
Imbibované 6 7 2
Imbibované s + signalem | 4 2 0
Utinnost imbibice (%) 40 20 0
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Z tabulky ¢. 7 je mozné vidét, Ze kultivar Chinese Spring m¢l problém s kli¢ivosti, a
také nebylo mozné jej viibec infikovat. Tédhti mél klicivost velmi dobrou, ale mira
ucinnost infekce byla nizsi (20 %). Cilovy kultivar DH397 avsak vykazoval jak
vysokou kli¢ivost, tak vysokou miru nachylnosti k infekci (40 %).

Houde et Cheuk (2017) byli schopni infikovat kultivary NIL 107, NIL 108 a Atlas
66. Zde bylo dokazano, ze 1ze infikovat i kultivary DH397 a Téhti.

Vyskyt viru byl potvrzen fluorescenéni mikroskopii; na rozdil od N. Benthamiana
pSenice nevykazovala v pribéhu svého ristu oproti kontrolam zadné symptomy.
Koncentrace virovych ¢astic tedy pravdépodobné byla podstatné nizsi a fenotyp

pSenice nebyl nijak postizen.

Co je zajimavé poznamenat je fakt, ze oproti ptivodni publikaci (Houde a Cheuk,
2017) byla exprese GFP zdanlivé slabsi, coz mize byt zplisobeno mensi nachylnosti

téchto kultivart k infekci BSMV, ¢i pouzitim mikroskopu s horSim rozlisenim.

Je mozné vidét, ze GFP se vyskytuje prevazné na bunéénych sténach (obr €. 10), coz
se shoduje s vysledky Houdeho a Cheuka (2017). Pfi¢ina tohoto jevu je neznama; je
napf. mozné Ze koncentrace GFP je u bunecnych stén pouze vys§i a tudiz
zaznamenatelna. Je také mozné Ze pohyb virioni ma vliv na lokalizaci GFP, kter¢ jej

smétuji k bunéénym sténam.

395 nm - GFP

BSMV-GFP

Obrazek 10 Kotyledon T. aestivum cv. DH397 infikovin BSMV-GFP, * slouzi jako
indikator pozitivniho signalu
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532 nm- Cy3

BSMV-GFP

Obrézek 11 Kotyledon T. aestivum cv. DH397 infikovan BSMV-GFP, * je na stejném misté
jako u fotografie s GFP filtrem coz jasné dokazuje, Ze se nejedna o fale$né pozitivni GFP
signal. GFP se tedy v pletivech skuteéné exprimuje a je tedy potvrzeno, Ze pSenice je
BSMV-GFP skuteéné infikovana.

Bylo tedy mozné, s jistymi modifikacemi, replikovat vysledky Houdeho a Cheuka
(2017) na novych kultivarech s laboratornim vybavenim a podminkami na tomto

pracovisti.
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5. Zavér

V této praci bylo prokazano, ze je mozné replikovat vysledky infekce T. aestivum
modifikovanym BSMV s reportérovym genem gfp na novych kultivarech (Houde a
Cheuk 2017).

Byly také pfipraveny materidly pro naslednou préci stimto virem; vytvofeny
konzervy A. tumefaciens s plasmidy nesouci konstrukt s virovymi podjednotkami,
vyextrahovana ¢ista plasmidovd DNA ve vysoké koncentraci a také odzkousSeny

metody které vedly ke zdarnému konci tohoto experimentu.

Jak jiz bylo zminéno na zacatku, ucelem této bakalaitské prace bylo tuto metodu
optimalizovat a pfipravit na nasledujici praci, ktera se bude zabyvat optimalizaci

virového vektoru pro ucely VIGS, VOX ¢i genové editace v pSenici.

Tohoto se mize dosahnout zvySenim funkéni kapacity virového vektoru; je mozné
nahradit gen gfp za mensi, av§ak ucinngjsi reportérovy gen iLOV (Chapman et al.,
2008), jelikoz je divod se domnivat, ze ¢im vétsi je konstrukt, tim horsi je replikace

a mezibun&¢ny pohyb (Houde a Cheuk, 2017).

Funkéni kapacitu je také mozné navysit vytvofenim restrikénich mist na dalSich
podjednotkach. Jiz diive bylo prokazano, Ze je mozné vytvorfit restrikéni misto

s kapacitou az 505 bp na BSMV podjednotce (Kawalek et al., 2012).

Dalsi moznosti je optimalizace konstrukti uréenych pro VIGS, misto fragmentu
genu hostitele v antisense orientaci (typicky postup pro VIGS) je potencialné mozné
vytvofit v restrikénim mist¢ BSMVyl ¢i y2 ORF, jez bude dany fragment genu
exprimovat, tudiz zvysi koncentraci interferujici RNA. Dalsi moznosti je vytvofit
RNAI konstrukt, tedy ORF napodobujici mir geny v hostitelskych rostlinach, jez by

také mohlo navysit uspéSnost VIGS.

Finalnim cilem tohoto projektu je exprese CRISPR-Cas9 enzymu pro ucely tvorby
KO mutanti ve vSech pletivech pSenice za pomoci tohoto viru, avSak jsou zde
problémy s kapacitou viru, jelikoz inzert o velikosti ovéfenych Cas9 enzymi by
zpusobil nestabilitu pfislusné podjednotky a genom viru by se fragmentoval. Je tedy
snadnéjsi z kratkodobého hlediska dosahnout u¢inného VIGS a z dlouhodobého

hlediska vyckat na objev Cas9 enzymu s vysokou ptesnosti a mensi DNA sekvenci.
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