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1. Uvod

1.1. Viroidy

Viroidy jsou nejmensi znami submolekularni parazité vyssich rostlin. Jejich objev a
pojmenovani je pripisovano Theodoru O. Dienerovi (Diener et al., 1971). Jedna se o kratké
infek¢ni jednofetézcové molekuly RNA (246-401 nukleotidit). Tyto molekuly jsou cirkularni
a kovalentné uzaviené, tvorici tak specifickou sekundéarni strukturu, ve které se stiidaji
kovalentné uzaviené dvoufetézcové useky s jednotfetézcovymi smyckami (Obr. 1). Cirkuldrni
RNA molekula viroidi je zcela ,,hola“, coz znamen4, Ze ji neobaluje Zadny proteinovy plast
jako u vir. Déle se u viroidi neprokazala translacni aktivita, hovotime tedy o nekddujicich
RNA. Vzhledem Kk absenci translaéni aktivity jsou tedy plné odkazany na hostitelské proteiny
a enzymy (narozdil od RNA virt, které si v hostitelské bufice vytvaii fadu vlastnich proteint

¢1 enzymt). Viroidy jsou také na rozdil

A od satelitnich RNA schopny autonomné
se replikovat v rostlinné hostitelské
B buiice. Pohyb viroidli na mezibunécné
urovni  je uskuteciiovan ~ pfes
plazmodezmata (Ding et al., 1997),
C

systémove pak skrze cévni svazky, a to

Obr. 1: Schématické znazoméni sekundarich struktur viroidi: konkrétné pres flocm (Tabler et al.
PSTVd (A), ASBVd (B) a PLMVd (C). Prevzato z Géra-Sochacka 2004, Flores et al., 2004, Flores et al.,
200 2005).

Pivod viroidl neni zcela objasnén. Existuji dvé hlavni hypotézy — prvni hypotéza
poklada viroidy diky své ,,jednoduchosti (hold RNA molekula, pfitomnost jednoduchych
ribozymt, absence translacni aktivity) za pozistatky RNA svéta, tedy tzv. ,,RNA fosilie®.
Druhé hypotéza naopak poklada viroidy za vysoce ptizplisobené a evolu¢né pomérné mladé
transkripéni parazity schopné se rychle pfizplsobit zméndm v rostlinném metabolismu
(Tabler et al., 2004, Flores et al., 2004).

Z dosavadnich vyzkumt bylo dok4zéano, Ze prakticky kazdy nukleotid je funkéni a pod
urcitou selekci (Tabler et al., 2004). Zaména pouze jednoho ¢i nékolika nukleotidil je schopna
zapiiCinit dramatickou zménu virulence viroidu ¢i zménit jeho specificitu pro hostitelskou
rostlinu (Matousek et al., 2007, Matousek et al., 2010, Wassenegger et al., 1996). Existuje

vsak ur€ita sekvencni variabilita (zvlasté v P doméng¢), kterd viroidim zarucuje dostatecnou
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flexibilitu v ptizpisobivosti vzhledem k rostlinnym hostitelim a jejich metabolickym
pochodiim. Naptiklad tepelny stres, kterému byly vystaveny rostliny Nicotiana benthamiana
infikované viroidem PSTVd, zptsobil urcité mutace praveé v levé ¢asti sekundarni struktury,
kde se nachazi P doména (Matouéek et al., 2004a).
aktivity — komplementarn¢ uzavienda RNA molekula s mnohymi smyckami vytvaii nékolik
specifickych signalti pro hostitelské faktory a enzymy, které se pitimo ¢i nepiimo podileji na
zivotnim cyklu viroidl v rostlingé (Zhong et al., 2008, Kalantidis et al., 2007). Sekundarni
struktura dale pravdépodobné hraje roli v rezistenci nékterych viroida vuéi RISC-komplexu, a
tedy brani jejich degradaci pii RNA-silencingu (Itaya et al., 2007, Wang et al., 2004).
Taxonomicky jsou viroidy rozdéleny do dvou celedi. Do celedi Pospiviroidae patii
vice jak 24 druhu viroidi rozdélenych do 5 rodu (Apscaviroid, Cocaviroid, Coleviroid,
Hostuviroid a Pospiviroid). Jejich typicka sekundarni tyCkovita struktura je rozdélena na 5
strukturnich a funkénich domén (Obr. 2). Centralni doména obsahuje centralni konzervovany
region — CCR (central conserved region). V T doméné se muze nachazet koncovy
konzervovany region (TCR — terminal conserved region) a koncova konzervovana smycka
(TCH — terminal conserved hairpin). Podle odlisnosti sekvence CCR a pfitomnosti ¢i
nepfitomnosti TCR a TCH se zastupci ¢eledi Pospiviroidae rozdéluji do vyse zminovanych
rodd (Flores et al., 2004). U vétSiny zastupct skupiny Pospiviroidae se v Tr doméné nachazi
tzv. RY motiv, odpovédny za specifické vazani proteinu Virpl (Viroid RNA-binding protein
1), obsahujici jaderny signal a pravdépodobné transportuje molekuly viroidi do bunétného
jadra. Tyto motivy existuji dva — vnitini a koncovy, ale silnéji se projevuje motiv koncovy
(Maniataki et al., 2003). Zastupci této celedi se replikuji v jadfe hostitelské bunky
v asymetrickém replika¢nim cyklu (Obr. 3). Mezi nejznaméjsi zastupce ¢eledi Pospiviroidae
patii naptiklad PSTVd (Potato spindle tuber viroid), CEVd (Citrus exocortis viroid) a HSVd
(Hop stunt viroid), (Flores et al., 2004, Daros et al., 2006).
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Obr. 2: Sekundami struktura viroidu PSTVd-AS1; zndzornéni strukturnich domén: T doména (zahrnujici TCR), P doména,
C doména (zahrnujici CCR), V doména a Tr doména (zahrnujici oba RY motivy poutajici Virpl). Smycka E, nachazejici se
Vv CCR, je funkéni doména nachazejici se v mnoha RNA, u viroidl se podili na procesu ligace monomernich PSTVd (+)
RNA transkriptt.



Celed Avsunviroidae zahrnuje podstatné méné druhd rozdélenych do 2 rodd
(Avsunviroid a Pelamoviroid). V ¢eledi Avsunviroidae je tyckovita sekundarni struktura
typicka pro ASBVd (Avocado sunblotch viroid) a ELVd (Eggplant latent viroid), viz Obr. 1-
B, ov8em dalsi zastupci (napt. CChMVd - Chrysanthemum chlorotic mottle viroid a PLMVd
- Peach latent mosaic viroid) maji zna¢né rozvétvenou sekundarni strukturu (Obr. 1-C). Na
rozdil od celedi Pospiviroidae zastupci celedi Avsunviroidae postradaji centralni
konzervovanou doménu (CCR). Replikace probiha v chloroplastech za pfitomnosti jaderné
RNA — polymerazy v symetrickém replika¢nim cyklu (Obr. 3). Dalsim zajimavym faktorem
této celedi je pfitomnost ribozyml — jednd se o maly RNA motiv, ktery se pifi pokojové
teplots, neutralnim pH a v pritomnosti dvojmocného kovu (nejéastéji Mg®") sam §tdpi a
vytvaii 2¢,3‘-fosfodiesterovy a 5°-OH konec (Flores et al., 2004).

Replikace viroida probiha mechanismem valivé kruznice pomoci hostitelskych DNA-
dependentnich RNA-polymeraz (Tabler et al., 2004), které za normalnich okolnosti katalyzuji
syntézu mRNA podle templatového (-) DNA fetézce. Mechanismus, ktery donuti tyto
polymerazy katalyzovat polymeraci podle RNA templatu, neni vSak dosud objasnén.
V pribéhu replikace obou celedi jsou pfitomny pouze RNA intermediaty. Zastupci Celedi
Pospiviroidae se replikuji v jadfe za pomoci RNA-polymerazy II, zatimco zastupci Celedi
Avsunviroidae se replikuji v chloroplastech pomoci jaderné RNA-polymerazy casto
oznacované jako NEP - nuclear-encoded polymerase (Daros et al., 2006). U druhu PSTVd
muZzeme nalézt tfi iniciaéni mista pro replikaci in vivo - A111l, G168 a A325 (Tabler et al.,
2004).

A Asymmetric varlant (family Pospiviroldae)
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B Symmetric varlant (famlily Avsunviroidae)

Obr. 3: Schéma replikace obou ¢&eledi: A) Pospiviroidae: infekéni monomerni (+) cirkularni RNA - replikace (RNA
polymeraza II) na ,hlava-ocas“ (-) multimery, které slouzi jako templaty pro druhou RNA-RNA replikaci = vysledné
,hlava-ocas® multimery (+) jsou §tépeny na jednotlivé monomery (hostitelské RNazy)—> ligace (RNA ligaza) na kone¢né
cirkularni RNA; B) Avsunviroidae: infekéni monomerni (+) cirkularni RNA - replikace (NEP) na ,hlava-ocas® (-)
multimery - $té€peni pomoci ribozymi na jednotlivé monomery (-) = replikace na ,,hlava ocas® (+) multimery = $t€peni
pomoci ribozymi na jednotlivé monomery (+) = ligace na kone¢né cirkularni RNA. Ptevzato z Flores et al. (2004).
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1.2. Patogeneze viroidi a RNA silencing

Viroidy zpiisobuji vazna onemocnéni u mnoha vyssich rostlin. Symptomy typické pro
viroidni infekci jsou napftiklad zakrslost, epinastie, nekrdzy, chlorotické a nekrotické 1éze,
poruchy vyvoje ur€itych organd a vzacné i smrt rostliny (Flores et al., 2005, Owens et al.,
2009).

Viroidni patogeneze je velmi specificky proces, u kterého zalezi na genotypu viroidu a
genotypu hostitelské rostliny. Naptiklad odli$né kultivary rajc¢ete (L. esculentum) jsou rizné
senzitivni pro stejny kmen viroidu PSTVd (Matousek et al., 2007). Pfi urcitych kombinacich
hostitelskych rostlin a specifického viroidu mizeme tedy dosdhnout symptomi silnych,
mirnych anebo symptomy nemusi byt viibec detekovany. Projev symptoml miize byt vSak
zavisly 1 na fyzikalnich podminkach - exprese symptomi je obecné podporovana veétsi
intenzitou svétla a vyssi teplotou (Flores et al., 2005).

Mechanismy viroidni patogeneze nejsou dosud zcela objasnény. Exprese symptomi
typickych pro viroidni infekei je pravdépodobné vysledkem slozitych interakci viroidni RNA
a bunénych faktor, které vedou ke zménam ve vyvoji, metabolismu a fyziologii
hostitelskych rostlin.

Jednou z takovychto interkaci je napiiklad pfimé ovlivnéni exprese ur¢itého genu ¢i
funkce urcitych transkripcnich faktort. Viroid PSTVd napftiklad transkripéné aktivuje kinazu
PKV (protein kinase viroid-induced, GenBank Accession no. AF143505) v rostlinach rajcete
(Hammond et al., 2000). Jedna se serinovou-threoninovou kinazu ztfidy AGC VlIila
signalnich kindz. Funkce PKV v rajceti neni dosud zcela jasna, existuji vSak dikazy o jejim
zapojeni v signalnich drahach giberelini (Hammond et al., 2009). Kmen PSTVd-AS1 také
pravdépodobné aktivuje expresi apoptotickych nukledz, naptiklad v rajéeti objevenou
nukleazu — TBN1 (tomato bifunctional nuclease 1, AC: AM238701) (Matousek et al., 2007).

