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1 UVOD

Jednodélozna rostlina je¢men (Hordeum vulgare) je jednou z nejstarSich obilovin a jeho péstovani saha
az do doby pred 85 000 lety, tedy do mladsi doby kamenné. Tento historicky udaj poukazuje na
vyznamnost a udrzitelnost této plodiny z hlediska obzivy. Priblizn¢ 70 % celosvétove produkcee jeCmene
je vyuzito jako krmivo pro dobytek, zbylych =30 % je vyuzivano k vyrobé sladu. Z nutri¢niho hlediska
je jeémen vyznamnym zdrojem proteinu, B vitamind, mineralt a vlakniny. Je také zdrojem hotciku
a fosforu. Dnes se jeCmen tadi z hlediska celosvétové produkce na Ctvrtou pozici. Zemédélei vsak celi
mnoha vyzvam, které¢ v prub¢hu let vyvstavaji a zapri¢inuji pomaly rast vynosnosti tirod. Mezi faktory
ovliviiujici vynos se fadi bioticky a abioticky stres. Z biotickych stresovych faktort jsou nejvyrazngjsi
zmény klimatu, sklenikové emise, sucho azaplavy. Tyto faktory limituji produkci a vedou
onemocnéni, ktera zpusobuji infekéni patogeny. Genomy patogennich hub, bakterii a oomycet
infikujicich rostliny koduji fadu virulentnich proteind, které bud’ interferuji s obrannym mechanismem
rostlin, nebo ovliviiuji rostlinny mechanismus ve sviij prospéch. Houbovy patogen Blumeria graminis
f. sp. hordei je ekonomicky vyznamnym Skidcem jeémene, u které¢ho zpusobuje chorobu padli travni
amuze tak zpusobit ztraty na vynosu a kvalit€ az 45 %. Blumeria graminis produkuje virulentni
proteiny, které mohou interagovat s obrannym systémem jeémene. Tento systém predstavuji rostlinné
vnitrobunééné imunitni receptory NLR s nukleotidovou vazebnou doménou, které produkuji geny
rezistence. Tyto receptory po specifickém rozpoznani patogenu spusti signalni drahu rezistence. Geny,
pripadng jejich produkty pochazejici z Blumeria graminis, které jsou rozpoznavany proteiny rezistence,
se nazyvaji geny avirulence a geny které nejsou hostitelem rozpoznany a umoziuji napadeni se oznacuji
jako geny virulence. Rozpoznani proteinu avirulence proteinem rezistence vede k hypersenzitivni
reakci, ktera ma za cil zabranit proliferaci patogenu. Studium gent avirulence pfinasi dulezité poznatky
vramci rostlinného Slechtitelstvi pro produkci rezistentnich odrid jeémene. K identifikaci genu
avirulence lze vyuzivat fadu metod reverzni genetiky mezi nimi agroinfiltraci, nebo dnes rapidné se
vyvijejici metody zahrnujici virové vektory. Tato prace je zamérena na validaci kandidatnich genu
avirulence patogenu Blumeria graminis pomoci metod agroinfiltrace a virem indukované nadexprese

genu (VOX).



2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti této diplomové prace byla literarni reserSe zahrnujici témata rostlinné imunity,

rostlinnych virii, struktury jejich genomu a interakce s hostitelem.

Cilem experimentalni ¢asti bylo pfipravit konstrukty ¢tyfpodjednotkového virového vektoru BSMV
sinzerty kandidatnich genu avirulence AVR.3, AVRi;, AVRa; a AVR. pochazejicich z houbového
patogenu Blumeria graminis f. sp. hordei. Dal§im krokem bylo optimalizovat metody pro validaci
kandidatnich genu avirulence pomoci metod agroinfiltrace, virem indukované nadexprese v jeCmeni

a listové abraze. V neposledni fad¢ bylo cilem optimalizovat metodu imbibice.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Imunitni systém rostlin a interakce s patogeny

Rostliny jsou neustale vystavovany Siroké Skale patogenu, ale zustavaji rezistentni vuci vetSing
sous pred 400-500 milidny let (Dangl et al., 2013). Zachyceni environmentalnich signali a schopnost
poskytnuti adekvatni odpovédi jsou nezbytné pro preziti organismu. Na rozdil od Zivocichi, rostliny
nedisponuji specializovanymi buiikami imunitniho systému, proto se spoléhaji na reakce vnitinich
imunitnich mechanisma a schopnost kazdé buriky odhalit nebezpeci a spustit mechanismy rezistence

vuci Skidcam, kterymi mohou byt viry, bakterie, houby atd. (Mackawa et al., 2011).

Patogeny nejdfive musi pfekonat hostitelské bariéry, jako je napt. voskova vrstva nebo silna bunééna
stétna. K priiniku do hostitele a ke svému mnozeni vyuzivaji patogeny riznych Zivotnich strategii.
Patogenni bakterie do hostitele vstupuji jako soucast vody ¢i plynu, nebo skrze poranéni a nasledné
proliferuji v mezibunéénych prostorach (apoplastu). Nematoda a amfidy napadaji rostlinné burky
pomoci bodce. Houby mohou vstupovat pfes bunéénou sténu nebo vytvareji hyfy na povrchu, uprostied
nebo napfi¢ rostlinnou buikou. Patogenni a symbiotické houby casto disponuji specialnimi organy
k vyzivé. Témito organy jsou haustoria, ktera pronikaji skrze hostitelskou plazmatickou membranu.
Vsechny zminéné skupiny patogena vylucuji do hostitelské rostliny efektorové molekuly, nazyvané téz
faktory virulence, které jsou zodpovédné za oslabeni hostitelské rostliny a za vznik infekce (Jones

a Dangl, 2006).

Rostliny disponuji dvéma skupinami obrannych systému (Obr. 1), které mohou detekovat patogeny.
Prvni skupina je oznaCovana jako PAMP-vyvolana imunita (PTI) aje zalozena na rozpoznani
specifickych molekularnich struktur na povrchu bun¢k patogenu (Pathogen-associated molecular
pattern, PAMP), které jsou rostlinnou bunikou vyhodnoceny jako nebezpeéné signaly. Druhou skupinou
je efektorem-vyvolana imunita (Effector-triggered Immunity, ETI), ktera se u nékterych patogenu
vyvinula k prfekonani PTI. ETI zahmuje rozpoznani specializovanych patogennich efektorovych
proteina, které jsou vyluovany patogenem do hostitele a podnécuji patogenni virulenci (Jones a Dangl,

2006).
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Obrazek 1: Schéma obranného systému rostlinné bunky.

Patogeny vSech tiid zivotnich styli (barevné odd€leny a popsany) produkuji pfi kolonizaci rostlin pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) a microbe-associated molecular pattern (MAMPs). Rostliny zachytavaji
PAMPs a MAMPs pomoci extracelularnich pattern recognition receptors (PRR) a zahajuji PAMP-vyvolanou
imunitu (PTT) (1). Patogeny produkuji efektorové proteiny jak do prostoru apoplastu (neni na obrazku znazornéno),
tak dovnitf buiiky (2) a inhibuji PTI (3). Intraceluldmi rostlinné NLR receptory (Nod-Like Receptors) mohou
rozpoznat efektory tiemi zplisoby (4a — 4¢), z nichz véechny vedou k vyvolani ETI (5). Prvnim zpiisobem je pfima
interakce ligandu s receptorem (4a). Druhou variantou je rozpoznani diky efektorovym proteinem vyvolané zmén¢
specidlniho proteinu, ktery slouzi jako ndvnada (Decoy) a strukturné imituje cil efektorového proteinu (4b). Treti
zpusob zahrnuje rozpoznani diky efektorovym proteinem vyvolané zméné v hostitelském proteinu, ktery je cilem

virulence napt. cytosolickd doména PRR (4c). Pievzato z prace Dangl ef al. (2013).

3.1.1 PAMP-vyvolana imunita

Prvni obrannou linii rostlin je detekce patogenii pomoci PTI (Zipfel, 2008). PTI zahmuje receptory
zvan¢ pattern recognition receptors (PRRs) na vnéjsi strané hostitelské burky, které rozpoznavaji
mikrobialni bunécéné struktury — PAMPs. Mezi PAMPs fadime napf. bakterialni flagelin nebo houbovy

chitin, kter¢ jsou esencialnimi slozkami patogenu (Dodds a Rathjen, 2010).

Rozpoznani PAMPs pomoci PRRs vede k vyvolani PTI imunity, kterda mize zastavit kolonizaci rostliny
patogenem (Jones a Dangl, 2006). Rostliny jsou schopny detekce i vlastnich endogennich ¢asti, které
jsou uvoliovany pii kolonizaci patogenem, napriklad ¢asti bunééné stény, nebo fragmenty kutikuly.

Tyto ¢astice oznacujeme jako danger-associated molecular patterns (DAMPs) (Dodds a Rathjen, 2010).



3.1.1.1 Mechanismus PTI

Vnitrobunééné odpovédi vyvolané PTI zahrmuji rychly tok iontt napfi¢ plazmatickou membranou, MAP
kinazovou aktivitu, produkei kyslikovych radikali (Reactive oxygen species, ROS), rapidni zmény
genove exprese a zesileni bunécéné stény. Na rozdil od Zivocisnych PRR, které jsou lokalizovany, jak na
povrchu, tak uvnitf bun¢k, jsou rostlinné PRR lokalizovany vyhradné na bunééném povrchu (Zipfel,
2008). Rodina PRR receptorii zahrnuje receptorové kinazy (RLK) a receptorové proteiny (RLP), ty jsou
prvni prekazkou pro patogen. RLK-PRRs obsahuji variabilni N-koncovou extracelularni doménu
(ECD), transmembranovy segment (TM) a konzervovanou cytoplazmatickou kinazovou doménu (KD).
ECD domény detekuji ligand a aktivuji KD, to ma za nasledek imunitni signalizaci. RLP-PRR
nedisponuji KD doménami, proto Casto spolupracuji s RLK-PRR (Wang a Chai, 2020).

RLK-PRR jsou ¢lenény do nékolika skupin na zakladé ECD. Nejvétsi skupinou jsou receptoroveé kinazy
tvofené repeticemi bohatymi na leucin (LRR-RKs). Do této skupiny se fadi naptiklad FLAGELLIN-
SENSING 2 (FLS2) a EF-TU pfitomné u Arabidopsis thaliana, které rozpoznavaji PAMPs peptidovych
epitopu flagelinu aeclongacniho faktoru pfi obrané proti bakteriim. Dals$i skupinou jsou RLK
s lysinovym motivem (LysM-RLK), které rozpoznavaji polysacharidové PAMPs jako napiiklad chitin.
Posledni skupina zahmuje extracelularni RLK s extracelulamimi lektinovymi doménami. U RLP-PRR
rozliSujeme skupiny jako jsou naptf. LRR-RLP a LysM-RLP (Wang a Chai, 2020). RLP-PRR maji
podobnou strukturu jako RLK, ale postradaji intracelularni cytoplazmatickou kinazovou doménu

(Macho a Zipfel, 2014).

Vétsina PRR vyzaduje ke své funkci LRR-RK BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-ASSOCIATED
KINASE 1 (BAK1). BAKI je fazena do podrodiny LRR typu I ktera zahmuje 14 ¢lent, z nichz 5 je
pojmenovano SERK1-5 (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 1-5) (Zipfel, 2008).
BAKI1 nehraje pfimou roli vdetekci patogent, ale vytvari heterokomplexy sjinymi PRRs.
Heterokomplex je fosforylovan 30-60 sekund po detekci patogenu. Fosforylace heterokomplexu vede
k nasledné imunitni signalizaci. BAK1 je oznaovana za centralni regulator rostlinné imunity a jako

takovy je proto Casto cilem efektorovych molekul patogenu (Dodds a Rathjen, 2010).

Struktura a funkce PAMPs a PRR jsou casto konzervativni napfi¢ genovymi rodinami. PTI je G¢inna
proti neadaptovanym patogentim v jevu zvaném nehostitelska rezistence (non-host resistance) (Dodds
a Rathjen, 2010). Jedna se o komplexni sadu obrannych mechanismd, které spolecné funguji proti Siroké

skale patogenu (Jorgensen a Wolfe, 1994).

3.1.2 Efektorem vyvolana imunita (ETI)

ETI je druhou tfidou obrannych mechanismu rostlin, ktera zahrnuje rozpoznani specializovanych
patogennich efektoru vylucovanych patogenem do hostitelské rostliny. Tyto efektorové proteiny jsou

pri¢inou patogenni virulence arozvinuly se u patogent k pieckonani PTI. Rozpoznani efektorovych



proteint vede k efektorem vyvolané imunité (ETI) (Jones a Dangl, 2006). Efektorové proteiny vsak
mohou byt rozpoznavany rostlinnymi geny rezistence (R), vtakovém pfipadé jsou rozpoznavané
efektorové proteiny oznaovany jako proteiny avirulence (AVR), které jsou exprimovany z prislusnych

genu avirulence (Petit-Houdenot a Fudal, 2017).

Vyvojovy mechanismus ETI je zaloZzen na koevoluéni dynamice mezi patogenem a hostitelskou
rostlinou, coz vede kvelké variabilit¢ efektorovych proteini, proto je ETI aktivni pii styku
s adaptovanymi patogeny. Jak se bude patogen branit, zavisi zejména na elicitorovych molekulach, které
jsou specifické kazdé infekei (Dodds a Rathjen, 2010). ETI poskytuje rychlejsi a silnéjsi odpoveéd’ nez
PTI a ma Casto za nasledek lokalizovanou buné¢nou smrt zvanou hypersenzitivni odpovéd’ (HR) v miste

napadeni hostitele (Jones a Dangl, 2006).

3.1.2.1 Efektorové proteiny patogenu

Vétsina efektorovych proteini je pro kazdy patogen jedine¢na, a dokonce i blizce pfibuzné patogeny
maji jen malou podobnost svych efektorovych proteinti. Tato skute¢nost pravdépodobné odrazi jejich
velmi rychlou evoluci, ktera byla zapficinéna, jak potfebou patogenu prekonat obranny systém hostitele,
tak nutnosti hostitele na toto prizpusobeni reagovat. Studium a snaha o identifikaci efektorovych
proteina probiha intenzivng u tfi skupin patogent, kterymi jsou bakterie, oomycety a houby (Panstruga

a Dodds, 2009).

3.1.2.1.1 Bakterialni efektory

Jednotlivé fytopatogenni druhy bakterii koduji 20-30 efektorovych proteind, které jsou vylucovany
piimo do hostitelské cytoplazmy pomoci jehlovité struktury, téZ zvané typ-IIlI sekrecni systém (TTSS).
Bakterialni efektory se nazyvaji type III efektorové molekuly (T3E) a jsou rozpoznavany hostitelskymi
NLR receptory. T3E vyvolavaji modifikace hostitelskych proteind, a pravé tyto modifikace jsou
detekovany rostlinnymi NLR, které nasledné aktivuji ETI (Khan et al., 2016). Mezi kmeny bakterii
vyuzivajici TTSS tadime naptiklad Pseudomonas, Xanthomonas, Ralstonia, Erwinia a Pantoea.
Vsechny tyto kmeny kolonizuji apoplast hostitele a vyvolavaji bunécnou smrt v ruznych fazich

patogeneze (Alfano a Collmer, 2004).

