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Annotation: The aim of this work was to determine whether there are besides morphogenetic and
metabolomic changes in viroid-infected plants also some alterations in the expression of transcription
factors (TFs) known from our previous work to be involved in the secondary metabolites production,
namely HIMybl, HIMyb3, HIbHLH, HIbZIPA and HIbZIP2 TFs. Infectious vectors were prepared
containing dimers of two closely related viroids- hop stunt viroid (HSVd) and cucumber pale fruit
viroid (CPFVd). To achieve infection of hop (Humulus lupulus L.), biolistic inoculation of young
shoots was performed. Hop cv. Admiral was chosen as a model for our experiments, because of its
high flavonoid content in leaves. Infection of hop with both of these viroid species was proven by
means of Northern hybridization and dot-blot techniques. Plants infected with HSVd showed serious
symptoms such as stunted growth, epinasty and rugosity of leaves. Interestingly, decoloration of the
petioles of the plants infected with HSVd was observed, maybe as a result of lower anthocyanins
production. These symptoms were similar but milder in CPFVd-infected hops. On plants bearing
symptoms, HPLC analyses were performed and compared to controls to detect changes in the levels of
flavonol glycosides, phenolic acids, bitter acids and xanthohumol. In HSVd-infected hop leaves and
petioles, significant decrease in the contents of flavonol glycosides and phenolic acids was observed.
On the other hand, an increase in the amount of xanthohumol and bitter acids was detected in HSVd-
infected tissues compared to healthy controls. Unlike to HSVd infection, the decrease of all analyzed
secondary metabolites was observed in CPFVd-infected material. This difference suggests an
alternative response of metabolome pathways to CPFVd-caused pathogenesis in comparison to HSVd.
Semiquantitative RT PCR was performed to assay levels of TFs in healthy and infected hop tissues.
Quantitative Real-time analyses of putative hop transcription factors HIbZIPA and HIbZIP2 were
carried out using RNA isolated from HSVd-infected petioles. Increased mRNA levels of bZIP TFs
were detected in infected material, suggesting an involvement of these factors in the response of the
host plants to HSVd infection. Using thermodynamic methods of TGGE and heteroduplex analysis,
several sequence variants of HIbZIP2 were idetified. According to aminoacid sequence alignment, this
putative factor belongs to a group of bZIP proteins known for ABA/stress signalling in A. thaliana.
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1. UvOoD

1.1. ,,Ozdravny“ chmel a metabolické inZzenyrstvi

Chmel obecny (Humulus lupulus L.) je dvoudoma trvalka majici pravotoCivou révu
pfibuznd Cannabaceae. Jako kulturni plodina ma dlouhou historii vyuZiti. Prvni pisemné
zpravy o péstovani chmele pochazeji z 8. stoleti z oblasti dneSniho Némecka. V zemédélstvi
se vyuZzivaji samiCi rostliny, které v dobé kveteni vytvareji kvétenstvi pfipominajici SisSky.
Tyto SiStice, neboli chmelové hlavky, vznikaji zvétsovanim listen( pfi dozravani kvétenstvi.
Na vnitfni strané listen(l se zakladaji tzv. lupulinové Zlazky, pfeménéné Zlaznaté trichomy,
produkujici smés sekundarnich metabolitd (zejména hotkych kyselin, silic a flavonoidd),
lupulin. V jednotlivych kultivarech je biochemické sloZeni lupulinu relativné stabilni (De
Keukeleire et al., 2003). Diky témto latkam je chmel vyuzivan nejen jako aromaticka rostlina
acinky a pozitivni G€inky na cCinnost travici soustavy také
v lidovém IéCitelstvi. Pro pivovarnictvi ma vyznam zejména
obsah a-hofkych kyselin (rozsah od 2 do 18%). Podle tohoto
obsahu se chmelové kultivary déli na aromatické a ,,horké",
s preferenci ,horkych* kultivarl, coZ nastalo se zménou
procesu vareni piva (pouZziti chmelovych granuli apod.).
V nedavné dobé vSak doSlo kobjevu latek wvznikajicich
z prekurzord  kvétnich barviv, fenylpropanoidll, specificky
syntetizovanych v lupulinovych Zlazkach chmele, jez maji
protirakovinnou, respektive fytoestrogenni aktivitu. Tyto latky
se nazyvaji prenylované flavonoidy, zastoupené zejmeéna
xanthohumolem, chemopreventivnim agens s inhibi¢nimi
acinky na vSechna stadia kancerogeneze (Gerhduser et al.,

2002; Miranda et al., 1999), a 8-prenylnaringeninem, dnes

Obr.1: Lupulinové 3lazky na  Nejsilnéjsim znamym fytoestrogenem (Milligan et al., 1999;

samicich  kvétech chmelu
H.lupulus (pfevzato, Stevens

a Page, 2004). Problémem zlstdvd nizky obsah téchto metabolitd

pfehledna prace viz Gerhduser, 2005; Stevens a Page, 2004).
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s pozitivnim Gc€inkem na lidské zdravi jak v chmelovych hlavkéach, tak i v chmelovych
produktech. Pfedchozi vyzkum Matouska et al. (Matousek et al., 2002a, b) se soustfedil na
skrining chmelovych chalkonsyntdz (CHS), ktere hraji klicovou ulohu v produkci
sekundarnich metabolitl, nebot’ jejich produktem je chalkon, ktery ve sledu dalSich
biochemickych reakci dava vznik velké skupiné flavonoidd zahrnujicich taniny, flavonoly a
anthokyany. CHS Kkatalyzuje kondenzaci 4 molekul malonyl-CoA s p-kumaroyl-CoA
v nékolikastupriové reakci za vzniku jediné molekuly chalkonu. Mezi dalsi produkty enzymt
nadrodiny chalkonsyntaz patfi také horke kyseliny chmelu.

V kratké dobé po identifikaci kodujici sekvence valerofenonsyntazy vps (o které se
predpokladalo, Ze je odpovédna pravé za produkci hofkych kyselin; Okada a Ito, 2001) byl
identifikovan gen, jehoZz produkt jevi dle enzymatického rozboru kromé tzv. "pravé"
chalkonsyntazové aktivity také afinitu k prekurzordm hotkych kyselin a ma expresi ve
zrajicich hlavkéach 1000-krat vy3Si nez v somatickych pletivech (Novak et al., 2006). Tento
gen byl nazvan chs_H1 (Matousek et al., 2002a; GeneBank AC: AJ304877). chs_H1 tvori
s dal$imi Cleny své oligorodiny soubor identickych enzymd (co se tyce stavby aktivniho
centra; Matousek et al., 2006). U dal$ich identifikovanych homologd, chs 4 (Novék et al.,
2003), chs 2 (AB061020) achs 3 (AB061022), jsou genetické a enzymatické aktivity
predmétem vyzkumu, ale chs_H1 se jevi jako hlavni producent chalkonu (Novéak et al., 2006).
Kvili odpovédnosti chs H1 za syntézu chalkonu se ofekavala silna korelace mezi hladinou
mRNA chs_H1 a obsahem xanthohumolu u rliznych kultivar kulturniho chmelu. Vysledky
tento predpoklad nepotvrdily, proto je pravdépodobné, Ze je obsah prenylflavonoidd v
chmelovych hlavkach zavisly i na aktivitich enzymd nésledujicich krokd biosyntézy
flavonoid(l (Novék et al., 2006). Nicméng, matematicka korelace aktivity CHS a akumulace
flavonoid(l spiSe ukazuje, Ze je to pravé CHS, kterd omezuje rychlost biochemické drahy
(Knogge et al., 1986), coz mlZe naznacovat kompetici nékolika enzym( o chalkon. Do
dneSniho dne neexistuje zaznam o regulaci CHS zpétnou vazbou, nebo podobnymi
mechanizmy modulujicimi enzymatickou aktivitu.

Pokud je cilem zvySeni obsahu néjakého metabolitu, existuje nékolik cest, jak toho
dosahnout. Tradiéni pristup vede k pozménéni nejpomalejsich krok( urcité biochemické
drahy. Tento pFistup samoziejmé mdze byt Uspésny, ale také mUiZe byt narocné identifikovat
Lhrdlo lahve* dané drahy, navic mlze byt hladina koneéného produktu regulovana nékolika
enzymy. Tato ,hrdla lahvi“ mohou byt také druhové specifickd. Pokud u geneticky

modifikované fepky bylo potfeba ke zvySeni produkce beta-karotenu transformovat rostlinu



Bc. Zoltan Fissy
Analyza exprese vybranych regulacnich faktorti chmelu v navaznosti na projevy viroidni patogeneze.

pouze jedinym genem (Shewmaker et al., 1999), u tzv. ,.zlaté ryZze* bylo potfeba pozménit
expresi aZ tfi gendl z diivodu nizké exprese enzym( na zacatku této biosyntetické drahy (Ye et
al., 2000). V obdobnych pfipadech mdze byt alternativou modifikace patfi¢nych

transkripénich regulatord, spise nez Gprava exprese enzymi G¢astnicich se této drahy.

1.2.  Regulacni faktory

Transkripéni regulatory, nebo transkripcni faktory (TF), se v rostlinach i ZivociSich
Ucastni regulace mnoha metabolickych drah, reaguji na vyvojové, hormonalni, Ci
environmentalni signaly a vytvareji bunénou odpovéd na Urovni exprese jim podfizenych
gend. Jejich vyznam ve vyvoji organizm( spociva v jejich roli prepinacl regulacnich kaskad,
dokonce se uvazuje, Ze hlavnim zdrojem diverzity a zmén, které jsou zakladem pro evoluci je
pravé regulace transkripce. Transkripéni faktory moduluji expresi specifickych skupin
proteinli pomoci sekvencné specifickych protein-DNA a protein-proteinovych interakci.
Interaguji zejména s transkrip&nim aparatem, proteiny remodelace chromatinu a/nebo dalSimi
transkripénimi faktory. Mohou fungovat jako aktivatory i jako represory transkripce, a tedy
zpUsobuji hromadéni nebo naopak snizeni hladiny mRNA.

Co do struktury, transkripéni faktory obsahuji nékolik domén, které urCuji jejich
schopnost interagovat (Liu et al., 1999):

a) DNA-vazebné domény obsahuji nékolik aminokyselinovych (aa) zbytk(, které se
vazou na DNA v mistech cis-elementl. Tyto aa urCuji vazebnou specifitu proteinu. Dalsi
rezidua zlepSuji vazbu TF diky interakcim s fosfatem nebo cukernatym zbytkem DNA.
Domény rozpoznavajici vazebné misto jsou Casto vysoce konzervované a mimo jiné podle
DNA-vazebnych domén jsou TF déleny do nékolika rodin.

b) oligomerizacni domény slouzi k vytvareni hetero- a/nebo homooligomer( TF, coz
ovliviiuje specificitu vazby na DNA, afinitu TF k promotorovym elementdim a lokalizaci TF
do jadra. Oligomery jsou stabilizovany hydrofobnimi, nebo hydrofilnimi interakcemi aa
rezidui.

c) transkripéné-modulacni domény, aktivacni nebo represivni.

d) NLS (,,nuclear localization signal®) — Usek se zvySenym poctem argininovych (R)

a/nebo lyzinovych (K) zbytk( sméfujici protein do jadra. (Liu et al., 1999)
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Dle Riechmanna et al. (Riechmann et al., 2000) genom Arabidopsis thaliana kdéduje
nejméng 1533 transkripénich regulatord, coZ odpovida asi 5,9% vsech jejich genl. Tato Cisla
se zdaji byt podhodnocend, nebot’ u 40 aZ 50% proteinl nebyla na zakladé sekvenci nalezena
Zadna funkéni analogie k jiz znamym proteindim. Pokud Ize na zakladé poctu a rozriiznénosti
transkripénich faktor odhadovat regulaéni komplexitu organizm, je Arabidopsis srovnatelné
komplexni jako Drosophila. Ve vyzkumu je prostor a dlouhodoby zdjem o studium
transkriptnich  faktorl, jakoZto o jeden z nejdilezitéjSich mechanizml kontroly
biochemickych drah.

Prvni préace s objevenymi transkripcnimi faktory ucastnicimi se biochemickych drah u
rostlin — regulatory flavonoidni drahy u kukufice COLORLESS1 (C1) a RED (R) (Goff et al.,
1990), odhalily obrovsky potencial transkripénich faktorl pfi manipulaci komplexnich
metabolickych drah. Jako pfiklad mohu uvést dva pokusy s diametralné odliSnymi vysledky.
Muir et al. (2001) se pokouseli zvysit obsah zdravi prospésnych flavonoidl v rajéeti pomoci
zvysené exprese jednoho z prvnich enzymll této biosyntetické drahy, chalkonizomerazy
(CHI), ktera se exprimuje v plodech pouze v malych mnoZstvich. Exprese CHI nicméné
zplisobila zvyseni obsahu flavonoidd pouze ve slupce plodl, nebot’ v duziné nedochazi
k expresi dalsich enzymd vySe a nize CHI ve sledu této biosyntetické drahy. O podobné
zvyseni sekundarnich metabolitl se pokouseli také Bovy et al. (2002), nicméné pristoupili
k soucasnému zvyseni dvou regulatord anthokyand, Leaf colour (Lc) a Colorless (C1) — tedy
paru TF ze skupin MYB a bHLH, které spolu pfi regulaci transkripce interaguji, viz nize,
pricemz jejich zvySenou expresi cilili do plodi. Dle ogekavani doslo ke zvyseni produkce
flavonoidd, a¢ spiSe prekvapivé doslo ke hromadéni flavonoidl plodu, nikoli anthokyand. Na
rozdil od predchozi skupiny se docililo zvySeni produkce v celém plodu kukufice. Manipulace
metabolomu ovlivnénim regulatorli tedy mize byt Uspésna i vtakovém pletivu, kde je
relevantni enzymaticka aktivita nedostate¢na. Navic se ukazalo, Ze zvySeni exprese regulatord
mUzZe ovlivnit daleko vice bunéénych zmén, nez pouhou expresi enzym0 urcité drahy. Bruce
et al. (2000) poukazali na zménu exprese nékolika set genl, pricemz pouze zlomek téchto
genll kodoval znamé enzymy biosyntézy flavonoidd. Podafilo se jim také identifikovat dva
predpokladané transportni proteiny, které prendSeji vznikajici metabolity do jejich
definitivnich cild — rozliénych bunéénych oddilli — kompartmentd.

Pokud se rozhodneme pro manipulaci cestou transkripénich regulator(l, neni bez
ddvodu pfi hledani regulacnich systém( chmelovych chs zkoumat jiz zndmé regulacni

systémy biosyntézy fenylpropanoidd, napfiklad geny regulaénich faktorl Fidici pigmentaci



Bc. Zoltan Fissy
Analyza exprese vybranych regulacnich faktorti chmelu v navaznosti na projevy viroidni patogeneze.

A promoter (cis-regulatory region) transcription unit
AN-H—!—HH—HH—M—A‘H\/-\/-:—
module basal (core) :
(enhancer) promoter exon intron UTR
B chromatin remodeling compex TAFs
transcription co-factors pol Il holoenzyme
_ transcription factors | s A transcription start site

Z/y “_“TATA box L//
= &= “TATA-binding protein
chromatin modules ~ ™ looping factors chromatin
412 210
-421 |-407 S12T) R0 (161 TATA -154
A52-4T4 g2y -233 ’
e, N .
I | | | e~
=500 -400 =300 =200 -100 v mfitku)
piedpokladane boxy (transkripcni faktory):
W ¥ 0 (PN G BOX (hEIF, hHLH)
[T M3k DOX (Myh) E H B¥X (hHLH}) ] Mybelike BORX {Myh)

Obr.2: Schéma struktury promotorové sekvence a jeho funkce. (A) Organizace obecného eukaryotniho
genu, ukazujici relativni pozici transkribované jednotky, bazalniho promotoru a mist nasedani TF (TFBS).
Pozice jednotlivych TFBS se mezi promotory rozliénych genl diametralné odlisuji. (B) Idealizovany
promotor pfi aktivaci. Iniciace transkripce vyZaduje specifickou spolupraci nékolika desitek proteind, véetné
holoenzymového komplexu RNA polymerazy Il, TATA-binding proteinu (TBP), TAF (TBP-asociované
faktory, nebo téZ obecné transkripcni faktory), transkripCni faktory a kofaktory a komplex remodelace
chromatinu. Prevzato z prace Wraye et al. (Wray et al., 2003).

(C) Schematické znazornéni promotorové sekvence chs_H1 a predpokladané regulacni cis-elementy (v
zavorce rozpoznavajici transkripeni faktory). Pfevzato z prace Matouska et al. (Matousek et al., 2005).

Vv

anthokyany, které jsou u vysSich rostlin funkéné konzervované. Kli¢ovou Ulohu v kontrole
biosyntézy flavonoidd a v reakcich na stresové podnéty hraji MYB proteiny. Dva jejich
zastupce se podafilo izolovat z hlavek chmelu skriningem cDNA knihovny (Matousek et al.,
2005; Matousek et al., 2007a). DalSi proteiny potencialné se G€astnici regulace flavonoidni
drahy jsou transkripcni faktory z rodin bHLH a bZIP. Samoziejmé je potfeba najit také cis-
sekvence v promotoru, na které trans-proteiny nasedaji. V promotorovém Useku chs_H1 se
doposud naslo nékolik cis-regulacnich elementl; mezi nimi G- a H- boxy (zndme predevsim
z promotorli genll indukovanych svétlem, stresem, pfipadné patogenem), CHS-podobny box,
tkanové-specificky box (TACPyAT) a nakonec MY B-homologni box (Matousek et al., 2005).

V souladu stémito daty byla zjisténa aktivace genu chs_H1 obecnym heterolognim
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aktivatorem anthokyanové biosyntézy, AtMyb75/PAP1 ze skupiny R2R3 MYB (Matousek et
al., 2006). Naproti tomu v promotorové sekvenci vps se nenaSly H- a G- boxy, i kdyZz H-
podobné sekvence ajadro G-boxu se v sekvenci najit podafilo. Okada et al. (2003) dale
zjistili, Ze je promotor vps aktivni nejen v lupulinovych Zlazkach, ale tézZ v listech a stonku.
Diky témto indiciim a kvili nedostatku informaci o enzymech a regulacich dalsich krok
biosyntézy prenylflavonoidl (O-methyltransferdza a prenyltransferaza) bylo tedy pro
moznosti zkoumani a nasledné manipulace s metabolomem chmelovych hlavek vyhodnéjsi
soustfedit vyzkum pravé na transkripni faktory interagujici s promotorem chs_H1.
Zrozliénych dat ziskanych béhem studia A. thaliana a dal$ich rostlinnych druhd se da
prfedpokladat moZnost zapojeni ve vyvoji a produktivité chmelovych hlavek zejména
transkripénich faktor( ze skupin R2R3 MYB, bHLH (,,basic helix-loop-helix*), bZIP (,,basic
leucine zipper), C2H2 zinkovych prstl, MADS (Mcml, Agamous, Deficiens, Serum

response factor) a WRKY zinkovych prstd.