Dal§i a dnes nejvice zkoumanou moznosti viroidni patogeneze je Uloha viroida
v procesu tzv. RNA silencingu. Jedna se o regulacni a obranny mechanismus mnohych
eukaryotnich organismu, ktery spociva v sekvenéné-specifické degradaci RNA ¢i upravé
DNA pomoci malych (21-26 nukleotidi) regulacnich RNA molekul. Tyto malé RNA
molekuly jsou rozdéleny do 2 tfid podle vzniku a mechanismu ptisobeni — miRNA (micro
RNA) a siRNA (small interfering RNA). Regulace muze probihat na urovni iniciace
transkripce (TGS - trascriptional gene silencing) nebo na postranskripéni urovni degradaci
RNA (PTGS — post-transcriptional gene silencing) (Flores et al., 2005, Vaucheret, 2004).



mMiRNA molekuly (21-24 nukleotidt) jsou endogenniho puvodu. Vzniklé prekursory
miRNA (nekodujici jednofetézcové transkripty) vytvareji vlasenkovou strukturu s ¢aste¢nymi
dvoutetézcovymi useky. Prekursory jsou nasledné $tépeny enzymy rodiny DCL (Dicer-like)
patiicim do tfidy RNéaz typu III. Vzniklé miRNA jsou poté inkorporovany do
ribonukleoproteinového komplexu RISC (RNA-induced silencing complex) s RNazovou
aktivitou, ktery na zdkladé¢ komplementarity vyhledava cilové molekuly mRNA. miRNA
molekuly tedy hraji roli v PTGS, kdy reguluji expresi zejména vyvojovych genli pomoci
sekvenéné-specifické degradace prislusnych mRNA ¢i inhibice transkripce (Carrington et al.,
2004, cit. dle Flores et al., 2005).

siRNA molekuly (21-26 nukleotidit) jsou zejména exogenniho ptivodu a jsou zapojeny
jak v procesu TGS, tak i PTGS. Pti TGS negativné reguluji genovou expresi siRNA-fizenou
methylaci DNA. Jedna se o proces, ktery je u rostlin spojeny s modifikaci histonii (Flores et
al., 2005). Proces PTGS spojeny s siRNA je eukaryoty vyuZzivan zejména jako obrana proti
virim a satelitnim RNA. Spoustééem tohoto mechanismu je dsRNA, kterd je St€pena opét
enzymem DCL na siRNA molekuly. Ty jsou inkorporovany do RISC komplexu, jenz
nasledné degraduje ssSRNA komplementarni k integrovanym siRNA (Baulcombe et al., 2004,
cit. dle Flores et al., 2005). Proces PTGS probiha v cytoplazmé, u PSTVd a jinych druhti
¢eledi Pospiviroidae by mohl vsak byt lokalizovan i v jadfe. Napt. v genomu A. thaliana byly
identifikovany 4 druhy Dicerti, z toho 2 druhy (DCL1 a DCL4) obsahuji jaderny lokaliza¢ni
signdl (Schauer et al., 2002, cit. dle Tabler et al., 2004).

Dtkazem o probihajicim PTGS vrostliné jsou pak sekvenéné specifické siRNA
molekuly. Role viroidt jako spoustéct PTGS je potvrzovana piitomnosti viroid-specifickych
SiRNA molekul v rostlinach prokazatelné infikovanych viroidem (Matousek et al., 2007; Itaya
et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001; Martinez et al., 2002). Ulohu viroid-specifickych
SIRNA Vv projevu symptomi u napadenych rostlin podporuje i experiment Wanga, ktery
prokazal, ze u rostlin rajcete (L. esculentum) K projevu symptomu sta¢i i nereplikativni
fragment viroidu PSTVd produkujici siRNA (Wang et al., 2004).

DalSim ditkazem potvrzujicim spojeni mezi viroidni patogenezi a PTGS je zavislost
projevu symptomu u rostlin infikovanych HSVd na aktivit¢ RDR6 (RNA-dependent RNA
polymerase 6). RDR6 je jednim z kli¢ovych enzymii kaskddy PTGS, nebot’ syntézou 2.
fetézce RNA tvoii z ssSRNA dsRNA, ktera je substratem pro DCL pii PTGS (Gomez et al.,
2008). Dale byla pozorovana silnd korelace mezi projevem symptomu a viroid-specifickym

PTGS, kdy se u rostlin infikovanych HSVd a péstovanych pfi teploté inhibujici proces PTGS



(14 °C) neprojevily symptomy na rozdil od rostlin péstovanych pii 28 °C, pfi¢emz u obou
variant byla detekovana vysoka hladina HSVd (Gomez et al., 2008).

Predstavou tedy je, ze produkované viroid-specifické siRNA mohou hrat roli miRNA
a degraduji mRNA ¢i inhibuji translaci urcitych regulacnich enzym ¢i transkripcnich faktora
V hostitelské rostling.

Studium viroidni patogeneze je tedy zdsadni ze zeméd¢€lského hlediska - jako parazité
vysSich rostlin zptsobuji zdvazna onemocnéni u nekterych kulturnich plodin (Obr. 4) ¢i
negativné ovliviiuji hladinu vyznamnych sekundérnich metaboliti (Matousek et al., 2001). A

dale pak také z hlediska molekularné biologického, kde slouzi jako ,,modelové organismy*

Obr. 4: Symptomy typické pro ur¢ité zastupce viroidit: (a) PSTVd na bramb. hlizach (nalevo) a zdravé (napravo), (b) CEVd
u kofene pomerancovniku, (c) PBCVd na hrusce A20, (d) CSVd u kvétu chryzantémy (dole) a zdravé (nahote), (¢) CSVd na
listech chryzantémy (vpravo) a zdravé (nalevo), (f) CChMVd na listech chryzantémy (vpravo) a zdravé (vlevo), (g) CCCVd
na listech kokosové palmy (vlevo) a zdravé (vpravo), (h) chlor6za (peach calico) zpisobena PLMVd, (i) zkracovani
internodii u okurky zptisobené HSVd (vpravo) a zdravé (vlevo), (j) HSVd na okurkach (4 zleva) a zdrava (vpravo), (k)
skvrnitost jablek zplisobena ASSVd, (1) ASBVd symptomy na plodech avokada. Pfevzato z Flores et al. (2005).

1.3. Transkrip¢ni faktory

Iniciace transkripce u eukaryotnich organismi se vyznacuje kooperaci specificky se

vazicich proteind, transkripcnich faktorti (TF), a RNA-polymerazy vytvarejici tak slozity

.....

exprese zalozeny na specifické vazbé TF na DNA cis-element ¢i jiny TF. Mimo piimou



interakci s transkripénim aparatem ovliviiuji TF i funkce proteinti remodelace chromatinu.
Veskeré¢ plisobeni TF je iniciovano urcitym vyvojovym, hormondlnim ¢i environmentalnim
signadlem. TF tedy pulsobi jako aktivatory ¢i jako represory transkripce, kdy v kone¢ném

dasledku zvysuji €1 snizuji hladinu mRNA regulovaného genu.
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Obr. 5: (A) Organizace obecného eukaryotniho genu naznacujici relativni pozice transkribovaného tseku, promotoru a
vazebnych mist pro transkripéni faktory (B) Idealizovany promotor pfi aktivaci - iniciace transkripce vyzaduje specifickou
spolupraci nékolika desitek proteint, véetné komplexu RNA polymerazy II, TATA-binding proteinu (TBP), TAF proteina
(TBP-associated factors neboli obecné transkripéni faktory), transkripéni faktory a kofaktory a komplex remodelace
chromatinu. Pievzato z Wray et al. (2003).

Transkripéni faktory obsahuji né€kolik funkénich domén, determinujicich tak jejich
funkci a specificitu (Liu et al., 1999):

1) DNA-vazebné domény obsahuji charakteristické strukturni motivy slozené z
urc¢itych aminokyselinovych zbytkd, které zajistuji sekvencné specifickou vazbu TF na DNA
V mist¢ cis-elementti. Mezi tyto strukturni motivy patii naptiklad leucinovy zip, zinkové prsty,
motiv helix-otacka-helix (,,helix-turn-helix*“ — HTH) ¢i motiv helix-smycka-helix (,,helix-
loop-helix®“ — HLH), viz Obr. 6. Dalsi aminokyselinové postranni fetézce nachazejici se
v doméné¢ zlepSuji vazbu TF pomoci nespecifické interakce s fosfatem ¢i deoxyribozou.

2) oligomerizaéni domény zajistuji formaci hetero- a/nebo homopolymert TF.
Ovliviyjyi tak vazebnou specificitu, afinitu TF k promotorovym elementim a jadernou
lokalizaci. Vzniklé oligomery jsou stabilizovany hydrofobnimi ¢i hydrofilnimi interakcemi
mezi postrannimi aminokyselinovymi zbytky.

3) transkripcné regulacni domény, které jsou zodpovédné za aktivaci ¢i represi funkce

daného TF.



4) NLS (,,nuclear localization signal*) — jedna se o tisek TF bohaty na argininové nebo
lysinové zbytky zajist'ujici selektivni transport TF do jadra. Existuji TF bez NLS, u nichz se
predpoklada, ze jsou do jadra importovany pomoci dimerizace s proteiny vlastnicimi NLS

(Goldfarb et al., 1994 cit. dle Liu et al., 1999).
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Obr. 6: (A) Schématické zndzornéni strukturnich motivii nachazejicich se v TF a DNA-vazebnych proteinech (B)
Schématické znazornéni interakce DNA-protein u vybranych strukturnich motivi. Pfevzato z Strachan et al. (1999).

V této praci byla studovana aktivace promotoru transkripéniho faktoru VSF-1 (vs-1
binding factor). Tento TF naseda na 28 bp dlouhy DNA element zvany vs-1 (vein-specific)
nachazejici se v promotoru genu grpl1.8 (glycine-rich protein) v rostlinach fazolu. Gen grpl.8
je Cinnosti VSF-1 a dalSich faktorti specificky exprimovan pouze v bunikich xylému a
vysledny strukturni protein GRP1.8 je zabudovavan do bunécnych stén vznikajicich trachei.
Faktor VSF-1 je charakterizovan bazickou doménou néasledovanou motivem leucinového zipu
(bZIP doména), pomoci kterych se vaze na vs-1 element a aktivuje tak vaskularné-specifickou
expresi grpl.8 (Torres-Schumann et al., 1996). Studium aktivace promotoru VSF-1 bylo
provadéno na pozadi viroidni infekce, nebot” bylo zjiSténo, ze kmen PSTVd ASI, ktery je
letalni pro L. esculentum, vyvolava u experimentalnich rostlin rajcete vyraznou degradaci

xylému Vv fapicich list (Matousek et al., 2007) — viz Obr. 7.



Obr. 7: Pii¢ny fez fapiky listd zdravych a PSTVd infikovanych rostlin L. esculentum - (A) zdrava rostlina; (B) schématicky
nakres obrazku A, kde ph — floém, x — xylém; (C) PSTVd AS1 infikovana rostlina — 63 dpi, 70 dni stara rostlina; (D) rostlina
infikovana PSTVd QFA — 22 dpi, 30 dni stara rostlina; zvétSeni 51x (pfevzato z Matousek et al., 2007).

1.4. Supresory silencingu

PTGS neslouzi pouze jako regulacni mechanismus, ale zejména jako obrana proti
virim na molekularni trovni. Existuji vSak proteiny produkované viry, které inhibuji PTGS
V napadeném organismu, tzv. supresory silencingu. Supresory silencingu interaguji s riznymi
komponenty kaskddy PTGS inhibujici tak tento proces riznymi zplisoby. Virové supresory
silencingu nejsou specializovanymi makromolekulami, jednd se o enzymy c¢i proteiny
s ruznou funket, které vSak dodate¢né potlacuji silencing v napadené rostlin€.

Naptiklad supresory pl15 (Pecluvirus), p19 (Tombusvirus) a HC-Pro (Potyvirus) vazi
siRNA molekuly, ¢imZ blokuji jejich navdzani do RISC-komplexu (Mérai et al., 2006;
Silhavy et al., 2002; Lakatos et al., 2006). Naproti tomu supresor 2b z viru mozaiky okurky
(Cucumber mosaic virus) se vaze na Argonaute-1 protein (AGO1), ¢imz inhibuje restrikéni
aktivitu RISC-komplexu, jehoz je AGOI soucasti (Zhang et al., 2006). Supresor p25
(Potyvirus) rovnéz interaguje s AGO1, ovSem s tim rozdilem, Ze po navazani zprostfedkovava
jeho degradaci (Chiu et al., 2010). Supresor p38 (Carmovirus) inhibuje funkci DCL4 (Deleris
et al., 2006), zatimco supresor AC2 (Geminivirus) ovliviiuje expresi hostitelskych gent
kodujicich efektory RNA silencingu (Trinks et al., 2005). Existuje vSak cela fada supresort, u

kterych neni mechanismus ptsobeni doposud zcela objasnén.

1.5. Systém leaf factory a agro-infiltrace

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni proteobakterie napadajici dvoudélozné

rostliny, u kterych vyvolava charakteristické nadorové bujeni na kofenech. Vznik nadort je

wrwe

(tumor-inducing). Ti plasmidy obsahuji T-DNA region (transfer DNA), ktery se zacleni do

jaderné DNA rostliny. T-DNA region obsahuje geny, které ovliviiuji tvorbu auxinu a
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cytokinind, kdy nadprodukce a zménény pomér téchto fytohormonl zpiisobuje mnozZeni
nediferenciovanych nadorovych bunék (Necasek, 1993).

Ume¢élou upravou Ti plasmidl, kdy zaménime geny pro nadprodukci fytohormont s
nami zkoumanym genem v T-DNA oblasti, byl ziskan efektivni systém pro transformaci
rostlin pomoci rekombinantnich A. tumefaciens (viz napi. Gelvin et al., 2003). Rostliny tak
mohou byt pomoci agro-tranformace pouzity jako expresni systém k produkei
rekombinantnich proteini. Rekombinantni A. tumefaciens mizou byt pouzity i pro systém
transientni exprese, kdy jsou rekombinantni A. tumefaciens infiltrovany do diferenciovanych
pletiv rostlin (tzv. agro-infiltrace). VétSina bunék v infiltrované oblasti je pak transformovana
a produkuje transgen. Tento systém je vyhodny zejména pro svoji rychlost, flexibilitu a
moznost kombinace nékolika transgenti najednou (Voinnet et al., 2003). ZvySeni efektivity
systému transientni exprese miize byt dosdhnuto koinfiltraci transgenii pro virové supresory
silencingu, které potlacuji PTGS vyvolany ptitomnosti cizorodé DNA (Voinnet et. al, 2003).