3.1.2.1.2 Efektory oomycet

Efektorové proteiny oomycet obsahuji konzervovany motiv slozeny ze dvou aminokyselinovych fetézcu
RXLR-(D)EER, kde X reprezentuje jakoukoliv aminokyselinu (Panstruga a Dodds, 2009). RXLR
domeéna je nezbytna pro transport efektoru do buriky (Dodds a Rathjen, 2010). Pfed RXLR doménou na
N-konci se nachazi signalni peptid, ktery je dualezity pro nasmérovani efektorového proteinu
k endoplazmatickému retikulu hostitele (Catanzariti et al., 2007). Krom¢ ATR13 vSechny dnes znameé

efektory oomycet vytvareji tii-o-helixovou strukturu, ktera se nazyva WY doména. WY doména se



muze vyskytovat solitémé, nebo ve form¢ dimeru ¢i jako tandemova repetice (Mukhi et al., 2020).
U SFI3 efektoru patogenu Phytophora infestans bylo prokazano, ze WY doména se vyskytuje v trans
usporadani, a toto uspofadani se jevi jako dulezité pro interakci s hostitelem, pro bunéénou lokalizaci
a v neposledni fad¢ pro virulenci (He et al., 2019). Celkem bylo u Phytophora infestans genomovym

sekvenovanim odhaleno 563 RXLR kandidatnich efektorovych gent (Haas et al., 2009).

3.1.2.1.3 Efektory hub

Houbov¢ efektory mohou byt hrubé rozdéleny na extracelularni efektory a cytoplazmatické efektory.
Extracelularni efektory jsou vylu¢ovany do apoplastu nebo xylému hostitele, zatimco cytoplazmatické
efektory jsou sméfovany do hostitelské buiky. Zvlastni pripad pozorujeme u plisné ryze (Magnoporthe
grisea), ktera nevylucuje pfimo efektorové proteiny, nybrz doposud neznamé sekundarni metabolity

(Stergiopoulos a de Wit, 2009).

Na rozdil od efektorovych proteinti oomycet nesdili efektory patogennich hub (Obr. 2) zadné spolecné
strukturni motivy, krom¢ sekreénich signalnich peptida na N-konci (Mukhi et al., 2020). Magnoporthe
oryzae koduje skupinu sekvenéné riznorodych malych sekrecnich proteint, které jsou exprimovany
zejména béhem biotrofni faze infekce. Tyto proteiny jsou tvofeny B-sendvi¢ovou strukturou, ktera je
strukturn¢ podobna s ToxB efektorem Pyrenophora tritici-repentis, a proto byly efektory Magnoporthe
oryzae pojmenovany MAX efektory (Magnaporthe AVRs and ToxB-like) (de Guillen et al., 2015).
Zcela jinou strukturu bychom nasli u efektoru rzi Inové AvrP, jehoZ tfidimenzionalni struktura odhalila
motivy tvofené zinkovymi prsty, které hraji zasadni roli ve virulenci patogenu (Zhang et al., 2017).
Efektory Blumeria graminis maji strukturni podobnost s ribonukleazami, proto se také nékdy oznacuji
jako RNase-like proteiny exprimované haustorii (RALPH). RALPH obsahuji disulfidickou vazbu stejné
jako ribonukleazy (Pennington ef al., 2019). Posledni znamou strukturou je struktura zvana ToxA-like

u Fusarium oxysporum (Mukhi et al., 2020).
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Obrazek 2: Znamé strukturni motivy houbovych efektori.

Zobrazeny jsou strukturni motivy ToxA-like (Avr2), strukturni motiv MAX (AvrPib), motiv zinkovych prsti
(AvrP) a RALPH (BEC1054). Pievzato z prace Mukhi et al. (2020).

3.1.2.2  Hostitelské geny rezistence

Efektorové proteiny, které umoziuji patogenum piekonat PTI jsou v hostiteli rozpoznavany
specifickymi geny rezistence. VétSina genu rezistence koduje proteinové receptory rodiny NLR, které
jsou schopny rozpoznat strukturu nebo ucinky patogennich efektort v hostiteli (Jones a Dangl, 2006).
Rostlinné NLR jsou casto polymorfni mezi jednotlivymi rostlinami v hostitelské populaci. Mnozstvi
genu kodujicich NLR v takové populaci definuje repertoar detckovanych polymorfnich efektora. NLR
rodiny receptort jsou fazeny do STAND (signal-pfenasejici ATPazy s mnoha doménami) P-loop ATPaz
zrodiny AAA+, jejichz funkce jsou velice komplexni. NLR obsahuji velmi variabilni
N-koncovou doménu, centralni nukleotidy-vazajici doménu (NBD), po niz typicky nasleduje
C-koncova LRR doména, proto se tyto proteiny oznacuji také jako NB-LRR (Maekawa et al., 2011).
NBD jsou asociovany s piipojenymi o-helikazovymi doménami, ktera je také znama jako apoptoticka
ATPazova (Ap-ATPase) doména (Jones a Dangl, 2016). Jako signalni centra funguji coiled-coil (CC)
nebo Toll-interleukinové 1 (IL-1) receptorové domény (TIR). Pocet NLR kodovanych genomem
vysS§ich rostlin se pohybuje mezi pfiblizné 150 (Arabidopsis) a 460 (ryze) (Maekawa et al., 2011).

Béhem absence patogenu jsou NB-LRR udrZzovany ve stavu, kdy jsou schopny detekovat signal, ale
nachazeji se v tzv. auto-inhibovaném stavu. Tento stav pomahaji udrzovat LRR domény a chaperony
HSP90 spolu se svymi ko-chaperony, nebo mohou byt NB-LRR regulovany cilenou degradaci proteind.
Jakmile je pfijat LRR doménou signal o pritomnosti specifického efektorového proteinu uvnitf hostitele,
dojde ke zméné konformace NB-LRR proteinu z uzaviené na otevienou a k aktivaci NB-LRR proteinu

(Takken a Goverse, 2012).

NB-LRR proteiny mohou rozpoznavat patogenni efektory primo fyzickou asociaci, nebo nepfimo skrze
pomocny protein, ktery je soucasti NB-LRR proteinového komplexu. Po aktivaci NLR dochazi
k masivni tvorbé ROS, narustu cytosolického Ca** a ke zméné transkripce. Tyto zmény vedou k rychlé

smrti hostitelské buiiky v misté napadeni patogenem (Mackawa et al., 2011). Lokalizovana bunééna
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smrt se také oznacuje jako hypersenzitivni odpovéd’ (HR) (Bonas, 1998). Krom¢ tohoto mechanismu
pouzivaji rostliny k fizené imunitni odpovédi také fytohormony a sekreci specifickych proteinu

(Maekawa et al., 2011).

3.2 Interakce mezi Blumeria graminis f. sp. hordei a Hordeum vulgare

Padli travni je vyznamnym onemocnénim, které postihuje pres 650 jednodéloznych a vice nez 9 000
dvoudéloznych rostlin. Za touto nemoci stoji houba Blumeria graminis (Saur et al., 2019a). Napadeni
touto houbou jen zfidka zpusobuje umrti rostliny, nicméné tato nemoc zpusobuje vyznamnou ztratu
kvality a produktivity v rozsahu 2040 % (Boddy, 2016). Padli travni postihuje i hospodarsky

vyznamnou obilovinu jeCmen.

3.2.1 Hordeum vulgare

Hordeum vulgare ssp. vulgare je domestikovanou formou divoké formy jeCmene H. vulgare ssp.
spontaneum, ktera jiz pfed 10 000 lety slouzila jako jeden z hlavnich zdrojti obzivy pro tehdejsi populaci.
Domestikace jeCmene je datovana pravé do doby pied 10 000 lety (Sato, 2020). V celosvétovém meéritku
je jeémen C¢tvrtou nejhojnéji péstovanou obilovinou hned po kukufici (Zea mays), pSenici (Triticum

aestivum) a ryzi (Oryza sativa) (FAOSTAT, 2022).

JeCmen je jednod€lozna samosprasna rostlina s diploidnim genomem, ktery je tvofen sedmi
chromozomy (2n=2x=14). Spole¢né s dalsimi obilovinami jako je pSenice, ryZe a jejich divoci pfibuzni
spada do pfiblizn¢ 12 milionu let starého rodu tritikalii z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) (Sato, 2020).
Velikost genomu jeémene ¢ini 5,1 Gbp (The International Barley Genome Sequencing Consortium,
2012) svice nez 80% zastoupenim repetitivnich elementi (Sato, 2020). Predpokladany pocet gentu

jeémene je nejmén€ 30 400 gent (The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012).

3.2.2 Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh)

Houby zptisobujici padli travni jsou fazeny do kmene vieckovytrusych hub (Ascomycota) a do tadu
Erysiphales. U je¢mene je pri¢inou padli Blumeria graminis f. sp. hordei (Erysiphe graminis f. sp.
hordei), obligatni biotrof, ktery vyhradné napada epidermalni listovou tkan hostitela z celedi
lipnicovitych (Poaceae) (Schiffer et al., 1997). Velikost genomu Bgh byla osekvenovanim haploidniho
genomu izolatu DH14 stanovena na pfiblizné 120 Mbp (Spanu et al., 2010). Bgh je ¢astym predmétem

vyzkumu, a proto jsou jeho vyvojova stadia a zivotni cyklus velmi dobie prostudovany.

3.2.2.1  Zivotni cyklus Bgh

Buriky a spory hub fadu Erysiphales jsou tvofeny bunéénou sténou a vedle jinych organel obsahuji také

jadro, vakuoly a Woroninova téliska. Pro Bgh je charakteristické rozmnozovani pomoci konidii



s primarnim kli¢nim vlaknem a typickym appressoriem (Glawe, 2008). Pomoci konidii se Bgh
rozmnozuje nepohlavné. Konidie jsou vejcovité hyalinni spory o velikosti 10-15 um na 30-40 pum, které
jsou uvoliovany z apikalni strany zrajicich konidiofortu (Zhang et al., 2005). Infekce zacina, jakmile
konidium pfistane na citlivém hostiteli. Thned poté dochazi k tvorb¢ kli¢niho vlakna, které se prodluzuje
a vytvari hyfy s appressorii a penetra¢nimi hacky, a nasledné se méni v haustorium. Appressoria jsou
kratké postranni vybézky hyf, z nichz dochazi k tvorbé penetracnich hacku, ty slouzi k proniknuti pres
hostitelskou bunéénou sténu pomoci zmén turgorového tlaku a enzymatickou aktivitou. Haustorium
vznika prodlouzenim penetra¢niho hacku po jeho vniknuti do bunky hostitele a je vyznamnou strukturou
pro paraziticky zpusob obZivy houby, jelikoZz umoziuje pfisun Zivin z hostitele do houby. K dozravani
spor a vzniku infekce dochazi velmi rychle. Jiz béhem 60 sekund od stfetu s hostitelskym povrchem
uvolnuji konidie Bgh tekuty extracelularni material s kutinazami a esterazami k upevnéni patogenu
k hostiteli. Po 30-60 minutach dochazi ktvorbé primarniho klicniho vlakna, které produkuje
tzv. kutikularni hacek. Kutikularni hacek houb¢ slouzi k proniknuti pres kutikulami vrstvu, ale ne pfes
bunéénou sténu hostitele a spolecné s extracelularnim materialem zvysuje pfilnuti patogenu k hostiteli.
P1i interakci s jeémenem akumuluje Bgh redoxn¢ aktivni 3-hydroxykynurenin, jehoz funkce zatim neni
zcela objasnéna, avSak predpoklada se, Ze by mohla zajiStovat provazani houby s hostitelskym
povrchem. Bgh dale vylucuje katalazy, které¢ zabezpecuji ochranu pred ROS, které produkuje hostitel
(Hiickelhoven, 2005). K tvorbé appressoria dochazi béhem cca 10 hodin po infekci a za dalsi asi
dvéhodiny dochazi k tvorbé penetracniho hacku, ktery pronika pres bunéénou sténu. Bé¢hem této doby
se jako odpovéd’ na napadeni houbou vytvari kopulovité lozisko zvané papilla s materidlem tvoficim
bunécnou sténu (Glawe, 2008). Tvorba papilly je soucasti PTI obranného mechanismu rostliny
(Jorgensen a Wolfe, 1994). Jestlize je patogen uspésny v prekonani PTI, dochazi k prodlouzeni
penetracniho hacku do buriky hostitele invaginaci do cytoplazmy, kde nasledné dochazi k jeho
zvétSovani a vzniku haustoria. Haustorium je obklopeno extracelularni matrix a necytoplazmatickym
gelovym materialem, ktery napomaha k ochrané patogenu pred obrannymi mechanismy hostitele. Hyfy,
které houba produkuje, se opakované mnohonasobné vétvi a formuji kruhovité kolonie. Produkce
konidii nastava béhem né¢kolika dni po napadeni hostitele. Konidiofory jsou tvofeny na povrchu hostitele
z vegetativnich hyf. Prvni kompletni burika konidioforu se nazyva bazalni burika, kterou postupné

prekryvaji dalsi burky, ze kterych postupné dozravaji konidie (Glawe, 2008).
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Obrizek 3: Zivotni cyklus Blumeria graminis.

Po dopadu konidie na rostlinnou tkan dochazi ke kli¢eni konidie a tvorb¢ appressoria (faze 06 h), ze kterého
vyrusta penetracni hacek, ktery pronika do epidermalni burnky (faze 8-10 h). Nasledng se zaCina tvofit nabobtnaly,
na povrchu hladky, protahly vacek na Spi¢ce penetratniho hacku, haustorium (faze 12-14 h). Jadro se piesouva
z appressoria do haustoria a mezi appressoriem a haustoriem se nasledn¢ vytvafi prepazka. Po 24 hodindch
(faze16-24 h) je jiz pln¢ vytvotfeno haustorium s matrix a vnéjsi extrahaustoridlni membranou (1624 h). Pfevzato
z prace Boddy (20006).

Kromé nepohlavniho rozmnozovani vyuziva Bgh i rozmnozovani pohlavniho pomoci askospor, které
jsou uvolinovany z plodnic zvanych kleistothécia. Kleistothécia jsou vytvafena na starnoucim listu
hostitele a mohou pfezivat v dormantnim stadiu i nepfiznivé environmentalni podminky, kterymi
mohou byt zimni obdobi nebo obdobi extrémniho sucha a vysokych teplot, ktera hostitel prekonava ve
form¢é semen (Zhang et al., 2005). Pohlavni rozmnoZovani Bgh zacina tvorbou gametangii. Sam¢i
gametangia nesou nazev antheridia a samici askogonia. Mezi samci a sami¢i gametangialni buiikou
dochazi k plasmogamii, tedy ke splynuti bun¢k. Bunééné jadro antheridia se presune do askogonia
a dojde k procesu zvanému dikaryotizace, jehoz vysledkem je buika se dvéma jadry. Po dikaryotizaci
jsou dikaryontni buriky obalovany jednojadernymi buiikami, které jsou zakladem askogonia a dochazi
tak k tvorb¢é plodnice. Z dvoujadernych bunék se vytvareji viecka, ve kterych dochazi ke karyogamii,
meidze a nasledné tvorbé haploidnich askospor. Askospory se z kleistothécia odd€luji vertikalné potg,

co zacéne pusobit turgorovy tlak, ktery vznika dusledkem pfijimani vody kleistothécii (Glawe, 2008).