1.2.1. Transkrip¢ni faktory s vazebnymi misty typu bZIP

Transkripéni faktory typu bZIP se vyskytuji ve vSech doposud zkoumanych
organizmech, nékteré z nich byly intenzivné studovany (Jun/Fos nebo CREB; pfehledna prace
viz Jakoby et al., 2002) a slouZi jako modely studia TF:DNA interakci a posttranslacnich
mechanizm( TF. bZIP doména je charakteristicka dvémi strukturalnimi motivy sousedicimi
na jednom a-helixu: bazicky (,basic*) region 16 aa zbytkd, obsahujici NLS nasledovany
nemeénnym N-x7-R/K motivem, ktery se dotyka velkého Zlabku DNA dvousroubovice; dale
pak leucinovy zip, neboli heptadové opakovani nékolika leucini nebo jinych objemnych
nepolarnich aminokyselin, umisténé od R/K pfesné 9 aa smérem k C-konci, vytvarejici
amfipatickou Sroubovici (obr.3). Aby doSlo kinterakci s DNA, museji dvé podjednotky
pfilnout diky interakcim mezi nepolarnimi stranami jejich Sroubovic. Schopnost dvou
podjednotek vytvorfit spolu homodimer, (nebo méné Casto heterodimer), je podminéna
elektrostatickymi interakcemi mezi rezidui polarnich aa obklopujicich hydrofobni povrch
slouzici k interakci podjednotek. Rostlinné bZIP proteiny se v&Zou prevdzné na DNA
sekvence s ACGT jadrem, vazebna specifita pak mize byt dale ovlivnéna okolnimi
nukleotidy, jedna se pak o A-boxy (TACGTA), C-boxy (GACGTC), nebo G-boxy
(CACGTG). Vazebnou mize specificitu dale ovlivnit i $irsi okoli ACTG jadra (Jakoby et al.,
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2002; Menkens et al., 1995), existuji viak i zpravy o nepalindromickych vazebnych mistech

Obr.3: Caste¢ny model dimeru proteini GCN4
(PDB: 1YSA) ze skupiny bZIP. Modrou barvou
jsou naznaceny DNA-vazebné domény, Cervenou
barvou polohy tfi pard leucind tvoficich
amfipatickou Sroubovici — leucinovy zip (Sedg).
Zpracovano programy Swiss-PDBViewer v3.7 a
POV-Ray v3.6.

(Choi et al., 2000). Mnoho bZIP TF obsahuje
na N-konci také region bohaty na proliny —
transkriptné aktivacni doménu (Menkens et
al., 1995).

U Arabidopsis bylo nalezeno 4-kréat
vice bZIP genl nez u kvasinek ¢i Zivogichd
(Riechmann et al., 2000), vyzkum ukazal jejich
zapojeni v signalizaci svétla Ci stresu, regulaci
obrany vi¢i patogenim a zapojeni ve zrani
semen a vyvoji kvétu. UvaZuje se, Ze by
ddvodem této diverzity funkci mohlo byt
jejich vyuziti jiz u evolucné nejprimitivnéjsich
rostlin. bZIP proteiny A. thaliana byly dle
podobnosti  bazického regionu a dalSich
konzervovanych motivi rozdéleny do 10

skupin, které by dle predstav autord mély

odrazet funk¢ni podobnost jednotlivych TF, coZz by mohlo napomoct pfi hledani specifické

funkce pro jiz popsané i nové nalezené

transkripcni faktory bZIP (Jakoby et al.,

2002).

1.2.2. Myb-pFibuzné faktory

K konec R2-doména

R3-doména §

Faktory MYB predstavuji skupinu
proteini obsahujicich konzervovanou MYB
MYB

faktory jsou malou skupinou zapojenou

DNA-vazebnou doménu. Plvodni
pravdépodobné do kontroly bunécného
cyklu vysSich eukaryot, jak o tom svédci

vyzkum na prvnich objevenych ZivoCiSnych

C-konec

Obr.4: Model proteinu c-Myb (PDB: 1GV2). Naznaceny
polohy domén R2 a R3, vramci které se nachazi také
DNA-vazebna doména (DBD). Cervenou barvou jsou
naznateny polohy t¥ Kkonzervovanych tryptofand.
Zpracovano programy Swiss-PDBViewer v3.7 a POV-Ray
v3.6.

MY B-proteinech (Weston, 1998). DNA-vazebna doména se sklada ze tfi ne zcela stejnych
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opakovani, z nichZz kazdé tvofi strukturu helix-smycka-helix z pfiblizné 53 aa. Pro tato
opakovani jsou charakteristicka tfi tryptofanové zbytky, které jsou od sebe pravidelné
oddéleny méné konzervovanymi aa a tvori v 3D struktufe domény tryptofanovych klastrd.
Tato tfi opakovani se nazyvaji R1, R2, a R3, opakovani dalSich MYB proteind jsou pak
nazyvana dle homologie s R1, R2 nebo R3.

U rostlin jsou MYB-proteiny jednou z nejvétSich skupin TF (Riechmann et al., 2000),
v niz prevladaji proteiny charakteristické R2R3-MYB doménou (Obr. 4). MYB-faktory s
jedinym opakovanim (nebo pouze Gaste¢nym) maji velice rlizné funkce a zahrnuji faktory
vazajici se na telomerickou DNA. Systematickd mutageneze MYB protein{ odhaluje zapojeni
R2R3-MYB genl zejména v mnoha rostlinné-specifickych procesech produkce sekundarnich
metabolitd  (napf. AtMyb75/PAP1 nebo AtMYB9O0/PAP2, regulujici metabolizmus
fenylpropanoidd, Borevitz et al., 2000), ale i v ureni identity a osudu rostlinnych bungék.
MYB proteiny jsou Casto aktivni v heterodimerech s proteiny bHLH, pro pfiklad uvadim
AtbHLH/GL3, vytvéarejici homo- a heterodimery s GL1 a TTG1, coZ predstavuje obecné
rozsiteny model interakce TF vregulaci vyvoje trichomO a akumulaci sekundarnich
metabolitl (Payne et al., 2000). Spole¢na regulace biosyntézy fenylpropanoidd MYB a bHLH
proteiny byla prvni popsana regulace ovliviujici metabolom (prehledné prace viz Marles et
al., 2003; Broun, 2004). Ze soucasnych vyzkumU vyplyva, Ze nékteré TF vytvareji slozité
komplexy, jako napf. komplex MYB-bHLH-WD40 zprostfedkujici riizné drahy diferenciace
bunék (Ramsay a Glover, 2005) nebo aktivaci biochemickych drah (Yamazaki et al., 2003).

R2R3 MYB faktory rovnéz funguji v odpovédi rostlin na podnéty prostfedi a ve
zprostfedkovani hormonalnich signald (pfehledna prace viz Jin a Martin, 1999). Zadny znamy
R2R3 MYB gen vSak zatim nebyl spojen se silnym fenotypem, ktery by se dal oCekavat
v pripadé esencialniho regulatoru. Je potfeba dalSiho vyzkumu pro zjisténi, zda-li jsou efekty
mutant v kliGovych proteinech maskovany funkéni redundanci a zda-li existuji nezbytné
R2R3 MYB geny. Na druhou stranu nebyl mezi 125 R2R3 MYB geny identifikovan Zadny,
ktery by jevil znamky pseudogenu, z ¢ehoz se soudi, Ze selekce udrZuje tyto geny intaktni. PFi
hledani redundantnich faktorli je potieba brat na zfetel dvé zakladni hlediska: funkéni
podobnost téchto faktorl, ale také charakteristiku jejich exprese v ¢ase a/nebo prostoru
(Stracke et al., 2001).

12
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1.3.  Viroidni patogeny u chmelu

Viroidy predstavuji nejmensi cirkularni patogenni ssRNA replikony s velikosti 246-
401 bazi, tedy az 10-krat mensi neZ nejmensi znamy RNA virus. Jejich sekvence je vysoce
komplementarni, tvofici pevnou strukturu, nekdduje Zadny protein a jsou tedy plné zavislé na
transkripcnim aparatu hostitelské rostliny (prehledna prace viz Flores, 2001; Flores et al.,
2005). Neékteré viroidy vsak ,,kaduji“ strukturu RNA fungujici jako ribozym, jez katalyzuje
sestfih vlastni multimerni RNA vznikajici mechanizmem valivé kruznice (Avsunviroidae).
Jejich mala velikost, cirkularni struktura, vysoky obsah G/C a katalyticka aktivita nékterych
z nich, to vSechno jsou naznaky, Ze by se mohlo jednat o pozdstatky Zivota pred vznikem
bunék (Diener, 1989, 1995). Po objevu prvnich bunécnych forem Zivota se mohly vyvinout
v parazity prvnich sinic (zejména predchddct chloroplastl) a pozdgji také prvnich eukaryot v
procesu spojeném s mutagenezi a kombinacemi viroidnich domén (Keese a Symons, 1985).
Viroidy se ve svém hostiteli mnoZzi jako populace blizce pfibuznych variant (,,quasi-species*)
s jednim nebo nékolika malo dominantnimi variantami. Mezi pfiznaky onemocnéni patfi
chloréze, epinastie, tvrdost a nekroze listd, zkraceni internodii, trpasli¢i vzrist, zmenseni
kvétd, odbarveni plod(, malformace zasobnich organd a dalsi, ackoli nékteré viroidy vykazuji
pouze slabé, nebo Zadné symptomy. Absence symptoml je Casta také v pFipadé plané
rostoucich rostlin, které tak funguji jako rezervoar viroidd. Symptomy se zesiluji vlivem
silného ozéfeni dennim svétlem, €i zejména vlivem zvySené teploty (Gruner et al., 1995;
Matousek et al., 2001).
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Obr. 5: Primarni a sekundarni struktura PSTVd s naznacenymi polohami domén a smyc€ek (viz nize).

Prvni izolovany viroid byl PSTVd (,,potato spindle-tuber viroid“) identifikovany pfi
hledani domnélého viru zpdsobujiciho vietenovitost hliz bramboru (Diener a Raymer, 1967;
prehledna préace viz Owens, 2007). Dalsi pokusy odhalily patogena stejného charakteru také u
jinych rostlin. Doposud je znamo téméF 30 druhl viroid(, vétSina patfi do skupiny

Pospiviroidae s typickym zastupcem PSTVd. Vytvéreji sekundarni strukturu tyCinkovitého
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tvaru s minimalni volnou energii. Bylo identifikovano 5 strukturalnich domén: C (centralni)
doména nachézejici se kolem striktné konzervativni sekvence (CCR - ,,central conserved
region“) tvofici tzv. ,bulged-helix“, P doména asociovana s patogenicitou, variabilni
V doména a dvé terminalni domény T, a Trg (Keese a Symons, 1985). Na zakladé
experiment(l s teplotni denaturaci a sekvencéni analyzou byly navrZzeny 3 mozné vlasenky
vznikajici na intermediarnich produktech béhem replikace viroidu PSTVd — I, Il a Il (obr. 5)
(Qu et al., 1993).

Jako patogeny chmelu byly popsany dva viroidy ze skupiny Pospiviroidae: HLVd a
HSVd. Latentni viroid chmele (HLVd, Puchta et al., 1988) se vyskytuje ve chmelech po
celém svété a jeho obecné Skodlivy vliv byl prokazan u nékolika kultivar( (Patzak et al.,
2001). Vlivem infekce HLVd dochazi vedle zmen3eni hlavek ke kvantitativnim zménam
v hladinach nékterych sekundarnich metabolitd v lupulinovych Zlazkach (Adams et al., 1992;
Barbara et al., 1990). AC tedy nedochazi k pfimym morfologickym zménam napadenych
rostlin, z pohledu biochemického se rozhodné nejedna o latentniho patogena. Pdvodné pres
Siroky skrining nebyl nalezen jiny hostitel HLVd, neZz chmel (Puchta et al., 1988), kromé
kopfivy (Knabel et al., 1999 cit. dle Matousek, 2003). U HLVd-infikovanych chmelll vSak
bylo zjisténo, Ze nasledkem tepelného Soku po prvotnim sniZeni hladiny virodné-specifické
RNA dochézi ke zvyseni sekvenéni variability HLVd ze zanedbatelného mnoZstvi mutantl u
rostlin péstovanych ve standardnich podminkach aZz na 9,8 % u rostlin IéCenych tepelnym
Sokem. Zjisténi mutanti se v rostlinich stabilné replikovali (MatouSek et al., 2001).
Néasledkem této mikroevoluce vSak inokulace smési mutovanych ,,quasispecies HLVd
zplsobila infekci u rajcete, jez neni pro divoky typ HLVd hostitelem, a navic inokulem
pfipravenym z infikovanych raj¢at bylo mozné infikovat také N. benthamiana. Je mozné, Ze
divoky typ HLVd je velmi dobfe adaptovany na infekci chmelu a nizka variabilita v sekvenci
zplisobuje neschopnost infikovat dal$i hostitele, coz mlze byt bariéra pouze v nemutagennich
podminkéach (Matousek, 2003).

HSVd (,,hop stunt viroid*) je schopen infikovat Siroké spektrum hostitelli z nékolika
Celedi (Cannabaceae, Rosaceae, Rutaceae, Vitaceae a Cucurbitaceae). V nékterych druzich,
napf. ve vinné réveé (Shikata, 1990 cit. dle Matousek et al., 2003) a v merufice (Astruc et al.,
1996), se zda byt infekce latentni, ale u jinych zplsobuje téZké a specifické symptomy
(chmel, Shikata, 1990 cit. dle Matousek et al., 2003). V béznych databazich jsou sekvence
vice nez 100 variant HSVd, jeho variabilita a plasticita je tedy znacna. Molekularné geneticka

srovnani potvrdila obecné pfijimany nazor, Ze k pfenosu na chmel doslo z vinné révy (Sano et
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N

al., 2001). Dokézano je to pouze na japonské populaci, ale viroid HSVd se rychle rozsifil do
celého svéta a znacné ohrozuje kulturni chmel. Riziko prenosu na kulturni rostliny je o to
vyssi, Ze se infekce HSVd prendsi také na plevelni druhy bézné se vyskytujici na chmelnicich
a bramborovych polich, a¢ hladina viroidu u nékterych druh(l dosahuje pouze nizkych
koncentraci (Matousek et al., 2007b). Je mozné, Ze velké mnozstvi sekvencnich variant je
pravé dlsledkem prenosu na nového hostitele a koadaptaci na chmel by mohlo dojit u HSVd
ke zUZeni populace variant, jako je tomu v pfipadé HLVd (Matousek et al., 2007b).

CPFVd (,,cucumber pale fruit viroid“) je sekvencni varianta HSVd s mirnymi
symptomy, ktera byla izolovana z okurky (Sano et al., 1984). Zatim pro tento viroid nebyla

prokazana schopnost infikovat chmel, ale z dlivodu pfibuznosti Ize tuto moznost ocekavat.

1.4. Mechanizmy patogeneze viroidd

Kromé sekundarni struktury maji dvé hlavni znamé skupiny viroidd odli$nosti také
v zékladnich mechanizmech mnozeni a patogeneze. Avsunviroidae se od Pospiviroidae lisi
v pribéhu jejich replikace: ASBVd a PLMVd se mnozi symetrickym mechanizmem valivé
kruZnice v chloroplastech, kde Stépeni na monomery a ligace do kruhové molekuly probiha na
(+) i () fetézci, kdezto replikace PSTVd a HSVd probiha v jadie asymetrickym zplsobem,
Stépi a liguji se pouze (+) multimery (Obr. 6). Pospiviroidae vyuzivaji k replikaci (+) i (-)
fetézcl RNA polymerazu Il (Warrilow a Symons, 1999), ale otazka, jakym zplisobem méni
specificitu hostitelskych DNA-dependentnich RNA polymeraz k transkripci RNA, zlstava
nevyfeSena. PoCatek replikace (-) Fetézce se nachadzi v mistech A a Ass a GC-boxy
umisténé 15 a 16 bazi smérem k 5’ konci, v uvedeném poradi, jsou povazovany za viroidni
promotorové elementy (Fels et al., 2001). Bylo zjisténo, Ze (-) Fetézec zlstava pritomen
v jadre, ale (+) Fetézec se vyskytuje v jadfe i v jadérku (Qi a Ding, 2003; Obr. 6). Takovéto
rozliseni opacnych Tetézcl RNA poukazuje na pritomnost vysoce specifické bunécné
masinerie s potencialnim vyznamem pro genovou regulaci (Flores et al., 2005). Stépeni
transkriptd delSich nez monomer viroidu je zprostfedkovano hostitelskou RNazou (Tsagris et
al., 1987), jejiz specificita je podminéna urcitou konformaci molekuly RNA (Daros a Flores,
2004), a€ tento mechanizmus moZnd neni obecny pro vSechny viroidy. V pfipadé
Avsunviroidae se uplatiiuje RNazova aktivita ribozymového motivu, vyskytujiciho se v (+) i

(-) Tetézci (Flores et al., 1999). Data ohledné tfetiho kroku replikace viroidd jsou omezena,
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ale predpoklada se, Ze reakci katalyzuje enzym podobny zérodecné RNA-ligdze pSenice
(Branch et al., 1982) nebo reakce probiha autokatalyticky (Baumstark et al., 1997). Misto
Stépeni a ligace bylo u PSTVd mapovano mezi Ggs a Ggs (Baumstark et al., 1997). Pohyb
viroidd skupiny Pospiviroidae v ramci rostliny probiha v nékolika krocich: (1) import do
jadra pres jaderné pory (jesté pred replikaci), (2) export z jadra (po replikaci), (3) pohyb mezi
burikami hostitele a (4) pohyb do vzdalenych pletiv (Zhu et al., 2001). Woo et al. (1999)
ukazali, Ze molekula viroidu PSTVd obsahuje sekvenci a/nebo strukturaIni motiv, umoziujici
prenos do jadra v procesu nezavislém na cytoskeletu pomoci saturovatelného jaderného
receptoru. ldentifikace proteinu VirP1 (Viroid RNA-binding Proteinl) s bromodoménou
spojila tento proces s vhodnym kadidatem: ma afinitu k PSTVd in vitro a in vivo a obsahuje

jaderny lokaliza¢ni signél. DalSi vyzkum odhalil RNA motiv odpovédny za tuto specifickou
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Obr.6: Mechanizmy replikace a silencingu PSTVd. Po prenosu do jadra zacina replikace () a (+) vlakna
viroidni RNA. Za povSimnuti stoji lokalizace (+) vladken v jadérku. Degradace dvouvldknového
meziproduktu probiha pravdépodobné ginnosti Dicer-like (DCL) enzymU pfitomnych v jadfe. Detaily viz
text (pfevzato a upraveno z Tabler a Tsagris, 2004).

interakci, asymetrickou vnitfni smyCku nachazejici se v Tr doméné. Dle sloZeni bazi byl
nazvan RY a mutace kteréhokoli ze dvou RY motivli PSTVd ma za nasledek eliminaci jeho

patogeneze (Martinez de Alba et al., 2003). Pro pohyb mezi bufikami pouzivaji molekuly
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PSTVd plazmodezmata, opét na zakladé sekvence nebo strukturdlniho motivu (Ding et al.,
1997). Systemicky pohyb viroid(l probiha pres cévni soustavu (floém) rostlinného hostitele
(Zhu et al., 2001), coz umoznuje systémovou infekci a napadeni pletiv vzdalenych od mista
prvotni infekce. Zhu et al. (2001, 2002) dale ukdzali, Ze pfenos PSTVd je ovlivnén
vyvojovymi a bunéénymi faktory rostliny, ktera je schopna zablokovat pfistup patogenu do
ur€itych pletiv. Pfenos do floému je pravdépodobné zprostfedkovan hostitelskymi proteiny:
jeden z nejpodetnéjsich proteinti floému PP2 z okurky tvofi in vivo komplex s HSVd (Gomez
a Pallas, 2001; Owens et al., 2001), dale interaguje s plazmodezmaty a je schopen translokace
na dalku, dokonce mezi podnoZi a roubem rozdilnych druht, i kdyZ neni schopen efektivné
prendSet HSVd z floému do pletiv roubu k viroidu necitlivého druhu (Gémez a Pallas, 2004).
Viroidy se tedy koadaptovaly na vyuZiti stavajicich transportnich cest rostlin diky svym
osobitym strukturnim vlastnostem. Studium mobility viroidd v rdmci rostliny by mohlo mit
jedinecny prakticky vyznam pro studium pohybu RNA, vEetné mRNA a mobilnich signald
pro silencing, rostlinou.