Biotechnologicky systém leaf factory vyuziva procesu transientni exprese po infiltraci

tekuté kultury rekombinantnich A. tumefaciens do listi Nicotiana benthamiana (Solanaceae).

1.6. Cile prace

Cilem mé prace bylo: (1) zkonstruovat infekéni vektory, obsahujici dimerni fragment
kontrastnich kmentt PSTVd Mild a C3 ve znamé orientaci pod promotorem 35S v expresnim
rostlinném vektoru pLV07, vhodné pro inokulaci rostlin N. benthamiana pomoci agro-
infiltrace

(2) popsat symptomy projevené v priabéhu viroidni infekce u rostlin N. benthamiana
inokulovanych kmeny PSTVd pomoci zkonstruovanych vektortli; dale ziskat a charakterizovat
rostliny N. benthamiana transformované kmenem PSTVd AS1

(3) pomoci ziskanych vektort spolu s diive pfipravenym vektorem pro PSTVd AS1
analyzovat zmény v aktivaci vybranych rostlinnych promotorti v zavislosti na pfitomnosti

supresoru silencingu a viroidni infekce.
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2. Metody a material

Pfi své praci jsem dodrzoval zasady bezpeénosti prace, organizaéni fad BC AV CR
UMBR a interni smérnice oddéleni molekularni genetiky BC AV CR UMBR pro praci s
karanténnimi viroidnimi patogeny a geneticky modifikovanymi organismy a déle pak pro

praci v izotopové laboratofi.

2.1. Materidl

2.1.1. Rostlinny materidl

Béhem prace byly pouzity rostliny Nicotiana benthamiana, cv. Samsun NN. Rostliny
byly péstovany ve skleniku pfi teploté¢ 25 °C + 3 °C za pfirozeného denniho svétla a
dodate¢ného prisvécovani (170 pmol.m2s™ PAR) pro udrZeni 16-ti hodinového denniho

rezimu.

2.1.2. Biochemicky materidl

Byly pouzity restrikéni endonukleazy Ascl, BamHI, Pacl, Styl, Xbal, Xmal a Xhol
s ptislusnymi pufry (NEB, Takara). T4 DNA ligaza (Takara) a PCR master-mixy s Taq
polymerazou (Qiagen) a s Pwo polymerazou (Roche). Pro urCeni velikosti fragmentd pfi
elektroforéze byl pouzit DNA marker (1kbp DNA ladder GibcoBRL) a RNA marker (RNA
markers 9PIG319A — Promega). Pfi molekularni hybridizaci byl pouzit radioaktivni izotop a-
[32P]dCTP (3000 Ci/mmol; MP Biomedicals); dale pak nylonovd membrana s upravenym
nabojem a velikosti pord 0,45 pm (Sigma) pro koloniovou hybridizaci a RNA membrana

(Biodyne A Membrane 0,2 um, PALL) pro dot-blot hybridizaci a Northernovy blot.

2.1.3. Primery

M13f -5 GTT GTA AAACGA CGG CCAGT 3

M13r -5 CAC AGG AAACAGCTATGACC 3

BPUCLINK-Xba: 5°’-AAT TCT AGA CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC C-3¢
BPUCLINK-Xho: 5’-GAC CTC GAG GGC CCC TGC AGG TCG ACA CTA GAG GAT C-
3¢
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2.2. Metodické postupy

2.2.1. Transformace bakterii Escherichia coli

LB médium (100 ml):

1 g kazein — Tryptone

0,5 g kvasni¢ny extrakt

1 g NaCl

upravit na pH 7,0, sterilizovat

Prace probihala ve sterilnich podminkach. Ihned po rozmrznuti kompetentnich bakterii
(kmen DHS5a) na ledu jsme aplikovali 1 pl purifikovaného plazmidu ¢i 5 pl ligaéni smési a
nechali jsme 30 minut inkubovat v ledu. Nasledoval 90-ti sekundovy tepelny Sok pii 42 °C ve
vodni lazni (HAAKE K20-DC1) a poté rychlé ochlazeni v ledu po dobu 2 minut. Ptidali jsme
predehiaté LB médium (37 °C, na 200 pl vzorku 800 pl LB média). Nasledovala kultivace
bakterii pfi 37 °C po dobu 1,5 h pfi 170 ot.min™ (tfepacka GFL 3032). Narostlou kulturu jsme
vyseli v rostouci koncentraci na selektivni agarovou pudu (1,5% agar; kanamycin 50 mg/I

nebo ampicilin 100 mg/l) a inkubovali dnem vzhuru pfes noc pii 37 °C.

2.2.2. Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

LK médium (100 ml): YEP médium (100 ml):
1 g sachar6za 1 g kazein - Tryptone
0,8 g kazein — Tryptone 0,5 g kvasni¢ny extrakt
0,4 g kvasni¢ny extrakt 0,8 g NaCl

0,2 g K;HPO, sterilizovat

30 mg MgSQO,

upravit na pH 6,8, sterilizovat

Prace probihala ve sterilnich podminkach. Bakterie (kmen LBA4404) jsme inokulovali
do 10 ml tekutého LK média a nechali jsme pies noc rist pfi 28 °C pii 100 ot.min™ (GFL
3032). Narostlou kulturu jsme upravili na ODggo = 0,02 piidanim Cerstvého LK média (na 200
ul bakteridlni suspenze 20 ml LK média). Bakterie jsme poté nechali inkubovat po dobu 4 h
pii 28 °C a 100 ot.min™ a nasledn& jsme bakterialni suspenzi centrifugovali 5 min. pfi 5000
ot.min™ (Hettich UNIVERSAL 32). Supernatant jsme slili a pelet promyli 20 ml 10 mM Tris-
HCI, pH 7,4-7,6 (objem je stejny jako puvodni objem média). Opét jsme bakterie nechali 5
minut centrifugovat pfi 5000 ot.min™. Supernatant jsme opét slili a buiiky zahustili
resuspendovanim ve 100 pul YEP média. Resuspendované buinky jsme piemistili do zkumavky
a pridali 5 pl plazmidové DNA (tj. 1-5 pg). Smés jsme 5 minut inkubovali v tekutém dusiku a
poté¢ 25 minut ve vodni lazni pti 37 °C (HAAKE K20-DC1). Suspenzi jsme poté zredili
ptidanim 0,5 ml &erstvého LK média a inkubovali 2 h pti 28 °C a 100 ot.min™". Nasledné byla
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suspenze nanesena V rostouci koncentraci na selektivni agarovou pudu LK (1,5% agar;

kanamycin 50 mg/l). Bakterie jsme nechali rust ptes noc pti 28 °C.

2.2.3. Transformace rostlin V. benthamiana pomoci A. tumefaciens

Meédium NBR1si (Nicotiana benthamiana regenerate — shoot inducing):

MS koncentrat (Duchefa) s vitaminy B5 0,5x
sachardza 1,5%
agar 0,8 %
NAA (auxin; o-naphftalene acetic acid) 0,1 mg/I
BAP (cytokinin; 6-benzylaminopurin) Imgl/l

Bakterie A. tumefaciens s pozadovanym konstruktem (¢.sb. 2554) byly kultivovany
v LK médiu s kanamycinem (koncentrace 50 mg/l) pii 28 °C a 120 ot.min™ pfes noc (tiepacka
GFL 3032). Po kultivaci jsme bakterialni kulturu sedimentovali stoCenim na 10 minut pii
5000 ot.min™ (Hettich UNIVERSAL 32). Sediment jsme poté resuspendovali ve 20 ml 100
uM MgSOs;.

Pomoci korkovace jsme odebrali n€kolik desitek diskt ze sttedné mladych listi ze 4-6
tydnti starych rostlin N. bethamiana (disky nesmély obsahovat okraje listi a silngjsi
zilnatinu). Disky jsme nasledné sterilizovali 15 minut v 10%-nim roztoku SAVO. Poté jsme
disky 3x proplachli ve sterilni H,O. K promytym diskiim jsme nasledné pfidali bakterialni
suspenzi a inkubovali 20 minut (spodni stranou diskl nahoru). Steriln€ jsme nasledné prendali
explantaty na misky s %4 MS médiem (Murashige and Skoog medium; bez antibiotik) a
prenesli do kultivaéni mistnosti (120 pmol.m™?.s™ PAR, 20 °C, 16-ti hodinovy denni cyklus).
Druhy den jsme explantaty sterilné piendali na misky s NBR1si médiem s antibiotiky
(kanamycin 50 mg/I, ticarcilin 250 mg/l). Explantaty jsme poté nechali kultivovat v kultiva¢ni
mistnosti pii stejnych podminkéch.

Kazdych 14 dni jsme sterilné ptenesli vzniklé kalusy na nové misky s NBR1si médiem
s antibiotiky. Regeneranty jsme steriln¢ pasazovali do skleniek se selektivnim MS médiem
(kanamycin 50 mg/l, tikarcilin 250 mg/l) a kultivovali pfi stejnych podminkach.

Pro kontrolu byla po zakofenéni regenerantll ¢ast pasaZzované rostliny odstfihnuta a
steriln¢ prevedena do Cerstvé sklenicky s MS selektivnim médiem. Pokud zakofenila 1 tato
pasdz, byla plivodni kofenici rostlina prevedena do plidy s perlitem (kofeny rostlin byly
omyty vodou pro odstranéni zbytkd agarového média). Kvétniky se zasazenymi rostlinami
byly pieneseny do uzavieného tésniciho pafniku a kultivovany ve fytotronu (120 pmol.m™?.s™
PAR, 23 °C, 16-ti hodinovy denni cyklus). Po 3-5 dnech byly pootevieny vétraci otvory na
painiku, aby klesla vzdus$na vlhkost a rostliny si vytvotily kutikulu. Po dalSich 5 dnech byly
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vétraci otvory otevieny upln¢ a nasledné byl kryt painiku zcela sundan. Rostliny byly ve
fytotronu ponechany zhruba mésic a nasledné pieneseny do skleniku pro produkci semen (N.
benthamiana je samosprasna rostlina). Témét zralé tobolky jsme vzdy odebrali do
mikrozkumavky, kde jsme je nechali dozrat a prasknout. Ziskana semena jsme nasledné
uskladnili v mikrozkumavce pii 4 °C.

Pro ziskani T1 generace jsme ziskana semena sterilizovali v 10%-nim roztoku SAVA
15 minut a nasledn€ jsme je 3% promyli ve sterilni H»O. Semena jsme poté sterilné piendali
na Petriho misky s MS médiem (0,8 % agar) a kanamycinem (50 mg/l). Abychom
synchronizovali kli¢eni, nechali jsme Petriho misky se semeny 3 dny inkubovat pii 4 °C. Po
inkubaci byla semena kultivovana v kultiva¢ni mistnosti (120 ;,Lmol.m'z.s'1 PAR, 20 °C, 16-ti
hodinovy denni cyklus). Po 3 tydnech byl zdokumentovan pocet rezistentnich (dlouhé koteny)
a senzitivnich rostlin. Cast ziskanych rezistentnich rostlin byla poté pfesazena do pudy
(postup totozny s vysazenim TO generace).

Segregacni test pro stanoveni poctu lokust, do kterych se zaclenila T-DNA byl

proveden pomoci chi-kvadrat (x?) testu:

M- O RS Oj = pozorovana frekvence
im1 E; Ei= ptedpokladana frekvence

2.2.4. Elektroforéza DNA na agarézovém gelu

10xTBE pufr (1000 ml):

1M Tris-borat pH 8,3 108 g Tris
0,88M kyselina borita 55g kyselina borita
20mM EDTA 7,44 g EDTANa,

5% koncentrovany nanaseci pufr:
0,01% xylencyanolova modr, 0,01% bromfenolova modt, 30% glycerin, 100 pg/ml EtBr, 5XTBE

Jedna se o separacni metodu, kdy jsou jednotlivé fragmenty DNA oddé€leny
Vv gelovitém prostiedi v zavislosti na jejich pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli.
V tomto piipadé je pohyblivost fragmentii pfimo umérna jejich délce, ¢ili kratsi fragmenty se
pohybuji rychleji nez delsi.