3.2.3 Hypotéza gen-proti-genu

U je¢mene existuji kromé jinych i obranné mechanismy Géinné pouze proti specifickym izolatim Bgh.
Specificka rezistence zavisi na paru genu, které spolu interaguji. Je nezbytné, aby doslo k interakci genu

rezistence hostitele a korespondujiciho genu avirulence patogenu. Reakce mezi genem R a genem AVR,
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ktera vede k obran¢ rostliny pred patogenem je oznaCovana jako hypotéza gen proti genu, ktera byla

poprvé popsana Haroldem H. Florem v roce 1946 (Keen, 1990).

3.23.1 Geny rezistence v je¢meni

Studium interakci mezi jeCmenem a Bgh odhalily pfitomnost vice nez 85 dominantnich nebo
semidominantnich lokusi R genu proti Bgh (Ml — Mildew locus) (Jorgensen a Wolfe, 1994).
Nejpocetnéisi tfidou lokust genu rezistence proti padli travnimu v jeCmeni je lokus Mla (Mildew
locus a). Tento lokus koduje vice nez 30 riznych specifickych genu rezistence (Mlal-Mla32)
produkujicich NB-LRR proteiny (NLR). Vétsina z téchto genti byla prenesena na kultivovany jeCmen
z divokého pribuzného je¢mene Hordeum spontaneum v prabéhu Slechténi (Schulze-Lefert a Vogel,
2000). Krom¢ Mla jsou v jeémenném genomu pritomny i jiné varianty MI klastra genu rezistence a tyto
varianty jsou Clenény do 11 skupin: Mlat, Mla, Mlk, Minn, Milra, MIGa a Mlp na chromozomu
5 (Jorgensen a Wolfe, 1994), MIh na chromozomu 6 (Jorgensen a Wolfe, 1994), Mlg a Mlo na
chromozomu 4 (Gorg et al., 1993; Biischges et al. 1997), MILa na chromozomu 2 (Giese et al., 1993)
a Mlh na chromozomu 6 (Jorgensen a Wolfe, 1994). Mla klastr je lokalizovan na kratkém rameni
chromozomu 5 blizko telomerického konce. Vzhledem ke své vysoce variabilni povaze je Mla klastr
skvélym modelem pro zkoumani specifickych rozpoznavacich mechanismi v ramci gen-proti-genu
interakce mezi jeémenem a obligatni patogenni houbou (Wei er al., 1999). Rada z testovanych Mla
potiebuje ke své funkci pomocné geny Rarl a Rar2 (required for mla resistance), existuji vsak studie,
ze Mlal a Mla7 funguji nezavisle na téchto genech (Schulze-Lefert a Vogel, 2000). Bylo prokazano, ze
k expresi Ml genu dochazi v odlisnych fazich infekce. Napiiklad Mlal a Mlal2 mohou rozpoznavat
patogenni AVR proteiny béhem tvorby haustoria. Naproti tomu Mlg se ucastni obrannych mechanismu

Jiz pii tvorb¢ appressoria a penetracnich hackt (Gorg er al., 1993).

Zvlastnim lokusem je lokus Mlo, ktery je spojen s Mlo rezistenci. Puvodné byla tato rezistence popsana
umutanta na padli rezistentniho jeCmene vroce 1942 anasledné byla v 70. letech 20. stoleti
identifikovana na jeémennych kultivarech pochazejicich z Etiopie. Rezistence Mlo nefunguje na bazi
hypotézy gen-proti-genu, je monogenni, ucinna proti véem izolatiim Bgh a zabezpecuje trvalou ochranu
hostitele (Jorgensen, 1992). Mlo protein ma velikost pfiblizné 60 kDa a je kotven v plazmatické
membrané sedmi transmembranovymi helixy s N-koncem orientovanym extracelulamé a C-koncem
intracelularné (Devoto et al, 1999). Na mlo-vyvolané rezistenci se podileji podobné jako u mla
rezistence dalsi dva geny, Rorl a Ror2 (required for mlo resistance) (Freialdenhoven et al., 1996). Tyto
geny jsou dulezité pro produkci ROS pfi napadeni patogenem. Pozi¢nim klonovanim bylo odhaleno, Ze
Ror2 koduje solubilni na N-ethylamid-senzitivni proteinovy receptor (SNARE). Ror2 je umistén na
plazmatické membrang, kde funguje jako cilovy membranovy SNARE (t-SNARE) pfi fuzi vezikul. Gen

Rorl je lokalizovan v pericentromerickém prostoru dlouhého ramene jemenného chromozomu 1H
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a koduje tfidu XI jeémenného myosinu Myol1A, k jehoz akumulaci dochazi béhem infekce (Acevedo-

Garcia et al., 2022).

3.2.3.2  Geny avirulence B. graminis f. sp. hordei

Bgh vylucuje béhem kolonizace hostitele Sirokou Skalu efektorovych proteint, z nichZ jen mala cast je
rozpoznavana proteiny rezistence a muzeme o nich tedy hovofit jako o proteinech avirulence (Rouxel
a Balesdent, 2010). Doposud bylo u Bgh odhaleno 491 kandidatnich efektororvych proteini (CSEPs),
znichz byla u 248 znich predikovana pritomnost signalniho proteinu, kterd je pro AVR proteiny
typicka. Jsou znamy dva hlavni typy efektorovych proteinu, které Bgh vylu€uje. Prvni skupinu tvori
kratsi proteiny o délce 100-150 aminokyselin, které jsou hojné exprimovany haustorii. Druhou skupinu
predstavuji proteiny s délkou 300-400 aminokyselin a s nizS§imu hladinami exprese. Pfiblizné 97 %
CSEPs je produkovana houbovymi haustorii, nebo epifytickou tkani, tedy casti houby, ktera je na
povrchu hostitele. Bylo potvrzeno, ze cela fada CSEPs ma strukturni podobnost se dvéma dobie
popsanymi ribonukleazami, kterymi jsou T1 nachazejici se u Aspergillus oryzae a U2 vyskytujici se
u Ustilago sphaerogena. Navzdory podobnosti s ribonukleazami se vSak u CSEPs ribonukleazova

aktivita nevyskytuje z divodu absence aktivniho mista (Pedersen ez al., 2012).

Jestlize dojde k uspésnému rozpoznani A VR proteinu proteinem R, dojde k hypersenzitivni reakci (HR).
HR je charakteristicka smrti hostitelskych bunék v misté napadeni a je doprovazena vinami akumulace
peroxidu vodiku. Prvni vlna nastava jest¢ pfed samotnou hypersenzitivni reakci, kdy se ROS akumuluji
subcelularné prfimo pod houbovym appressoirem, aby nasledné béhem druhé viny zaplnily infikovany

epidermalni prostor (Schulze-Lefert a Vogel, 2000).

3.3 Zpusoby validace patogennich genu avirulence

V ramci bioinZenyrskych pfistupt jsou celosvétoveé vyznamné plodiny, mezi nimi i jeCmen, upravovany
introgresi molekularné izolovanych gent rezistence. Takto upravené plodiny jsou odolnéjsi vuci
patogenum a minimalizuji se tak ztraty. Stejné tak studium a identifikace AVR gent pfinasi dalezité
poznatky pro bioinZenyrstvi. Identifikace a validace AVR gent je narocnou disciplinou, ktera vyuziva

fadu riznych metod (Saur et al., 2019b).

3.3.1 Dvouhybridni kvasinkovy systém

Dvouhybridni kvasinkovy systém je metoda ke studiu protein-proteinovych interakci, ktera byla poprvé
popsana v praci Fieldse a Songa (1989), ktefi ktomuto ucelu pouzili kvasinku Saccharomyces
cerevisiae. Kvasinka nese transkripéni aktivator GAL4, ktery je nezbytny pro zahajeni exprese enzymu
metabolismu galaktozy. GAL4 je protein o velikosti 881 aminokyselin a sestava se dvou oddélitelnych
domén, kterymi jsou N-koncova doména vazici se ke specifické DNA sekvenci (DBD) a C-koncova

aktivacni doména (AD), ktera je nezbytna k aktivaci transkripce. Jestlize je jedna z téchto domén

13



nefunkéni, nebo chybi uplné, nedochazi k zahajeni transkripce, tohoto faktu vyuziva dvouhybridni
kvasinkovy systém. Principem metody je fuze DBD a AD domén s proteiny X a ' Y. DBD svazanas X se
nazyva ,navnada“ (bait) a AD ve vazbé s Y je oznacovana jako , korfist™ (prey). Jestlize dojde k interakci
mezi proteiny X a Y, dostanou se tyto proteiny, a tedy i ob¢ domény do tésné blizkosti a transkripce je
zahgjena. Funkéni promotor umoziuje rust kvasinek na specifickém médiu, nebo zménu zbarveni

kolonie (Fields a Song, 1984).

Hlavni vyhodou dvouhybridniho kvasinkového systému je moznost studia protein-proteinovych
interakcich v zivych kvasinkovych burikach, dal§imi vyhodami jsou jednoduchost metody a moznost
pouziti pro studium Siroké skaly proteinovych interakei. Nevyhodami jsou zejména falesné negativni Ci
falesn¢ pozitivni vysledky. Fale$né negativni vysledky jsou zaznamenavany zejména u proteinovych
interakci zahrujicich membranové proteiny, takové interakce byvaji zpravidla pomoci tohoto systému

nedetekovatelné (Briickner ef al., 2009).

Pomoci dvouhybridniho kvasinkového systému je mozné studovat schopnost konkrétniho proteinu
rezistence jeCmene interagovat s efektorovym proteinem z Bgh. Nevyhodou této metody je, ze pfi
experimentu nejsou v kvasince pfitomny zadné jin¢ rostlinné proteiny, které mnohdy mohou hrat
klicovou roli v rozpoznani efektorového proteinu (Bauer er al., 2021). Pomoci dvouhybridniho
kvasinkového systému byla potvrzena interakce mezi genem avirulence Bgh a genem rezistence
jeémene naprtiklad pro geny Mla22 a AVRa22 v praci Bauer et al. (2021) a dale pro Mlal3 a AVRal3,
nebo Mla7 a AVRa7 v praci Saur ef al. (2019a).

3.3.2 Agrobacteriem-zprostiedkovana transientni exprese genu v Nicotiana

benthamiana

Agrobacterium tumefaciens je pudni gram-negativni bakterie, ktera zptsobuje nadorova onemocnéni
jabloni avinné révy. Bakterie se bézné vyskytuje na kofenech rostlin aobvykle ziskava ziviny
z hostitele. Jakmile dojde ke zranéni nebo poskozeni rostliny, dochazi k jejimu napadeni bakterii
aobjevuji se prvni symptomy onemocnéni. Tvorba nadoru zavisi na pfitomnosti pfiblizn¢ 200kb
Ti plazmidu, jehoz transferova DNA (T-DNA) o velikosti pfiblizn¢€ 20 kb je pfenasena z bakterie do
jadra hostitelské buiiky, kde je zaletiovana do jaderného genomu. T-DNA koduje geny potiebné pro
biosyntézu proteinu zapojenych v tvorbé hormont auxinu a cytokininu. T-DNA dale koduje onkogeny
zodpovédné za bunécnou proliferaci a tvorbu nadorii a také geny pro opiny a agropiny. T-DNA se
integruje do genomu ohrani¢ena kratkymi 24bp repeticemi. Repetice vytvareji hranice T-DNA a jsou
rozpoznavany enzymovym komplexem VirD2. Enzymovy komplex VirD2 je exprimovan z vir genu
a vytvari jednovlaknové zlomy v DNA Ti plazmidu. Timto zpusobem je uvoliovano jedno vlakno
T-DNA, které dale vstupuje jadernym pérem do jadra, kde je prepsano do dvouvlaknové podoby.
Integrace do hostitelského genomu probiha procesem nehomologni rekombinace (NHEJ) (Bradshaw,

2016).
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Metody zahrnujici transformaci pomoci Agrobacteria byly poprvé publikovany v roce 1984 v pracich
De Blocka et al. (1984) a Horsche et al. (1984). U této metody je vyuzivano schopnosti T-DNA
inkorporovat se do rostlinného genomu. Z diivodu velké velikosti Ti plazmidu a nepfitomnosti
jedineénych restrikénich enzymu, které by St€pily pouze T-DNA nelze klonovat gen zajmu piimo do
T-DNA oblasti, proto byla vyvinuta fada jinych pfistupt. Nejcastéji vyuzivanym pristupem je klonovani
genu zajmu do T-DNA regionu, ktery je vSak umistén na jiném replikonu nez vir geny, jsou tak

vytvafeny T-DNA binarni vektory (Gelvin, 2003).

Tranzientni Agrobacteriem-zprostiedkované nadexprese NLR-AVR paru v Nicothiana benthamiana
nebo Nicothiana tabacum je velmi Casto vyuzivano k validaci AVR ¢i NLR gent, jelikoz jiz nékolik dni
od transformace rostliny NLR a AVR konstrukty umoziuje pfimou vizualizaci bunééné smrti na listech
(Saur et al., 2019b). Validace AVR genu Bgh pomoci této metody se objevuje napfiiklad v praci Saur et
al. (2019a), nebo Lu er al. (2016). Dale byla tato metoda vyuzita napfiklad ke studiu NLR genu
u je¢mene v praci Bai ef al. (2012) ataké v praci Cesari ef al. (2016) ke studiu NLR genu psSenice

zapojujicich se v rezistenci na rez (Puccinia graminis f. sp. tritici).

Agrobacterium tumefaciens je velmi uzite¢ny vektor k dopraveni cizorodych gent do dvoudéloznych
a jednodé¢loznych rostlin. Mezi hlavni vyhody tohoto systému se fadi zejména vysoka efektivita

transformace a nizké naklady na provedeni (Nadolska-Orczyk et al., 2000).

3.3.3 Virem indukovana nadexprese genu (VOX)

Metody tranzientni transformace rostlin vyuZzivajici viry jako vektory nabizi velkou fadu vyhod a jsou
¢im dal castéji vyuzivany jako alternativy nevirovych systémi zejména za tucéelem produkce
rekombinantnich proteinu v rostlinach. Hlavni vyhodou virovych systému je, ze DNA sekvence vlozena
do virového vektoru se v rostling replikuje a systematicky §ifi, to ma za nasledek vysoké hladiny

transgenniho produktu (Jones et al., 2009).