PTGS (,,post-transcriptional gene silencing”; u ZivoCichl RNA interference) je
nejdilezitéjsi molekularni obranna strategie u rostlin. Mechanizmus tohoto procesu byl shrnut
v nékolika reSerSich (napf. Voinnet, 2001). Za&kladni charakteristikou je pfitomnost dsRNA,
jez je rozstépena jednou z forem Dicer-like RN&z (DCL) na kratké dsRNA fragmenty s 3’
previsem (siRNA). Fragment se posléze stdvd soucasti RISC (RNA-induced silencing
complex), ¢imz jej aktivuje. RISC svou helikdzovou aktivitou dsSRNA rozplete a dle templatu
jednoho vlakna siRNA provadi Stépeni komplementarnich ssRNA v bufice. Béhem infekce
béZznym RNA virem probiha cely proces silencingu v cytoplazmé. Jako spoustéci signal je
povaZovana pFitomnost dvouvlaknového RNA meziproduktu replikace Stépeného na siRNA.
Nésleduje specifickd degradace virové (+) i (=) RNA prostfednictvim komplexu RISC.
Cinnosti RARP (RNA-dependentni RNA polymeraza) vznikaji sekundarni siRNA, které
zplisobi silencing sousednich sekvenci, napf. virovych genl (Hutvagner a Zamore, 2002).
Silencing se jako obrana proti patogendim v rostlinnych burikach $ifi také do okolnich bunék
(Mlotshwa et al., 2002). Viroidy se také rozmnozuji pfes dvouvlaknové RNA meziprodukty a
pro obé skupiny byla potvrzena pfitomnost specifickych siRNA (Martinez de Alba, 2002;
Papaefthimiou et al., 2001). Viroidni infekce jsou v3ak rezistentni k mechanizmu silencingu.

Existuje nékolik moZnosti, jakymi se mohou viroidy vyhnout mechanizmu silencingu:
kompaktnim tvarem molekuly RNA, (nikem do bunéfnych organel nebo interakci

s hostitelskymi proteiny. Jak jiz bylo fe¢eno, meziprodukty replikace viroidi se skutecné
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nachazeji v jadfe nebo v chloroplastech. Bylo zjisténo, Ze hotové cirkularni molekuly PSTVd
a HSVd jsou odolné vici Stépeni cytoplazmatickym komplexem RISC (lItaya et al., 2007;
Gomez a Pallas, 2007). Stépeni hotovych molekul moZ?na napomaha RdRP, ktera
dosyntetizuje druhé vlakno aberantni molekuly RNA za vzniku dsRNA, kterd mlze byt
substratem pro RISC (Tabler a Tsagris, 2004). Itaya et al. (2007) s pouZitim inhibitord
silencingu zjistili, Ze produkce siRNA specifickych pro PSTVd probiha nezavisle na dsRNA-
dependentnich drahach, probiha tedy obdobné jako zpracovani miRNA ¢innosti DCL. Pokud
tedy vznikaji siRNA, musi Stépeni viroidni molekuly probihat pomoci DCL izoenzymu
nachazejiciho se v jadre u Pospiviroidae (Obr. 6), resp. v cytoplazmé pfi pohybu mezi
burikami u Avsunviroidae. Bylo potvrzeno, Ze 4 zndmé izoenzymy DCL (1-4) maji nuklearni
lokalizaci (Schauer et al., 2002; Xie et al., 2004), ale jejich Cinnost nestaCi na potlaceni
infekce. Nejvyznamnéj$im obrannym mechanizmem viroid( zlstava jejich sekundarni
struktura (Itaya et al., 2007). Viroid se stava zaroven spoustéfem, cilem i ,uprchlikem*
silencingu.

Primarni interakce viroidnich molekul nebo intermediarnich produktd s hostitelskymi
faktory spousti doposud nepfiliS objasnénou kaskadu, kterd vyustuje v pozorované
symptomy. Misto interakce s hostitelskymi proteiny byla zvaZovana alternativa interakce
s hostitelskymi RNA, interference se zpracovanim rRNA, sestfihem mRNA nebo sestavenim
7S RNA do SRP (,signal recognition particle) (Diener, 2001). AC tento mechanizmus
nevysvétluje odlisné symptomy zplisobené PSTVd u blizce ptibuznych rostlin, mohl by viroid
,SOUtéZit*“ o nékteré jaderné faktory a mit touto cestou vliv na Upravu rRNA (Qi et al., 2003).
Dalo by se predpokladat, Ze viroidy vyvolavaji obecnou odpovéd rostlinného obranného
systému, obdobné jako dalsi rostlinné patogeny. Analyzy mikroCipy ukazaly vliv PSTVd
infekce na celkovy vzor exprese u rajcete, vedle genl obecné obrany vyvolané patogeny vsak
odhalily zmény regulace nékolika gend, dokonce v zavislosti na kmenu PSTVd (ltaya et al.,
2002).

Objev, Ze malé antisense RNA, konkrétné miRNA a siRNA (pfehledna prace viz
Baulcombe, 2005; Carrington a Ambros, 2003), mohou mit regulacni roli v expresi
eukaryotnich gen(i, pfinesl nové hypotézy pro vysvétleni viroidni patogeneze. V téchto
hypotézach se vytvareji viroidné-specifické siRNA, které ale interaguji také s nahodné
komplementarnimi mRNA hostitelské rostliny a zpUsobuji jejich Stépeni, popF. remodelaci
chromatinu a umlceni exprese. Podporou pro tyto hypotézy mohou byt pokusy s expresi

nedplnych (a tedy neinfeknich) sekvenci PSTVd v pfimé repetici nebo ve vldsence.
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Vlasenkovy transkript vytvarel siRNA a vyvolaval symptomy, kdeZzto u transkriptu v pfime
repetici nebyla siRNA ani symptomy detekovany (Wang et al., 2004). Vysledky naznacuji, Ze
nékteré symptomy zpdsobuji siRNA vzniklé §tépenim PSTVd, a tak by rostliny s potlaenym
systétmem PTGS nevykazovaly symptomy, a€ by se v nich viroid mohl replikovat a sila
symptomUl by mohla zaviset na stupni homologie mezi siRNA a prozatim bliZze neuréenymi
geny (Tabler a Tsagris, 2004). Pouzitim metod mikroCipd je mozné identifikovat tyto geny,
které specificky méni expresi v odpovédi na viroidni infekci. Dle zatim nepublikovanych
vysledkd, Owens et al. zjistili, Ze pfiblizné 10 % genl reaguje po 3 aZ 4 tydnech po inokulaci
na viroidni infekci zvySenou expresi, ale pouze 66 gendl (<1 %) odpovida sniZzenim exprese
(Owens, 2007). AC tyto analyzy prozatim nejsou vyCerpavajici, pravdépodobné sehraji
ddlezitou Glohu pfi mapovani hostitelské odpovédi na viroidni infekci. Prace Matouska et al.,
(Matousek et al., 2007c) vsak naznaCuje, Ze spoustéci mechanizmus symptom( viroidni
patogeneze by mohl byt monogenniho charakteru (napf. umiceni represoru exprese dalSich
TF) s nelplnou dominanci, nebo ma na expresi infekce vliv genetické pozadi. Rdznorodost
projevii pak vysvétluje zapojenim transkripénich faktord, které svoji aktivitou ovliviiuji
expresi fady dalSich genl. Pro tuto hypotézu svéd¢i i fakt, Ze vétSsina miRNA-regulovanych

gend u rostlin jsou rozliéné transkripéni faktory (prehledna préace viz Zhang et al., 2006).

V laboratofi OMG se, jak uZz bylo zminéno, povedlo klonovat dva chmelové MYB
faktory. Tyto faktory jsou vyvojové regulovany a silné se exprimuji v kvétech chmelu.
V pfipadé HIMyb3 byla zjisténa zajimava skutecnost, a to pfitomnost dvou alternativnich
¢tecich ramcl, zacinajicich v N-terminalni doméng, kddujicich proteiny s délkou 269 a 265
aminokyselin (nazvany I-HIMyb3 a s-HIMyb3, v uvedeném poradi). Misto narocné
transformace chmelu bylo ale pfi zkoumani G€inkd HIMyb3 variant pfistoupeno
k transformaci jinych druhd, A. thaliana, P. hybrida a N. benthamiana. Zvysena exprese obou
variant ¢teciho ramce genu HIMyb3 méla v heterolognich systémech vyrazny vliv na fenotyp
transgennich rostlin. Linie I-HIMyb3 se od divokého typu A. thaliana (ekotyp Columbia) liSily
zejména opozdénym klicenim a rlstem, rostliny byly mensi a ponékud bledsi. Dospélé
rostliny byly podobné divokému typu, ackoli byl evidentni pozdni nastup kveteni (15-20 dn0).
Naopak, linie s-HIMyb3 vykazovaly zrychleny rist jiz od po¢atku vyvoje a dospélé rostliny
mély zvlastni vétveny fenotyp s boénimi vétvemi generativniho vyhonu v thlu kolem 90°.
Fertilita nebyla pfitomnosti transgenu pFili§ ovlivnéna. Efekt exprese obou variant HIMyb3 na

fenotyp transformantli byl tedy rdzny, dalo by se fici antagonisticky, a prokazalo se, zZe
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HIMyb3 mdZze mit vliv na morfogenezi v A. thaliana. Transformanti N. benthamiana
vykazovali kromé snizené fertility aZz sterility napadné morfologické odliSnosti mezi
variantami HIMyb3, u varianty I-HIMyb3 byl pozorovan trpasli¢i vzrdst a snizena apikalni
dominance, varianta s-HIMyb3 méla vy33i hlavni stonek a mélo dlouhych postrannich vétvi.
Internodia byla zkracena oproti kontrole alisty malé auzké. Rostliny P. hybrida
transformované I-HIMyb3 taktéZ vykazovaly trpasli¢i vzrdst a inhibici apikalni dominance,
avsak u s- HIMyb3-transformovanych rostlin byl fenotyp vice vétveny a podobny kontrolnim
rostlindm (Matoudek et al., 2007a). Vysledky u dvou lilkovitych rostlin potvrzuji ucast
transgend HIMyb3 v morfogenetickych zménach, které pripominaly specifickou patogenezi
vyvolanou viroidy. Existuje mozZnost, Ze zvy$end exprese téchto transgend zpUsobuje
nerovnovahu v regulaci vyvoje, ¢imzZ je pro transformanty toxicka. Obdobny pfipad toxicity
MYB-faktoru uvadi také Hsu et al. (2005) u GhMyb7-transgennich rostlin baviniku.
Pozorovany vliv exprese TF HIMyb3 na morfogenezi (Matousek et al., 2007a) a zména
sloZeni nékterych metabolitl u chmelu infikovaného HLVd (Adams et al., 1992; Barbara et
al., 1990) vedly k myslence, zda nedochazi pfi viroidni patogenezi HSVd k expresi symptom(i
také cestou faktorli MYB, resp. dalSich faktor(l G¢astnicich se regulace tvorby sekundarnich
metabolitl v chmelovych hlavkach. Do této skupiny faktorli aktivovanych zejména pfi vyvoji
kvétd patfi dalsi TF klonované OMG z cDNA knihovny, HIbHLH, HIbZIPA a HIbZIP2
(nepublikovano), které byly v priibéhu mé prace zkoumany pro zménu exprese v odpovédi na
infekci viroidu HSVd. Projevem odli$né exprese téchto transkripénich faktord by mohl byt
pozménény fenotyp v podobé odlisného sloZeni sekundarnich metabolitd, coZz bylo také

predmétem zkoumani v priibéhu mé prace.
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2. CILE PRACE

Z dlivodu podobnosti zménéného fenotypu u transformantl HIMyb3 pfipominajiciho
symptomy viroidni patogeneze bylo cilem mé prace zjistit, zda nedochazi i u infikovaného
chmelu ke zménam v hladinach klonovanych transkripénich faktorl a k rozdillm na Grovni
metabolomu. Dil¢im cilem byla pfiprava infekéniho vektoru HSVd a CPFVd, biolisticka
infekce chmelu cv. Admiral pfipravenymi vektory pro nasledna fenologickd a molekularné-
genetickd pozorovani a srovnavaci analyzy u kontrolniho a infikovaného chmelu.

Pro analyzu transkripce vybranych chmelovych transkripénich faktorl bylo tfeba
vytvofit systém hodnoceni exprese pomoci citlivéjSich a presnéjSich metod (optimalizace
procedury RealTime RT-PCR) a hodnoceni a srovnani exprese zndmych chmelovych
transkripénich faktord pomoci semikvantitativnich (RT-PCR) a kvantitativnich metod
(RealTime RT-PCR).

DalSim cilem bylo u chmelu hodnoceni sekventni homogenity nebo heterogenity
transkripéniho faktoru HIbZIP2 v ndvaznosti na moznost existence genové rodiny a pfipadné
odhaleni variability v rdmci této rodiny pomoci termodynamickych metod (TGGE), resp.

analyza knihoven fragment( cDNA.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

3.1.1. BIOLOGICKY MATERIAL
Rostliny chmelu cv. Osvaldlv klon 72 a cv. Admiral byly péstovany ve skleniku pfi
teploté 25 °C + 3 °C, za prirozeného svétla a dodate&ného prisvécovani (170 umol.m?.s*

PAR) pro udrzZeni 16-hodinového denniho rezimu.

3.1.2. ZIVNA MEDIA A CHEMIKALIE
LB médium (Luria-Bertani, 100 ml; 1 g kazein — Tryptone, 0,5 g kvasni¢ny extrakt, 1 g
NacCl, pH 7,5)

Bakterialni plida (SOB médium, 1000 ml; 10 g kazein — Tryptone, 5 g kvasni¢ny extrakt,
10 g NaCl, 15 g agar6za, pH 7,5, antibiotikum (ampicilin 200 mg/l), resp. IPTG a X-Gal

pridany po sterilizaci)

Sterilizace v autoklavu nebo v tlakovém hrnci 20 minut pfi teploté 120 °C, poté médium

pozvolna zchlazeno na teplotu 40-45 °C. Posléze bylo pfidano antibiotikum.

3.1.3. RozTOKY
NanaSeci pufr — 0,01% xylencyanolova mod¥, 0,01% bromfenolova mod¥, 30% glycerin,
100 pg/ml EtBr, 5XTBE.

1 Kb Plus DNA Ladder (GibcoBRL)- 10 pl 10xDNA Ladder, 20 pl nanaSeci pufr, 70 pl
H,0.

20xSSC 1000 ml:
3M NaCl 175,3 g NaCl
0,3M citrat sodny pH 7,0 88,2 g citrat sodny
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Fenol — 500 g fenolu bylo rozpusténo v 500 ml 0,1M Tris-baze (pH ~12,0, neupraveno).

Nechaly se oddélit faze, poté bylo ovéreno neutralni pH vodni faze. V pfipadé kyselého

pH byla odebrana vodni faze a znovu pfidano 500 ml 0,1M Tris.

Fenol:chloroform:1AA (25:24:1, v/iviv) 100 ml:

25 fenol
24 chloroform

1 iso-amylalkohol

50 ml fenol (v pufrovaném TE pH 8,0)
48 ml chloroform

2 ml iso-amylalkohol

Dobre rozmichano a prevrstveno cca 1/3 objemu 10xTE pufru. Drzeno ve tmé pfi 4 °C.

10x koncentrovany PCR pufr (10xPCR) 40 ml:

100mM Tris-HCI pH 8,3
500mM KClI

25mM MgCl,

0,5% Nonidet P40

10xTBE pufr
1M Tris-borat pH 8,3
0,88M kyselina borita
20mM EDTA

4 ml 1M Tris-HCI
10 ml 2M KClI

1 ml 1M MgCl,
200 pl Nonidet P40

1000 ml:

108 g Tris

55 g kyselina borita
7,44 g EDTANa,

Roztoky pro pripravu membran na hybridizaci (kazdy 200 ml):

(1) 0,5M NaOH

(2) IM Tris-HCl pH 7,4
(3) 3M NacCl

(4) 1,5M NacCl, 0,5M Tris
(5) 0,15M NaCl

(6) 1xSSC

Blotovaci roztok
0,6M NaOH
0,4M NaCl

4 g NaOH

24,2 g Tris

35 g NaCl

100 ml (2) + 100 ml (3)

10 ml (3) do 200 ml roztoku

10 ml 20xSSC do 200 ml roztoku

2000 ml:

5,84 g NaOH
46,75 g NaCl
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Pre-prehybridizacni pufr
50mM Tris-HCI pH 8,0
1mM EDTA

1M NaCl

0,1% SDS (w/v)

Deionizovany formamid

1000 ml:

6,05 g Tris

0,372 g EDTANa;,

58,44 g NaCl

1 g SDS nebo 5 ml 20% SDS (w/v)

Na 200 ml formamidu pfidano asi 3 g Amberlite (iontoméni¢). Michéno cca 3 hodiny,

filtrovano.