Odvazené mnozstvi agardzy jsme piidali do odméfeného objemu pufru 1xTBE tak,
abychom ziskali roztok agardézy o dané¢ koncentraci. Agarézu jsme rozpustili pfivedenim
roztoku k varu. Do roztoku ochlazeného na cca 50 °C jsme pridali ethidium bromid (na 100
ml gelu 1,7 pl zédsobniho roztoku EtBr — kone¢na koncentrace 250 ng/ml). Gel byl nalit do

elektroforetické vany supevnénym hiecbenem. Po ztuhnuti byl gel vlozen do
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elektroforetického tanku a zalit pufrem 1xTBE tak, aby hladina byla zhruba 5 mm nad gelem.
Po vyndani hiebene jsme do jamek aplikovali vzorky smichané s nanaSecim pufrem
v poméru. Tank s gelem a nanesenymi vzorky byl pfipojen ke zdroji stejnosmérného napéti
(OMNI-BIO BRNO Power supply model P1), pficemz vhodné napéti bylo nastaveno
Vv zavislosti na délce sledovanych fragmentl. Elektroforézu jsme nechali probihat az do
oddé¢leni sledovanych fragmentd. Gel byl analyzovéan na UV transiluminatoru (Chromato-Vue

TM-36, UVP) pti vinové délce 312 nm.

2.2.5. Izolace DNA fragmentu z agarézového gelu (QIAquick Gel Extraction Kit)

Tento kit byl pouzivan pfi extrakci DNA fragmentl o velikosti do 1 kbp (dle vyrobce
Ize izolovat fragmenty o velikosti 70 bp — 10 kbp).

Z agar6zového gelu jsme vyrtizli odpovidajici fragment pod UV lampou a zvazili jsme
jej (Sartorius Basic). Ke gelu jsme piidali 3% v/w pufru QG a umistili jsme jej do termobloku
(OMNI-BIO Brno) nahtatého na 50 °C. Gel jsme nechali za obéasného protiepani rozpustit a
poté jsme piidali 1% v/w izopropanolu. Vzorek jsme rozmichali a postupné aplikovali na
kolonku Qiagen. Cely objem vzorku jsme nechali 2x protéct pomoci stolni centrifugy
(HERMLE Z100M) pii cca 5000 ot.min™. Nasledné jsme kolonku promyli 500 ul pufru QG —
kratce na stolni centrifuze a poté 10 s pii 13500 ot.min™ (HERMLE Z233M). Dale byla
kolonka 2x promyta 650 pl pufru PE (stolni centrifuga). Promytou kolonku jsme pfemistili do
nové zkumavky a 5 min centrifugovali pfi 13 500 ot.min™ pro zbaveni se zbytkil pufru. Po
centrifugaci jsme pomoci pipety opatrné odebrali zbytky ethanolu a do stfedu kolonky jsme
aplikovali 50 pl predehtatého elu¢niho pufru EB. Poté jsme provedli eluci vzorku sto¢enim na

stolni centrifuze a poté max 10 s pfi 13 500 ot.min™.

2.2.6. Izolace DNA fragmentu z agarézového gelu (QIAEX® II Gel Extraction Kit)

Tento kit byl pouZivan pfi extrakci DNA fragmentii o velikosti nad 1 kbp (dle vyrobce
Ize izolovat fragmenty o velikosti 40 bp — 50 kbp).

Z agarozového gelu jsme vytizli odpovidajici fragment pod UV lampou a zvazili jsme
jej (Sartorius Basic). Ke gelu jsme piidali 3x v/w pufru QX; a 30 ul nosice, promichali a
umistili jsme do termobloku (OMNI-BIO Brno) nahiratého na 50 °C. Gel jsme nechali za
ob&asného protiepani rozpustit a poté jsme vzorek centrifugovali 30 s pii 10 000 ot.min™
(HERMLE Z233M). Opatrn¢ jsme odpipetovali supernatant a k sedimentu (nosi¢) jsme
piidali 500 ul pufru QX; a resuspendovali. Poté jsme vzorek opét centrifugovali 30 s pii

10 000 ot.min™ a supernatant odebrali. Sediment jsme 2x promyli vymrazenym pufrem PE
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(tzn. resuspendovat a sto¢it 30 s pfi 10 000 ot.min™) a poté jsme jej nechali 20-30 minut
vyschnout v digestofi pti RT. Nasledn¢ jsme k vyschlému sedimentu pfidali 30 ul pufru EB,
resuspendovali a inkubovali 5 minut v termobloku pii 50 °C. Vzorek jsme poté stocili 2

minuty pti 10 000 otminta supernatant jsme prepipetovali do nové zkumavky.

2.2.7. Izolace plazmidid (QIAGEN Plasmid Purification Kit)

Pfes noc narostlou bakterialni kulturu transformovanych E. coli v 60 ml selektivniho
média (kanamycin - 50 mg/I & ampicilin - 100 mg/l; inkubace p#i 37 °C, 120 ot.min™) jsme
centrifugovali 10 min p¥i 4000 ot.min® (BECKMAN COULTER Avanti J-26 XPl). Po
stoCeni jsme sediment resuspendovali v 1 ml P1 pufru (resuspendacni pufr, obsahuje RNazu
A). Poté jsme ptidali 1,1 ml pufru P2 (lyza¢ni pufr s NaOH a SDS) a nékolikrat pomalu
promichali pfevracenim. Lyzat jsme nechali inkubovat nejdiive 5 min pti RT a poté 5 minut
V ledu. Nasledné jsme pfidali 1,2 ml P3 pufru (neutralizacni pufr), nékolikrat jsme kyvety
prudce promichali a dali do ledu. Po 20 minutach v ledu jsme vzorek centrifugovali po 30
minut pfi 16 000 ot.min™ a 4 °C (BECKMAN COULTER Avanti J-26 XPI). Supernatant
jsme slili do novych kyvet a aktivovali jsme kolonku (Qiagen tip-20) pfidanim 1 ml pufru
QBT. Poté jsme nechali pfes aktivovanou kolonku 2x prokapat vzorek (slity supernatant).
Kolonka byla dale promyta 4 ml pufru QC (vymyti necistot). Poté jsme si pfipravili
zkumavku s 500 ul izopropanolu, do které jsme nechali promytou kolonkou prokapat 800 ul
pufru QF (elu¢ni pufr). Vzorek jsme zvortexovali a nechali negméné 1 h stat pii RT. Po
inkubaci jsme vzorek centrifugovali 30 minut pii 15000 ot.min® a 4 °C (BECKMAN
COULTER Avanti J-26 XPI). Sediment jsme rozpustili ve 100 ul 0,3M octanu sodném. Poté
jsme piidali 300 pul vymrazeného 96% ethanolu (precipitace DNA) a nechali inkubovat
nejméné 30 minut pii - 80 °C. Vzorek byl posléze 30 minut centrifugovén pfi 15 000 ot.min™
a 4 °C (BECKMAN COULTER Avanti J-26 XPI). Vznikly sediment jsme vysusili
(centrifugaci ve vakuu) a rozpustili ve 20-50 pl H,O dle velikosti sedimentu. Poté jsme
zméfili koncentraci izolovaného plazmidu pomoci spektrofotometru (Biotech Photometer

WPA UV 1101).

2.2.8. Izolace rostlinné RNA

Rostlinnda RNA byla izolovana pomoci Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, Canada). Navazili jsme si 100 mg listd z infikovanych rostlin, které jsme nasledné
zhomogenizovali ve tfecich miskach pomoci tekutého dusiku. Homogenat jsme pomoci

sterilni kopistky pfendali do mikrozkumavky se sterilné napipetovanymi 500 pl RNA
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purifika¢niho reagens, vortexovali a nechali inkubovat 5 minut pii RT v poloze naleZato.
Nasledovaly 3 minuty centrifugace pfi 14 000 ot.min™ (Hettich UNIVERSAL 32R). Viechen
supernatant jsme opatrn¢ odpipetovali do mikrozkumavky se 100 pl 5M NaCl. Pridali jsme
200 pl chloroformu (denaturace proteinil) a zvortexovali. Nechali jsme vzorek 10 minut
centrifugovat pii 14 000 ot.min. Poté jsme odebrali 400 ul horni vodné faze a ptrendali do
pfedem pfipravené zkumavky se 400 pl izopropanolu. Nechali jsme 10 minut stat pii RT a
pak jsme vzorek centrifugovali pii 4 °C pii 14 000 ot.min™ po dobu 30 minut. Suchy sediment
jsme rozpustili ve 30 pl nahtaté vody (54 °C). Poté jsme zméfili koncentraci izolovaného

plazmidu pomoci spektrofotometru pti 260 nm (Boitech Photometer WPA UV 1101).

2.2.9. Liga¢ni reakce

Ligac¢ni reakce probihala vzdy pii 25 °C pies noc ve vodni lazni (HAAKE K20-DC1).
V ptipadé indukce viroidnich dimerti byl recipient (pUC19) defosforylovany.

recipient (pLV68, pLV07) 1 recipient (pUC19) 1
10x liga¢ni pufr (Takara) 1 10x liga¢ni pufr (Takara) 1
PEG 6000 (25%) 2ul PEG 6000 (25%) 2ul
fragment 1 fragment 5ul
T4 DNA ligiza (Takara) 1 ul (350 U) T4 DNA ligaza (Takara) 1ul (350 U)
ddH:0 4ul 10 ul

10 pl

2.2.10. Restrikéni reakce

V pribéhu prace jsme provedli 2 restrikéni analyzy u vybranych klont pro stanoveni
orientace ziskanych viroidnich dimerd. Pro stanoveni restrikéni mapy konstrukti byl pouZit
program BioEdit (verze 7.0.5., copyright Tom Hall). Obé reakce probihaly 3 hodiny pii 37
°C.

Restrikén{ analyza I Restrik¢ni analyza II:
plasmid s insertem (pUC19) 1yl (1-2 pg) plasmid s insertem (pLV68) 1yl (1-2 pg)
10x reakéni pufr (NEB3) 1 10x reakéni pufr (NEB4) 1
100x BSA (NEB) 0,1l 100x BSA (NEB) 0,1
Styl 1l (10 U) Xmal 1l (100)
ddH:0 69 ul Ascl 1l (150)

10 ul ddH20 59ul

10 pl

Dale byly endonukledzy pouzity pii manipulaci s viroidnim fragmentem pfi vystépeni

z plasmidu ¢i pro ziskani kohezivnich koncti pro snadnéjsi ligaci. Reakce probihaly pti 37 °C

pres noc.
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Restrik¢éni vy$tépeni fragmentu:

10x pufr K (Takara) 5ul
plasmid (pCRscript, pUC) 25 pl (40 pg)
BamHI (Takara) 5w (75 0)
ddH20 15

50 ul

Restrik¢ni opracovéni fragmentu po PCR:

fragment (viroidn{ dimer) 50 ul
10x pufr NEB4 7 ul
100x BSA (NEB) 0,7l
Xbal (Takara) 21 (300)
Xhol (Takara) 21 (20 U)
ddH20 83ul

70 ul
2.2.11. PCR

Restrik¢ni vy$tépeni fragmentu:
po stépeni Ascl (NEB4) srazeno EtOH, posléze pies

noc stépeno Pacl (NEB1)

10x pufr 5ul
plasmid (pLV68) 5wl (7,5-10 pg)
enzym 3,5 ul (35 U)
100x BSA 0,5 ul
ddH20 36 ul

50 ul

Pomoci PCR s vyuzitim Taq polymerazy jsme analyzovali vzniklé viroidni oligomery
¢1 jsme ovérovali klony selektované molekularni hybridizaci transformovanych bakterii.
High-fidelity Pwo polymerazu jsme pouzili na reamplifikaci viroidnich dimert spole¢né
s pfidanim novych restrikénich mist.

Teplotni a casovy profil reakce: 2 minuty 94 °C (Gplnéd denaturace templatové DNA)
- 35x [ 30 s 94 °C (denaturace DNA) — 30 s 59 °C (hybridizace primert — annealing) — 60 s
72 °C (syntéza tfetézce DNA — elongace)]. Reakce probihala na ptistroji T3 Thermocycler,
Biometra.

Za sterilnich podminek na ledu byly pfipraveny nasledujici reakce:

Analyza indukovanych viroidnich oligomert:

templat — bakteridlni kolonie (obsahujici pUC19)

2x Tag master mix 125 u
primer M13r (100mM) 0,25 ul
primer M13f (100mM) 0,25 ul
ddH20 12y
25l
Reamplifikace viroidnich dimeri:
templat - plasmid (pUC19) 2ul
2x Pwo master mix 50 ul

primer Bpuclinkxba (100mM) 4ul
primer Bpuclinkxho (100mM) 4ul
ddH:0 40 ul

100 ul

Ovéteni selektovanych kloni trans. bakterii:

templat — bakteridlni kolonie

2x Taqg master mix 125 ul
primer Bpuclinkxba (100mM) 0,25 ul
primer Bpuclinkxho (100mM) 0,25 pl
ddH>0O 124
25l
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2.2.12. Ptedisténi DNA fenol-chloroformem

Fenol:chloroform (25:24:1) (100 ml):

25 fenol 50 ml fenol (v pufrovaném TE pH 8.0)
24 chloroform 48 ml chloroform
1 iso-amylalkohol 2 ml iso-amylalkohol

vysledny roztok dobfe promichat a pfevrstvit cca 1/3 objemu 10x TE pufru; skladovat ve tme pii 4°C

Tato metoda slouzi k odstranéni proteinti ze vzorku (napf. po urcité enzymatické
reakci). Ke vzorku jsme pfidali stejny objem (1:1, v/v) smési fenol-chloroform (25:24:1).
Vzorek jsme poté vortexovali a nechali stat 5 minut pii RT. Nasledné jsme vzorek stocili 10
minut pfi 13 500 ot.min™ (HERMLE Z233M) a odebrali vodni fazi.