Rada virovych vektori byla odvozena z rostlinnych vird. Existuje iroka $kala rostlinnych viri, vétsina
znich vSak sdili pozoruhodnou vlastnost, ktera je odliSuje od fady zivocisnych virt atou je jejich
kompaktnost a mala velikost. VEt§ina genomi rostlinnych vird ma délku mezi 3-7 kb. Nejvétsi genom
ma virus Closterovirus, jehoz délka dosahuje priblizné 20 kb. Divodem mal¢ velikosti virovych genomu
jsou piekryvajici se ¢teci ramce a multifunkcénost proteint, které Casto ovliviiuji zivotni cyklus viru vice
nez jednim zpisobem. Virové vektory jsou vytvareny z infekenich klonii rostlinnych viru tak, Ze celkova
délka genetické informace viru je zaklonovana do plazmidu s eukaryotickym promotorem. Pritomnost
eukaryotického promotoru umoziuje transformaci rostlin témito vektory bez nutnosti vytvafeni in vitro
RNA transkriptu, coZ je naro¢ny a drahy proces (Canto, 2016). Nejcéastéji jsou virové vektory zalozeny

na virech s (+)-sense RNA jako naptiklad Tobacco Mosaic Virus (Marillonnet et al., 2004), Potato
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Virus X (Chapman et al., 1992), Barley Stripe Mosaic Virus (Haupt et al., 2001) a v neposledni fadé
také Foxtail Mosaic Virus (Bouton et al., 2018).

3.3.3.1 Potato virus X

Potato virus X (PVX) je ¢lenem druhu Potexvira zrodiny Alphaflexiviridae aje jednim z nejdéle
znamych virt brambor. Poprvé byl PVX zminén v praci Loughnane a Murphyho v roce 1938 a jako
virovy vektor byl poprvé pouzit v praci Chapman et al. (1992). Primarnimi hostiteli PVX jsou brambory
(Solanum tuberosum) a dalsi lilkovité rostliny, dale PVX infikuje Sirokou Skalu dvoudéloZznych rostlin,
mezi nimi inapf. Nicotiana tabacum. PVX na svych hostitelich zplisobuje mirmmé mozaikovité
onemocnéni. Nejcastéji se §ifi pylem, semeny, kontaminovanym zeméd€lskym vybavenim, nebo

kontaktem listd ¢i kofent infikované rostliny s jinou rostlinou (Verchot, 2021).

Genom PVX sestava z jedné jednovlaknové molekuly (+)-sense RNA, ktera ma délku priblizné
6 400 bp. RNA je opatfena metylguanosinovou ¢epi¢kou na 5° konci a poly(A) feté¢zcem na 3° konci.
Genom tvofi pét ctecich ramcl kodujicich RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp), tfi proteiny
potfebné pro pohyb viru z buiiky do burky znamé jako triple gene block (TGB) a obalovy protein (CP),
ktery je kddovan jednim jedinym genem. TGB proteiny jsou stejné jako CP nezbytné pro pohyb PVX.
TGBI1 je kodovan prvnim ¢tecim ramcem a funguje jako helikaza, supresor RNA umlcovaciho
komplexu a v neposledni fad¢ i jako translacni aktivator (Tilsner et al., 2013). Viriony jsou pomémé
kratké (470-580 nm) s vlaknitou strukturou. Pfi vstupu do buiky se PVX viriony rozbaluji pomoci
fosforylace N-koncové casti CP, ktera je vystavena bunéénym enzymum. Uvolnéna RNA je
translatovana a exprimuje se RdRp, ktera umoziuje replikaci a syntézu subgenomické RNA. Replikace
probiha v utvarech zvanych X-tcliska, ktera jsou patma v blizkosti jadra. RdRp je hlavnim proteinem
exprimovanym z genomické RNA viru, ostatni proteiny jsou exprimovany ze subgenomickych
(sg)RNA, které se nachazeji blize ke 3° konci. RdRp je protein o velikosti 166 kDa aje tvofen
konzervovanym metyltransferazovym motivem nezbytnym pro pridani metylguanosinové cepicky, dale
obsahuje centralni helikazu a RNA polymerazovy katalyticky motiv na C-konci. Neprekladané oblasti
(UTR) na 5° a 3° konci virového genomu obsahuji cis-regulacni elementy, které¢ kontroluji genovou

expresi a replikaci (Verchot, 2021).

Virovy vektor PVX umoziiuje stabilni expresi inzertti mensSich nez 700 bp, vétsi inzerty byvaji z vektoru
ztraceny (Avesani et al., 2007). PVX je dalezitym modelem pro studium a charakterizaci procesu na
homologii zavislého posttranskripcniho genovém umléovani (PTGS), které cili na virovou RNA
a degraduje ji. PTGS rozpoznava vysoce strukturované virové genomy nebo meziprodukty replikace, ty
mohou byt rozloZeny rostlinnym aparatem dsRNA-specifickym Dicerem k produkci siRNA molekul.
Tyto studie zahrmuji vyuziti expresniho vektoru PVX, ktery nese cizorodé cDNA, které jsou vyuzivany

pro monitorovani produkce siRNA a degradaci mRNA (Verchot, 2021).
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3.3.3.2 Tobacco Mosaic Virus

Onemocnéni tabakova mozaika zplisobované timto virem bylo poprvé charakterizovano Mayerem
v roce 1886 a samotny virus byl pfedmétem intenzivniho studia od 30. let 20. stoleti. Tobacco Mosaic
Virus (TMV) infikuje své hostitele skrze drobna poranéni, tedy mechanicky. Pfenos TMV prenaseci,

semeny ¢i pylem neni znam (Palukaitlis a Zaitlin, 1986).

Viriony TMV maji tyCinkovity tvar a jejich geneticka informace je ulozena ve form¢ jednovlaknové
(+)-sense RNA (Pogue et al., 1998), ktera ma délku 6 395 nukleotidii (Goelet et al., 1982) a kdduje Etyfi
znam¢ funkéni proteiny, kterymi jsou 126 a 183 kDa velké s replikaci asociované proteiny, pohybové
proteiny a proteiny formujici strukturu kapsidy nebo obalovy protein. Aby doslo k ispésné infekci
hostitele spolupracuji tyto multifunkéni proteiny s fadou dalSich komponent hostitele. Hostitelska
membrana a cytoskelet hostitelské buriky jsou dulezité pro infekci TMV. TMV se béhem tfi minut od
vniknuti do hostitele zbavuje obalového proteinu z kapsidy a nastava translace virové RNA (vRNA),
ktera formuje malad granula v cytoplazmé. Granula nasledné splyvaji s endoplazmatickym retikulem,
které transportuje VRNA do perinuklearniho prostoru, kde je utvareno misto replikace TMV, virovy
replikac¢ni komplex (VRK). VRK obsahuje vVRNA, pohybové proteiny, replikacni proteiny a hostitelské
proteiny (Liu a Nelson, 2013).

Virovy vektor TMV je vyuzivan pro nadexpresi genti ve form¢ mutanta, ktery nenese geny pro obalovy
protein. Delece téchto gent zabratiuje systematickému Sifeni napfic¢ rostlinou, zatimco pohyb z buriky
do buriky je stale umoznén diky pohybovym proteinim. Hlavni vyhodou pouziti TMV vektoru je
produkce velkého mnozstvi proteint z tohoto vektoru v hostitelskych rostlinach, jako je napt. Nicotiana
benthamiana. TMV vektor je u€innym nastrojem pro efektivni expresi rekombinantnich proteinu jak za

ucelem vyzkumu, tak za ucelem produkce (Lindbo, 2007).

3.3.3.3  Barley Stripe Mosaic Virus

BSMYV je virus z rodiny RNA viri Hordeiviry. Hordeiviry zahmuji kromé BSMV také Poa Semilatent
virus (PSLV), Lychnis Ringspot Virus (LRSV) a n¢kdy je do této skupiny fazen i Anthoxanthum Latent
Blanching Virus (ALBV). Hordeiviry vytvareji kratké ty¢inkovité viriony. TyCinky jsou tvoreny
proteinovymi jednotkami, které obaluji virovou jednovlaknovou RNA. Ackoliv maji zastupci
Hordeiviri podobnou strukturu, vykazuji vyraznou biologickou diverzitu. Viry BSMV, PSLV a ALBV
infikuji zejména rostliny z éeledi lipnicovitych, zatimco LRSV je schopen infikovat Sirokou skalu
dvoud¢loznych rostlin (Jackson et al., 1989). BSMV je schopen se §ifit semeny infikovanych rostlin,
takto pravdépodobné doslo i k jeho rozsifeni napfi¢ svétem. Dale se BSMV §ifi mechanicky z rostliny

na rostlinu (Jackson et al., 2009).

Genom BSMYV sestava ze tfi separatn¢ enkapsidovanych jednovlaknovych (+)-sense RNA (Obr. 4)
oznacovanych RNAo, RNA a RNAy v poradi dle klesajici molekulové hmotnosti. Délka RNAY se lisi
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v zavislosti na virovém izolatu, napf. RNAy u NDI8 ma délku 2 791 bp, zatimco u izolatu Type
dosahuje jeji délka 3 164 bp (Gustafson et al., 1987). Genomické RNA nesou na svém 5’konci
7-metylguanosinovou cepicku ana 3’konci tRNA podobnou strukturu, ktera byva aminoacylovana
tyrosinem. Poly(A) sekvence ruzné délky se nachazi u kazdé ze tfi RNA mezi kddujicim regionem

a tRNA podobnou strukturou (Gustafson a Armour, 1986).

MG — aa = An —-3'0H gRNAa
MT Hinge He
130 kDa

14kDa 23 kDa

TGB2 TGB2'
MG m— P An =l 304 gRNAB
TGR1 TGB3

58 kDa He 17 kDa

14kDa 23 kDa

TGB2 TGB2

m'G An =l 30 sgRNAB,
TGB1 TGB3
58kDa Hel 17 kDa

14kDa 23 kDa

TGB2 TGB2*
m’G An - 30H  sgRNAB,
TGE3

17 kDa

MG m— va I = v =anfffzon  gRNAY

74 kDa GDD 17 kDa
M’G w— b == An -3'0H sgRNAy

Obrizek 4: Organizace genomu Barley Stripe Mosaic Virus.

Genomickda RNA disponuje Cepi¢kou (m’G) a obdélniky znazortiuji ORF a 3° terminalni t-RNA podobné
struktury. RNAa koduje aa protein s N-koncovou metyltransferazou (MT) a C-termindlni helikdzou (Hel), které
jsou oddéleny centralni pantovou doménou (Hinge). RNAP koduje pét proteimi: obalovy protein (CP, a) je
exprimovan z gRNAP; TGB1 (fb) je exprimovdn ze sgRNAP1; zbyvajici proteiny TGB2 (Bd), TGB3 (fc)
aTGB2° (Bd‘) jsou exprimovdny ze sgRNAP2. RNAy kdéduje protein ya s GDD doménou, ktery tvofi
polymerazovou podjednotku replikdzy, a na cystein bohaty protein patogenity yb, ktery je exprimovan ze sgRNAYy.

Pievzato z prace Jackson et al. (2009).

D¢élka sekvence RNAo byla pro izolat Type stanovena na 3 768 bp. RNAa je tvorena jednim ¢tecim
ramcem, ktery koduje 1 139 aminokyselin dlouhy polypeptid ca. Otevieny cteci ramec (ORF) je
ohrani¢en na 5’konci 91 nukleotidu dlouhou terminalni sekvenci a na 3° konci nepiekladanym regionem
UTR, ktery sestava z kratké poly(A) sekvence, na niz navazuje 238nukleotidova tRNA podobna
struktura (Gustafson et al., 1989). Protein aa je esencialni podjednotkou RdRp aje soucasti velké

skupiny proteini RdRp Tobamo-linie III. Protein ca ma hmotnost pfiblizné¢ 130 kDa atvofi jej
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N-koncova metyltransferazova a C-koncova helikdzova doména. Metyltransferazova doména se
uplatiiuje pii pridavani 7-metylguanosinové cepicky na virové RNA, zatimco funkci helikazové domény
je rozvolnéni struktury RNA béhem replikace a transkripce. Mezi témito dvéma doménami se nachazi

80bp pantova oblast, ktera umozinuje jejich vzajemnou interakei (Jackson et al., 2009).

RNAP ma délku 3 289 nukleotidi (Gustafson a Armour, 1986) a je tvofena ¢tyfmi ORF, z nichz tfi se
prekryvaji. ORF RNAP nesou oznaéeni 1-4 a kdduji proteiny Ba, Bb, Pc, respektive Bd (Jackson et al.,
1989). Zasadni ulohou RNAP je tvorba obalového proteinu a proteinti TGB bloku nezbytnych pro pohyb
viru z bunky do buriky. Obalovy protein nese oznaceni Pa a je exprimovan primo z gRNA (ORF1). fa
je priblizn¢ 200aminokyselinovy protein, ktery interaguje s gRNA viru a vytvari tyCinkovité struktury
tvofené 24 proteinovymi jednotkami na otacku. CP neni nezbytny pro infekénost viru, naopak studie
s mutanty deficientnimi na CP prokazaly, Ze takovi mutanti zptisobuji mnohem vaznéjsi infekci nez wild
type BSMV (Jackson et al., 2009). TGB proteiny jsou exprimovany ze subgenomickych RNA (sgRNA),
sgRNAB1 a sgRNAP2. Celkem TGB blok obsahuje tfi TGB proteiny, TGB1 (fb), TGB2 (Bd a fd°)
a TGB3 (Bc). TGB1 protein je nejvétsi z TGB proteint a je exprimovan ze sgRNAB1. TGB1 je tvofen
N-koncovou doménou, vnitini doménou (ID) a helikazovou doménou na C-konci. V rostlinné burice je
TGBI1 asociovan s endoplazmatickym retikulem a s plasmodezmaty (Lawrence a Jackson, 2001).
TGB2 a TGB3 jsou membranové proteiny, které jsou spolecné exprimovany ze sgRNAP2. TGBS3 je
translatovan mechanismem leaky ribosome scanning ze start kodonu, ktery je spolecny pro TGB2
a TGB3 (Verchot-Lubicz et al., 2010). TGB2 protein tvofi dva hydrofobni segmenty s centralni
konzervovanou hydrofilni smyckou (Solovyev et al., 1996). Pomér exprimovanych hladin proteinu
TGBI, 2 a3 je za normalnich okolnosti 100:10:1 a zmény tohoto pomé&ru vedou zpravidla k poruse

pohybovych vlastnosti viru (Verchot-Lubicz et al., 2010).

Bicistronicka RN Ay kdduje dva proteiny ya, ktery je exprimovan piimo z RNAy, a yb, ten je exprimovan
ze druhého ORF na sgRNAy (Jackson et al., 2009). Délka RNAy se pohybuje mezi 2 971 a 3 164 bp
v zavislosti na virovém izolatu (Gustafson et al., 1987). Protein ya je nedilnou soucasti RdRp diky
svému GDD polymerazovému motivu na C-konci. Stejné jako tomu je u aa proteinu spada GDD motiv
do superskupiny polymeraz III Tobamo-linie. ya protein je dal§im proteinem nezbytnym pro virovou
replikaci (Jackson er al., 2009). Protein yb je na cystein bohaty aje exprimovan ze
3¢ proximalniho cistronu RNAy. yb vyznamnym zpusobem ovliviiuje patogenezi aje nezbytny pro
vznik systematickych symptomu v hostiteli (Bragg et al., 2004). yb je taktéZ nezbytny pro efektivni
pohyb z buriky do buriky, protoze béhem infikace hostitele interaguje s pohybovym proteinem TGB1

a umoznuje zesileni ATPazové aktivity (Jiang et al., 2020).
Virovy vektor BSMV je hojn€ vyuzivan ve funkéni genomice jeCmene a pSenice. Uplatiiuje se zejména
v metod¢ zvané virem indukované umléovani gent rostlin (VIGS), pii kterém je mozné umlcet rostlinné

geny a validovat tak jejich funkci, ale i v novéjSich metodach jako je VOX a hostitelem zprostiedkované

umlcovani gent (HIGS). V soucasnosti jsou k témto metodam vyuzivany dva typy BSMV vektoru:
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tripodjednotkovy a Ctyfpodjednotkovy (Lee et al., 2012). Vhodna délka inzertu pro tfipodjednotkovy
vektor se pohybuje v rozmezi od 200 do 400 bp, vétsi inzerty byvaji zpravidla nestabilni (Yuan et al.,
2011). Pro ucely VOX byl tripodjednotkovy BSMV upraven na Ctyfpodjednotkovy, ktery disponuje
kapacitou az 2 100 nukleotida (Cheuk a Houde, 2017).