100xDenhardtovo Cinidlo
2% Ficoll (w/v)

2% BSA frakce V (w/v)
2% PVP-40 (w/v)

20xSSPE

3M NaCl

0,2M NayHPO,
0,02M EDTA

NaOH upraveno pH na 7,4, filtrovano.

(Pre)hybridiza¢ni pufr formamidovy:
50% formamid (v/v)

1,5xDenhardtovo Cinidlo

0,1% SDS (w/v)

S5XSSPE

20 mg/100 ml tRNA

100 mi:

2 g Ficoll 400

2 g BSA frakce V

2 g PVP M, = 40000

1000 ml:

175,3 g NaCl

71,6 g Na;HPO,4.12H,0
7,4 g EDTANa,

100 mi:

50 ml deionizovany formamid
1,5 ml 100xDenhardtovo Cinidlo
500 pl 20% SDS (w/v)

25 ml 20xSSPE

Skladovano pfi -20 °C, popf. pro pouZziti pfi ,,Northern“ blotu pfi 4 °C.

Hybridizaéni pufr kakodylatovy pro TGGE a analyzu heteroduplexdi — 1mM
kakodylat sodny pH 6,8, 100mM NaCl, ImM EDTA (pouZit jako v praci Matouska et al.;

Matousek et al., 2000, 2001)
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Priprava tRNA — 1 g kvasnicni RNA (skladovat v lednici) bylo rozpusténo za
soucasného zahfati na 50-60 °C v 10 ml TE pufru.

Roztok byl odstfedén.

Supernatant se fenolizoval 1:1 (v/v) smési fenol:chloroform:1AA (25:24:1).

PFidano 4M LiCl (1:1 v/v), RNA se umistila na 1 hodinu do ledu.

Po odstfedéni byl ponechan supernatant.

Promyvaci roztoky pro hybridizaci (2xSSC, 0,1% SDS; 1xSSC, 0,1% SDS; 0,1xSSC,
0,1% SDS)

2xCTAB pufr 200 ml:

2% CTAB (w/v) 49 CTAB

100mM Tris-HCI (pH 8,0) 20 ml 1M Tris-HClI

20mM EDTA (pH 8,0) 8 ml 0,5M EDTANa;

1,4M NaCl 16,36 g NaCl

1% PVP-40 (w/v) 2 g PVP M, = 40000

30% akrylamid (19:1) 200 ml:

28,5% akrylamid (w/v) 60 g akrylamid

1,5% bis-akrylamid (w/v) 3,15 g bis-akrylamid
Polyakrylamidovy gel 50 ml, cca 10 geld (TGGE):
7M mocovina 20,6 g mocCovina

5% akrylamid (19:1; w/v) 8,5 ml 30% akrylamid (13:1)
2% glycerin (v/v) 2 ml 50% glycerin (v/v)
0,2xTBE 1 ml 10xTBE

doplInéno H,O do objemu 50 ml
roztok byl odvzdusnén 5-20 minut za vakua
pfed pouZzitim iniciovana polymerace: 3,5 ul TEMED

25 pl 10% APS (w/v; persiran amonny)

PFiprava roztok( pro barveni nukleovych kyselin AgNO3:
1) ,,Fixaz“ 2000 ml:
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10% etanol (v/v)

2) ,,Vyvojka*
0,375M NaOH
2,37mM NaBH4
0,15% formaldehyd

200 ml etanol (96%)
10 ml kys.octova

1000 ml:

15 g NaOH

0,09 g NaBH,4

4 ml 37% formaldehyd

3) ,,Stop pufr* pro vyvolavani — 50 ml ledova kys.octova do 1000 ml roztoku.

4) 0,19% AgNO;

DEPC H,0 (RNase-free)
0,02% DEPC

0,855 g AgNO3 do 450 ml H,O

1000 ml H,O
0,2 ml diethylpyrokarbonat

Do 1000 ml H,0 bylo pfidano 0,2 ml DEPC. Nechalo se inkubovat pfes noc pfi 37 °C,

posléze byl roztok zklavovan.

5xFGB

40mM

Rozpustit v H,O

90mM MOPS-NaOH pH 7,0
20mM EDTApH 7,0

Skladovano ve tmé pfi 4 °C.

FGL

50% glycerol

1mM EDTA pH 8,0
0,25% bromfenolova modr

0,25% xylencyanolova modf

Extrak¢ni pufr AMESS
1M NaOAc pH 6,0
26mM MgCl,

20% etanol

500 ml: 2000 ml:

2,729 10,88 g NaOAc.3H,0

350 ml 1400 ml (DEPC) H,0

10,3 ¢ 41,2 g MOPS (C7H15NO,4S)
100 ml 400 ml 0,1M EDTA

10 ml:

5 ml glycerol

20 pl 0,5M EDTA pH 8,0

200 ml:

13,6 g NaOAc do 60 ml H,O
0,48 g MgCl,.6H,0

40 ml 96% etanol
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1M NaCl 11,6 g NaCl zvlast rozpusténo ve 40 ml
H.O a posléze pfidano
3% SDS 6 g SDS rozpusténo v hotovém roztoku
3.1.4. POUZITE KOMERCNI ENZYMY

Restrikéni endonukleazy s prislusnymi pufry: EcoRI (NEBuffer pro EcoRI 10x konc.,
NEB), BamHI (10x K buffer, Takara), Smal (10x T buffer, Takara).

T4 DNA ligaza (Takara), ligacni pufr (GibcoBRL)

Alkalické fosfataza ,,AP from calf intestine” (Boehringer Mannheim)

Pwo DNA polymeréza (Roche)

3.15. PRIMERY A DALSI MATERIAL

Pro sekvenacni reakce byl pouZivan par primerl M13F (5" GTAAAACGACGGCCA-
TG 3") a M13R (5 GGAAACAGCTATGACCATG 3).

Pro amplifikaci 218 bp fragmentu HIbHLH pro analyzu exprese pomoci RT-PCR byl
pouZit par primerd hopbHLH PCR-R (5" TTTACTCGGCGGAGCCCTAG 3°) a hopbHLH
RT-R (5° GGCATTGCAGCTTCCTCCTC 3").

Pro amplifikaci 301 bp fragmentu HIbZIPA pro analyzu exprese pomoci RT-PCR byl
pouZzit par primerl R-PCR HIbZip (5" AGTGGTACTTCGGGCAGAGG 3°) a R-RT HIbZip
(5" CGTGCTTTCTCATCCTCCAG 3").

Pro amplifikaci 200 bp fragmentu HIbZIP2 pro analyzu exprese pomoci RT-PCR a
RealTime RT-PCR, pro TGGE a analyzu heteroduplext byl pouzit par primer R-bZIP2-PCR
(5" TCACTCTGATCGACCCGAC 3) a R-bZIP2-RT (5 AAGCAGAAAGTCCTCGAG-
C3).

Pro amplifikaci 303 bp fragmentu HIMyb1 pro analyzu exprese pomoci RT-PCR byl
pouzit par primerd HIMybl PCR-R (5" GGCTCGGTTCTCACCATTG 3") a HIMyb1 RT-R
(5" CCAGTGCCAGACCATGAAG 3).

Pro amplifikaci 201 bp fragmentu HIMyb3 pro analyzu exprese pomoci RT-PCR byl
pouzit par primerd C5'M3PCR (5 GACGTCAACAGCAAGCAATTC3) a C3'M3RT
(5" GGCCTCTGACGTGTCTGATG 3).
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Pro amplifikaci 301 bp cDNA 7SL RNA (konstitutivni exprese, Matousek et al.,
1999) v analyzach RT-PCR a RealTime RT-PCR byly pouzity primery o (5 TGTAACCC-
AAGTGGGGG 3') a anti-p (5' GCACCGGCCCGTTATCC 3").

Pro klonovani cDNA HSVd a CPFVd a pro detekci pozitivnich klond s inzertem
viroidni sekvence byly pouZity primery HSVde | (5 aA1,GAATTCCCCAGAGGGGCTCA-
3“)aHSVde Il (5° aGsGAATTCTCGAGTTGCCGC3?)

DNA marker (1kb DNA ladder — GibcoBRL)

RNA marker (RNA Markers 9PIG319A — Promega)

Radioizotop Redivue a-[*P]JdCTP (3,000 Ci/mmol) (Amersham)

Nylonova membrana s upravenym nabojem, velikost pérti 0,2 um (Sigma)

RNA membrana (Biodyne A Membrane 0,2 um, PALL)

Filtracni papir 3SMM (Whatman)

Kompetentni baktérie (DH5a, XL2-Blue — Stratagene)

3.2. Metodické postupy

V nésledujicich postupech byly dodrzovany bezpecnostni pfedpisy prace s vysoce

infekEnim materidlem a GMO, bakterialni suspenze a roztoky s nukleovymi kyselinami byly

inaktivovany v 50% roztoku SAVO (Bochemie), veSkery odpad a zbytky rostlinnych pletiv

byly klavovany.
3.2.1. METODY AMPLIFIKACE A PRIPRAVY VZORKU PRO SEKVENACI
PCR

PCR (angl., ,,Polymerase Chain Reaction*) s vyuzitim Taq polymerazy byla pouZita
k selekci klonl pozitivnich po hybridizaci s cDNA sondou pro HSVd pro pfitomnost inzertd
s dirazem na hledani dimerickych inzertd.

Na ledu za sterilnich podminek bylo pfipraveno 100 ul reakéni smési:

10 pl pufru (10xPCR)

8 pl NTP (kazdy 2,5mM)

2x1 pl primer HSVde | a HSVde Il (kazdy 100mM)

2 U (1,2 pl) Tag polymerazy

objem doplnén H,O
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templatem byl sterilni SpiCkou preneseny material bakteridlnich kolonii

Teplotni a Casovy profil PCR reakce (pokud neni uvedeno jinak):

1 X 2 min 94 °C (Gplna denaturace templatové DNA)

35 x [30 sec 94 °C (denaturace dsDNA) - 30 sec 58 °C (zachyceni primer(
(,,annealing*)) — 60 sec 72 °C (,,elongace*, reakce Taq polymerazy)]

Polymeraza Taq byla dale pouZita v reakénich smésich PCR (50 pl) pro amplifikaci
cDNA fragmentd klon TF HIbZIP2 pro TGGE a analyzu heteroduplext (viz nize). Pouzité
primery: R-bZIP2-PCR a R-bZIP2-RT

Teplotni a asovy profil této PCR reakce:

1x2min94°C; 35x [30 sec 94 °C — 30 sec 57,5 °C —40sec 72 °C ]

Reamplifikace cDNA fragmentd viroidd a TF byla provedena za pouZiti ,high-
fidelity* Pwo polymeréazy (Roche).

Gradientovd PCR

Obdoba PCR provedena na termocykleru T-Gradient Thermoblock (Biometra),
nezbytna pro ovéreni optimalni teploty ,,annealingu”. Metoda slouzila k optimalizaci reakci
RT-PCR a RealTime RT-PCR pro pfesnou analyzu exprese jednotlivych zkoumanych
transkripénich faktort chmelu.

Reakce probihala v 50 pl, reak¢ni smés méa nésledujici sloZeni:

5 pl 10xPCR pufr

4 ul dNTP (kazdy 2,5 mM)

2x0,5 pl primery (konc. 100 mM, kap. 3.1.5.)

1 U (0,6 ul) Tag polymeraza

1 pl templét (plazmid nebo cDNA, konc. 100 pg/ul)

38,4 ul H,0O

Teplotni a Casovy profil gradientové PCR reakce:

1x2min94°C; 28 x [30 sec 94 °C — 30 sec 55 °C +5 °C — 40 sec 72 °C ]

RT(reverse transcriptase)-PCR
Jednokrokova reakce s pouzitim kitu Titan One Tube RT-PCR System (Roche),
obsahuje reverzni transkriptazu AMV a DNA dependentni DNA polymerazy Tag a Tgo, ktera
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je ,,high-fidelity“. Tato reakce byla pouZita pro klonovani viroidd HSVd a CPFVd, pro jejich
detekci v rostlindch bez symptom( a pro semikvantitativni analyzu exprese chmelovych
transkripénich faktord.

SloZeni reakéni smési (50 pl):

Mix I: 2,5 ul DTT; 4 pl dNTP (kazdy 2,5 mM); 2x1,5 pl primeru konc. 100 mM

vzorek: 15,5 pl obsahujicich 2 ug RNA izolované pomoci reagens Concert (viz nize)
z infikovaného chmelu cv. Osvaldllv klon 72, pro semikvantitativni RT-PCR pouZzito 2,5 ug
RNA izolované pomoci reagens Concert a purifikované pfes kolonky QIAGEN vcetné
aplikace DNazy (kap. 3.2.2.)

Mix 11: 10 pl 5x RT-PCR reakéniho pufru; 15 pl H,0; 1 pl smési enzymd

Slozeni ,,blanku*: 5 pl H,0 + 7,5 pl Mix | + 12,5 pl Mix II.

Teplotni a Easovy profil PCR reakce (pro amplifikaci viroid( HSVd):

1 x 30 min 48 °C (reverzni transkripce)

1 x 2 min 94 °C; 35 x [30 sec 94 °C — 30 sec 58 °C — 50 sec 68 °C]

Pro semikvantitativni analyzu exprese TF chmelu byl pouZit obdobny teplotni a
casovy profil PCR reakce, ale v gradientu teplot ,,annealingu“, optimalizovanych pro

jednotlive primery (viz kap. 4.3.).

Real-Time RT-PCR

Reakce pro kvantitativni stanoveni a srovnani exprese chmelovych TF HIbZIPA a
HIbZIP2 v kontrolnich a HSVd-infikovanych rostlindch. Dvoukrokové reakce s pouZzitim
reverzni transkriptazy StrataScript (Stratagene, 600085) a DyNAmo HS SYBR Green gPCR
Kit (Finnzymes). Jako vzorek byla pouzita RNA purifikovana pfes kolonku QIAGEN vcetné
inkubace s DNazou (kap. 3.2.2.). Pro RealTime cDNA amplifikaci byly vybrany unikatni
fragmenty délky kolem 200 bazi, aby se predeSlo amplifikaci homolognich sekvenci, tyto
fragmenty jsou vymezeny vzdy parem primer( oznacenych -PCR a -RT (napf. R-PCR HIbZip
a R-RT HIbZip pro TF HIbZIPA, kap.3.1.5.), pouze v pfipadé 7SL RNA jsou tyto primery
oznaceny o a anti-f.

SloZeni reak¢ni smési reverzni transkripce (20 pl):

2,5 ul templat (2,2 pg RNA)

1 pl specificky primer (konc. 100 mM; oznaceni -RT, nebo anti-f)

1 pl reverzni transkriptaza
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2 pl 10x pufr StrataScript

2 pl ANTP (kazdy 2,5 mM)

11,5 pl H,0

Reverzni transkripce probihala 90 minut pfi 44 °C, denaturace vzorku probihala 2
minuty pfi 95 °C.

Jednovlaknovd cDNA vznikla jako produkt RT reakce byla pouZita jako templat
Real Time amplifikace (viz nize) nebo skladovana pfi -70 °C.

SloZeni reak¢ni smési Real Time PCR amplifikace (25 pl):

5 ul templat (cDNA, mnozstvi odpovidajici 0,55 pg RNA)

2x1 pl primery (-PCR a -RT, resp. o a anti-f3)

12,5 pl master mix se SYBR Green

5,5 ul H,0

Standardy byly pfipraveny z plazmidové DNA: klonované cDNA fragmenty
odpovidajicich TF a 7SL v plazmidu pCR-Script. Plazmidy o koncentraci 100 ng/pl byly
fedény v desitkove fadé (5 pul DNA do 45 pl H,;0) a pro kalibrani kfivku byly pouZity
standardy o koncentracich 1 ng/ul az 0,01 pg/ul.

Teplotni a asovy profil reakce:

1x95°C; 36 x [30 sec 95 °C — 45 sec 56 °C — 30 sec 74 °C]

detekce disociacni kfivky (prlbézné méreni fluorescence za postupného zvySovani

teploty 0,1 °C/sec)

3.2.2. METODY IZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN
Izolace plazmidu pomoci kitu (QIAGEN Plasmid Mini/Midi Kit)
Bakterie z kultury (cca 20-25 ml) byly odstfedény 3-5 minut pfi 8000 ot.min™.
Sediment byl resuspendovan ve 500 yl P1 s RNazou A.
PFidanim 550 ul P2 dochazi k lyzi baktérii a vyliti bunécného obsahu. Zkumavka se
nékolikrat lehce obréatila a nechala stat cca 10 minut v ledu.
Pfidalo se 600 pl P3, zkumavkou se nékolikrat rychleji pfevratilo. Cekalo se 5-10
minut. Doch&zi k neutralizaci, vznika bila sraZzenina — bunécny odpad vCetné chromozomalni

DNA, plazmid v roztoku acetatového pufru.
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PURIFIKACE PRES KOLONKY QIAGEN-TIP (20 nebo 100)

Po centrufugaci 25 minut pfi 15500 ot.min™ byl supernatant 2x aplikovan na
ekvilibrovanou kolonku (ekvilibrace 3 ml roztoku QBT). Poté doslo k promyti roztokem QC
(4 ml) a nasledné eluce roztokem QF (800 pl) do izopropanolu (500 pul). VVzorek se promichal
a nechal stat 1 hodinu pfi pokojové teploté.

Vzorek byl centrifugovan 30 minut pfi 13500 ot.min™. Sediment byl resuspendovén
ve 100 pl 0,3M octanu sodného a plazmidova DNA byla srazena aplikaci 300 pl ethanolu.
Nechalo se srazet 30 minut pfi teploté -70 °C.

Vzorek byl centrifugovan 30 minut pfi 13500 ot.min™. Sediment byl vysusen ve
vakuovém koncentratoru a rozpustén v H,O.

V pfipadé vétSiho mnozZstvi kultivovanych bakterii (50 — 200 ml) bylo pouZito tmérné
Vetsi mnoZstvi roztokll P1, P2 a P3. V takovém pripadé byla pouzZita velkd kolonka
(QIAGEN-Tip 100). Postup byl obdobny, ale ekvilibrace probihala pouzitim 10 ml roztoku
QBT, promyti pouzitim 10 ml QC a eluce 5 ml QF do 3 ml izopropanolu. Sediment byl
resuspendovan ve 200 ul 0,3M octanu sodného a plazmidova DNA byla sraZzena aplikaci 500

I ethanolu.

Izolace RNA pomoci extrakéniho pufru Concert™ (Plant RNA Purification Reagent,
Invitrogen); ze 100 mg rostlinného pletiva

100 mg rostlinného pletiva bylo homogenizovano v tekutém dusiku a preneseno do
zkumavky s 500 ul extrakéniho pufru Concert, zvortexovano a nechano 5 min lezet pfi
pokojové teploté.

Pak byl vzorek cetrifugovan 3 minuty pfi 15000 ot.min™ a supernatant byl
prepipetovan do zkumavky se 100 ul 5M NaCl.