Vzorek jsme déle precipitovali pomoci etanolu, pokud jsme jej ddle enzymaticky
zpracovavali (napf. restrikéni reakce ¢i ligace): ke vzorku jsme piidali 1/10 objemu (v/v) 3M
octanu sodného (pH 5,2). Déle jsme pfidali vymrazeny 96% etanol v poméru 3:1 -
ethanol/vzorek, v/v. Vzorek jsme poté nechali inkubovat pii -80 °C nejméné 1 hodinu. Po
inkubaci jsme vzorek sto&ili 30 minut 15000 ot.min™ pii 4 °C (BECKMAN COULTER
Avanti J-26 XPI). Ziskany sediment jsme vysusili a rozpustili v ddH,O.

2.2.13. Metody molekuldrni hybridizace

Roztoky pro pripravu membran na hybridizaci (200 ml):
roztoky 1-3 sterilizovat

(1) 0,5M NaOH 4 g NaOH

(2) IM Tris-HCIpH 7.4 24,2 g Tris

(3) 3M NaCl 35 g NaCl

(4) 1,5M NacCl, 0,5M Tris 100 ml (2) + 100 ml (3)

(5) 0,15M NaCl 10 ml (3) do 200 ml roztoku

(6) 1xSSC 10 ml 20xSSC do 200 ml roztoku

Extrakéni pufr AMESS (200 ml):

1M octan sodny pH 6.0 13,6 g octanu sodného do 60 ml ddH,0, pH srovnat kys. octovou
26mM MgCI2 0,48 g MgCl,.6H,0

20% etanol 40 ml 96% etanol

1M NacCl 11,6 g NaCl zvlast rozpustit ve 40 ml ddH,O a posléze pridat
3% SDS 6 g SDS ptidat a rozpustit v hotovém roztoku

sterilizovat

5xFGB (500 ml) :

40mM 2,72 g octan sodny.3H,0

rozpustit v H,O 350 ml (DEPC / dd) H,O

90mM MOPS-NaOH pH 7.0 10,3 g MOPS (C;H;5NO,S; kysely, NE zasadity)
20mM EDTApH 7.0 100 ml 0,1M EDTA

sterilizovat, CHRANIT PRED SVETLEM (v lahvi obalené hlinikovou folif), skladovat pti 4 °C nebo pii -20 °C.
FGL (10 ml):

50% glycerol 5 ml glycerol

1mM EDTA pH 8.0 20 pl 0,5M EDTA pH 8.0

0,25% bromfenolova modr
0,25% xyléncyanolova modf
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20xSSPE (1000 ml):

3M NaCl 175,3 g NaCl
0,2M Na,HPO, 71,6 g Na,HPO,.12H,0
0,02M EDTA 7,4 g EDTANa,

Upravit pH NaOH na 7,4, filtrovat, sterilizovat
20xSSC (1000 ml):

sterilizovat
3M NaCl 175,3g NaCl
0,3M citrat sodny pH 7.0 88,29 citrat sodny

DEPC H,O (RNase-free):

1000 ml H,0O

0,02% DEPC 0,2 ml diethylpyrokarbonat (pozor, prudky jed!)
roztok ptipravovat v digestofi, poté nechat inkubovat pies noc pti 37 °C a sterilizovat

100xDenhardtovo ¢inidlo (100 ml):

2% Ficoll 400 (w/v) 2 g Ficoll 400

2% BSA fraction V (w/v) 29 BSA

2% PVP (wiv) 2 g polyvinylpyrrolidon Mw 40 000
Pre-prehybridiza¢ni pufr (1000 ml):

50mM Tris-HCI pH 8.0 6,05 g Tris

1mM EDTA 0,372 g EDTANa,.2H,0

1M NaCl 58,44 g NaCl

0,1% SDS (w/v) 1 g SDS nebo 5 ml 20% SDS (w/v)
Prehybridizaé¢ni pufr (100 ml):

50% formamid (v/v) 50 ml deionizovany formamid
1,5xDenhardtovo ¢inidlo 1,5 ml 100xDenhardtovo ¢inidlo
0,1% SDS (w/v) 500 ul 20% SDS (w/v)

5xSSPE 25 ml 20xSSPE

20 mg/100 ml tRNA
skladovat pii -20 °C, popf. pro pouziti pti Northernovém blotu pii 4 °C.

Deionizovany formamid
Na 200 ml formamidu ptidat 3 1zicky iontomé&ni¢e Amberlite a nechat cca 3 hodiny michat, poté prefiltrovat

Priprava tRNA

1 g kvasni¢ni RNA se rozpusti v 10 ml TE pufru. Je tieba zahfat RNA na 50-60 °C a ¢asto promichavat. Roztok
se odstiedi a rozdéli se do nékolika zkumavek po 750 upl. Supernatant se fenolizuje 1:1 (v/v) smési
fenol:chloroform (25:24:1). Poté se ptida 4M LiCl (1:1 v/v), RNA se umisni na 1 hodinu do ledu. Po odstiedéni
se méii koncentrace supernatantu, sediment se vyhazuje.

Promyvaci roztoky pro hybridizaci
2xSSC, 0,1% SDS
1xSSC, 0,1% SDS
0,5xSSC, 0,1% SDS
0,1xSSC, 0,1%SDS
Ptiprava membran pro hybridizaci bakteridlnich kolonii

Bakteridlni klony byly aplikovany na membranu typu N0144 (nylonovd membrana s
upravenym nabojem, 0,45 um primér port, Sigma-Aldrich) a kultivovany na Petriho misce se
selektivni bakterialni pidou pies noc - A. tumefaciens pii 28 °C, LK médium, 1,5% agar,
kanamycin 50 mg/l; E. coli pti 37 °C, LB médium, 1,5% agar, ampicilin 100 mg/l ¢&i
kanamycin 50 mg/l. Druhy den jsme membranu postupné inkubovali (koloniemi nahoru) na
filtracnich papirech nasaknutych roztoky: 0,5M NaOH (10 minut), 1,0M Tris-HCI, pH 7,4 (5
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minut), 1,5M NaCl, 0,5M Tris (10 minut); pfi snimani membrany z nasaklych filtraénich
papirt se tato lehce vysuSila dotykem (spodni strany) na suchy filtracni papir a posléze se
pfemistila do nésledujiciho roztoku. Po inkubaci ve tfetim roztoku jsme membranu umistili
mezi 2 suché filtratni papiry a mirnym tlakem jsme odstranili bunécny material. Poté jsme
membranu pinzetou sejmuli a nechali zcela vyschnout na vzduchu pifi RT. VysuSenou
membranu jsme dale inkubovali 15 minut v roztoku 1xSSC (koloniemi dol). Membranu
jsme nasledné zbavili necistot inkubaci ve 3 Petriho miskach s chloroformem, v kazdé po po
dobu 1-2 minut pfi pomalém krouZeni. Membranu jsme oplachli v dH,O a posléze inkubovali
20-30 minut v roztoku 0,15M NaCl (koloniemi dol).

Membranu jsme vysuSili mezi dvéma suchymi filtraénimi papiry a poté ozafili UV
zéfenim (120 mJ/cm?; fixace DNA) a zapekli po dobu 20 minut pfi 80 °C. Pro uskladnéni
byla membrana zatavena do mikrotenového sacku uchovavana pii 4 °C az do pouziti.
Ptiprava membrén pro hybridizaci viroidni RNA - dot blot

Odebrali jsme 300 mg z mladych listd. Pletivo jsme homogenizovali ve vychlazenych
tiecich miskach s trochou pisku a 450 pl roztoku AMESS. Po homogenizaci jsme piidali 600
ul smési chloroform:iso-amylalkohol (24:1, v/v). Po celkové homogenizaci byl vzorek prelit
do ptedem popsané mikrozkumavky. Nasledn¢ jsme vzorky sto¢ili 5 minut pti 13 500 ot.min
(HERMLE Z233M). Odebrali jsme cca 200-300 pl vodni faze a pfidali stejny objem (1:1)
roztoku 2:3 formaldehyd:20xSSC (v/v). Poté byly vzorky ihned ptendany do ledu (v této fazi
mohou byt vzorky uskladnény pii -80 °C a aplikovany na membranu pozdéji). Tésné pied
denaturaci (15 minut pfi 65 °C; termostat OMNI-BIO BRNO) byly vzorky vortexovany. Po
denaturaci byl vzorek uloZen do ledu.

Aplikace vzorkli na RNA membranu (Biodyne A Membrane 0,2 um, PALL) probihala
v 1xSSC (7,5 ml 20xSSC do 142,5 ml dH,0). Porézni ,,spacer” nasakly 1xSSC jsme umistili
na gumové tésnéni v komirce. Na ,,spacer” jsme umistili membranu, rovnéz namocenou
v 1xSSC. Membranu jsme nasledn¢ ptelozili horni destickou s otvory pro aplikaci
jednotlivych vzorkli. Mnozstvi naneseného vzorku zéviselo na odhadované infikovanosti
rostliny, obvykle jsme nanaseli 40-80 pl (vzorek vSak musel byt doplnén 1xSSC na celkovy
objem 200 pl). Po naneseni vzorkil do jamek (do prazdnych jamek jsme nanesli 200 pl
1xSSC) jsme provedli blotovani pomoci mirného podtlaku (max. 20 kPa). Suchou membranu
jsme nasledn& ozafili UV zafenim (120 mJ/cm?; fixace DNA) a zapekli po dobu 20 minut pfi
80 °C. Pro uskladnéni byla membrana zatavena do mikrotenového sacku uchovavana pii 4 °C

az do pouziti.
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Ptiprava membran pro hybridizaci Northernovy blot

Pro ptipravu denaturacniho gelu pro Nortehrn blot jsme navazili 2,16 g agar6zy (Sea-
Kem) a rozpustili v 84 ml ddH,0O zahiatim na bod varu. Po ochlazeni roztoku na cca 40-60 °C
jsme pridali 24 ml 5xFGB, promichali a pak pfidali 24 ml 37% formaldehydu (p.a.). Smés
jsme promichali krouzenim a ihned nalili do pfipravené elektroforetické vany s hfebenem. Gel
jsme nechali tuhnout cca 1 hodinu pii RT a poté uskladnili pti 4 °C do druhého dne. Ztuhly
gel byl vloZzen do elektroforetického tanku a zalit pufrem 1xFGB tak, aby byl zcela ponofen.
Pted aplikaci vzorki se provadi ,,predelektroforéza“ po dobu cca 5 minut a napéti >80V.

Ze vzorku s izolovanou RNA (viz kap. 2.2.8.) jsme si ptipravili alikvoty obsahujici 15
png RNA ve 4,5 ul (nafedénim s DEPC H,0). K pfipravenym alikvotam vzorki a RNA
markeru (3 pul RNA markeru + 1,5 pl DEPC H0) jsme ptidali 2 pl 5xFGB, 3,5 ul 37%
formaldehydu (p.a.) a 10 pl deionizovaného formamidu. Vzorky jsme po piidani kazdé slozky
promichali pipetou a findlné lehce vortexovali. Nésledné jsme vzorky denaturovali 15 minut
pti 65 °C a poté dali ihned do ledu. Ke vzorkiim jsme ptidali 2 pl FGL pufru a nanesli jsme na
gel. Elektroforéza se provadi za pokojové teploty po dobu cca 4 hodin, pti napéti 80-120 V.
Kazdou hodinu se pufr v tanku promichava. Bromfenolova modi by méla byt cca 2-3 cm od
spodniho okraje gelu.