3.3.3.4 Foxtail Mosaic Virus

Foxtail Mosaic Virus (FoMV) je stejn¢ jako Potato Virus X tfazen do Potexviri a disponuje Sirokou
Skalou hostitelu. Je schopen infikovat 56 rostlinnych druht Graminae a fadu druht nap#ic¢ 11 rodinami
dvoudéloznych rostlin. Geneticka informace FoMV je uloZena v (+)-sense jednovlaknové mRNA délky
6 151 nukleotidu (Bancroft et al., 1991), na jejimz 5° koci se nachazi 7-metylguanosinova ¢epicka
a 3’konec nese poly(A) fetézec. Usporadani genomu FoMV je velmi podobné jako u ostatnich zastupcu
Potexviri. Genom zahrnuje pét hlavnich étecich ramcu ORFI-5 (Robertson er al., 2000) a dva
subgenomické promotory zajistujici prepis sgRNA1 a sgRNA2 (Liu a Kearney, 2010). Nejblize 5 konci
se nachazi ORF1, ze kter¢ho je exprimovana RdRp. ORF2 exprimuje prvni protein ze tfi¢lenné¢ho pro
pohyb viru nezbytného TGB bloku, ktery se vaze na ATP, CTP a RNA a disponuje ATPazovou
aktivitou. Protein exprimovany z ORF2 ma velikost 26 kDa. Zbylé dva proteiny TGB bloku velikosti
11,3 kDa a 5,8 kDa jsou exprimovany z ORF3, respektive ORF4. Obalovy protein je exprimovan
z ORF35, ktery je umistén na 3°konci. CP je nezbytny pro pohyb viru z buriky do buriky (Robertson ef
al., 2000).

Virové vektory odvozené od FoMV jsou oznacovany jako FECT vektory. Tyto vektory vznikly deleci
az 29 % puvodniho genomu FoMV. Geny pro TGB a CP byly u FECT vektora nahrazeny heterologni
sekvenci, k jejiz expresi slouzi promotor TGB1, ktery ziistal zachovan stejné jako gen pro replikazu.
FECT vektory nejsou schopny vytvaret viriony a k jejich transmisi musi byt pouZzita agroinokulace
spoleéné se supresorem RNA umléovaciho komplexu, kterym je p19, nebo HcPro, aby byla zajisténa
silna exprese heterologniho proteinu (Liu a Kearney, 2010). FECT vektory se vyuzivaji pfi funkéni
genomice kukufice (Mei et al., 2016), pSenice a dalSich jednod€loznych rostlin (Kanyuka, 2022). FoMV
vektor je schopen stabilné exprimovat geny o délce 1,8 kb, tedy proteiny o délce az 600 aminokyselin
(Kanyuka, 2022). Hlavni nevyhodou FECT je nutnost pouziti metody Agrobacteriem-zprostiedkované
transformace k dopraveni virového vektoru do rostliny (Liu a Kearney, 2010), nicmén¢ tato prekazka
byla odstranéna vyvojem na DNA-zaloZeném FoMV vektoru, ktery obsahuje celou svou genomovou
sekvenci a je tak schopen vyvolat systematickou infekci v cel€ rostlin€. Tento vektor se vyuziva zejména

pii metod¢é VIGS u kukufice (Mei et al., 2016).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Kandidatni geny AVR.3, AVRiw, AVR.;1 a AVR,, byly ziskany pomoci GWAS Mgr. Evou Janakovou,
Ph.D. Sekvence genti byly syntetizovany firmou General Biosystems, Inc. (generalbiosystems.com).
Pro mnozeni plazmidu a jejich agroinfiltraci byly pouzity kmeny bakterii Escherichia coli DH5a
(Invitrogene), Agrobacterium tumefaciens EHA105 a AGL1(addgene.org). MnoZeni virovych ¢astic
a ovéreni jejich funkce byly provadény na rostlin€ Nicotiana benthamiana (Mgr. Ales Peinka, Ph. D.,
UEB Olomouc). Kultivary jeémena (H. vulgare) Stirling, Lumar, Lyallpur, Mars, A-222 a Mulyan
poskytl Doc. Ing. Antonin Dreiseitl, CSc. (Agrotest Fyto s.r.0., Krom¢&fiz).

4.2 Pouzité chemikalie, kity a roztoky
Pouzité chemikalie:
o Taq DNA polymeraza 2 U.ul"! (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. F530S, Waltham,
USA)

o polymeraza Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 50 U.ul"' (BioLabs Inc., kat. &.
MO0491, New England)

o agardza (VWR, Radnor, USA)

o chlorid hofe&naty hexahydrat (Sigma-Aldrich, kat. &. 442611-M, CR)

o destilovana voda

o ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

o nukleotidy, 100mmol.I"' dATP, dCTP, dGTP, dTTP (VWR; Radnor, USA)
o primery pro PCR (Eurofins Genomics, CR)

o restrikéni enzym Ncol 10 U.pl! (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. R0193S,
Waltham, USA)

o NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (BioLabs Inc., kat. ¢. E2621S, New
England)

o CutSmart pufr 10x (BioLabs Inc., kat. ¢. B7204S, New England)

o glycerol

o SOC médium (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 15544034, Waltham, USA)
o isopropanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 67-63-0, St. Louis, USA)

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

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

o 3'5'-Dimethoxy-4'-hydroxyacetofenon (Acetosyringon; Sigma-Aldrich,
kat. ¢. D134406, St. Louis, USA)
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o hydrogenfosforecnan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7558-79-4, St. Louis, USA)
o dihydrogenfosforecnan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.06346, St. Louis, USA)
o 70% a96% etanol
o Celite 545 AW (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 68855-54-9, St. Louis, USA)

Pouzité kity:

o Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
kat. ¢. Q32850, Waltham, USA)

o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, kat. ¢. 28104; Maryland, USA)

Pouzité roztoky:

o 5x TBE puft:

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

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

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

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

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

e 15mmol.I'! MgCI2 x 6H,0 (Lach-Ner, CR)

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

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

o 6xSTOPC:
e 100mmol.I"" EDTA (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 1% SDS (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 0,05% bromfenolova modf (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 0,05% xylen kyanol (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 42.5% glycerol (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 300 pl destilovana voda
o 5x Cresol red:
o 0,01% o-kresolova Cerven (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 1,5% sachardza (Lach-Ner; Neratovice, CR)
o GET pufr
e 50mmol.I"" glukosa
e 10mmol.I'! EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
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e 25mmol.l"! Tris-HCI, pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)
TE pufr
e 10mmol.I"! Tris
e Immoll"' EDTA, pH = 8 (Sigma-Aldrich, USA)
Neutraliza¢ni roztok (pH 4,8-5,3)
e KAc 5mol.I" 60 ml/100 ml
e ledova CH3COOH 11,5 m1/100 ml
e ddH,O 28,5 ml
2YT médium
e kaseinovy enzym 1,6 g/100 ml
e kvasinkovy autolyzat 1 g/100 ml
e NaCl 0,5 g/100 ml
e agar 1,6 g/100 ml
kanamycin 50 pg.ml!
rifampicin 0,5 pg.ml™!
ribonukleaza A 10 mg.ml™!
chloroform:isoamylalkohol 24:1
fenol (pH > 7,8)
3mol.I"! NaAc (pH 5,5)
7,5mol.I' NH4Ac
10mM draselno-fosfatovy pufr (pH 7.,0)
e 934,34 mg hydrogenfosfore¢nan draselny
e 630,9 mg dihydrogenfosfore¢nan draselny
e 11HO
e sterilizace filtraci

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

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

@)

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

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

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

zdroj stejnosmérného napéti EC 1000 X1 power suply (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)
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aparatura pro horizontalni gelovou elektroforézu Owl A6 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

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

fluorometr Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

tfepacka Reax Control (Heidolph Instruments, Némecko)

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

mikrobiologicky Termostat BT 120 (Labo MS s.r.0., CR)

tiepacka (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

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

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

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

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

stolni centrifuga (5415 Eppendorf; Hamburk; Némecko)

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

fytotron pro rust kultivaru jecmenu (Fytoscope, FS-SI-4600, Photon Systems
Instruments, CR)

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

digitalni pfedvazky Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi; Tokio, Japonsko)

DNA analyzator ABI 3730x1 (Applied Biosystems; Foster City; USA)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit funkcei kandidatnich genu avirulence houbového patogenu

Blumeria graminis ff. spp. vjeémennych kultivarech, které nesly k témto gentim pfislusné geny

rezistence. K tomuto ucelu byla zvolena metoda VOX, tedy nadexprese kandidatniho genu v cilové

rostlinné tkani pomoci virového vektoru BSMV slozen¢ho ze ctyt podjednotek. Cilem experimentalni

Casti byla taktéz optimalizace metody imbibice.

Klonovani kandidatnich genu do virového vektoru BSMV

Kandidatni geny avirulence AVR.3, AVRi1, AVRa11 a AVR,, byly optimalizovany pro expresi v rostlinach

a syntetizovany firmou General Biosystems, Inc. (generalbiosystems.com). Syntetizované kandidatni

geny byly dodany v plazmidu pUCS57. Lyofilizované plazmidy byly dle protokolu firmy General

24


http://generalbiosystems.com

Biosystems, Inc. rozpu$tény v 50 ul deionizované vody na finalni koncentraci 100 ng.ul'. Nasledné
byly 2 pl plazmidové DNA transformovany elektrokompetentni E. coli (viz 4.4.2.2). Druhy den byla
vybrana jedna kolonie E. coli, ta byla pfenesena do 4 ml 2 YT s kanamycinem (50 ug.ml ') a inkubovana
pres noc. Nasledn€ byla z 1 ml suspenze vyrobena bakterialni konzerva (viz 4.4.4) aze 3 ml byla
extrahovana plazmidova DNA dle 4.4.1.1. Kandidatni geny avirulence byly PCR amplifikovany
z plazmidové DNA (Tab.1) za pouziti Q5® High-Fidelity DNA Polymerase a primeri uvedenych
v Tab.2 v celkovém objemu 25 pl na 1 vzorek. PCR reakce probihala v termocykléru C1000 (TouchTM,
Bio-Rad, USA) za podminek uvedenych v Tab. 3. Nasledn¢ bylo provedeno klonovani za pouZiti
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mixu do virové podjednotky y2 s reportérovym genem iLOV
(dale jen y2:iLOV). Virova podjednotka nesouci gen iLOV byla pfipravena v ramci mé bakalarské prace.

Podjednotka y2:iLOV byla nejdrive §tépena restrikénim enzymem Ncol (viz 4.4.1.2).

Tabulka 1: Schéma pipetovani reakéni PCR smési s Q5 HF DNA polymerazou.

Slozka PCR Koncentrace zasobniho anc?ntrace ve Pipetovany Ollje,m
Tl oS finalnim roztoku [ul] do reakcni
reakéni smési roztoku v .
roztoku smesi
5x Q5 pufr 5x 1x Sul
Q5® High-Fidelity
DNA Polymerase S0U 05U 0,25 ul
Forward primer 10umol.l"! 500 nmol.I"! 1,25 ul
Reverse primer 10pumol 1" 500 nmol.I"! 1,25 ul
dNTPs 500mmol.1"! 10mmol.1"! 0,5 ul
DNA - - 0,5pg—5ng
ddH.O - - doplnit do 25 pl

Tabulka 2: Seznam primeru a jejich pouZiti.

Podtrzeni znaéi presah sekvence do sekvence vektoru y2:iLOV.

Nazev primeru

Sekvence primeru (5' — 3')

Pouziti

iLOV_cloning_sequencing_R

TAA TGG GAT TAT CGG GAA GC

overeni uspésnosti

TTA CGG ATT ATT TCA CAG TCG TTA TG

klonovani
pouzitim colony
BS 24 F GTA AAA GAA AAG GAA CAA CCC TG PCR
ACT TCG GCT AAG GAA GGG CCA TGC
AVR_A3 2 SLIC v2_F GAG GAT TTC AAT GCA G PCR amplifikace
TTC TCT ATC ATA GAT CTG ACT CAC genu AVR,;
AVR A3 2 SLIC V2R (500 CTG TAC TCG AAC
AVRmu_F AiT Tii GCT AAG GAA GGG CCA TGC| prg amplifikace
GAC CAA GTG GTC CC gent AVRw pro
klonovani pomoci
TTC TCT ATC ATA GAT CTG ACC TA
AVRmu_R ¢ TC C < CTG ACC ¢ Gibsson Assembly
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Nazev primeru Sekvence primeru (5' — 3') Pouziti
ACTT CGG CTA AGG AAG GGC CAT GGC s
AVRall_F PCR amplifikace
AAA ATA CTA TAC CTG genu AVRa1; pro
klonovani pomoci
TTC TCT ATC ATA GAT CTG ACC TAT| ~,
AVRall_R TTA CAA TCT ACA CTG ACG Gibsson Assembly
ACT TCG GCT AAG GAA GGG CCA TGG s
AVRKk1_F PCR amplifikace
TGA CCT TTA TTT GTA ATG G genu AVRy,; pro
klonovani pomoci
TTC TCT ATC ATA GAT CTG ACT CAC| .
AVRk1_R TCT CGG GAA CAT GG Gibsson Assembly
Tabulka 3: Podminky PCR reakce s Q5 HF DNA polymerazou.
Teplota x Pocet
Krok reakce °C] Cas cykli
denaturace 98 30 sec 1
denaturace 98 10 sec
amplifikace | nasedani primeru 55-72 30 sec 34
polymerace 72 30 sec/kb
finalni extenze 72 2 min 1
ukonceni 4 s 1

44.1.1 Extrakce a purifikace plazmidové DNA — MiniPrep

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

kfizovy roztér kultury Escherichia coli s pozadovanym plazmidem.

Misky kultivovat pfes noc v termostatu pii 37 °C.

Druhy den kulturu naockovat do 3 ml 2YT média s kanamycinem (50 ug.ml™).
Zkumavky inkubovat pfes noc na tfepacéee pii 37 °C, 220 rpm.

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

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

Supernatant ze zkumavek odlit apelet resuspendovat ve 100 ul GET s RNasou A
(100 pg.ml ™).