Po vortexovani bylo pfiddno 200 pl chloroformu, smés se zvortexovala a
centrifugovala 10 minut pfi 15000 ot.min™.

400 pl supernatantu bylo prepipetovano do zkumavky se 400 pl izopropanolu, smés se
zvortexovala a nechala stat 10 min pfi pokojové teplotg.

Poté byl vzorek centrifugovan 20 minut p¥i 15000 ot.min™ pfi 4 °C. Po centrufigaci
byl opatrné odstranén supernatant a sediment byl vysuen pfi pokojové teploté.

Suchy sediment byl uchovavan pfi —80 °C, pak dle potfeby rozpustén ve vodé.
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Purifikace RNA pres kolonku RNeasy Plant Total RNA Kitu vetné opracovani DNazou
(QIAGEN)

K alikvotim DNazy (cca 10 pl) se pfidalo 70 pyl RDD pufru a smés se lehce
promichala.

Suchy sediment RNA byl rozpustén ve 100 pl H,O nasavanim pipetou.

Bylo pridano 350 pl RLT (RNEasy Plant Mini Kit).

Vzorek byl zvortexovan a umistén do ledu.

Ke vzorku bylo pfidano 250 pl etanolu (96 % v/v), smés se lehce promichala pipetou a
byla drZena pfi pokojové teploté.

Vzorek byl aplikovan do oznaCenych kolonek, nechal se protéct pres kolonku (15
sekund na stolni centrifuze). Protekla tekutina se vylila.

DNaza byla promichana pipetou a cely objem se opatrné a bez doteku aplikoval na
fritu.

Kolonka se centrifugovala 3 sekundy na stolni centrifuze (DNaza se vsakla do frity) a
posléze se nechala stat 15 minut pfi teploté nejméné 25 °C (25-30 °C).

Vzorek vkolonce byl promyt 350 pl RW1 pufru. Kolonka byla chvilku
centrifugovana, protekla kapalina se vylila.

Bylo pfidano 500 ul RPE s etanolem, centrifugovano, protekla kapalina se wylila.
DalSich 500 pl RPE bylo aplikovano na kolonku a posléze byla frita vysuSena centrifugaci 3
minuty pfi 14000 ot.min™. Z obruby frity byl odpipetovéan zbytek pufru.

Kolonka se vlozila do sterilni popsané zkumavky a RNA byla eluovana aplikaci 50 pl

H.,0, centrifugaci na stolni centrifuze a posléze 1 minutu p¥i 14000 ot.min™ pfi 4 °C.

Izolace fragmentd DNA zgelu, metoda pomoci QiaQuick Gel Extraction Kit-u
(QIAGEN)

Metoda byla pouZita pro izolaci specifickych fragment(l z agar6zového gelu, tj. izolace
amplifikované cDNA HSVd, po RT-PCR kvli klonovani do plazmidu pCR-Script, izolace
EcoRI Stépeného HSVd a CPFVd v plazmidu pCR-Script a izolace EcoRI $tépeného a
defosforylovaného recipientu pUC19 (pfiprava inzeréniho vektoru), izolace cDNA fragment(
HIbZIPA, HIbZIP2, HIMyb1 a HIMyb3 po RT-PCR kvili klonovani do plazmidu pCR-Script

(hodnoceni sekvencni variability).
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Na kazdou vahovou jednotku (mg) gelu bylo pfidany 3 objemové jednotky (ul) pufru
QG, gel se nechal rozpustit v tepelném bloku pfi 50 °C.

Obsah ve zkumavce byl zvortexovan.

Byla pfidana objemové jednotka (pl) izopropanolu, vzorek se lehce promichal.

650 pl vzorku bylo aplikovano na kolonku a odstfedéno na stolni centrifuze (8000
ot.min™). Protekly roztok byl opét aplikovan na kolonku a odstfedén. TotéZ bylo opakovéno
se zbytkem vzorku az do jeho vyCerpani.

Kolonka byla (pomoci centrifugace) promyta 500 pl pufru QG smichaného
s izopropanolem (3:1, v/v), vysu$ena 1 minutu pfi 13500 ot.min™ a posléze dvakrat promyta
650 pl vymraZeného pufru PE.

Kolonka byla vysu$ena centrifugaci 3 minuty pfi 13500 ot.min™.

Pro eluci byla na kolonku aplikovano 50 pl eluéniho pufru EB pfedehfatého na 50 °C.

3.2.3. METODY POUZITE KE KONSTRUKCI INFEKCNIHO VEKTORU
Restrik¢ni analyza

SloZeni reak¢ni smési pfi pfipravé recipientu pUC19:

5 pl restrikéniho pufru (NEBuffer pro EcoRlI, 10x konc., NEB)

8 pug puC 19

EcoRI (60 U; NEB)

H,0 do objemu 15 pl

Inkubovano pfes noc pfi 37 °C. EcoRl byla po reakci inaktivovana
fenolem:chloroformem:1AA (25:24:1), plazmid pUC19 byl posléze presraZen ethanolem za
podkyseleni octanem sodnym (300 pl :10 pl ethanol:3M NaOAc). Sediment byl
resuspendovan ve 43 ul H,0.

K vysStépeni fragmentu viroidu z plazmidu pCR-Script byla pouZita restrikéni
endonukleaza EcoRI ve 100 pl reakéni smési:

10 pl restrikéniho pufru (NEBuffer pro EcoRI, 10x konc., NEB)

25 pl (cca 100 pg) DNA

100 U EcoRI (NEB), po dvou hodinéch reakce pridano dalSich 40 U

H,0 do objemu 100 pl

Restrikéni analyza za Gcelem zjiSténi orientace dimerického inzertu v infekénim

vektoru byla provedena v reakéni smési:
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2 pl restrikéniho pufru (10x K pro BamHI (Takara), NEBuffer pro EcoRlI, 10x konc.
(NEB), 10x T pro Smal (Takara))

1 pg vektoru (plazmid)

restrikéni endonukleaza (15 U BamHI (Takara), EcoRl (NEB) nebo Smal (Takara))

H,0 do objemu 20 pl

Inkubovano 1 hodinu pfi teploté, ktera je optimalni pro aktivitu enzymu (37 °C pro

BamHI a EcoRl, 25 °C pro Smal). Analyzovano pomoci agardzové elektroforézy ve 2% gelu.

Defosforylace pomoci alkalické fosfatazy

SloZeni reak¢ni smési (50 pl):

5 ul 10x AP pufr (,,dephosphorylation buffer*, Boehringer Mannheim)

43 ul EcoRlI Stépené DNA (pUC19, viz vyse)

2 pl (2U) AP na kazdych 2,5 ug DNA

Reak¢ni smés byla inkubovana 30 minut pfi teploté 37 °C.

Alkalickd fosfatdza byla inaktivovana fenolem:chloroformem:lIAA (25:24:1),
supernatant byl separovan pomoci agar6zové elektroforézy. Recipient byl izolovan z gelu
(kap. 3.2.2.).

Ligace a pouzité metody klonovani

Pomoci enzymu ligazy byly procisténé fragmenty cDNA vkladany do linearizovaného
plazmidu. Reak&ni smés pro tuto reakci méla objem 20 ul, obsahovala ligacni pufr (5x
koncentrovany ,, T4 DNA ligase buffer, Takara), T4 DNA ligazu (1 ul, Takara), fragment,
ktery byl klonovan, a plazmid. Inkubovalo se pres noc pfi 15-20 °C.

Pro ligaci s indukci dimerd HSVd byl pouzit nasledujici postup (20 pl):

Exces inzertovaného fragmentu (cca 10x, tj. 1 pg) byl smichéan s ligatnim pufrem (2
pl ,, T4 DNA ligase buffer”, Takara), 4 pl 25% PEG 6000 a 1 pl (350 U) T4 DNA ligazy
(Takara).

Reakéni smés byla inkubovana 30 minut pfi 16 °C.

Poté bylo pfidano 100 ng defosforylovaného recipientu (pUC19) a 1 pl (350 U) T4
DNA ligazy.
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Inkubovalo se nejméné 14 hodin pfi teploté 18 °C. Poté byla teplota zvySena na 25 °C
a reakce probihala dalsi 4 hodiny.

Po probéhnuti reakce byla ligaza inaktivovana 10 minut pfi teploté 60 °C, po
inaktivaci byla reakce nechana cca 1 minutu pozvolna vychladnout pfi pokojové teploté, aby

nedoSlo k denaturaci DNA.

3.2.4. BIOLISTICKA INOKULACE

Byl pouzit systém Helios Gene Gun System (Biorad), postup dle ndvodu vyrobce a
upraven pro rostlinna pletiva (Hamaldinen et al., 2000), provedeno dle postupu uvedeného
v praci Matouska et al. (MatouSek et al., 2004). PouZitd koncentrace PVP byla 0,05 mg/mli
99,8% ethanolu. Véha zlatych mikroprojektild (MLQ - microcarrier loading quantity) byla
udrZovana na 0,5 mg / naboj, tzn. 25 mg projektild na standardni délku trubice. Vzdalenost
mezi nastavcem pistole a listem byla 0 cm. MnozZstvi DNA na projektily bylo 0,19 pg/mg.
Byly pouzity projektily o prdiméru 1 um, tlak hélia byl nastaven na 150 PSI.

Ve zkratce, zlaté projektily byly resuspendovany v 0,025M spermidinu a krétce
sonikovany. 50 pl vzorku DNA bylo pfidano ke 100 pl suspenze projektill, vortexovano a
sonikovéano.

DNA byla sraZzena spolu s projektily postupnym pfidavanim 100 pl 1M CaCl, za
stalého michani. Suspenze se nechala stat 5 minut pfi pokojové teploté a 5 minut v ledg.

Posléze byly projektily s navazanou DNA kréatce centrifugovany a tfikrat promyty 1
ml Cistého ethanolu, neZ byly resuspendovany v PVP/ethanolu. Suspenze byla nasledné

pouZzita pro obaleni trubice dle navodu vyrobce.

3.2.5. METODY MOLEKULARNI HYBRIDIZACE, ,,NORTHERN" BLOT A DOT BLOT
Priprava membran na hybridizaci

Bakteriélni klony byly aplikovany na membrénu typu N0144 (nylonova membréna
s upravenym nabojem, 0,45 um primér pérl, Sigma-Aldrich) a kultivovany na Petriho misce
s bakterialni plidou (SOB) pfes noc pfi 37 °C.

Druhy den se membrana postupné inkubovala (koloniemi nahoru) na filtracnich
papirech nasaknutych roztoky: 0,5M NaOH (10 minut), 1,0M Tris-HCI, pH 7,4 (5 minut),

1,5M NaCl, 0,5 M Tris (10 minut); pfi snimani membrany z nasaklych filtracnich papirl se
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tato lehce vysusila dotykem (spodni strany) na suchy filtralni papir a posléze se pfemistila do
nasledujiciho roztoku.

Po inkubaci ve tfetim roztoku se membréna umistila mezi dva suché filtracni papiry
a mirnym tlakem byl odstranén bunécny material. Membréna se opatrné pinzetou odlepila od
filtraCniho papiru a nechala se dokonale uschnout na vzduchu.

VysuSena membrana se vkladala do roztoku 1xSSC a nechala se inkubovat 15 minut.
Membréna se nasledné pfemistila do prvni misky s chloroformem, inkubovala se 1-2 minuty
pfi pomalém krouZeni. Postup se opakoval také ve druhé atfeti misce s chloroformem
(ocisténi membrany od necistot). Membrana se posléze proplachla v H,O (az do odpafeni
zbytkl chloroformu). Nakonec se membrana inkubovala 20-30 minut v roztoku 0,15M NaCl.

Membrana se vysusila mezi dvémi suchymi filtraCnimi papiry. Sucha membrana byla
ozafovana UV zarenim (120 mJ/cm?) a zapecena po dobu 20 minut p¥i 80 °C. Membrana byla
zatavena do mikroténového sacku a do pouziti skladovana pfi 4 °C.

Pfed hybridizaci se membréna nechala inkubovat v (pre-)prehybridizatnim pufru za
stejnych podminek jako pfi nasledujici hybridizaci po dobu minimalné 90 minut (tzn. 42 °C
pro DNA:DNA hybridizaci, 50 °C pro DNA:RNA hybridizaci, pokud neni uvedeno jinak).
Inkubace v preprehybridizacnim pufru s vysokym obsahem NaCl a SDS slouZi k odstranéni
necistot; inkubace v prehybridizaénim pufru s obsahem bilkovin a tRNA slouZi k vysyceni

volnych vazebnich mist na membrang, kvili snizeni pozadi.

,»Northern* blot

V pripadé ,,Northern* blotu pro detekci viroidl byly vzorky pripraveny extrakci RNA
pomoci reagens Concert (Invitrogen; kap. 3.2.2.) bez nasledné purifikace RNA.

Byly pfipraveny alikvoty o objemu 4,5 pl obsahujici 15 pg vzorku RNA

Vzorky a molekuladrni RNA marker (3 pl RNA Markers 9PIG319A — Promega, 1,5 pl
(DEPC) H,0) byly k pfipraveny naneseni nasledujicim zptisobem, pridanim:

2 Ul 5XFGB (,,formaldehyde gel-running buffer*), promichano pipetou.

3,5 ul 37% formaldehydu, promichano.

10 ul deionizovaného formamidu, vzorek byl lehce vortexovan a kratce centrifugovan.

Vzorek byl denaturovan 15 minut ve vodni lazni pfi 65 °C, posléze rychle pfemistén

do ledu. Pfed nanaSenim bylo pfidano 2 pl FGL pufru.
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ELEKTROFOREZA VE FORMALDEHYDOVEM DENATURACNIM GELU:

Byl pfipraven 1,6% agar6zovy gel, 2,16 g agarézy (Sea-Kem) bylo rozpusténo v 84 ml
H,O a pfivedeno k varu.

Roztok byl ochlazen na cca 60 °C, bylo pfidano 24 ml 5XxFGB, promichano, pfidano
24 ml formaldehydu, promichano krouzenim a gel byl okamzité nalit do elektroforetické
formy. Nechal se tuhnout nejméné 20 minut pfi 4 °C.

Pred aplikaci vzorku byla provedena ,,pfedelektroforéza” po dobu 5 minut a vice pfi
napéti 80 V. K pripravenému vzorku bylo pfidano 2 pl FGL nanéSeciho pufru, jak je uvedeno
vySe. Bezprostfedné poté byly na gel aplikovany vzorky.

Elektroforéza byla provadéna za pokojové teploty po dobu 4 hodin, pfi napéti 80 V.

Bromfenolovd modf byla cca 2-3 cm od levého okraje gelu.

PRENOS NA MEMBRANU:

Po elektroforéze byla ¢ast gelu s RNA markerem oddélena od zbytku vzork( a gel byl
3x po dobu 10 minut proplachovan DEPC-o3etfenou H,O z dlivodu odstranéni zbytk(
formaldehydu. Cast gelu s RNA markerem byla pfimo obarvena EtBr.

RNA marker byl barven 1-2 hodiny vcca 80 ml H,O s pfidanym EtBr (15 pl
zésobniho roztoku), prdbézné byl stav obarveni kontrolovan na transiluminatoru. Poté se
prebyteény EtBr vyplavil inkubaci gelu v H,O (2-3 hodiny, opét byl pribézné kontrolovan).
Obarveny RNA maérker byl zdokumentovan v méfitku.

Gel se ukladal na mistek z papiru 3MM Whatman smoceného 20xSSPE, jez mél
kontakt s rezervodrem stejného pufru.

Na gel se aplikovala RNA membrana (Biodyne A Membrane 0,2 um, PALL) a 3 ks
3MM Whatman papiru, smo€eného 20xSSPE. Membréna se prevrstvila suchym filtraGnim
papirem, buni€itou vatou a zatiZila se cca 0,5kg zavazim na sklenéné desticce. Blot byl
odizolovan proti odpafovani pufru potravinovou folii.

Blotovani probihalo pfes noc, nejméné vSak 16 hodin, za pokojové teploty.

Membréna nebyla posléze inkubovéna v Z&dném pufru, ale byla pfimo iluminovana
UV (120 mJ/cm?) a zapecena 20 minut pfi 80 °C.

V pripadé detekce viroidi se hybridizovalo ve formamidovém pufru pfi 50°C s cDNA
sondou HSVd se specifickou inkorporovanou aktivitou 7,3.10° CPM/mI sondy. Odmyvani

pozadi s nejvyssi ,,stringenci“ probihalo 5 minut v roztoku 0,1xSSC, 0,1% SDS T=50 °C.
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Extrakce nukleovych kyselin z testovanych rostlin pro dot blot
(Palukaitis et al., 1987)
Bylo odebrano 300 mg listl ze viech Gasti rostliny, pokud neni uvedeno jinak.
Do tfeci misky bylo pfidano trochu pisku, navdZené pletivo a 450 pl roztoku AMESS.
Po homogenizaci pletiva bylo do misky pfidano 600 pl smési chloroform:iso-amylalkohol
(24:1 viv)
Po homogenizaci byl vzorek prelit do oznaCené zkumavky.
Ke vzorku byl pfidan stejny objem (1:1) roztoku 2:3 formaldehyd:20xSSC, (v/v).
Tésné pred denaturaci byl vzorek vortexovan. Denaturace probihala 15 minut pfi

teploté 65 °C v topném hnizdg, ihned poté byl vzorek uloZen do ledu.

Dot blot probihal v roztoku 1xSSC (7,5ml 20xSSC do 142 ml H,0)

Porézni ,,spacer* se umistil na gumové tésnéni v komdrce.

Na ,spacer* se umistila RNA membrana (Biodyne A Membrane 0,2 pum, PALL)
namocena v 1xSSC.

Membrana byla preloZena horni destickou s otvory pro nanaseni vzork.

Mnozstvi naneseného vzorku zaviselo na odhadovaneé infikovanosti rostliny, obvykle
se nanasel objem v rozmezi 40 az 80 pl.

Roztok byl blotovan za mirného podtlaku nejvice 20 kPa.

Sucha membrana byla iluminovéna UV zafenim (120 mJ/cm?) a zape&ena po dobu 20
minut pfi 80 °C. Membrana byla aZ do pouziti skladovéana pfi 4 °C.

Hybridizace probihala pfi teploté 55 °C s cDNA sondou HSVd se specifickou
inkorporovanou aktivitou 7,3.10° CPM/ml sondy. Finalni promyvani probihalo 10 minut
v 0,1x SSC, 0,1% SDS T=60 °C.

Priprava sondy (Amersham Rediprime Il Random Prime Labelling System, GE
Healthcare)
PFi manipulaci s radioaktivnim materialem je nutné dodrZovat bezpecnostni pfedpisy.
DNA templét byl rozpustén v 1xTE pufru (10mM Tris-HCI pH 8,0, 1M EDTA) do
vysledni koncentrace 2,5-25 ng na objem 45 pl reakéni smési.
Templat byl denaturovan ohfatim na 95-100 °C po dobu 2 minut.