Po elektroforéze jsme odiizli slot s RNA markerem od zbytku vzorku a gel jsme 3x po
dobu 10 minut proplachli v DEPC H,O (popi. ddH;0), z divodu odstranéni zbytki
formaldehydu. Slot s RNA markerem jsme neproplachovali, ptimo jsme pfistoupili k jeho
barveni - RNA marker jsme barvili pfes noc vcca 80 ml ddH,O spifidanym ethidium
bromidem (2 pl zasobniho roztoku). Obarveny RNA marker jsme zdokumentovali v méfitku
na UV transiluminatoru (Chromato-Vue TM-36, UVP) pii vinové délce 312 nm. Gel jsme
uloZili na mistek z papiru 3MM Whatman smoceného v roztoku 20xSSPE, jenz ma kontakt
s rezervoarem stejného pufru. Na gel jsme pfilozili RNA membranu (Biodyne A Membrane
0,2 um, PALL) a 3 ks 3MM Whatman papiru smocené¢ho ve 20xSSPE. Vse jsme prevrstvili
suchym filtracnim papirem, bunicitou vatou a zatizili cca 0,5kg zdvazim na sklenéné desticce.
Blot jsme obalili potravinovou folii z diivodu zabranéni odpatfovani blotovaciho roztoku.
Blotting jsme nechali probihat pies noc. Druhy den jsme membranu s navazanou RNA ozafili
UV zéfenim (120 mJ/cm?; fixace RNA) a zapekli po dobu 20 minut pii 80 °C. Pro uskladn&ni

byla membrana zatavena do mikrotenového sacku uchovavana pti 4 °C az do pouziti.
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Ptiprava radioaktivné zna¢enych sond (Amersham Rediprime II Random Prime Labelling

System, GE Healthcare)

DNA templat byl rozpustén v 1xTE pufru (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1ImM EDTA) do
vysledné koncentrace 2,5-25 ng na objem 45 ul reakéni smési. Templat byl nasledné
denaturovan pii 95-100 °C po 2 minuty. Reakéni smés se prudce ochladila ptendanim do ledu
nejméné po dobu 5 minut. Templat byl nasledné aplikovan do alikvoty Amersham Rediprime
II Random Prime Labelling System, inkubovéan nékolik minut v ledu pro hydrataci reakéni
smési a promichan. Poté jsme do reakéni smési pfidali 5 pl dCTP (s izotopem a-[*P]dCTP,
promichali a inkubovali 1 h pfi 37 °C. Po ukonceni znacici reakce byly zméfeny
charakteristiky sondy — CPM (counts per minute) a procento inkorporace — na scintilaénim
pocita¢i LS7000 Beckman. Na DEAE celulézu jsme aplikovali 1 pl pfipravené sondy a
nechali jsme ve scintilaéni skleni¢ce oschnout. Po piidani 2-3 ml 0,5M Na,HPO, jsme na
scintilaénim pocita¢i odeéetli aktivitu sondy pomoci zméfeného Cerenkovova zafeni (CPM).
Pro celkovou hodnotu byly ziskané hodnoty vynasobeny 50 (celkovy objem sondy). Pro
vypocet procenta inkorporace se vymeénil roztok 0,5M Na,HPO, a opét se zméfila aktivita,
pfi¢emz toto bylo provedeno 2x. Procento inkorporace jsme pak vypocetli z poméru prvniho a
tietiho mé&Feni. Aktivita sond se pohybovala v rozmezi 1,1-8.10" MBq.

Pted pouzitim pii molekularni hybridizaci byla sonda denaturovéana pti 95-100 °C po
dobu 2 minut a poté prudce ochlazena ptfendanim do ledu.

Molekuldrni hybridizace

Teploty pro hybridizaci byly nasledujici: 42 °C pro hybridizaci bakteridlnich kolonii,
50-55 °C pro Northernovy blot a 55 °C pro dot-blot. Pfipravené membrany jsme promyvali
cca 2 hodiny v 15-35 ml pre-prehybridiza¢niho pufru. Poté nasledovala inkubace opét cca 2
hodiny ve 20 ml prehybridiza¢niho pufru. Pro naslednou hybridizaci byly membrany
pfendany do nového valce, bylo pfidano 20 ml prehybridiza¢niho pufru a denaturovana sonda.
Vlastni hybridizace probihala v izotopové laboratofi po nejméné 8 hodin, nejcastéji vSak pies
noc.

Membranu jsme pak promyvali v promyvacich roztocich srostouci vymyvaci
schopnosti:

2xSSC, 0,1% SDS T=teplota hybridizace; t= 10 minut; roztok neptedehiaty
1xSSC, 0,1% SDS druh vymyvaciho roztoku a jeho teplotu, teplotu a cas
0,5xSSC, 0,1% SDS vymyvani uréujeme podle intenzity zafeni na membrané

0,1xSSC, 0,1%SDS

Veskeré promyvani a hybridizace byly uskutecnény v hybridizérech Techne hybridiser
HB-1D.
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2.2.14. Aktivace A. tumefaciens a listova infiltrace

10xMES (100ml):
0,1M MgCl, 2,03g MgCl,.6H,0
0,1M MES 2,159 MES.H,0 (2-morpholino)ethanesulfonic acid

upravit pH na 5,6 pomoci NaOH; sterilizovat a skladovat pti 4°C

aktivacni smés (100 ml):
1IXMES 10 ml 10xMES
200uM acetosyringon 1 ml 20 pM acetosyringon (rozpustény v DMSO)

Bakterie A. tumefaciens s pozadovanym konstruktem byly kultivovany v LK médiu
s kanamycinem (koncentrace 25 pg/ml) po 12 h pti 28 °C a 120 ot.min™ (tfepatka GFL
3032). Po kultivaci jsme bakteridlni kulturu sedimentovali stoenim na 10 minut pii 5000
ot.min™ (Hettich UNIVERSAL 32). Sediment jsme poté resuspendovali v aktivaéni smési,
pfiCemz mnozstvi pfidané aktivaéni smési bylo totozné s objemem kultivacniho média.
Bakterialni suspenzi jsme poté nechali inkubovat 16-24 h ve stinu pii RT.

Bakterialni suspenze aktivovanych A. tumefaciens byla nasledné infiltrovana do
spodni strany listt N. benthamiana pomoci injekénich stiikaéek bez jehel. Infiltrované
rostliny byly na cca 12 hodin ponechany ve stinu (pro zabranéni vyschnuti poskozenych

oblasti) a poté pfesunuty zpét do standardnich svételnych podminek.

2.2.15. Méteni aktivity GUS (referenéni gen pro p-glukuronidazu)

STOP pufr (100 ml):
0,2 M Na,CO3 2,12 g Na,CO3

GUS pufr (200 ml):
Cerstve pripravit

50 mM NaP; 10 ml 1M NaP pH 7 (57,7 ml 1M Na,HPOs, 42,3 ml 1M NaH,PO5s)
1 mMEDTA 400 ul 0,5 M EDTA
0,1 % (w/v) triton X-100 2 ml 10% triton nebo 0,2 g tritonu

150 ul 2-merkaptoethanol (pfidat tésné pied pouzitim)
MUG pufr (10 ml):
Cerstveé piipraveny, uchovavat v chladu (4 °C) a ve tmé

10 ml GUS pufru
1 mM MUG 4,63 mg MUG — vazeno na analytickych vahach (SCALTEC SBC33)

Po 3 (pVSF1) ¢i 5 (pTBNI1) dnech od infiltrace aktivovanych A. tumefaciens (viz kap.
2.2.14) byly z pokusnych rostlin odebrany vzorky z infiltrovanych regioni pro zpracovani
(viz nize).

Ptipravili jsme si 6 sad 1,5- ml zkumavek popsanych I, II, MUG, 0, 5 a 10. Po
piiprave roztokl jsme do zkumavek MUG napipetovali 500 ul MUG pufru a ulozili je do tmy
do 4 °C. Do zkumavek 0, 5 a 10 jsme napipetovali 900 ul STOP pufru. Pomoci korkovace
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jsme z lista pokusnych rostlin N. benthamiana vytizli pocet diskti odpovidajici vaze 100 mg
(9-11). Navazené disky jsme piesunuli do vychlazené tieci misky s piskem, pfidali jsme 500
ul GUS pufru a zhomogenizovali. Vysledny homogenat jsme presunuli do mikrozkumavky
nadepsané I a ulozili do ledu. Nasledovala centrifugace vzorkia — 15 minut 14 000 ot.min pii
4 °C (Hettich UNIVERSAL 32R). Odebrali jsme 200 pl supernatantu do mikrozkumavky II a
opét ulozili do ledu. Ptepipetovali jsme 50 ul ziskaného supernatantu do zkumavky s 500 pl
pufru MUG, promichali a ihned jsme odebrali 100 pl do zkumavky 0 a také ihned promichali.
Po 5 minutach inkubace vzorki ve zkumavkach MUG pii 37 °C v termobloku (BIOSAN
Thermo block TDB-120) nasledoval druhy odbér — opét 100 pl vzorku do zkumavek
oznacenych 5. Po dal$i 5-ti minutové inkubaci pii 37 °C bylo odebrano 100 pl vzorku do
zkumavek 10. Odebrané vzorky byly do doby métfeni uchovavany pii 4 °C ve tmé. Pomoci
fluorimetru (Bio-Rad VersaFluor™ Fluorometer; 360 nm excita¢ni filtr, 460 nm emisni filtr)
jsme stanovili koncentraci MU vzniklého €innosti B-glukuroniddzy a pomoci tabulkovych
hodnot jsme uréili aktivitu zkoumaného promotoru v pmolMU.min".mg™ odebraného pletiva.
Kalibrace pristroje byla provedena pomoci 10uM roztoku 4-MU (stanoveno jako 14 000
jednotek).
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3. Vysledky

3.1. Konstrukce vektorti pro viroidni infekce a ovéfeni jejich infekénosti

Béhem piedeslych praci v laboratoii molekuldrni genetiky se podafilo zkonstruovat
infekéni vektory s dimerem silné patogenniho kmene PSTVd AS1 v ++ orientaci (Selinger,
2008). Pro dalsi pokusy vSak bylo nutné vytvofit infek¢éni vektory s kmeny PSTVd C3 a
PSTVd Mild, lisicimi se projevem symptomu u pokusnych rostlin N. benthamiana.
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Obr. 8: Schéma konstrukce infekénich vektorti pro viroidni infekce: Za pouziti endonukleazy BamHI jsme vystépili
monomerni fragment z izolovanych plazmidi a religovali do defosforylovaného BamHI mista vektoru pUCI19 - indukce
dimertt (A). Nasledné jsme pomoci PCR a primerdt M13f a M13r selektovali klony transformované pUC19 s dimernim
insertem (B). Restrikéni analyza pro stanoveni orientace jednotlivych monomerd PSTVd byla provedena pomoci
endonukleazy Styl, byly selektovany klony s pozadovanou orientaci (tj. hlava-ocas, tedy ++ ¢&i --) (C). Pomoci PCR (za
pouziti Pwo polymerazy a primerti BpuclinkXba a BpuclinkXho) jsme amplifikovali dimerni fragment a zaroven jsme
k nému ptidali Xbal a Xhol mista - délka vysledného fragmentu ¢inila 767 bp (D, E). Fragment, opracovany restriktazami
Xbal a Xhol, byl poté ligovan do Xbal a Xhol mist vektoru pLV68 se silnym promotorem 35S (F). Pro rozliSeni “+“ a “-
dimert byly konstrukty podrobeny druhé restrikéni analyze za pomoci endonukleaz Xmal a Ascl (G). Zavéreény krok
spo¢ival v pfemisténi dimerniho insertu s promotorem do expresniho rostlinného vektoru pLVO07 (pro dosaZeni maximalni
patogeneze). Dimerni insert s promotorem byl vystépen pomoci restriktdz Pacl a Ascl a nasledné religovan do Pacl a Ascl
mist ve vektoru pLVO7 (H). Finalni konstrukt byl amplifikovan v bakteriich E. coli a po jeho izolaci jsme provedli
transformaci bakterii A. tumefaciens; pozitivni transformované klony jsme selektovali PCR (I).

Prvnim krokem bylo ziskani monomernich BamHI fragmentd PSTVd C3 a Mild.
BamHI fragmenty PSTVd C3 byly ziskany v laboratoii Molekularni genetiky pomoci RT-
PCR sprimery PSTVdbl a Il (Matousek et al., 2004b) z izolované RNA biolisticky
infikovanych rostlin. Ziskany fragment cDNA o délce 359 bp byl izolovan z agar6zového
gelu a nasledné ligovan do Srfl mista plasmidu pCR skript SK (+), ktery byl v této praci
pouzit jako vychozi konstrukt. Pro ziskani BamHI monomeru PSTVd Mild byl jako vychozi
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konstrukt pouzit plasmid pUC s dimernim fragmentem PSTVd Mild ziskany v laboratofi
profesora D. Riesnera (Heinrich Heine Universitit, Diisseldorf, Germany).

Z izolovanych plasmidl jsme vystépili monomerni inserty PSTVd C3 a Mild pomoci
endonukleazy BamHI. Reak¢éni smés byla poté fragmentovana pomoci elektroforézy a
vyStépené fragmenty o délce 359 bp s kohezivnimi BamHI konci byly extrahovany
zZ preparativniho agar6zového gelu a religovany do BamHI mista vektoru pUCI9 s
defosforylovanymi BamHI konci za pomoci T4 DNA ligazy (Obr. 8-A). Pii této religaci byl
o¢ekavan vznik ruzné orientovanych oligomerua PSTVd C3 a Mild. Nasledn¢ jsme nahodné
vybrali 10 kolonii E. coli transformovanych ziskanou liga¢ni smési a pomoci PCR a primert
MI13f a M13r jsme stanovili pocet viroidnich jednotek integrovanych do plasmidu pUCI19
(Obr. 8-B). Pro dalsi praci byly vybrany klony 0znacené jako ¢. 5 u PSTVd C3 a ¢. 4 u
PSTVd Mild obsahujici dimerni fragmenty. Po izolaci plasmidi z vybranych kolonii jsme
provedli 1. restrikéni analyzu pomoci endonukledzy Styl pro selekci ++ €i -- dimert (Obr. 8-
C).