Do mikrozkumavek pridat 200 pl alkalického SDS a vzorky inkubovat 5 min na ledu.
Nasledn¢ pridat 75 pl neutralizacniho roztoku. Suspenze promichat a ponechat 30 min na ledu.
Vzorky centrifugovat 10 000 g, 10 min, 4 °C.

Supernatant prenést do novych 1,5ml mikrozkumavek a poté pfridat 225 pl isopropanolu.

Vzorky inkubovat 30 min pfi laboratorni teplotg.
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20.

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

Supernatant po centrifugaci odstranit. Pelet omyt 300 pl vychlazeného 70% etanolu. Pred
odlitim etanolu mikrozkumavky centrifugovat 2 min, 10 000 g, 4°C.

Dale pridat 300 pl vychlazen¢ho 96% etanolu. Mikrozkumavky centrifugovat 2 min, 10 000 g,

4°C. Supernatant odstranit.

Pelety susit 10 min pfi laboratorni teplotg.

Vysusené pelety rozpustit ve 100 ul TE pufru.

Ke vzorkam pridat 50 ul fenolu (pH 8,0) a promichat.

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

2 min ve 4 °C.

Po centrifugaci odebrat horni fazi a kvantitativn¢ prenést do Cisté mikrozkumavky. Ke vzorku
homi faze pridat stejny objem chloroform:isoamylalkoholu 24:1 a centrifugovat 17 000 g, 2 min
ve 4 °C.

Krok 17 opakovat celkem trikrat, pot¢ odebrat homi fazi, kvantitativné prenést do nové
mikrozkumavky a pfidat 1/10V 3mol.I"" NaAc (pH 5,2-5,5) a 0,6V isopropanolu. Vzorky

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

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

4.4.1.2 Restrik¢ni Stépeni virového vektoru

Pred ligaci kandidatnich genti do virové podjednotky y2:iLOV byla tato podjednotka §tépena restrikénim

enzymem Ncol, ktery specificky §tépi sekvenci 5° C|CATGG 3° Reakéni smés byla pfipravena podle

tabulky 4. Pét pg plazmidové DNA vektoru y2:iLOV bylo §tépeno v celkovém objemu 100 pl. Smés

byla inkubovana po dobu 90 minut pii 37 °C a inaktivace enzymu probihala 20 min pii 80 °C.

Tabulka 4: Reak¢ni smés pro Stépeni virového vektoru y2:iLOV enzymem Ncol.

Koncentrace Vysledns

Slozky reak¢ni smési | zasobniho y
koncentrace
roztoku

enzym Ncol 10 U.pl?! 50 U/reakce
DNA 100 ng.pl™! 5 pg.plt
10x CutSmart pufr 10x 1x
dH-O doplnit do vysledného objemu
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4.4.1.3 Fluorimetrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace jak §t€peného vektoru y2:iLOV, tak amplifikovanych AVR genu byly stanoveny pomoci

zafizeni Qubit (Invitrogen).

1. Standardy 1 a2 s koncentracemi 100 ng.ul-1 a 0 ng.ul-1 20-30 minut temperovat na pokojovou
teplotu.

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

Tabulka 5: Priprava pracovniho roztoku pro Qubit.

Slozeni pracovniho roztoku | 1 vzorek | n vzorku

dsDNA BR pufr 199 ul | 199%*n pl
Qubit Reagent Iul 1*n wl

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

4. Standardy 1 a2 po 10 ul pipetovat do prislusnych mikrozkumavek. Do mikrozkumavek pro
vzorky pipetovat po 1 pul vzorku.

5. Obsah vSech mikrozkumavek zamichat a ulozit na 2 min do tmy.
6. Méfeni koncentrace provadét v rezimu Broad Range dsDNA. Nejdfive vytvofit kalibracni
kfivku ze standarda 1 a 2 a poté méfit koncentrace jednotlivych vzorku.

4.4.1.4 Purifikace produktia PCR reakce

Precisténi produktt vzniklych PCR reakci bylo provedeno pomoci QIAquick PCR Purification kitu
(Qiagen) dle pokynti vyrobee. Koncentrace precisténych produkti byla stanovena pomoci zafizeni Qubit

(viz4.4.3.1).

4.4.1.5 Ligace inzertu do virové podjednotky y2:iLOV

Ligacni smés byla pfipravena dle Tab. 6 a DNA vektoru ainzertu byly smichany v poméru 3:1

(inzert:vektor).

Tabulka 6: Tabulka pro piipravu 10 ul liga¢ni smési.

Slozky klonovaci smési Objem [ul]
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix 5
vektor (50 ng.ult) 1
inzert X
dHO doplnit do objemu 10 ul
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Pripravené¢ klonovaci smési byly inkubovany v termocykléru 1 hodinu pfi 50 °C aihned poté byla

provedena transformace elektrokompetentnich E. coli DH5a (viz 4.4.2).

4.4.2 Transformace bunék Escherichia coli DH50g, elektroporaci
Ligované konstrukty byly transformovany do elektrokompetentnich bunc¢k E. coli DH50 metodou
elektroporace.

4.4.2.1 Priprava elektrokompetentnich bunék

K elektroporaci je zapotifebi elektrokompetentnich bunék, které odolaji vysokému napéti.
Elektrokompetentni bakterialni bunky byly pfipraveny ze startovacich kultur E. coli DHS5aq,
A. tumefaciens EHA105, nebo A. tumefaciens AGLI.

1. Do 100 ml 2YT média s vhodnym antibiotikem naockovat pozadované bakterie. Médium
inkubovat pfes noc na tfepacce pri teploté optimalni pro dan¢ bakterie (37 °C pro E. coli a 28 °C

pro A. tumefaciens) a 220 rpm.

2. Druhy den 50 ml bakterialni suspenze pfidat do 1 litru sterilniho 2YT média a zméfit optickou

hustotu pfi vlnové délce 600 nm pomoci jednopaprskového spektrofotometru.
3. Meédium umistit na tfepacku a inkubovat pii vhodné teploté a 220 rpm.
4. Po dosazeni opticke hustoty OD 0,35 inkubovat médium 30 min na ledu.

5. Bakterialni suspenzi rozdélit po 250 ml do sterilnich centrifugacnich kyvet. Suspenze

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

6. Supernatant odlit a pelety rozsuspendovat v 200 ml ledov¢ sterilni destilované vody. Suspenze

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

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

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

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

prenést do pripravenych 50ml kyvet a centrifugovat 10 min, 2000 g, 4 °C.
9. Odebrat supernatant a pelet rozpustit v 1 ml sterilniho ledového 10% glycerolu.
10. Bakterialni suspenzi po 50 pl rozdélit do 1,5ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky zmrazit
v tekutém dusiku a uchovavat pii —80 °C.
4.4.2.2 Elektroporace
Pripraven¢ elektrokompetentni buiiky je dale mozné transformovat elektroporaci.

1. Do dvou sterilnich zkumavek pfipravit 950 ul SOC média laboratorni teploty.
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4.4.2.3

K 50 pl bakterialni suspenze elektrokompetentnich bunck pfidat 1 pl ligaéni smési.

Elektroporaci  provést

A%

sterilnich

elektroporaénich

100 Q, 25 pF a casové konstanté priblizné 2,6 milisekund.

Suspenze z kyvet kvantitativné prevést do SOC média a inkubovat 90 minut pfi optimalni

teploté dle bakterialniho kmene a 220 rpm.

Na misky s 2YT médiem a vhodnym antibiotikem rozetfit sterilni hokejkou 100 pl narostlé

kultury a misky inkubovat pfes noc v inkubatoru pii optimalni teploté.

Colony PCR pro ovéreni uspéSnosti transformace

kyvetach

Tabulka 7: Schéma pipetovani PCR reakéni smési za pouziti Taq polymerazy.

pri

Druhy den byla tspésnost elektroporace ovéfena pomoci colony PCR. Pro vSechny klonované inzerty
byly pouzity primery BS 24 F ailLOV_cloning_sequencing_R (Tab.2). Celkovy objem reakcni smési,
ktera byla pfipravena dle Tab. 7, €inil 20 pl pro jeden vzorek. K reakéni smési byla sterilni Spickou
pridana cast kolonie a PCR reakce probihala v termocykléru podle podminek v Tab. 8. PCR produkty

byly separovany pomoci agardzové elektroforézy a vizualizovany dokumentac¢nim zafizenim Snapgene.

Sloyka PCR reakéni smési Koncentrace zasobniho Finalni Objem ve
roztoku koncentrace | 20pl reakci
PCR pufr (Mg**) 10x Ix 2 ul
Cresol Red 5x 1x 4 ul
Forward primer 10 umol 1! 1 pmol 1! 2 ul
Reverse primer 10 pmol 1" 1 pmol.I"! 2 ul
dNTPs 10 mmol.I"! 200 pmol.I"! 0,4 pl
Taq polymeraza 2 U/ul 0,5U 0,4 ul
dH>O - - 8.2 ul
Tabulka 8: Podminky PCR reakce s Tag DNA polymerazou
Krok reakce TTE (l:(;ta Cas f;l:::
denaturace 95 5 min 1
denaturace 95 30s
amplifikace | 1ascdant 55 30s 35
primeru
elongace 72 30 s/500 bp
finalni extenze 72 10 min 1
ukonceni 12 o0 1
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4.4.2.4 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktu
Priprava 1,2% gelu
1. Roztok tvofeny 3,6 g agarozy a 300 ml 0,5x TBE pufru rozvafit v mikrovinné troub¢.

2. Pripravit elektroforetickou vanu. Do vany vylit rozvafeny gel zchlazeny na 40-50 °C a pfidat

hiebinky. Gel nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté 30 minut.

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

pufrem.

4. Separaci vzorku provadét 90 min pfi napéti 3-5 V.cm-1 poté gel barvit v 0,01% roztoku

ethidium bromidu po dobu 20 min. Fragmenty vizualizovat dokumenta¢nim zafizenim.

5. Pozitivni kolonie pasazovat na misku s 2YT médiem a selekénim antibiotikem.

4.4.2.5 Sekvenace

Ovéreni  sekvence vektort s vlozenymi inzerty bylo provedeno Sangerovou sekvenaci
Ing. Marii Seifertovou na DNA analyzatoru ABI 3730xl (Applied Biosystems). Ziskana data byla

vyhodnocena pomoci programu Genious Prime (Biomatters, Ltd., Novy Zéland).

4.4.3 Transformace Agrobacterium tumefaciens

Pro ucely agroinfiltrace rostliny Nicotiana benthamiana musely byt jednotlivé podjednotky vektoru
BSMYV pfreneseny do A. tumefaciens EHA105 nebo AGL1 pomoci elektroporace (viz kapitola 4.4.2.2).
Elektrokompetentni buiiky byly transformovany 2 ng plazmidové DNA. Po 90min inkubaci pfi 28 °C
byly suspenze rozetieny na misky se selekénim médiem (s obsahem kanamycinu 50 pg.ml™!
a rifampicinu 25 pg.ml™). Misky byly inkubovany 2 dny pfi 28 °C. Elektroporace byla ovéiena colony
PCR (viz kapitola 4.4.2.3) s primery BS_24_F a iLOV_cloning_sequencing_R (Tab.2).

444 Agroinfiltrace

Agroinfiltrace do rostlin N. benthamiana byla provedena k ovéfeni funkénosti pfipravenych vektoru
genomu BSMV v hostiteli. Agroinfiltrace kultivara H. vulgare s pfisluSnymi rezistencemi slouZila jako
nastroj pro validaci gent avirulence. Semenacky N. benthamiana byly 6 tydnt péstovany ve fytotronu
Weiss Gallenkamp v rezimu den: 16 hod/20 °C, noc: 8 hod/16 °C pifi 60% vlhkosti. Semena
Hordeum vulgare byla inkubovana na vlhké buni¢in€ v lednici po dobu 2 dnti, nasledné byly misky
umistény do tmy na pokojovou teplotu pies noc. Semena byla zasazena do substratu a umisténa do
fytotronu Fytoscope, FS-SI-4600 v rezimu den: 10 hodin/22 °C; noc: 14 hodin/16 °C; vlhkost: 60 %.
Vektor BSMV pottebuje ke svému uspéSnému mnozeni a Sifeni v rostliné kompletni genom slozeny ze

¢tyt podjednotek, proto byla pro agroinfiltraci pouzita kombinace podjednotek a, P, ylccdb
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ay2:iLOV:inzert. Jako pozitivni kontrola infiltrace byla v obou pfipadech pouzita kombinace a, J3,

vlcedb ay2:iLOV. Rostliny bez agroinfiltrace byly pouzity jako negativni kontrola. Jako pozitivni

kontrola funk¢nosti VOX konstruktu po agroinfiltraci u H. vulgare byla pouzita kombinace a, B, ylccdb

ay2:iLOV:AVR,; na kultivaru Lumar. Funkéni a validovany konstrukt y2:iLOV:AVR,; byl pfipraven

v ramci m¢é bakalarské prace.

Piiprava materialu k agroinfiltraci

1.

Vsechny potfebné a testované podjednotky BSMV v A. tumefaciens individualné namnozit

ve 100 ml 2YT média s kanamycinem (50 pg.ml™").

2. Suspenze inkubovat 3648 hodin na tfepacce pii 28 °C a 220 rpm.

Piiprava bakterialnich konzerv A. tumefaciens

1.

Mililitr bakterialni suspenze prevést do sterilni 2ml mikrozkumavky.

2. K bakterialni suspenzi pfidat 150 ul sterilniho glycerolu. Suspenze dikladné promichat.

3. Takto vyrobené konzervy uchovavat pii —80 °C.

Postup agroinfiltrace

1.

Pripravit agroinfiltracni pufr (Tab. 9).

Tabulka 9: Priprava agroinfiltracniho pufru.

Slozka pufru Pfiprava zasobniho roztoku LG A K6 AL L (Dsiesn
roztoku koncentrace [ml]
MES 1,95 g v 10 ml ddH-O 1 mol.l'! 10 mmol.l"! 4
MgCl, 0,95 g v 10 ml ddH,O 1 mol.I"! 10 mmol.l"! 4
-1 -1
. 19,62 mg v 1 ml DMSO nebo 100 mmol.l* pro | 100 pmol |
acetosyringone N. benthamiana, 300 mmol.l nebo 0,4
58,86 mg v 1 ml DMSO 4
pro H. vulgare 300 umol.l
dH-,O doplnit do objemu 392
2. Suspenze bunck rozlit do sterilnich centrifugacnich kyvet a centrifugovat 10 min pfi

2800 g a4 °C.
Supernatant odlit a pelety rozpustit v 50 ml agroinfiltraéniho pufru.

Jednopaprskovym spektrofotometrem zméfit optickou hustotu pfi vinové délce 600 nm.

Suspenze fedit agroinfiltra¢nim pufrem, dokud OD u vSech nedosahne hodnoty 0.,7.

Naredéné suspenze s podjednotkami o, B, ylccdb a y2:iLOV nebo y2:1LOV:AVR inzert smichat

v poméru 1:1:1:1.

Smési suspenzi umistit na tfepacku na 3-5 hodin na 28 °C a 220 rpm.
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7. Smési podjednotek infiltrovat spodni stranu listi N. benthamiana ahorni stranu listd

jeémennych kultivara.