Reakéni smés se prudce zchladila v ledu po dobu alespor 5 minut.
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Templat byl nasledné aplikovan do alikvoty Amersham Rediprime Il Random Prime
Labelling System, inkubovan nékolik minut na ledu pro hydrataci reakéni smési a posléze
rozmichan.

Bylo pfidano 5 pl dCTP (s radioaktivnim izotopem a-[**P]dCTP) , Redivue*
(Amersham). Reakéni smés se nechala inkubovat ve vodni lazni 60 minut pfi 37 °C.

Po ukonceni znaCeni byly zméfeny charakteristiky sondy, [CPM] - ,,Counts Per
Minute* a procento inkorporace (scintilacny pocita¢ LS7000, Beckman). Na DEAE celul6zu
se aplikoval 1 pl pFipravené sondy a nechala se ve scintilaéni skleni¢ce oschnout. Po pfidani
2-3 ml 0,5M Na,HPO, byla na scintilatnim pocitai odeCtena aktivita sondy — hodnota
Cerenkovova zafeni [CPM]. Pro celkovou aktivitu byly ziskané hodnoty vynéasobeny 50
(celkovy objem sondy). Ve scintilacni sklenice se dvakrat vymeénil roztok Na,HPO,
a aktivita byla opét zméfena. Z poméru prvniho atfetiho méfeni bylo zjisténo procento
inkorporace.

PouZitd sonda pro ,Northern“ blot: cDNA sonda HSVd méla specifickou
inkorporovanou aktivitu 7,3.10° CPM/ml sondy.

Pouzitd sonda pro hodnoceni sekvenéni variability cDNA fragmentl klonl TF
(hybridizace v bakteriich): cDNA sonda HIbZIP2 méla specifickou inkorporovanou aktivitu
2.10° CPM/ml sondy.

Pro pouziti pfi hybridizaci byla sonda denaturovana 2 minuty pfi 95-100 °C a poté

prudce ochlazena.

Hybridizace

Membrana byla po prehybridizaci prenesena do Cerstvého (pre)hybridizacniho pufru,
do kterého byla posléze pfidana radioaktivni sonda.

Inkubace probihala v hybridizéru pfes noc pri teploté jako u prehybridizace (42 °C
nebo 50 °C, pokud neni uvedeno jinak).

Po hybridizaci byl zbytek sondy na membrané postupné omyvan v roztocich s rostouci
vymyvaci schopnosti (,,stringenci*):

2xSSC, 0,1% SDS, T=25 °C;

1xSSC, 0,1% SDS, T=50 °C;

Za soubézné kontroly radioaktivniho signalu pomoci ru¢niho detektoru (Alpha-Beta-

Gamma - Sonde 6150 AD17, Automess) se membrana v kazdém roztoku omyva 10 minut,
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dle potieby, resp. dle intenzity zafeni, které membréana vyzafovala, bylo pozadi odmyvano
nasledovné:

V pripadé detekce viroidi se hybridizovalo ve formamidovém pufru pfi 50°C s cDNA
sondou HSVd. Odmyvani pozadi s nejvyssi ,stringenci“ probihalo 5 minut v roztoku
0,1xSSC, 0,1% SDS T=50 °C.

Hybridizace v bakteriich pro selekci cDNA fragment(l klond TF HIbZIP2 probihala
ve formamidovém pufru pfi 42 °C s cDNA sondou HIbZIP2. Odmyvani pozadi s nejvyssi
»Stringenci® probihalo 10 minut v roztoku 0,1xSSC, 0,1% SDS T=60 °C.

Omytad membrana byla osuena, zatavena do mikroténového sadCku a exponovana
v kazeté pro detekci radioaktivniho signalu (Storage Phosphor Screen, Molecular Dynamics).
Vysledek byl vyhodnocen pomoci skenovaciho pristroje Typhoon Scanner 9410 (Amersham
Biosciences); data byla zpracovana v programu ImageQuaNT verze 4.2 (Molecular

Dynamics).

3.2.6. METODY SEPARACE A ANALYZY NUKLEOVYCH KYSELIN V GELECH
Elektroforéza nukleovych kyselin v agarézovém gelu

Metoda slouZi k rozdéleni fragment DNA podle jejich délky, v hustém prostiedi gelu
se delsi fragmenty pohybuji pomaleji. Pro analyzu dlouhych fragmentl se pouZzivaji Fidsi gely
(0,6-0,7%), pro kratké fragmenty stfedné husté gely (0,7-1%), pro fragmenty 1kbp a kratsi
husté gely (1-2%).

Roztok o poZadované koncentraci agarézy v 1xTBE byl pfiveden k varu. Po ochlazeni
na teplotu cca 40-45 °C byl pfidan EtBr v mnoZstvi 1,7 pl zasobniho roztoku na 100 ml gelu
(kone€nd koncentrace 250 ng/ml).

Gel byl nalit do elektroforetické vany a po ztuhnuti byl vlioZen do elektroforetického
tanku a zalit pufrem 1XTBE.

Do jamek po vyndani hfebene byly nandSeno poZadované mnoZstvi vzorku
s nanaSecim pufrem (4:1 vzorek:pufr, v/v; viz kap.3.1.3.).

Tank byl pfipojen ke zdroji jednosmérného napéti. Vhodné napéti bylo vybrano
v zavislosti na délce zkoumanych fragmentl. Elektroforézu probihala, dokud nedo$lo
k oddéleni sledovanych fragmentd. Analyzovano na UV transiluminatoru (Chromato-Vue
TM-36, UVP) pfi vinoveé délce 302 nm.
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TGGE smési fragment(

Pro analyzu cDNA HIbZIP2 byly pouZity metody TGGE a analyza heteroduplext dle
Matouska et al. (MatouSek et al., 2000, 2001). Heteroduplexy byly pfipraveny hybridizaci
cDNA amplifikatd se standardy.

Vzorkem byl specificky PCR produkt smésného plazmidu izolovaného z banky
pozitivnich klond v pfipadé TGGE, resp. PCR bakterialnich kolonii v pfipadé analyzy
heteroduplext. PCR produkt byl fenolizovan kvili inaktivaci polymerazy Taq. K amplifikaci
fragmentd HIbZIP2 byly pouzity primery R-bZIP2-PCR a R-bZIP2-RT, vznikly produkt mél
délku 200 bazi a 57,3 % obsahu G/C.

Pfiprava heteroduplexd:

18 pl smési cDNA fragmentd se standardem (1:1 v/v) bylo smichano se 2 pl
kakodylatového hybridizacniho pufru

smeés se ohrala na 95 °C a nechala se pozvolna vystydnout po dobu 2 hodin

bylo pfidano 20 pl TGGE pufru s 0,001 % bromfenolové a xylencyanolové modfi
v 0,4XTBE

vzorek byl nanesen na polyakrylamidovy gel (2 x 2,5 pl po stranach a 35 pl do
prostfedni dlouhé jamky v pfipadé gradientové elektroforézy, 2,5 pl vzorku na jamku

v pfipadé analyzy heteroduplexd pro jednotlivé klony)

Teplotni gradientova gelova elektroforéza probihala v 6% polyakrylamidovém gelu
(sloZeni gelu pro TGGE (50 ml) viz kap. 3.1.3.; Riesner et al., 1989) (8,8 x 8,8 x 1,5 mm) na
aparatufe TGGE System (Biometra).

Nastaveni TGGE pfistroje: 15 minut pfi 10 °C/220 V, 500 mA, 30 W (zamigrovani
vzorku); 20 minut pfi 10 °C/150 V, 500 mA, 30 W (zamigrovani vzorku s kryci félii); 40
minut elektroforéza v gradientu teplot 32,5-50 °C pfi 150 V, 500 mA, 30 W.

Analyza heteroduplex{ probihala v 6% polyakrylamidovém gelu (8,8 x 8,8 x 1,5 mm)
na aparature Biometra.

Nastaveni TGGE pfistroje: 15 minut pfi 10 °C/220 V, 500 mA, 30 W ; 20 minut pfi 10
°C/150 V, 500 mA, 30 W; 40 minut elektroforéza pfi 47,2 °C pfi 150 V, 500 mA, 30 W.

Barveni nukleovych kyselin AgNO3
(Schumacher et al., 1986)
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Po inkubaci gelu ve fixaZi (5 minut) byl tento pfeveden do roztoku 0,19% AgNos (30
minut). Gel byl oplachnut vodou a inkubovan v roztoku vyvojky (maximalné 15 minut).
Vyvojka byla vyménéna za ,,stop pufr. Po inkubaci 5 minut byl gel pfeveden do H,O

a skenovan.

3.2.7. SEKVENACE
Automatické sekvenovani bylo provedeno jak je uvedeno v praci Matouska et al.
(Matousek et al., 2005) pomoci systému ALF Il (Amersham Pharmacia Biotech) s vyuZitim

sekvenacniho kitu s Cy5-znaCenymi standardnimi primery.

3.2.8. EXTRAKCE SEKUNDARNICH METABOLITU PRO HPLC ANALYZU A HODNOCENI
OBSAHU PIGMENTU A SEKUNDARNICH METABOLITU

Provedeno podobné jako v praci Matouska et al. (Matousek et al., 2007a).

Pro analyzu bylo pouZzito listové pletivo chmelu cv. Osvaldlv klon 72 a cv. Admiral,
resp. fapiky chmelu cv. Admiral.

Lyofilizovany material byl rozmélnén ve tfeci misce a v alikvotdch po cca 55 mg
rozpustén sonikaci (PG100 150 Watt ultrasonic disintegrator Mk2, MSE; vinova délka cca 2-
3 pm, sila cca %2 maxima) v 1 ml methanolu, resp. smési methanol: voda (1:1 v/v).

Extrakty se posléze nechaly pres noc rozpoustét pri teploté 4 °C.

Nerozpustny material byl sedimentovan centrifugaci 20 minut pfi 18000 ot.min™,
supernatant preveden do novych oznaCenych zkumavek a sedimentovan jeste 10 minut pfi
13500 ot.min™, aby se zamezilo ucpéni kolony HPLC.

Pozn.: sediment Ize resuspendovat v dalSim mililitru pouZitého extrakéniho roztoku
(kvdli mozZnosti dodate¢ného uvolnéni dal$ich metabolit(l) a obdobné skladovat pies noc a
centrifugovat.

Pfi HPLC bylo analyzovidno 50 pl extraktu, jako nulovy vzorek slouZilo Cisté
rozpoustédlo (metanol, resp. metanol:voda).

HPLC (,,High-Performance Liquid Chromatography“) chromatografie probihala na
zafizeni Waters 2690 Alliance Separations Module a Waters 996 Photodiode Array, fizeném
softwarem Millenium (verze 3.20) (Waters). Kolona Omnispher C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm)
byla udrzovana pfi teploté 35 °C, injikovany objem vzorku byl 50 pl. Eluce probihala v 60-
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minutovém profilu na gradientu s rostouci hydrofobicitou rozpoustédla B (metanol/acetonitril,
1/1, viv s 0,025% mravenci kyseliny) z poCatecnich 15 % v rozpoustédlu A (voda s 0,025%
mravenCi kyseliny) na koneCnych 95 % rozpoustédla B v A, resp. chromatografii
optimalizovanou na zkoumani obsahu prenylovanych flavonoidl a hofkych kyselin (0-32
minut voda:methanol 55:45 v/v, 32-45 minut voda:methanol 5:95 v/v, 45-60 minut
voda:methanol 55:45 v/v).

Z 3D dat byl extrahovan chromatogram pfi 310, 350 a 370 nm (fenolické kyseliny,
flavonoly a prenylflavonoidy, v uvedeném pofadi), jednotlivé piky byly identifikovany na
zékladé jejich UV-spekter a retencnich Casl. Integrace pik( byly provadény na zakladé
standardnich parametr(i, normalizované plochy pikd byly vypoéteny jako podil plochy piku a

navazky vzorku relativné vzhledem k patficnému referenc¢nimu piku.

3.2.9. FENOLOGICKE HODNOCENI SYMPTOMU

U rostlin byly pozorovany morfologické zmény (zejména hlavni pfiznaky viroidni
infekce popsané v literatufe: zakrslost, zkracena internodia, pokroucené listy, specifické
vétveni), heterochronni a dalSi fenotypové zmény v souvislosti s transgenozi nebo viroidni
infekci. Priznaky byly fotografovany a vyhodnocovany pomoci funkce ,measure pixel

density* v programu Lucia verze 5.0 (Laboratory Imaging).
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4. VYSLEDKY

4.1. Konstrukce infekéniho viroidniho vektoru, infekce Humulus lupulus

a hodnoceni patogeneze

Protoze forma jednoho z chmelovych regulacnich faktord HIMyb3 byla toxicka v
heterolognich transformantech se symptomy napadné pfipominajicimi viroidni infekci, je tu
moznost, Ze viroidni infekce by mohla ménit expresi téchto faktor(i nebo modifikovat jejich
projevy, jak je predpokladano v praci Matouska et al. (MatouSek et al., 2007¢). V dalsi praci
jsme se proto sousttedili na hodnoceni exprese regulaénich faktor( u viroidem infikovaného a
kontrolniho chmelu. Pro snadné infekce chmelu biolistickou metodou byly v dalSim
experimentalnim kroku konstruovany infekéni vektory nesouci inzerty dvou kmen(
patogenniho viroidu HSVd, tzv. okurkového izolatu CPFVd a HSVd z révy vinné, jez byl
izolovan dfive (Matousek et al., 2003). Pro klonovani CPFVd byla RNA purifikovana pres
kolonku vcCetné aplikace DNazy (kap. 3.2.2.). Takto pfipravena RNA byla pouZita v RT-PCR
reakci (kap. 3.2.1.), jejiZz produkt byl separovan v agar6zovém gelu a nasledné dle protokolu
izolovan (kap. 3.2.2.). Ziskany fragment byl klonovéan do plazmidu pCR-Script a sekvenovan.
Obdobny postup byl pouzit pro klonovani HSVd, jehoZ klon v plazmidu pCR-Script vCetné
sekvence byl k dispozici z predeslych pokusl. K vystépeni fragmentu viroidu z plazmidu
pCR-Script byla pouzita restrikéni endonukleaza EcoRI ve 100 ul reakéni smési (kap. 3.2.3.).

Pro konstrukci infekéniho vektoru byl pouZzit plazmid pUC 19, izolovany pomoci
QIAGEN Plasmid Midi Kit-u a purifikovan pres kolonky QIAGEN-Tip 100 (kap. 3.2.2.).
Izolovany plazmid byl Stépen EcoRI v 50 pl reakéni smési (kap. 3.2.3.), nésledné byla
nukledza inaktivovana fenolem:chloroformem:IAA (25:24:1), plazmid byl sraZen
ethanolem/octanem sodnym a po opétovném rozpusténi v H,O defosforylovan (kap. 3.2.3.)
pro sniZeni rizika samoligace. Fosfataza byla inaktivovana fenolizaci, vodni faze obsahujici
plazmid byla separovana pomoci agar6zové elektroforézy a linearni forma byla z gelu
izolovana dle protokolu uvedeného v kapitole 3.2.2.

Ligace s indukci dimerl viroidu probihala dle protokolu uvedeného v kapitole 3.2.3.
Selekce pozitivnich klonl probihala pomoci hybridizace s cDNA sondou pro HSVd, vybirany

byly klony s nejvétSim signalem. Tyto byly déle analyzovany pomoci restrikéni analyzy. Oba
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ziskané dimery byly ve stejné orientaci, ,,++“, resp. ECORI + — + — Smal BamHI (monomery
podtrzeny; obr. 7).
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Obr.7: Schéma pripravy infekéniho vektoru pro biolistickou infekci chmelu. Prace probihala v nékolika
krocich: (A) cDNA fragmenty viroidd HSVd a CPFVd byly klonovany do plazmidu pCR-Script a
sekvenovany. Z plazmidu pCR-Script byly nasledné fragmenty vystépeny restrikéni endonukleazou EcoRl,
separovany v agar6zovém gelu a z néj izolovany. Purifikovany plazmid pUC19 byl linearizovan EcoRI a
posléze byly jeho konce defosforylovany pomoci alkalické fosfatdzy (SAP). Fragmenty viroidu byly
ligovany do vektoru za podminek indukujicich dimerizaci inzertl. (B) Ziskané klony byly ovéfovany
molekularné-hybridizaénimi metodami se specifickou radioaktivni sondou pro HSVd. Pro pfiklad uvadim
dvé membrany, Sipkou oznacené klony byly v dalsich analyzach potvrzeny jako dimery fragmentd ve stejné
orientaci. Velikost inzertu byla u pozitivnich klond zjistovana pomoci PCR-amplifikace. Uvadim pfiklady
takovéto analyzy u dvou dimerd (v obdélniku). Po stranach je nanesen 1kb DNA ladder. (C1) Pomoci
restrikénich map pUC19 a HSVd byla navrZena restrikéni analyza, ktera by odhalila orientaci fragment(
v ziskaném vektoru. Bylo nutné vybirat vektory sinzerty ve stejné orientaci. Na schématu (C2) jsou
znazornény Ctyfi alternativy inzerce, pro jednoduchost ozna€eny Sipkami + a — (+ znaci orientaci stejnou
jako v restrikéni mapé viroidu HSVd nahote). V sekvenci pUC19 jsou vyznaceny mista EcoRI, Smal a
BamHI. V pripadé restrikéni analyzy jednotlivych variant orientace by vznikaly kratké (Cervené) nebo
dlouhé (zeleng) fragmenty BamHI (nad osou) a Smal (pod osou). Reakci EcoRI by doslo k vystépeni
inzertu. Ocekavané délky fragmentl jsou uvedeny v zavorkach. (D) Vysledek restrikéni analyzy vybranych
klond.

Infekce chmele odrlidy Admiral, ktera byla vybrana jako modelovy objekt zejména
proto, Ze u této odrldy narozdil od ¢eského nizkoobsazného chmelu Ize i v listech hodnotit
hladinu pigment(l a sekundarnich metabolitll, probihala pomoci biolistické metody vpraveni

DNA do rostlinnych bunék pomoci systému Helios Gene Gun Systém (Biorad), jak je
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uvedeno v kapitole 3.2.4. Infekéni DNA byla do chmell vnasena ve stadiu mladych vyhon(
do dvou aZ tfi mladych listd. Aby doslo k systémové infekci rostlin s vyssi incidenci pfiznaka,
byly chmele nékolikrat za vegetaCni sezonu sestfizeny na Uroven zdfevnatélych stonkd.