Po kladném vysledku restrikéni analyzy jsme pomoci PCR (high-fidelity polymeraza
Pwo pro snizeni pravdépodobnosti mutaci) amplifikovali dimery z obou kloni. Byly pouzity
primery Bpuclink-Xba a Bpuclink-Xho, do kterych byla integrovana restrikéni mista pro
endonukleazy Xhol a Xbal (Obr. 8-D, E). Vysledna délka amplifikovaného fragmentu cinila
767 bp. Tento fragment byl poté extrahovan z preparativniho agar6zového gelu a nasledné
opracovan endonukleazami Xbal a Xhol pro vytvofeni kohezivnich koncl. Pro zajisténi
Cistoty byly vzorky po restrikénim opracovani fenolovany a fragment nasledné extrahovan
Z preparativniho agar6zového gelu.

Ziskané dimerni fragmenty byly poté pomoci T4 DNA ligazy integrovany do Xbal a
Xhol mist vektoru pLV68 (odvozeného od vektoru pRT100, Topfer et al., 1987) mezi
promotor 35S a poly(A) signal viru mozaiky kvétaku (CaMV) (Obr. 8-F). Pomoci kolonialni
hybridizace jsme nasledné selektovali kolonie E. coli, uspésné transformované ziskanymi
plasmidy pLV68 s viroidnimi fragmenty. Byly vybrany 2 klony s nejsilnéj$im signalem od
obou variant - PSTVd C3 (¢.sb. 3181, 3183) a PSTVd Mild (¢.sb. 3184, 3185). Po izolaci
plasmidt z klonti 3183 a 3184 jsme pomoci 2. restrikéni analyzy s pouZzitim endonukleaz Ascl
a Xmal stanovili orientaci ziskanych dimerd PSTVd C3 a Mild jako -- (Obr. 8-G). Nasledné
jsme endonukleazami Ascl a Pacl vystépili expresni kazetu z plasmidu pLV68 (dimerni
fragment PSTVd s CaMV promotorem i poly(A) signalem). Po fenolizaci jsme reakci
fragmentovali pomoci elektroforézy a izolovali jsme fragment expresni kazety z gelu. Za

pouziti T4 DNA ligazy jsme fragment religovali do Ascl a Pacl mist expresniho rostlinného
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vektoru pLVO7 (Vrba et al., 2005) — Obr. 8-H. Koloniovou hybridizaci jsme selektovali
uspésné transformované kolonie E. coli. Byly vybrany 3 klony s nejsilnéjsim signalem od
obou variant - PSTVd C3 (¢.sb. 3206-08) a PSTVd Mild (¢.sb. 3209-11). Po izolaci finalnich
konstrukti (klony ¢.sb. 3206 a 3211) jsme provedli transformaci padnich bakterii A.
tumefaciens (kmen LBA 4404) a nasledny screening transformovanych kolonii pomoci PCR
za pouziti primerad Bpuclink-Xba a Bpuclink-Xho (Obr. 8-1). Jako finalni klony vhodné pro
agro-infiltraci byly vybrany 2 klony od obou variant PSTVd C3 (¢.sb. 3265-66) a PSTVd
Mild (¢.sb. 3267-68).

Vysokou infek¢énost ziskanych konstrukti jsme potvrdili Dot-Blot hybridizaci
infiltrovanych rostlin N. benthamiana (Obr. 9-D). Rozdilnou miru projevu symptomi
jednotlivych kmeni PSTVd u N. benthamiana dokumentuje obrazek 9: Jako nejvice
patogenni se ukazal byt kmen PSTVd AS1, u kterého dochazi k silné zakrslosti infikovanych
N. bethamiana — v praméru dosahovaly 68,75% vysky zdravych rostlin mezi 26-30 dpi (Obr.
9-A, B, C); negativni vliv na celkovy habitus rostliny 1ze vyvodit i z primérné Siiky listd

infikovanych rostlin, kde u kmene AS1 dochazi k nejvétsi redukei (Obr. 9-F, H). U kmene

PSTVd C3 byla rovnéZz pozorovana inhibice ristu infikovanych N. benthamiana, ovsem ne

tak vyrazné jako u kmene ASI - v priméru dosahovaly 80,65% vySky zdravych rostlin mezi
26-30 dpi (Obr. 9-A, B, C).
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Obr. 9: Symptomy pozorované u rostlin N. benthamiana infikovanych kontrastnimi kmeny PSTVd: (A) symptomy rostlin
pouzitych na pokus €. 1 méfeni aktivity pVSF1 — viz kap. 3.2. (B) symptomy rostlin pouZitych na pokus ¢. 2 méfeni aktivity
pVSF1- viz kap. 3.2. (C) pokus 2011/03 - 26 dpi. (D) Dot-Blot hybridizace infikovanych N. benthamiana (29 dpi). (E)
zaznamenani vy$ky N. benthamiana z pokusu &. 1 méfeni aktivity pVSF1 — viz kap. 3.2. (F) zaznamenani pramérné $itky
listd rostlin N. benthamiana z pokusu ¢. 1 méfeni aktivity pVSF1- viz kap. 3.2. (G) zaznamenani vysky N. benthamiana
z pokusu ¢&. 2 méfeni aktivity pVSF1- viz kap. 3.2. (H) zaznamenani pramérné $iiky lista rostlin N. benthamiana z pokusu ¢&.
2 méfeni aktivity pVSF1- viz kap. 3.2. (l) zaznamenana primérna vaha kotent infikovanych rostlin N. benthamiana (35
dpi).
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Kmen PSTVd Mild se ukazal byt asymptomatickym (Obr. 9-A, B, C). Byl také pozorovan
negativni vliv viroidni infekce na vyvoj kofenového systému, kdy kmen AS1 opét dosahoval
nejsilngjsi redukce (4,3x mensi hmotnost oproti zdravym rostlinam), nasledovan kmenem C3

(2,4x mensi hmotnost oproti zdravym rostlinam); kmen Mild opét nemél vyraznéjsi vliv (Obr.

10-1).

3.2. Méfeni aktivity vybranych promotori

Pro vybér promotorit vhodnych pro studium aktivace v pfitomnosti kontrastnich
kment PSTVd jsme zvolili promotory regulujici expresi gent, jejichz produkty prokazovaly
uréitou zménu aktivity pii infekci PSTVd. Pro pokus byly vybrany nésledujici:

1. promotor apoptotické nukleazy TBN1 (tomato bifunctional nuclease 1) — byla
pozorovana zvySena exprese této nukleazy v cévnich svazcich listd U rostlin rajcete (L.
esculentum, cv. Rutgers) infikovanych kmenem PSTVd AS1 (Matousek et al., 2007).
Jedna se vSak pouze o proximalni ¢ast promotoru dlouhou cca 1 kbp.

2. promotor transkrip¢niho faktoru VSF1 (vs-1 binding factor) — tento TF naseda na
28 bp dlouhy DNA element zvany vs-1 (vein-specific) nachazejici se v promotoru
genu grpl.8 (glycine-rich protein). Gen grpl.8 je ¢innosti VSF-1 a dalSich faktort
specificky exprimovan pouze Vv buiikach xylému a vysledny strukturni protein GRP1.8
je zabudovavan do bunénych stén vznikajicich trachei (Torres-Schumann et al.,
1996). Teoreticka souvislost mezi biogenezi cévnich svazkli a patogenezi PSTVd byla
potvrzena zjisténim, Ze rostliny rajéete (L. esculentum) infikované kmenem PSTVd
AS1 maji siln€ redukované xylémové ¢asti cévnich svazki v fapicich lista — viz Obr. 7
(Matousek et al., 2007).

3. promotor kinazy TPK (tomato protein kinase) — exprese této kinazy je indukovana
v PSTVd-infikovanych rostlinach rajéete (L. esculentum, cv. Rutgers), diky ¢emuz
byla autory ozna¢ena PKV — protein kinase viroid-induced (Hammond et al., 2000).
Funkce PKV v rajceti neni dosud zcela jasna, existuji vSak dikazy o jejim zapojeni
v signalnich drahach giberelini (Hammond et al., 2009).

Vsechny analyzované promotory byly integrovany do vektoru pBGF-0 (expresni
rostlinny vektor s referencnimi geny GUS a GFP; Kan®, obr. 10: Chytilova et al., 1999).
Veskera stanoveni aktivity promotorti v této praci byla provedena pomoci méfeni aktivity

referen¢niho genu GUS (viz kap. 2.2.15.).
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Pro experiment byly pouzity rostliny N. benthamiana infikované kmenem PSTVd
AS1 pomoci agro-infiltrace (21 dpi). Jednotlivé promotory byly koinfiltrovany spole¢né ¢i
bez supresoru silencingu pl9, ktery potlacuje PTGS vyvolané infiltraci experimentalnich
rostlin a tim umozni vy$$i miru aktivace sledovanych promotori. Po analyze aktivace
jednotlivych promotorti v zavislosti na infekci PSTVd a pfitomnosti supresoru silencingu p19
jsme jako experimentalni promotor vybrali pTBNI1. Ten dosahoval nejvyssi aktivace a
zaroven byla pozorovana rozdilna aktivita u zdravych a PSTVd infikovanych rostlin — bez
pl9 byla aktivita pTBN1 u PSTVd-infikovanych rostlin 5,82x vys§i nez u zdravych a v
pfitomnosti p19 byla aktivita u zdravych rostlin 2,15x vyssi nez u PSTVd-infikovanych, coz

naznacovalo mozné ovlivnéni aktivace pTBN1 pfitomnosti viroidu (Obr. 11).
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Obr. 10: Schématicka mapa vektoru pBGF-0 s integrovanymi promotory TBN1 a VSF1; N — Ncol; B — BamHI.

Dalsi krok spocival ve vybéru supresoru silencingu vhodného pro nas systém. Provedli
jsme opét infiltraci rostlin N. benthamiana infikovanych kmenem PSTVd AS1 (24 dpi).
pTBNI byl koinfiltrovan spole¢né s nasledujicimi supresory silencingu: pl, pl5, p25, p38,
2b, HC-Pro, AC2 a p19. Po vyhodnoceni aktivace pTBN1 v zavislosti na infekci PSTVd a
pfitomnosti supresorii silencingu jsme pro dalSi experimenty vybrali supresory pl9 a 2b.
Supresor p19 se ukazal byt nejvice aktivujicim (9,7x vyssi aktivace u zdravych rostlin, 3,25x
vyssi aktivace u AS1-infikovanych rostlin), pficemz aktivita pTBN1 v pfitomnosti p19 byla u
zdravych rostlin 2,05% vy$si nez u PSTVd-infikovanych. Supresor 2b dosdhl rovnéz vysoké
miry aktivace (6% vyssi aktivace u zdravych rostlin, 4,85x vyssi aktivace u AS1-infikovanych

rostlin), ovsem pomér aktivace zdrava rostlina/infikovana rostlina byl pfekvapiveé téméf rovny

jedné (Obr. 12).
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Obr. 11: Aktivace vybranych promotord u rostlin N. Obr. 12: Aktivace pTBN1 v zavislosti na piitomnosti
benthamiana v zavislosti na pfitomnosti supresoru specifického supresoru silencingu a viroidni infekci (24 dpi).
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Obr. 13: Aktivace pVSFl v zavislosti na ptitomnosti Obr. 14: Aktivace pCHS_H1 v zavislosti na pfitomnosti
supresori silencingu pl9 a 2b a viroidni infekci supresoru silencingu pl19 a viroidni infekci (16 dpi).
konstrastnimi kmeny PSTVd (I-24 dpi, [11-27 dpi). Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku.
Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku. komplex = pCHS_H1+bHLH2+IJMyb2+HLWD40

Protoze pii nasledujicich experimentech jsme vSak dosahovali nepritkaznych vysledka
vzhledem k pomérn¢ slabé interakci pTBN1, jez navic nebyl kompletni, zaméfili jsme se na
podrobnou analyzu promotoru VSF1, jehoz aktivita dle naSich piedbéznych vysledkl
korelovala se silou projevi viroidnich symptomad.

Analyza aktivace pVSF1 byla opét provedena V rostlinach N. benthamiana
infikovanych konstrastnimi kmeny PSTVd (AS1, C3 a Mild). Spole¢né s pVSF1 byly do
rostlin koinfiltrovany supresory silencingu p19 a 2b. Byly provedeny 2 totozné pokusy (Obr.
13). Nejvyssi aktivace pVSF1 dosahuji zdravé rostliny a asymptomatické rostliny infikované
PSTVd Mild, zatimco siln€ zakrslé rostliny infikované kmenem PSTVd AS1 dosahuji
naprosto minimalni aktivace i v pfitomnosti supresoru silencingu p19 (3% aktivity a 15%
aktivity zdravych rostlin v pokusu ¢. 1 a 2, v uvedeném potadi). Supresor 2b, narozdil od
supresoru p19, ovlivnil aktivaci pVSF1 jen minimalné.