8. Sterilnim skalpelem list nafiznout a injekéni stfikackou do néj vpravit suspenzi. U jeémennych
kultivara list jemné narusit skalpelem a injekéni stfikackou vpravit 0,5 ml suspenze. Infiltrovana

mista oznadit fixem.

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

uvedenych vyse.

10. Po 7-10 dnech provést kontrolu exprese reportérového genu iLOV konfokalni fluorescencni
mikroskopii.

4.44.1 Verifikace uspésnosti agroinfiltrace fluorescen¢ni mikroskopii

Schopnost Siteni virovych ¢astic rostlinou a uspésnost agroinfiltrace byly ovéfeny pomoci konfokalniho
fluorescencniho mikroskopu (Leica TCS SP8 STED 3X), ktery umoziuje snimani jednotlivych vrstev
pripraveného  preparatu. Mikroskopie byla provadéna ve  spolupraci s Mgr. Alzbétou

Némeckovou, Ph. D. a Mgr. Veronikou Kolackovou, Ph. D.
1. Z mista na listu oznaceného fixem vyftezat preparat velikosti 5x10 mm.
2. Preparat umistit na mikroskopovaci misku a prevrstvit kouskem agarézového gelu.

3. Preparaty pozorovat pomoci konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. Pro snimani preparatu
N. benthamiana byl pouzit objektiv 20x, pro preparaty je¢mene 10x. Pro detekci iLOV bylo
pouzito emisni spektrum 510-550 nm a excita¢ni spektrum 476 nm. Gating byl nastaven na

hodnotu 0—4,8 ns. Struktura listu byla snimana pomoci transmise.

4. Preparaty byly snimany jak v jedné vrstvé, tak napfi¢ vrstvami formou Z-stack.

4.4.5 Optimalizace metod pro transformaci jednodéloznych rostlin

Pro transformaci jednod€loznych rostlin virovymi ¢asticemi mohou byt kromé agroinfiltrace pouzity
také metody listové abraze ¢i imbibice. Jak listova abraze, tak metoda imbibice vyuzivaji

agroinfiltrovanych listd N. benthamiana virovymi podjednotkami.

4.4.5.1 Listova abraze

Aby byl virus schopen proniknout do rostliny, je potfeba nejdiive narusit jeji bunéénou sténu. Naruseni

bunécné stény je provadéno tfenim lista virovym homogenatem s celitem.

1. Z agroinfiltrovanych listi N. benthamiana vystfihnout oznacena mista, kousky zvazit a umistit
do vychlazené tfeci misky. K listim pfidat 10mM draselno-fosfatovy pufr (pH 7,0) (1,5 ml

pufru na 1 g list) a listy rozetfit tlouckem. Homogenat prefiltrovat pres dveé vrstvy gazy.
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2. K filtratu pridat Celite 545 AW tak, aby zaujimal 1-2 % objemu.

3. K transformaci pouzit rostliny jeCmene s jiz vyrostlym druhym listem. Druhy list 2—3krat potfit

virovym homogenatem od baze k vrcholu.

4. Rostliny jecmene ponechat 5-10 min pii laboratorni teplot¢ a nasledn¢ pomoci rozpraSovace

s vodou smyt zbytky virového homogenatu.
5. Rostliny zakryt igelitem, nebo umistit do plastové krabice a ponechat pfes noc ve tmé.

6. Druhy den umistit rostliny do fytotronu (Fytoscope, FS-S1-4600) v rezimu den: 10 hodin/22 °C;
noc: 14 hodin/16 °C; vlhkost: 60 %. Po sedmi dnech provést fluorescenéni mikroskopii dle

44.4.1.

4.4.5.2 Imbibice

Metoda imbibice vyuziva kli¢eni semen ve virovém homogenatu piipraven¢ho z agroinfiltrovanych listi
N. benthamina obdobn¢ jako v kapitole 4.4.5.1 s pouzitim 20mM sodno-fosfatového pufru (pH 7,2). Pri
imbibici dochazi k rovhomérné infekci rostliny virem. V ramci optimalizace metody byla imbibice
provadéna na pSeniéném kultivaru GZ1, u které¢ho byla imbibice uspésna v bakalarské praci Martina

Lukace.

1. Pripravit virovy homogenat rozetfenim vystfizenych a zvazenych listi oznacenych fixem ve

20mM sodno-fosfatovém pufru (1 ml pufru na 0,5 g listi).

2. Pripravit fedici fadu virového homogenatu — 1:1 (virovy homogenat:deionizovana voda), 1:10,
1:50 a1:100. Pro semena negativni kontroly pouzit deionizovanou vodu bez virového

homogenatu.
3. Do Petriho misek s mokrou buni¢inou umistit semena a misky ulozit na 1 den do lednice.
4. Bunicinu z misek odstranit a semena zalit do poloviny zfedénym homogenatem.
5. Misky zabalit do alobalu a umistit na 2 dny na tfepacku (2 rpm, laboratorni teplota).

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

7. Po sedmi dnech provést kontrolu infekce fluorescenéni mikroskopii (viz kapitola 4.4.4.1).
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava virovych konstruktu nesoucich AVR geny

Z bakterii nesoucich kandidatni geny AVR.3, AVRu.i1, AVRi a AVR,, byla vyizolovana plazmidova
DNA, ktera byla pouzita pro PCR amplifikaci. AVR geny byly uspé$né amplifikovany PCR reakci.
Vysledné amplikony mély oéekavané velikosti 652 bp pro AVR,3, 301 bp pro AVR.;1, 304 bp pro AVRy
a 388 bp pro AVR,... Produkty PCR reakci byly precistény pomoci QIAquick PCR Purification kitu
(Qiagen) abyla stanovena jejich koncentrace pomoci zafizeni Qubit (Invitrogen). Koncentrace
pfedisténych produkti Cinila 27 ng.ul! pro AVR.;, 23,8 ng.ul! pro AVR., 33 ng.ul! pro AVRy
a 29,8 ng.ul"! pro AVR,... Viechny produkty byly na zaklad& svych délek nafedény pro ucely ligadni

reakce na 15 fmol.

Vektor y2:iLOV byl §tépen enzymem Ncol-HF a nasledn¢ byla pripravena liga¢ni smés sloZena z 50 ng
(30 fmol) vektoru y2:iLOV a 15 fmol amplifikované a piedisténé DNA AVR genu. Uspésnost ligace byla
ovérena pomoci colony PCR a agarozovou elektroforézou. Z testovanych 56 kolonii u vzorku AVR,; se
u 55 amplifikoval pozadovany fragment o velikosti 783 bp. Pro vzorky AVR.;, AVRi a AVR., byly
vzdy testovany tfi kolonie a u v§ech kolonii se vyskytoval pozadovany fragment. Pro vzorek AVR,;; m¢l

tento fragment velikost 425 bp, pro AVRx; 428 bp a pro AVR.. 512 bp.

Pro kazdy AVR gen byla z vybranych kolonii vyizolovana plazmidova DNA, ktera byla nasledné
sekvenovana. Na Obr. 5 je vysledek PCR amplifikace vzorku plazmidové DNA s inzerty AVRu, AVRy
aAVR. pred sekvenaci. Vysledek amplifikace vzorku sinzertem AVR.; je zobrazen na Obr. 6.
Sekvenace plazmidové DNA vzorkii AVR.3, AVR.11, AVRy; a AVR,,, prokazala, ze AVR geny byly do

vektoru vloZeny spravne.

W b dddris s

1000 bp ——» 5

AVR AVR,  AVR,,
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i

\rr

.
500 bp ——+ R A I T Y

Obrizek 5: Produkty PCR amplifikace vzorki izolované plazmidové DNA s AVR inzerty.

M — jamka s markerem molekulové hmotnosti (100 bp). Jamky 1-2 obsahuji produkty amplifikace DNA s AVR, .,
inzertem o velikosti 512 bp. V jamkach 3—4 jsou produkty amplifikace DNA s inzertem AVRy; velikosti 428 bp
a v jamkach 5-6 jsou amplikony DNA s inzertem AVR,;; o velikosti 425 bp. K- je negativni kontrola.
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Obrizek 6: Produkty PCR amplifikace vzorku izolované plazmidové DNA s inzertem AVR.3.

M - jamka s markerem molekulové hmotnosti (100 bp). K- je negativni kontrola. Jamky s oznaCenim AVR;3
obsahuji amplifikovanou DNA, jejimz produktem je amplikon o velikosti 783 bp.

Plazmidovou DNA AVR genu byly transformovany elektrokompetentni bakteric EHA105 a AGL1.
Uspésnost transformace byla ovéfena colony PCR. Pro kazdy vzorek bylo testovano 10 kolonii

a vSechny kolonie nesly pozadované inzerty.

5.2 Ovéreni uspésnosti agroinfiltrace

Uspésnost agroinfiltrace N. benthamiana a H. vulgare virovym vektorem BSMV s piislusnymi inzerty
byla ovéfena fluorescencni mikroskopii preparati agroinfiltrovanych listd. Stejné tak byla

mikroskopovana i rostlina, ktera nebyla pouzita pro agroinfiltraci a slouzila jako negativni kontrola.

V pripadé N. benthamiana infiltrovanych konstruktem BSMV:iLOV, ktery slouzil jako pozitivni
kontrola, a konstrukty BSMV:AVR:iLOV skandidatnimi geny avirulence (Obr.7 — Al1-E2) byl
detekovan fluorescencni signal pfi vinové délce emisniho spektra 510-550 nm a 476 nm excita¢niho
spektra. V pripadé negativni kontroly N. benthamiana nebyl v tomto spektru detekovan zadny signal
(Obr. 7 - F1-F2).
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Obrazek 7: Konfokalni fluorescenéni mikroskopie lista N. benthamiana.

Detekce fluorescencniho signalu reportérového genu iLOV u jednotlivych konstrukti: (A2) BSMV:iLOV, (B2)
BSMV:AVR,;:iLOV, (C2) BSMV:AVR,,,;iLOV, (D2) BSMV:AVR:iLOV, (E2) BSMV:AVR,;;:iLOV. F2 — snimek
negativni kontroly znacici nepiitomnost signalu reportérového genu iLOV. Snimky oznacené Cislem 1 jsou
nasnimang struktury listi pomoci transmise.

U rostlin H. vulgare agroinfiltrovanych BSMV kontrukty byla za ucelem validace kandidatnich genu
avirulence provedena i kontrola hypersenzitivni odpovédi rostliny. Tyden az devét dni po agroinfiltraci
bylo pozorovano, zdali doslo k hypersenzitivni reakci v misté agroinfiltrace. Hypersenzitivni reakce
nastava, dojde-li k reakci mezi genem rezistence a odpovidajicim genem avirulence. Tato reakce byla
ocekavana u kultivaru Lumar s rezistenci Mlal po agroinfiltraci konstruktem s AVR,;. Tato kombinace
m¢la slouzit jako pozitivni kontrola, protoze jiz byla ovéfena v ramci mé bakalarské prace. Dale byla
hypersenzitivni reakce ocekavana u kultivaru Mars s rezistenci Mla3 po agroinfiltraci konstruktem
s AVR43, ukultivaru A-222 s rezistenci Mlall po agroinfiltraci konstruktem s AVR,.;;, u kultivaru
Lyallpur s rezistenci MIk1 po agroinfiltraci konstruktem s AVRy; a u kultivaru Mulyan s rezistenci Mlmu
po agroinfiltraci konstruktem s AVR,,,. Kultivar Stirling byl pouzit jako kontrola. Jedna se o nachylny
kultivar, ktery nenese geny rezistence proti Bgh, proto u n¢j hypersenzitivni reakce po agroinfiltraci

kterymkoliv konstruktem s AVR genem nebyla ocekavana. Hypersenzitivni reakce vSak nebyla ani po
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n¢kolika opakovanich zaznamenana u Zadné z vyse zminénych kombinaci AVR genu a je¢menné¢ho

kultivaru véetné pozitivni kontroly. Validace gent tak byla neuspésna.

Pro ovéreni exprese reportérového genu iLOV v jeCmennych kultivarech byla provedena konfokalni
fluorescenéni mikroskopie. Ani v jednom piipad¢ nebyl zaznamenan fluorescencni signal. V ramci
optimalizace agroinfiltrace byly nasledujici experimenty provadény jen s virovymi konstrukty
BSMV:iLOV, BSMV:AVR.:iLOV a BSMV:AVR.;:iLOV. V piipadé¢ agroinfiltrace jeément témito
konstrukty byla provedena konfokalni fluorescenéni mikroskopie v n€kolika vrstvach (Z-satck). Obr. 8
(A-C), na kterém jsou zobrazeny vysledky snimani napfi¢ vrstvami u kultivaru Stirling infikované¢ho
prislusnymi virovymi konstrukty, zachycuji signal pouze v jedné vrstvé. Jedna se o nespecificky signal,
ktery vznika odrazem svétla od povrchu listu. Stejny nespecificky signal zachycuje i Z-stack negativni

kontroly (Obr.8 — D), tedy rostliny, ktera nebyla pouzita k agroinfiltraci.

Obrizek 8: Detekce fluorescenéniho signilu reportérového genu iLOV nap¥i¢ vrstvami (Z-stack).

Na snimcich je zachycen signdl z konfokalniho fluorescencniho mikroskopu, ktery byl méfen napii¢ vrstvami
listu. A — je snimek infiltrovaného je€mene konstruktem BSMV:iLOV. B — je snimek infiltrovaného je¢mene
konstruktem BSMV:AVR,;:iLOV. C — je snimek infiltrovaného jeCmene konstruktem BSMV:AVR3:iLOV a D — je
snimek negativni kontroly.

5.3 Ovéreni uspésnosti listové abraze a imbibice

Pomoci konfokalni fluorescenéni mikroskopie byla ovéfena uspésnost listové abraze aimbibice.
U listové abraze je¢mennych kultivarti nebyl detekovan zadny signal ve fluorescenénim mikroskopu ani

hypersenzitivni reakce v mist¢ abraze.

V pripadé¢ imbibice bylo vzdy 10 semen rostlin GZ1 vystaveno riznym koncentracim virového
homogenatu. Jednalo se o koncentrace 1:1 (virovy homogenat:deionizovana voda), 1:10, 1:50 a 1:100.
Fluorescenéni signal nebyl detekovan u zadné z rostlin. U koncentrace 1:3 byl zaznamenan vyrazny
pokles klic¢ivosti, av§ak zadny fluorescencni signal. Koncentrace 1:10, 1:50 a 1:100 nevykazovaly

zadnou viditelnou zménu v kli¢ivosti.
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6 DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo pripravit konstrukty s kandidatnimi geny avirulence AVR.3, AVRu,
AVRu.1 aAVR,, anasledn¢ tyto geny validovat. Kandidatni geny byly =ziskany Mgr. Evou
Janakovou, Ph. D. na zakladé GWAS analyzy v ramci pfedeslych pokusu laboratofe. VSechny tyto geny
nesou na svém pocatku sekvenci k syntéze signalniho proteinu, ktery je tvofen fetézcem

20-26 aminokyselin a je typickym znakem houbovych efektorovych proteint (Mukhi ez al., 2020).