Pfiznaky jako pokroucené listy a nizky vzrlst se objevily jesté ve fazi primarni
infekce (2 mésice po infekci, pfed prvnim sestfizenim) a naplno se vyvinuly po druhém a
tfetim obrazeni, kdy se objevila také tuhost listll. Infekce byla sledovana nejen na Grovni
morfologické, ale také pomoci molekularné-hybridizacnich metod (extrakce pomoci pufru
AMESS a dot blot, ,,Northern“ blot, kap. 3.2.5.). Pokud lze soudit ze srovnani vysledki
detekce viroid pomoci dot blotl a ,,Northern® blot(, dot bloty se mnohdy ukazaly jako méné
spolehlivé. Pozadi v pfipadé dot blot hybridizace bylo pravdépodobné zplsobeno
sekundarnimi metabolity, ,,Northern* hybridizace v3ak infekci kontrolnich rostlin priikazné
vyloucila (obr. 8). Zajimavym fenoménem z pohledu transkripénich faktor( byla absence
anthokyan( v fapicich a ve stonku u infikovaného materialu. Stonky a zejména Fapiky, u
kontrolnich rostlin vyrazné cervené, byly u rostlin infikovanych mirnym viroidem CPFVd
pouze nacervenalé a u rostlin infikovanych HSVd zcela zelené. Takovéto pozorovani bylo
potvrzeno analyzou obrazu zbarveni fotograficky zdokumentovanych stonkd a fapikl (viz
kap. 3.2.9.) (obr. 8). Kvili evidentni blokaci syntézy pigment( v téchto ¢astech rostlin bylo na
misté soustfedéni pozornosti na expresi znamych chmelovych transkripénich faktord
v uvedenych pletivech, v souvislosti s viroidni infekci.

Lze predpokladat, Ze vlivem infekce HSVd dochazi ke kvantitativnim a kvalitativnim
zménam v metabolomu postizenych rostlin, obdobné jako je tomu v pribéhu infekce viroidem
HLVd (Barbara et al., 1990; Adams et al., 1992). Pro hodnoceni téchto zmén byla provedena
analyza HPLC na listovém pletivu infikovaného chmelu cv. Admiral, jak je uvedeno v kap.
3.28. Co se tyCe jednotlivych zkoumanych sekundarnich metabolitd (flavonolovych
glykozidd a fenolickych kyselin), G¢inek viroidni infekce byl rliznorody a v listovém pletivu
byla vysoka variabilita v kvantité jednotlivych metabolitl. Ponékud ucelenéjsi obraz dava
vyneseni sumy normalizovanych ploch jednotlivych skupin metabolitl (grafy 1-2). Z nich je
patrné, Ze v pripadé flavonolovych glykozidd a fenolickych kyselin dochazelo v pribéhu
infekce viroidem HSVd ke sniZeni obsahu téchto skupin latek. Podobné vysledky vykazovaly
také rostliny napadené CPFVd, ke sniZeni obsahu metabolitli véak nedochézelo v takové mite.

Podobny vysledek ukézala také analyza obsahu flavonolovych glykozid(i v sumarnim
vzorku fapikl (graf 1). Zajimavym vysledkem bylo, Ze na druhou stranu dochézelo

k akumulaci prenylovanych flavonoidd, xanthohumolu a desmethylxanthohumolu, a hotkych
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Obr.8: Fenologické pozorovani infikovaného chmelu a detekce viroidni infekce. Vlevo nahore
morfologické zmény postihujici chmele infikované dvémi kmeny HSVd se silnymi (HSVd) a mirnymi
(CPFVd) symptomy. Symptomy zahrnuji nizky vzrlst, malé a pokroucené listy a také odbarveni ¢ervenych
stonk(i a Fapikd (vlevo dole priklad HSVd, fapiky ve sloupci vpravo). Detekce patogenu probihala také
pomoci hybridizacnich metod, vpravo nahore extrakce a dot blot, dole ,,Northern“ blot. Detaily viz text.
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kyselin u rostlin infikovanych HSVd. U rostlin infikovanych CPFVd naopak dochazelo
k mirnému sniZeni obsahu téchto latek (grafy 3-4). PFi analyze obsahu xanthohumolu
v sumarnim vzorku Fapikl byla tato tendence prokazana znovu, ad v fapicich dosahuje
koncentrace xanthohumolu pomérné nizkych hodnot (graf 3). Pfesna kvantifikace vSak neni z
uvedenych dat mozna.
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Grafy 1-4: Porovnani primérnych hodnot obsahu sekundéarnich metabolit( (1, flavolonovych glykozidd; 2,
fenolickych kyselin; 3, xanthohumolu; a 4, horkych kyselin) v kontrolnim a HSVd- resp. CPFVd-
infikovaném chmelu v listovém pletivu a v fapicich cv. Admiral (viz popisky u grafll). U grafu 1 jsou na
svislé ose vyneseny hodnoty normalizovanych ploch pikd x10*, u grafu 2 hodnoty normalizovanych pikei
x10°, u grafu 3 hmotnostni procenta obsahu xanthohumolu viigi hmotnosti vzorku a u grafu 4 hodnoty
normalizovanych ploch pikd x10°. Chybové Gsecky znazorfiuji smérodatnou odchylku ve vzorcich listového
pletiva, resp. smérodatnou odchylku chyby opakovaného méreni u sumarnich vzorkd fapikd.

Tyto vysledky naznacuji, Ze viroidy HSVd a CPFVd zpUsobili aktivaci odlisnych
transkripénich faktor(l nebo jejich homologl, nebot vliv jejich patogeneze na metabolom
listového pletiva a fapik(l byl ponékud odlisny. U CPFVd-infikovanych pletiv dochazelo k
celkovému snizeni obsahu flavonoidd, nicméné u HSVd-infikovanych doSlo k jakémusi
presmérovani syntézy z flavonolovych glykozidi a fenolickych kyselin na syntézu
prenylovanych flavonoidi a horkych kyselin. S tim se nabizi zajimava moznost pro praktické
vyuziti v metabolickém inZenyrstvi, totiz Ze se na tomto modelu v priibéhu infekce aktivuji
nebo reprimuji specifické TF, coZ zplsobuje ,prepnuti“ z produkce prekurzord kvétnich

barviv na produkci prenylovanych flavonoidi a hotkych kyselin. Pro objasnéni tohoto
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procesu bylo potfebné zjistit, zda dochazi ke zménam exprese zndmych chmelovych TF
specificky aktivovanych pfi vyvoji kvétnich organ(i a pravdépodobné se Ucastnicich také

fizeni produkce sekundarnich metabolitdl v téchto organech.

4.2.  Optimalizace podminek pro RT-PCR a RealTime RT-PCR sekvenci

chmelovych transkripénich faktord

1kb 1kb Prvotni srovnavaci

marker marker
HIbZIPA HibHLH

analyzy exprese znadmych
- e — -El 200 bp

e L L sa1°C chmelovych  transkripénich

65,8 °C . o
faktoru u infikovanych a

HiMyb1 HiMyb3 , . .
kontrolnich  rostlin - pomoci
" — 51-54°C 0y .
Hhln —— -Igl [ e ] RealTime RT-PCR (teplota
-
»annealingu* 52 °C) sice
HibZIP2 neukazaly presvédgivé
000D s s [ | e vysledky (nizké koncentrace),
558 -57,5°C )
ale naznacily moznost
Obr.9: Optimalizace zachyceni primerd. Pro jednotlivé TF jsou  Prukaznéjsich vysledku
vramecku zvyraznény nejsilngjSi pruhy a pod nimi uvedeny v s . .
odpovidajici teploty zachyceni. Po stranach jsou vyzna€eny pozice dle v pripadé optimalizace
1kb DNA markeru. podminek této analyzy.

Aby se sniZilo riziko

Spatné interpretace vysledkd, bylo potfeba stanovit optimalni podminky pro semikvantitativni
(RT-PCR) a kvantitativni (RealTime RT-PCR) stanoveni koncentrace mRNA znadmych
chmelovych TF, zejména zda-li jsou primery navrzené pro TF cv. Osvaldlv klon 72 vhodné
také pro analyzu TF cv. Admiral a pokud ano, jakd je optimalni teplota ,,annealingu
jednotlivych specifickych primerl. Produkty PCR reakci probihajicich pfi gradientu teplot
mannealingu“ (kap. 3.2.1.) vtermocykleru T-Gradient Thermoblock (Biometra) byly
separovany pomoci agarozove elektroforézy a snimek ziskany z transiluminatoru (obr. 9) byl
vyhodnocen elektronicky pomoci analyzy hloubky pixeld (ImageQuaNT verze 4.2, Molecular
Dynamics).

Pro jednotlivé primery byly zjistény nasledujici optimalni teploty ,,annealingu®:

HIMyb1 59 °C
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HIMyb3 51 - 54 °C
HIbZIPA 55,8 °C

HIbZIP2 56 - 57,5 °C

HIbHLH 54,1 °C HIbZIPA
1kb  kontrola HSVd CPFVd

Jednim z moznych faktord
ovliviujicich  vysledek byl také vybér
pletiva, ve kterém by bylo mozné zmény

exprese pozorovat. Pro tuto analyzu byly

vybrany RNA extrakty z listd, Fapikd a
stonkd rostlin ve stadiu primarni infekce. HIbZIP2

i B ] .. ., 1kb  kontrola HSVd CPFVd
Analyzovany byly pomoci semikvantitativni =F - i

B R -5 &
RT-PCR (32 cykll, teplota ,annealingu” 55 == " _
sevy > . - e :

°C). Bylo zjisténo, ze u zkoumanych TF = Q . -

HIbZIPA a HIbZIP2 byla exprese ve .. , : B

stoncich a listech oproti Fapikim nizka, a Ze ' ; ; :

vlivem infekce dochazelo ke hromadéni  Obr.10: P¥iklad semikvantitativniho stanoveni
exprese faktorl HIbZIPA a HIbZIP2 pro nékteré

produktu mRNA, zkoumanych geni (obr. orgény: Fapiky (R), stonky (S) a listy (L). Sipkami
10). Pro dalsi praci byl vybran pouze silny 150U Vyznaceny polohy specifickjch prouzkd.

kmen HSVd, ktery zpUsobil Gplnou blokaci

syntézy pigmentd.

4.3.  Hodnoceni exprese vybranych transkripénich faktor( v infikovaném

a kontrolnim chmelu

V predchozich pracich bylo zjisténo, Ze je exprese TF HIMybl a HIMyb3 silné
vyvojové Fizena a probiha zejména v pletivu vznikajicich kvétnich organd chmelu (Matousek
et al., 2005, 2007a). Dale pak bylo v uvedenych pracich zjisténo, Ze je jejich exprese
v listovém pletivu velice mala, a kvdli jejich nizké koncentraci i v mych predbéznych
analyzach pomoci RealTime RT-PCR bylo od jejich kvantifikace stavajicimi metodami
v listech v mé préci upusténo. Na druhou stranu bylo o faktorech skupiny AtbZIP i v literatufe
zZjisténo, Ze jsou aktivovany v odpovédi na stres (Jakoby et al., 2002) a jejich aktivace by

mohla ovliviiovat nebo byt soucésti viroidni patogeneze. Predbézné vysledky ukazaly
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moznost jejich podrobnéjsi analyzy a proto byla naSe pozornost zaméfena zejména timto
smérem.

V dalSich pokusech se tedy pozornost soustfedila zejména na expresi transkripénich
faktorl typu bZIP v Cervenajicim, resp. blednoucim pletivu Tapik(. Byla provedena
semikvantitativni RT-PCR za optimalizovanych podminek pro detekci kaZdého
transkripcniho faktoru. Pro lepsi moZnosti vyhodnoceni byl zvolen profil RT-PCR pouze s 32
cykly, pficemz bylo ve 28. cyklu (resp. béhem ,,annealingu® 29. cyklu) odebréno 5 ul reak¢ni
smési. VVzorky byly posléze oddéleny pomoci agar6zové elektroforézy a snimky pofizené
pomoci transiluminatoru pfi expozicich 400 a 520 ms (obr. 11) vyhodnocovany elektronicky
pomoci analyzy hloubky pixell (ImageQuaNT verze 4.2, Molecular Dynamics). Zbylych 15
pl reakéni smési bylo naneseno na preparativni agarézovy gel a fragmenty transkripcnich
faktorl, kromé bHLH, odpovidajici délky byly z gelu izolovany (kap. 3.2.2.), viz niZe.
Prlimérné zjisténé zmény exprese byly: 46 % u HIbZIPA, 49 % u HIbZIP2, 11,5 % u HIMyb1,
53 % u HIMyb3; 1,7 % u 7SL RNA. Na z&kladé této semikvantitativni analyzy jevily zejména
TF HIbZIPA, HIbZIP2 a HIMyb3 zvySenou expresi.

kontrola infHSVd kontrola infHSVd kontrola infHSVd kontrola infHSVd  kontrola infHSVd kontrola infHSVd —
28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32 28 32
—— - e D PR ——
pa— - — L . e e
-
1kb 1kb 1kb
macker HIbZIP2 HiMyb1 HiMyb3 7SL RNA marber  HIBHLH HIbZIPA marker

Obr.11: Semikvantitativni analyza exprese TF v fapicich kontrolnich a HSVd-infikovanych rostlin. Vzorky
byly odebirany ve 28. a 32. cyklu RT-PCR, pruhy byly kvantifikovany analyzou obrazu pomoci software
ImageQuaNT (Molecular Dynamics). Primérny naméfeny nar(st exprese pro TF: 46 % HIbZIPA, 49 %
HIbZIP2, 11,5 % HIMybl, 53 % HIMyb3; pro 7SL RNA 1,7 %. Pro HIbHLH nebyl detekovan specificky
pruh. Nardst exprese byl vyhodnocovan na snimku pofizeném pfi expozici, pfi niz byla oekavana linearita
fluorescence EtBr.

Tyto vysledky byly u faktorl bZIP ovéfovany a potvrzeny pomoci presngjsi
kvantitativni metody, RealTime RT-PCR (kap. 3.2.1.). Dle kalibrani k¥ivky, ktera byla
pfipravena vynesenim poctl cykll ve kterych standardy cDNA Fedéné v desitkové Fadé
prekroCili prahovou hodnotu fluorescence stanovenou na 2000 dR proti jejich koncentraci,
byly ureny odpovidajici mnozstvi mMRNA TF a bylo zjisténo, Ze v pfipadé HIbZIPA je
exprese 43x vyssi u infikovanych rostlin a v pfipadé HIbZIP2 je exprese u infikovanych vyssi
25x (obr. 12). Disociacni kfivka méla pouze jedno maximum, coZ naznacuje jediny vznikajici
produkt v priibéhu RealTime PCR reakce (nezobrazeno). 7SL RNA nicméné nebylo mozné za

s s v

identickych podminek dobfe amplifikovat, standardy v fedici fadé nepfekracovaly prahovou
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v/

hodnotu v presnych odstupech, jako tomu bylo v pfipadé vzorkd, coZ se pricita Spatné
reverzni transkripci nebo amplifikaci (optimalni teplota ,,annealingu® pro primery a a anti-f3 je
52 °C, RealTime PCR probihala pfi teploté ,,annealingu* 56 °C).

Fluerescence 4K x 197
Fluorescence dR x 107

Obr.12: Kvantitativni analyza exprese HIbZIPA (vlevo) a HIbZIP2 (vpravo) v fapicich kontrolnich
a HSVd-infikovanych rostlin chmelu. Jako prahova hodnota fluorescence pro stanoveni koncentrace RNA
byla stanovena hodnota dR 2000. Z grafli je patrno, Ze se exprese v infikovanych pletivech zvysuje
nékolikandsobné (43x v pripadé HIbZIPA a 25x v pfipadé HIbZIP2). Na druhé horizontalni ose jsou
Sipkami naznaceny cykly, ve kterych doslo k prekrodeni prahové hodnoty v pfipadé standardd, jejich
fedéni je znazornéno pod osou.

4.4, Hodnoceni sekvenéni variability fragment( transkripénich faktord pomoci

termodynamickych metod

Kromé kvantitativni zmény by mohla mit viroidni patogeneze vliv také na odliSnou
indukci genovych rodin TF. Pomoci termodynamickych metod bylo mozné zjistit, zda
dochazi k expresi vice gend jedné genové rodiny TF, identifikovat odlisné klony a tyto
pomoci sekvenani reakce charakterizovat. Pozornost jsme soustfedili zejména na chmelovy
TF HIbZIP2, jehoz klonovani bylo Oddélenim molekularni genetiky dokonfeno a byly
pripraveny expresni vektory pro jeho funkéni analyzu.

Jak jiz bylo zminéno vyse, vystupem semikvantitativnich analyz nebylo pouze zjisténi
zmén exprese vybranych transkripénich faktor( chmelu, ale také amplifikované fragmenty,
jez se podafilo izolovat z gelu ve dvou variantach: kontrolni a infikovand populace cDNA
fragment(.

Tyto fragmenty byly néasledné klonovany do plazmidu pCR-Script, jimZz byly

transformovény ultrakompetentni bakterie (Stratagene) dle ndvodu vyrobce. Z narostlych
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klonG bylo 200 vybrano a skrinovano cDNA radioaktivni sondou (HIbZIP2, specificka
aktivita 2,0.10° CPM/ml sondy). Membréany byly pfipraveny a hybridizovany dle postupu
uvedeného v kapitole 3.2.5. Finalni promyvani v roztoku s nejvyssi ,,stringenci* probihalo 10
minut v 0,1xSSC, 0,1% SDS T=60 °C. Pozitivni kolonie byly pfeCarkovany na bakterialni
pldu s ampicilinem. Tyto kolonie byly druhy den z pddy smyty LB médiem s ampicilinem,
kultivovany 3,5 hodiny pfi 37 °C a posléze alikvotovany a uloZeny do bakterialni shirky jako
banka pozitivnich klond.

Pro hodnoceni sekven¢ni variability HIbZIP2 v kontrolnich a infikovanych rostlinich
chmelu cv. Admiral byl z banky pozitivnich klonl izolovany smésny plazmid, ktery byl
samohybridizovan, a pomoci termodynamické metody TGGE (kap. 3.2.6.) separovdn na
teplotnim gradientu. Principem metody je detekce sekvencnich variant oproti standardu na
zékladeé teplotni nestability heteroduplexd, které kvili nekomplementarnim mistim denaturuji
rychleji nez homoduplexy, a tedy se vgelu zpozduji. V pfipadé teplotni gradientové
elektroforézy se pFitomnost sekvencnich variant projevi zndsobenou sigmoidalni kfivkou
denaturace duplex® (obr. 13). Takového vysledku bylo skute¢né dosaZeno jak u kontrolnich
rostlin, tak i u infikovanych rostlin. Je tedy mozné fici, Ze se u chmelu cv. Admiral exprimuje
nékolik sekvencnich variant genu HIbZIP2 v kontrolnich i infikovanych rostlinach.