Validace a funk¢ni charakterizace gent avirulence je stale velkou vyzvou a obzvlasté obtiznym ukolem,
pracujeme-li s jednod&loznymi rostlinami. Casto vyuZivanym pfistupem je heterologni exprese
v bakteriich E. coli a nasledna infiltrace rostlin. Tento pfistup ma vsak jen uzké spektrum vyuziti a neni
prilis efektivni, protoze bakterie postradaji moznost posttranslaénich modifikaci proteinu, které mohou
byt kli¢ové pro aktivaci AVR proteinu (Kanyuka, 2022). Jednou z nejhojnéji vyuzivanych metod
k validaci AVR genu je agroinfiltrace listu rostliny, tato metoda je vSak pomémé obtizna prave
u jednod€loznych rostlin, které nejsou prirozenymi hostiteli A. tumefaciens (De Cleene a De Ley, 1976).
Pomoci této metody byla validace AVR genu uspé$na napt. v praci Lu ef al. (2016), kde byly uspésné
validovany jako geny avirulence geny AVR,; a AVR,;3. V praci Lu et al. (2016) byly k validaci pouzity
dva postupy. Nejdiive byla provedena validace pomoci agroinfiltrace v jeCmenech s pfislusnymi
rezistencemi Mlal a Mlal3, kdy byla sledovana hypersenzitivni odpovéd’. Nasledné byla ke stanoveni
aktivity genu AVR,; a AVR,;3 pouzita metoda pomoci stanoveni luciferazové aktivity v protoplastech
jecmene, které byly izolovany z kultivaru s rezistenci Mlal, respektive Mlal3. Zde byly pouzity pro
transformaci protoplastti dva konstrukty. Konstrukt s genem AVR a konstrukt s genem pro luciferazu
(LUC). Interakce genit AVR a Mla se v tomto experimentu projevila jako pokles luciferazové aktivity,
protoze dochazelo k poklesu zivotaschopnych bunck, atedy ik poklesu exprese genu LUC. Dalsi
uspésnou validaci byla validace kandidatnich gent AVR,.7, AVR.9, AVR.10 a AVR.22 v praci Saur et al.
(2019a). V této praci byla k validaci taktéz pouzita agroinfiltrace, ktera byla v tomto pfipadé provadéna
na listech rostliny N. benthamiana. Pro agroinfiltraci byly pouzity bakterie nesouci binarni vektory
s inzerty genu AVR a pfislusného genu Mla. Nasledn€ byla opét sledovana pfipadna hypersenzitivni
reakce v mist¢ infiltrace. V praci Saur er al. (2019a) byla taktéz pouzita metoda stanoveni
zivotaschopnych bun¢k v jeCmennych protoplastech pomoci luciferazové aktivity, zde vSak byly
protoplasty izolovany z citlivého je¢mene a pro transformaci byly pouzity konstrukty s genem AVR,
s genem Mla a s genem LUC. Prace Saur et al. (2019a) pfinesla dulezity poznatek, a to sice, kdyz byla
provedena agroinfiltrace na listech N. benthamiana Konstrukty sAVR. a Mla9, nedoslo
k hypersenzitivni reakci, avSak pfi stanoveni luciferazové aktivity v jeémennych protoplastech byl
zaznamenan 67% pokles luciferazové aktivity. Tento poznatek prispiva k hypotéze, ze k uspésné
interakci mezi geny AVR. a MLa9 je potieba dal§i protein, ¢i proteiny, které jsou exprimovany
v rostlinach jeCmene (Saur ef al., 2019a), proto byla i v této diplomov¢ praci zvolena metoda validace

provadéna pfimo na jeémennych kultivarech. Jednim z nejnovéjSich pristupt k validaci AVR genu je
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metoda vyuzivajici virovych vektort, VOX. Pri této metod¢ neni zapotiebi molekularn¢ izolovany M/
gen a validace probiha pfimo v tkani rezistentni rostliny (Saur et al., 2019b). Hlavni limitaci této metody
je kapacita virovych vektori. Virovy vektor FoMV je schopen stabilné exprimovat proteiny do velikosti
600 aminokyselin (Kanyuka, 2022). Proto byl v této diplomov¢ praci pro metodu VOX vyuZzit upraveny
¢tyfpodjednotkovy virovy vektor BSMV, ktery dosahuje klonovaci kapacity az 2 448 bp, a je proto
vhodnym vektorem pro tuto metodu (Cheuk a Houde, 2019).

V této diplomové praci byly k validaci AVR genu pouzity dvé metody. Prvni metodou byla agroinfiltrace
listd je¢mennych kultivaru s pfislusnou rezistenci Ml. Jako vektor byl pouzit ¢tyfpodjednotkovy virus
BSMV (Cheuk a Houde, 2017), avSak zadna z kombinaci neposkytla hypersenzitivni reakci véetné
kombinace AVR./Mlal, ktera byla pouzita jako pozitivni kontrola. U zadné z kombinaci nebyla
pozorovana hypersenzitivni reakce a neuspésna byla i konfokalni fluorescenéni mikroskopie, kdy nebyl
detekovan signal fluorescencniho proteinu iLOV. Tato skute¢nost by mohla znamenat, Ze nedochazelo
k expresi proteini z vektoru. Byla proto provedena sekvenace vsech virovych podjednotek véetné
podjednotky y2:iLOV. Sekvenace neprokazala zménu v sekvenci inzertu AVR genu, reportérového genu
ani v kli¢ovych oblastech plazmidu. Dal$im davodem neuspéchu agroinfiltrace jeémennych kultivart
by mohl byt, jak jiz bylo zminéno vyse, fakt, Ze jeCmen neni pfirozenym hostitelem Agrobacterium
tumefaciens (De Cleene a De Ley, 1976), coz ztézuje i jeho transformaci. Vyznam by proto mohl hrat
i vybér vhodného kmene A. tumefaciens. Podle Harwood (2013) se jako nejlepsi kmen pro transformaci
jecmene jevi kmen AGL1 a stejny kmen byl pouzit také v praci Lu et al. (2016), na druhé stran¢ Yadav
et al. (2012) ve své praci zaznamenavaji uspéch pfi transformaci je¢mene kmenem A. tumefaciens
EHA105. V m¢ praci byla agroinfiltrace jeémene provedena s obéma kmeny bakterii a ani v jednom
pfipad¢ nebyla agroinfiltrace je¢mene uspé$na. Dalsim dulezitym faktorem pfi agroinfiltraci je
pritomnost acetosyringonu, ktery je vyuzivan k navozeni aktivity A. rumefaciens a bylo prokazano, ze
je vyznamnou latkou pro optimalni funkci T-DNA vymény mezi bakterialnim a rostlinnym genomem
(Yadav et al., 2012). Pritomnost acetosyringonu také vyrazné zvySuje expresi genu, jak bylo prokazano
napt. v praci Norkunas et al. (2018), kdy pfi pouziti acetosyringonu dochazelo ke zvySené expresi
reportérového genu widA kédujiciho GUS reportérovy enzym. Uspésnost agroinfiltrace a obecnd
Agrobacteriem-zprostfedkované  transformace miize ovliviiovat koncentrace acetosyringonu
v agroinfiltracnim pufru ¢i kultivaénim médiu (Yadav et al., 2012). Pro N. benthamiana je nejéastéji
pracovano s 200umol.I" koncentraci acetosyringonu (Ma ef al.,2011; Saur ef al., 2019a; Norkunas et
al., 2018), ve své diplomové praci jsem vSak stejné jako ve své bakalarské praci prokazala, Ze
koncentrace 100 umol.1" je dostadujici pro usp&S$nou agroinfiltraci rostlin N. benthamiana. Totéz
dokazuje iprace Yuan et al. (2011). Kagroinfiltraci je¢mene jsou vyuzivany zpravidla vyssi
koncentrace acetosyringonu mezi 300 umol.lI"' (Yadav et al., 2012) a 400 pmol.I'' (Lu et al., 2016).
V této diplomové praci byla pouZita nejvyssi koncentrace 300 umol.I' anejnizsi koncentrace

100 pmol.I"!, nicméné k uspé&sné agroinfiltraci jeémene nedoslo.
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Druhou pouzitou metodou byla metoda VOX, pfi které byl opét pouzit ¢tyfpodjednotkovy vektor BSMV.
Pri této metod€ jsou nejdiive agroinfiltrovany listy N. benthamiana, ze kterych je nasledné vyroben
virovy homogenat (Cheuk a Houde, 2017; Kanyuka 2022). Nasledné je provedena bud’ abraze listu
je¢mene (Kanyuka, 2022), nebo imbibice semen (Cheuk a Houde, 2017). Agroinfiltrace N. benthamiana
pfipravenymi virovymi konstrukty byla uspésna apfi konfokalni fluorescenéni mikroskopii byl
detekovan signal reportérového genu iLOV. Virovy homogenat byl pfipraven zvlast pro metodu

imbibice dle Cheuka a Houdeho (2017) a pro metodu listové abraze dle Kanyuky (2022).

Pro optimalizaci metody imbibice byly pouzivany ruzné koncentrace  virového
homogenatu:deionizované vody (1:1, 1:10, 1:50, 1:100), jako negativni kontrola slouzily semena GZ1
klic¢ici ve vodé. Pred zasazenim semen do substratu byla pozorovana u koncentrace 1:1 snizena kliivost
semen, to mohly zapficinit dva faktory. Prvnim faktorem by mohla byt vysoka koncentrace virovych
¢astic v roztoku, ve kterém semena klicila, feseni tohoto problému piinasi ve své praci Cheuk a Houde
(2017) pouzitim koncentrace virového homogenatu:deionizované vody 1:100 a pfi této koncentraci
snizeni kli¢ivosti nepozoruji. Druhou a v tomto pfipad¢ pravdépodobnéjsi variantou je negativni vliv
fenolickych latek, které jsou uvoliiovany ze zbytku rostlinné tkané tabaku. Fenolické latky mohou
ovliviiovat kli¢ivost semen pfi kliceni na Petriho misce, avSak po jejich zasazeni do pidy mohou semena
vyrust obvyklym zptusobem (Krogmeier a Bremner, 1989), stejn¢ tomu bylo i v mnou vykonavanych
experimentech. Po sedmi dnech od zasazeni semen do substratu prob¢hla kontrola exprese
reportérového genu iLOV v listech. Mikroskopie neprokazala expresi genu iLOV u zadné ze zasazenych
rostlin, ackoliv Cheuk a Houde (2017) ve svych experimentech byli schopni detekovat iLOV témér ve
vSech burikach vsech rostlin po imbibici, a dokonce byli schopni zaznamenat pienos viru i do dalsi

generace.

Listova abraze byla provedena dle postupu uvedeného v praci Kanyuky (2022). Kanyuka (2022) si ve
sveé praci zvolil tfipodjednotkovy virovy vektor BSMV, ktery zptsobuje na inokulovanych rostlinach
chlorotickou mozaiku. Tato mozaika se objevuje nejdfive 7-10 dni po inokulaci na vrchnich
hypersenzitivni odpovéd” mezi proteinem avirulence Nipl, ktery pochazi z patogenu Rhynchosporium
commune, a genem rezistence Rsr/ na rezistentnim kultivaru je¢mene Atlas 46. Ve svych vysledcich
poukazuje na vznik hypersenzitivni odpovédi nejen v inokulovanych Castech rostliny jiz 14 dni po
inokulaci. V nasem piipad¢ nebyla detekovana hypersenzitivni reakce ani na inokulovaném listu ani
v jinych cCastech rostliny anezdafila se ani detekce signalu genu iLOV konfokalni fluorescenéni
mikroskopii.

Vysledek imbibice alistové abraze by mohl znamenat, Ze z neznamého divodu nemuselo dochazet
k vytvareni virovych ¢astic v N. benthamiana, nebo ze byly virové ¢astice zniceny pfi pripravé virového
homogenatu. Cheuk a Houde (2017) poukazuji na tvorbu zlut¢ho zbarveni a mirné strakatosti na vrchni

casti agroinfiltrovanych listi tabaku sedm dni od agroinfiltrace. Tento fenotyp by mél znamenat
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pritomnost a Sifeni virovych d¢astic v rostliné (Cheuk a Houde, 2019) apodobny fenotyp byl
zaznamenavan i pfi mnou provadénych experimentech. Co tedy mohlo za netispésny prenos virovych
castic do rostlin je€mene, neni jisté. K uspéSnému vytvofeni pohyblivych ¢astic BSMV je potieba vSech
jeho casti v jedné buice a k uspésné tvorbé proteini z TGB bloku (Jiang et al., 2020). V pripad¢
¢tyfpodjednotkového BSMV se tedy musi vSechny podjednotky setkat v jedné burice, pravdépodobnost
takového setkani je tedy v disledku pouziti vicero podjednotek snizena. Redeni této situace by mohlo
nabidnout pouziti jednopodjednotkového virového vektoru napt. FoMV, ktery by vSak bylo mozné

pouzit jen v ptipadé mensich gent.
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7 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo pfipravit virové konstrukty nesouci kandidatni geny avirulence AVR,3,

AVRy, AVR.1 aAVR,, ziskané analyzou GWAS anasledné tyto geny validovat metodou VOX

v jeémennych kultivarech.

Kandidatni geny byly klonovany do podjednotky ctyfpodjednotkového BSMV viru, konkrétné do
podjednotky y2, ktera nesla reportérovy gen iLOV. Konstrukty byly transformovany elektrokompetentni
kmeny bakterii E. coli a A. tumefaciens. Usp&$nost transformace byla ovéfena pomoci colony PCR

a Sangerovym sekvenovanim.

Pripravenymi bakteriemi A. tumefaciens s kandidatnimi geny a bakteriemi se zbyvajicimi castmi
virového vektoru BSMV a, B ayl byly agroinfiltrovany listy rostlin N. benthamiana a H. vulgare.
Nasledn¢ byla provedena kontrola exprese reportérového genu v rostlinach pomoci konfokalni
fluorescenéni mikroskopie 7-10 dni od agroinfiltrace. U rezistentnich rostlin H. vulgare byla navic
sledovana hypersenzitivni reakce, ktera by mohla byt vyvolana interakci prislusného genu rezistence

a kandidatniho genu avirulence.

Signal reportérového genu iLOV byl zaznamenan u rostlin N. benthamiana, ato po infiltraci obéma
kmeny bakterii A. tumefaciens, EHA105 i AGL1 s jednotlivymi podjednotkami vektoru. U rostlin
H. vulgare nebyl signal genu iLOV zaznamenan po infiltraci kmenem bakterii EHA105 ani AGL1
anebyla zaznamenana ani hypersenzitivni reakce u Zadné z kombinaci gen rezistence-gen avirulence
v¢etné pozitivni kontroly. V této praci byla k validaci pouZita i metoda listové abraze, avSak ani s touto

metodou se validace kandidatnich genti nezdafila. Nezdafila se ani optimalizace metody imbibice.

Neuspéch validace genu avirulence a nepfitomnost hypersenzitivni reakce u pozitivni kontroly mohou
znamenat problém se zvolenym virovym vektorem. Tento problém by mohl byt vyfesen pouZzitim jiného,
nejlépe virového vektoru, ktery je tvofen jen jednou podjednotkou napt. FoMV. Dalsi, av§ak podstatné

N4

protoplasti.
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