Tzv. ,melting point“, tedy misto nejvétsiho rozdilu migrace homo- a heteroduplexd
v gelu, se urcuje jako inflexni bod kfivky denaturace duplexd. PFi této teploté, ktera byla
stanovena na 47,2 °C, se hodnoti sekvencéni variabilita jednotlivych klond vGci standardu
pomoci analyzy heteroduplext (kap. 3.2.6.). Touto analyzou je tedy také mozno urcit, zda-li
vlivem infekce nedochazi k aktivaci odliSnych sekvencnich variant nez u kontrolnich rostlin.

Analyzou heteroduplexti bylo identifikovano nékolik klonl jevicich sekvencéni
heterogenitu, tyto byly sekvenovany s nasledujicim vysledkem:

C.sb.2433, 2434, 2436, 2445 — sekvence shodnd s homolog. UGsekem HIbZIP2
(€.sh.2327),

C.sb.2435, 2446 — byl zjistén sekvenéni mutant ve 4 mistech (T275A, C306T, A379G,
A421C), po translaci maji tyto mutace za nasledek zmény aminokyselin (11e92Lys, 1le127Val,
Met141Leu); klon €.sh.2435 byl pouzit jako standard pro TGGE analyzu ostatnich cDNA
klonG HIbZIP2 v cv. Admiral,

C.sb.2447 — sekvence unikatni, oproti HIbZIP2 pouze tfi zmény nukleotidd (T275A,
C306T, A421C) a dvé zmény aminokyselin (11e92Lys, Met141Leu).
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Zjisténé zmény aminokyselin pravdépodobné nemaji vliv na funkénost proteinu,
protoZe jsou dle naSich srovndvacich analyz lokalizovany mimo DNA-vazebnou a
dimerizaéni doménu, ackoli funkénost téchto proteind by musela byt zkoumana na Gplné

sekvenci a pomoci molekularné-biologickych metod.

knihovna fragmentd H/bZIP2 knihovna fragmenta HIbZIP2
z kontrolnich rostlin z infikovanych rostlin

325°C 325°C

kontrolni infikované Hsvd Obr.13: TGGE a piiklad analyzy heteroduplex{. Banka
St 14 23 71 76 4 13 30 44 59 - st fragmentd cDNA klon( HIbZIP2 byla analyzovana pro
sekvenéni diverzitu. Bylo zjisténo, Ze se v kontrolnich
(nahote vlevo) i infikovanych (nahofe vpravo) rostlinach
chmelu nachézeji sekvencni varianty. Vybrané klony
byly hybridizovany s nahodné vybranym standardem a
analyzovany na pFitomnost heteroduplext v PAA gelu
pfi teploté 47,2 °C (vlevo). Jako kontrola byl pouzit
standard (St). Metodou byly ziskany celkem tfi
sekvencni varianty pfitomné v kultivaru Admiral (viz
text).
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5. DISKUSE

Pro biolistickou infekci chmelu byly pfipraveny infekcni vektory obsahujici dimery
viroidl HSVd a CPFVd ve stejné orientaci klonované do plazmidu pUC19, podobné jako
v pracech Gardnera et al. (Gardner et al., 1986) a Salazara et al. (Salazar et al., 1988), nebot’
infekCnost monomerni cDNA viroidu je nizkd. Sekvence klonovanych viroidnich
genomovych cDNA klon( byly ovéreny pred ligaci do plazmidu pUC19 s indukci dimerizace.
Selekce pozitivnich klonli probihala pomoci PCR a metod molekularni hybridizace
v bakterialnich koloniich. Silné pozitivni klony byly dale ovéfovany restrikéni analyzou pro
zjisténi presné orientace vkladanych inzert.

Vyse uvedené infekeni vektory byly biolisticky inokulovany do mladych vyhoni
chmelu, infekce byla sledovana fenologicky (symptomy jako zakrsly rlist, malé a pokroucené
listy a snizovani intenzity Gerveného zabarveni Fapik() a molekularné-hybridizaéng. Bylo
zjiSténo, Ze CPFVd je schopen po biolistické infekci mnoZeni v chmelovych rostlinach, ackoli
se jednd o izolat HSVd z okurky (Sano et al., 1984). V mé praci nebylo zjistovano, zda
béhem infekce chmelu dochazi ke vzniku sekvencnich variant CPFVd, avSak analyzami OMG
bylo prokézano, Ze uvedena sekvence je vchmelu stabilni. Infikované rostliny byly
analyzovany pro kvantitativni zmény obsahu sekundarnich metabolit(l v listovém pletivu,
podobné jako je uvedeno v praci Matouska et al. (Matoudek et al., 2007a). Byly zjiStény
prikazné zmény v obsahu zkoumanych sloucenin. Ze ziskanych dat Ize pfedpokladat trend
snizovani obsahu flavonoidl v disledku viroidni infekce. Na druhou stranu, lze také sledovat
ur€ity trend zmény obsahu xanthohumolu, desmethylxanthohumolu a hotkych kyselin.
V pripadé infekce viroidem HSVd je tento trend opacny neZ v pripadé obsahu flavonoidl
(obsah prenylovanych flavonoid( vzrostl), coZz naznaCuje, Ze by se mohlo jednat o regulaci
z biochemické drahy tvorby kvétnich barviv na biochemickou drahu tvorby hofkych kyselin a
prenylovanych flavonoid(, které maji spole¢ny prekurzor v podobé chalkonu. Tyto vysledky
byly pozorovany také v pfipadé analyzy sekundarnich metabolitd pfitomnych v Fapicich
kontrolnich a infikovanych rostlin. Je zatim otazkou, jaky je mechanizmus odlisné odpovédi
na pfitomnost viroidu HSVd a CPFVd. Zjisténé vysledky nejsou konzistentni s vysledky
ziskanymi na infikovaném chmelu cv. Osvaldlv klon 72. V tomto pfipadé byla distribuce
flavonoid(l zvySena u obou infikovanych variant oproti kontrole. Lze to oviem vysvétlit jako

odliSnou fenotypovou odpovéd v zavislosti na kultivaru, nebot’ v pfipadé Osvaldova klonu 72
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bylo zjiSténo, Ze v listovéem pletivu obsahuje pouze mélo nebo Z&dné prenylflavonoidy Ci
hotké kyseliny (Matousek et al., nepublikovana data). Zvyseni obsahu flavonoidll by bylo
mozZné interpretovat jako reakci na stres zplisobeny patogenem. V odpovédi na takovyto stres
by rostlina aktivovala produkci sekundarnich metabolitd, jako v pFipadé reakce na UV-zéreni,
v extrémnim pfipadé by dochédzelo k hypersenzitivni reakci a nakonec k programované
bunécné smrti (PCD, prehlednd préce viz Collazo et al., 2006). O tomto procesu by svédcily i
pfiznaky viroidni nemoci: tuhnuti stonku nasledkem xylogeneze (ktera je regulovana také
Myb-faktory; Demura a Fukuda, 2007), redukce pletiva xylému v fapicich listl (Matousek et
al., 2007c), zména charakteru vétveni (pfehledna prace viz Schmitz a Theres, 2005) a ostatné
i kvantitativni zmény obsahu sekundarnich metabolit(i, aZ nakonec nasledkem nekréz dojde
k zastaveni rdstu.

V pripadé, Ze by viroidni infekce interferovala s regulaci sekundarnich metabolitl
mimo Kkvétni organy, lze predpokladat zmény exprese souvisejicich TF. V souvislosti
s pozorovanymi zmeénami zabarveni fapiki byla zkoumana exprese znamych chmelovych
transkripénich faktorli pravdépodobné asociovanych s produkci sekundarnich metabolitti
v hladvkéch. Pro tyto analyzy byly také optimalizovany podminky PCR (teplota ,,annealingu*
primer(l), aby se minimalizovalo riziko mylné interpretace vysledk(. Tato teplota byla
stanovena na 55,8 °C pro HIbZIPA, 55,8 - 57,5 °C pro HIbZIP2, 59 °C pro HIMyb1, 51 - 54
°C pro HIMyb3 a 54,1 °C pro HIbHLH. Na zakladé semikvantitativnich metod stanoveni
mnozstvi MRNA pomoci RT-PCR bylo zjisténo, Ze dochazelo ke zvyseni exprese faktorl
bZIP zejména v fapicich, avSak exprese v listech a stoncich byla velice nizka a obtizné
méfitelnd pouZitou metodou. Exprese TF HIMybl a HIMyb3 je naproti tomu specificky
regulovana zejména u pletiv vznikajicich kvétnich organd. V pletivu fapikd bylo dale zjisténo,
Ze PCR signal specificky pro TF byl zvysen u rostlin infikovanych HSVd, primérné o 46 % u
HIbZIPA, 0 49 % u HIbZIP2, 0 11,5 % u HIMyb1, o 53 % u HIMyb3 za relativné stalého
mnozstvi 7SL RNA, jez se exprimuje konstitutivné a byla proto pouZita jako kontrola
ekvivalentniho mnoZstvi vzorku v reakci (Matousek et al., 1999). RT-PCR reakce nebyla u
faktoru HIbHLH Uspésna. U transkrip&nich faktord HIbZIPA a HIbZIP2 byla exprese dale
srovnavana pomoci presngjSich kvantitativnich metod RealTime RT-PCR. Touto metodou
bylo zjisténo vyrazné zvyseni hladiny mRNA bZIP faktor(l v infikovanych rostlinach, 43x
v pripadé HIbZIPA a 25x v pfipadé HIbZIP2. Disociacni kfivka méla pouze jedno maximum,
coz naznaduije jediny vznikajici produkt v pribéhu reakce. Nicméné, 7SL RNA nebylo mozné

za identickych podminek dobre amplifikovat, jako tomu bylo v pripadé vzorkd, coz se pricita
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Spatné reverzni transkripci nebo amplifikaci (optimalni teplota ,,annealingu® pro primery a a
anti-B je 52 °C, RealTime PCR probihala pfi teploté ,annealingu“ 56 °C). Presto maji
vysledky dobrou vypovidaci hodnotu. Dle tdajd ziskanych v Laboratofi molekularni genetiky
dochazi dale v infikovanych Fapicich také ke sniZeni exprese chs_H1 na Ctvrtinu hladiny
kontrolnich rostlin. Zména exprese tohoto genu poukazuje na Gcast néjakého TF v projevech
patogeneze viroidu HSVd.

Pro transkripéni faktory HIbZIPA, HIbZIP2 a HIMyb3 byly pfipraveny banky klond
cDNA fragmentd pro analyzu sekvenéni variability v exprimovanych mRNA. V pribéhu moji
prace byla analyzovana sekvencni variabilita faktoru HIbZIP2 pomoci termodynamickych
metod TGGE a analyza heteroduplexd. Na osmi sekvenovanych klonech bylo zjisténo, Ze se u
kultivaru Admiral skuteCné exprimuji nejméné tfi varianty u kontrolnich i infikovanych
rostlin. Prvni varianta je vramci zkoumaného fragmentu shodnd s genem HIbZIP2
izolovanym z kultivaru Osvaldlv klon 72 a exprimuje se v kontrolnich i infikovanych
rostlindch. DalSi varianta ma ve zkoumaném Useku 4 mutace, které maji za nasledek 3
zameény aminokyselin (T275A, C306T, A379G, A421C; 11e92Lys, llel27Val, Metl41Leu) a
exprimuje se v kontrolnich i infikovanych rostlinach. Treti varianta ma ve zkoumaném Gseku
tfi mutace, které maji za nésledek 2 zamény aminokyselin (T275A, C306T, A421C; 1le92Lys,

Metl41leu) a byla zjisténa v bance

H1bZIP2 MASSKWVL A§§ NSRNSDLSRE S55ASS5-AV RRPELSFSDQ QAHIIMNSNNM 50
AthZIP13 I = T - R I....T.555 I..Q00.RRD LTSVGYGGR. ° R R , .
fragmentu z infikovanych rostlin. Nelze
GGDHTAKPEM TVDGFLRNVY DATP--AAES TLLDAQITLI L\PIPLﬂ_Vbﬂ '1m
D.LY¥S55N=-.. «E.I.HDTF ASD.PAPT.. S....5.M.M .AS.APMEIT v 0o y- 3 v 7
(1) vSak kvuli malému pocCtu zkoumanych
MJRTfDLNS G5-IG555AP KTVDEVWREI I.‘-TGDDKECFE EEQDHVNE 150
TTT.S50WWDH GGETETTRGG .5...1...M .EG.GM.. .TSEEI.... I'4 = 4 7. 4
o . sekvenci vyloucCit také pritomnost této
DF LAKTGIA SVEEEDJ!:SL PAPLTESLSS ;LFS:ESIF‘P sPLoaLDNvE 200 °
. AAVE DETAVTASAE DLDVKIPWTN YGFDHSAP.H M.F.MI.HK.. Sekvence V bance fragmentu
DMA binding
GCIIGI'JNG/ E\ I._-GGGA'-\GG F‘GKR’RIWLE "LDK-‘-\AOQF‘Q RRI\'IIKNI' Esa 260 , . , ,
----- VIV AT z kontrolnich rostlin. Ziskana sekvence
mnt|f baslc mot|f Leu zip
AR.»RER-(Q)\/ Qv ELE.»L.-'-\\R LEEENDRLLE EKAERTKERF KOLMEKVIFY 300 - - s
------------- A R aminokyselin HIbZIP2 byla porovnana
K—— /LRRVRSLA) 320 ;s v vevs
VeiPRQR  FeoiXoiEe s databazi Blast. Jako nepfibuznéjsi

Obr.14: Porovnani dedukované primarni sekvence protein byl nalezen AtbZIP13
aminokyselin  HIbZIP2 a AtbZIP13 (GenBank AC:

BN000024). Znamé strukturni elementy AtbZIP13 jsou  (GenBank AC: BN000023, TrEMBL:
porovnany se sekvenci HIbZIP2: DNA binding motif —

DNA-vazebna doména, vysoce konzervované aa N a R Q9FNBY, lokus At5g44080)
jsou oznaCeny CtvereCkem; basic motif Leu zip -
oligomerizatni doména s motivem leucinového zipu,
leuciny pravdépodobné tvorici leucinovy zip jsou
podtrzeny; (1) a (2) — potencionalni mista fosforylace
kazein kinazy II; (3) — konzervovana doména s neznamou  (ExPASy Blast2). Na  zakladé
funkci. NLS bohaty na R/K se nachazi vramci DNA-

vazebné domény. Mista s vyskytem sekvenénich variant — porovnani sekvenci aminokyselin byla

(popsané vySe a vkap. 4.4) jsou vyznateny plnou . i 3 i
kruhovou znackou. identifikovana DNA-vazebna doména a

s podobnosti na drovni sekvence DNA

57 % a na Urovni sekvence aa 58 %
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leucinovy zip HIbZIP2. VySe uvedené zmény aminokyselin pravdépodobné nemaji vliv na
funk&nost proteinl, nebot’ se nachazeji mimo tyto vysoce konzervované domény. Vzhledem
k rozsahu provedenych analyz viak nelze vyvodit presné zavéry, dokud nebudou provedeny
funkéni analyzy uvedenych faktorl. AtbZIP13 patfi do skupiny A (Jakoby et al., 2002),
pravdépodobné se Glastni procestl signalizace ABA nebo stresu. Zjisténa zména exprese
faktoru HIbZIP2 u chmelu je v souladu stimto predpokladem, nebot’ viroidni infekce je
rozhodné stresovym agens. Nalezene pfibuzné sekvence HIbZIP2 by mohly mit prakticky
dopad v podobé alternativnich sond pro hledani dal$ich homologl rodin transkripénich
faktord, avsak nelze vyloucit sekvenéni uniformitu mimo variabilni amplifikovany UGsek.
Nebylo zjisténo, zdali ke zvySeni exprese faktorl bZIP u chmele dochazi v ramci
obecné odpovédi na stres v podobé viroidni infekce, nebo zda se jedné o jiny mechanizmus
regulace. Dle sekvencnich analyz vychézi nejvétsi pfibuznost HIbZIP2 s AtbZIP13, patficim
do skupiny A (Jakoby et al., 2002), ve které se dle dostupnych informaci studované faktory
UCastni signalizace abscisové kyseliny nebo stresu. Lze také predpokladat, Ze dochazi
k odlisné expresi TF vlivem infekce CPFVd. Regulace chmelovych transkripénich faktorl
vSak zlstava predmétem dalSich vyzkum( v laboratofi OMG. Prvotnim zdrojem informaci
budou promotorové sekvence chmelovych transkripénich faktord, jeZz lze zkoumat také
v heterolognich systémech v konjugaci s reportérovymi geny GUS a GFP, popf. v in vitro

podminkach za vyuziti ,,shift assay* a dihybridnich systémda.
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6. ZAVERY

a) Byl pfipraven infek¢ni vektor na zékladé plazmidu pUC19 s dimerickym inzertem
HSVd resp. CPFVd. PFitomnost inzertu byla potvrzena a orientace fragment( viroid( ovéfena
restrikéni analyzou. Timto vektorem byly inokulovany rostliny chmelu cv. Admiral. Rostliny
byly Gspésné infikovany a bylo zjisténo, Ze je mozné pomoci biolistické inokulace infikovat
chmel takeé viroidem CPFVd.

b) Pro analyzu exprese byly s pouZitim gradientové PCR optimalizovany podminky
amplifikace a ovéreny pro kultivar Admiral.

c) Hladina exprese vybranych chmelovych transkripénich faktord byla hodnocena a
srovnana v kontrolnich a infikovanych rostlindich chmelu pomoci semikvantitativnich a
kvantitativnich metod. Bylo zjiSténo, Ze vlivem viroidni infekce dochézi ke zvySeni exprese
mRNA znamych TF chmelu. Zejména byla charakterizovana zména exprese gend doposud
nepublikovanych TF HIbZIPA a HIbZIP2.

d) Pomoci termodynamickych metod byla zjisténa sekvencni variabilita v rdmci
exprimované skupiny mRNA HIbZIP2. Byly identifikovany celkem tfi sekven¢ni varianty,
coZ svédci o expresi genové rodiny tohoto faktoru.

e) Ziskana data jsou v souladu s dostupnymi informacemi. Bylo zjisténo, Ze vlivem
infekce viroidu dochéazelo ke zménam sloZeni sekundarnich metabolitd, pficemz dochazelo
k odliSnym zménam pfi infekci HSVd a CPFVd v zavislosti na genotypu chmele. Dle
porovnani sekvence HIbZIP2 bylo zjisténo, Ze pravdépodobné patfi do skupiny TF

UCastnicich se signalizace stresu a/nebo ABA.
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8. POUZITE ZKRATKY

aa: aminokyseliny

cDNA: ,,complementary/copy DNA*

DEAE: dietylaminoetyl (celul6za)

EtBr: ethidiumbromid

HPLC: ,,High-Performance Liquid Chromatography*

IAA: iso-amylalkohol

NEB: New England Biolabs

PCR: ,,Polymerase Chain Reaction*, polymerazova retézova reakce
RT-PCR: ,,reverse transcriptase“-PCR

TF: transkripcni faktor(y)
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