Pro porovnani aktivace pVSF1 jsme provedli pokus v definovaném systému
promotoru chalkonsyntdzy a jeho aktivatord bHLH2, JMyb2 a HLWDA40 (tento systém byl
popsan v Oddéleni molekularni genetiky, UMBR, BC AV CR, v.v.i.). Ziskana data ukazuji,
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ze narozdil od systému pVSFI1, je aktivita syst¢tmu pCHS_H1 v ptfitomnosti pl19 plné
obnovovana 1 u PSTVd ASl-infikovanych rostlin (Obr. 14). Pomoci Northernového blotu
jsme potvrdili ptitomnost PSTVd AS1 v rostlinach pouzitych pii tomto pokusu (Obr. 15).

M 4 3 2 1
hase
6583
4981
3638
2604
1908
1383
955 Obr. 15: Northernovy blot rostlin N. benthamiana pouzitych pii
-~ stanovovani aktivity systému pCHS H1 s PSTVd sondou. (1)
‘ smésny vzorek zdravych rostlin infiltrovanych komplexem. (2)
smésny vzorek zdravych rostlin infiltrovanych komplexem a
281 p19. (3) smésny vzorek ASl-infikovanych rostlin infiltrovanych
komplexem. (4) smésny vzorek ASIl-infikovanych rostlin
infiltrovanych komplexem a p19. (M) RNA marker.
140 140
120 120
100 + 100
B0 - mpvsE 20 - pVSF
£ = W pVSF2b
60 - B pVSF+p19 60
M pV5F+pl9
idka
40 - 40 vyska
20 20
0 0
K- AS51 Cc3 Mild K- AS51 Cc3 Mild

Obr. 16: Relativni aktivace pVSF1 v zavislosti na Obr. 17: Relativni aktivace pVSF1 v zavislosti na
pritomnosti supresoru silencingu p19 a projevu symptomt  pfitomnosti supresorit silencingu pl9 a 2b a projevu
viroidni infekce vpokusu ¢&. 1; faktor viroidni infekce symptomt viroidni infekce v pokusu ¢&. 2; faktor viroidni
zastoupen vyskou infikovanych rostlin 24 dpi. infekce zastoupen vyskou infikovanych rostlin 27 dpi.

Po vyneseni relativni aktivity pVSF1 a relativni vysky pokusnych rostlin (Obr. 16 a
17) je patrnd korelace aktivace pVSF1 s mirou projevenych symptomt, kdy u nejvice
patogenniho kmene AS1 dochazi v porovnani se zdravymi rostlinami K minimalni aktivaci
PVSF1 i v ptitomnosti supresorti pl9 a 2b, zatimco u asymptomatickych N. benthamiana

infikovanych kmenem Mild dochézi k nejmensi zméné aktivace pVSF1.

3.3. Analyza pVSF in silico

Pomoci internetové databdze PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/)

jsme analyzovali sekvenci promotoru VSF1, kdy jsme hledali specifické boxy potencionalné
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odpovédné za jeho regulaci. Pfehled vyhledanych boxt je uveden v Tabulce I. Pro nazornost

jsme vypracovali schéma promotoru s nalezenymi boxy (Obr. 18).

Tab. I: Ptehled boxl v promotoru VSF1 vyhledanych pomoci databiaze PLACE:

nazev boxu sekvence orien- pozice od charakteristika
tace ORF
od do
ARFAT TGTCTC FW 318 321 | vazebné misto ARF (auxin
552 558 | response factor) nalezeno
V promotorech gend primarni/rané
odezvy na auxin
ASFIMOTIFCAMV TGACG FW 979 984 | ASFl-vazebné misto nachazejici
se v promotoru 35S; tento motiv je
pritomen v promotorech, které jsou
aktivovany auxinem ¢i salicylovou
kyselinou
BS1EGCCR AGCGGG FW 408 414 | BS-1 vazebné misto nalezené
v promotoru genu pro Cinnamoyl-
CoA reduktazu  (CCR); nutny
k vaskularné-specifické expresi
LeCP-ACS2 TAAAATAT FW 536 545 | vazebné misto  transkripéniho
1122 | 1131 | faktoru LeCP (tomato Cysteine
Protease) v promotoru  genu
LeAcs2 (l-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid synthase) -
klicového enzymu pii syntéze
ethylenu
GT1GMSCAM4 GAAAAA FwW 642 648 | GT-1 motiv nalezny v promotoru
1050 | 1056 | calmodulinu (SCaM-4); tento
motiv hraje roli pii indukci exprese
Vv pfitomnosti patogenti ¢i NaCl
MYB2CONSENSUSAT YAACKG FW 297 303 | Myb-rozpoznavaci misto nalezeno
vV promotoru genu rd22
reagujicicho na dehydrataci
MYCCONSENSUSAT CANNTG FW 297 303 | Myc-rozpoznavaci misto nalezeno
746 752 | v promotoru genu rd22
981 987 | reagujicicho na dehydrataci
PYRIMIDINEBOXHVEPB1 | TTTTTTCC FW 373 381 | ,pyrimidinovy box“ nalezeny
556 564 | v promotoru genu EPB-1 (cystein
proteaza)
SEBFCONSSTPR10A YTGTCWC FW 318 325 | vazebné misto SEBF (silencing
502 509 | element binding factor) nalezeno
vV promotoru genu PR-10a
(pathogenesis-related protein)
WRKY710S TGAC FW 282 286 | vazebné misto WRKY71,
781 765 | transkripéniho represoru
972 976 | giberelinové signalni kaskady
980 984
WBOXATNPR1 TTGAC FW 282 287 | element rozpoznavany WRKY
972 977 | DNA vazebnymi proteiny, které
980 985 | jsou indukovany  salicylovou
kyselinou

Pozn.. Y =C/IT ,W=A/T, K=GIT
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Obr. 18: Schéma promotoru pVSF1 s vyznaenymi vazebnymi elementy nalezenymi pomoci databaze PLACE.

3.4. Charakterizace N. benthamiana transformovanych PSTVd AS1

Bylo ziskano 26 regenerantii, z nichz Vv pfitomnosti kanamycinu (50 mg/l) 16 bylo
koftenicich (61,5%). Z 16 do pudy vysazenych rostlin 4 odumiely a 7 bylo sterilnich. Semena
jsem tedy ziskal z 5 rostlin (¢. 1, 3, 4, 12 a 14). Rostliny TO generace byly charakteristické

niz§im vzrastem a hust&jSim olisténim; jakékoliv dalsi abnormalni znaky nebyly pozorovany
(Obr. 19-A).
(A)

(C)

46 dni po vysazeni

Obr. 19: Charakterizace transformovanych rostlin a Tl generace: (A) fenotyp rostlin vzeslych z transformovanych
explantatl; vyznadena délka = 10 cm (B) Fenotyp rostlin T1 generace; vyznacena délka = 10 cm (C) dot-blot hybridizace
rostlin T1 generace potvrzujici pfitomnost viroidnich ¢astic. (D) Pozorovana nekr6za a odumirani fapika listti u T1 generace.

Abychom stanovili pocet lokust, kde doslo k zac¢lenéni T-DNA, vyseli jsme semena
TO generace a stanovenim poctu senzitivnich a rezistentnich jedincti jsme uréili §tépny pomér
(segregacni test, kde selektivnim znakem byla rezistence na kanamycin). Ani jedna z variant
vsak pti 5% hladin¢ prikaznosti nedosahovala stépného poméru 3:1 (1 kopie), 15:1 (2 kopie)
&i 63:1 (3 kopie) — viz Tab. Il. Usp&snost transformace v$ak byla prokazana pomoci dot-blot
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hybridizace, kdy jsme potvrdili piitomnost viroidu PSTVd AS1 v transformovanych
rostlinach (Obr. 19-C).

Ze ziskanych transformantti jsme do pudy pievedli 1 rostlinu linie 2554/1, 6 rostlin
linie 2554/3, 4 rostliny linie 2554/4, 6 rostlin linie 2554/12 a 5 rostlin linie 2554/14. Rostliny

T1 generace byly rovnéZ zakrslé v porovnani s kontrolami, dochazelo k vrasnéni listi (Obr.

19-B). U rostlin linie 2554/3 a 2554/12 (12 rostlin z 21 vysazenych) byla navic pozorovana
nekroza fapiku listti (Obr. 19-D).

Tab. 11l: Vysledky selekce trasnformanti T1 generace na selekénim MS médiu s kanamycinem.

linie selektivni | rezistentni | citlivé | pomér %2 %2 %2
antibiotikum (3:1) (15:1) (63:1)
2554/1 Ka 1 78 0,01 229,07 | 1153,22 | 4849,82
2554/3 Ka 27 51 0,53 67,85 | 465,51 | 2065,65
2554/4 Ka 4 36 0,11 93,08 | 493,66 | 2096,37
2554/12 Ka 32 24 1,33 9,52 128,08 | 620,86
2554/14 Ka 6 30 0,20 65,33 | 365,07 | 1565,02

Pozn.: hrani¢ni hodnota pii DF=1 a ¢=0,05 je 3,84.
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4. Diskuze

Indukce viroidnich symptomit pomoci infiltrace a transformace N. benthamiana

Ziskanim kmena A. tumefaciens nesoucich expresni rostlinné vektory s kontrastnimi
kmeny PSTVd jsme vytvorili nastroj vhodny pro infekci metodou agro-infiltrace, ktera je
aplikovatelna u modelovych rostlin N. benthamiana (Voinnet et al., 2003). Tento druh byl
diive povazovan za tolerantniho hostitele PSTVd (Hadidi et al., 2003), ovS§em pomoci agro-
infiltrace ziskanych vektorti s dimery PSTVd jsme schopni indukovat symptomy i u rostlin N.
benthamiana, kdy v pfitomnosti PSTVd dochazi zejména K vyrazné inhibici rustu (68,75%
PSTVd AS1 a 80,65% PSTVd C3) a redukei listové plochy. Inokulace rostlin PSTVd pomoci
A. tumefaciens byla pouzivana jiz diive (Salazar et al., 1988), v soucasnosti se k infekci
N.benthamiana pouziva mechanické inokulace pomoci karborunda (Itaya et al., 2007
Kalantidis et al., 2007) ¢i biolisticka inokulace (Matousek et al., 2004a; Matousek et al.,
2004b, Matousek et al., 2007).

S cilem zesilit projevené symptomy jsme se zaméfili na transformaci N. benthamiana
kmenem PSTVd AS1, ktery se u infikovanych N. benthamiana projevil jako nejvice
patogenni. Ziskani transformanti by byli velice uzitecnym néstrojem pro studium viroidni
patogeneze. Pro transformované rostliny N. benthamiana TO i T1 generace byl typicky maly
vzrast, u T1 generace navic doprovazeny vrasnénim listli a u né€kolika rostlin 1 nekrézou
fapikd. Tyto fenologické projevy spole¢né s dot-blot hybridizaci potvrdily pFitomnost
viroidnich molekul v transformovanych rostlinach. Pfi¢ina pozorované nekrézy u tapiki listl
muze souviset se zvySenim aktivity apoptotické nukledzy TBN1 vlivem PSTVd ASI1
(Matousek et al., 2007).

Pomoci segregacniho testu se nam nepodafilo stanovit pocet lokust s integrovanou T-
DNA. Pocet rezistentnich rostlin v poméru k senzitivnim byl u vSech variant oproti ocekavani
dosti nizky. Tato situace vSak byla pozorovana i u rostlin A. thaliana obdobné
transformovanych PSTVd AS1 (ing. Tomas Kocabek, PhD., osobni sdéleni). Ziskané rostliny
budou dale vyuzity v laboratoti Molekularni genetiky, zejména pii studiu viroidni patogeneze.
Vliv viroidni patogeneze na aktivaci vybranych rostlinnych promotort

Rozdil v projevenych symptomech u rostlin N. benthamiana infikovanych
jednotlivymi kmeny PSTVd byl kli¢ovy pro studium aktivace promotordt TBN1 a VSF1, kdy
jsme byli schopni stanovit vztah mezi mirou aktivace promotorii a mirou projevenych

symptomu, ktery by popisoval mozny vliv viroidni infekce na expresi vybranych gent.
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pTBNL1 byl vybran z duvodu zjisténi, ze pfitomnost kmene PSTVd ASI1 zvySuje hladinu
apoptotické nukleazy TBN1 Vv cévnich svazcich listh rajcete - L. esculentum, cv. Rutgers
(Matousek et al., 2007). Provedené pokusy v systému leaf factory potvrdily tento trend, kdy
pTBNI1 byl vice aktivovan u rostlin infikovanych PSTVd ASI1. Protoze pfi nasledujicich
pokusech byla pTBNI1 interakce pomérné slaba a promotor byl nekompletni, zaméfili jsme se
déle na podrobnou charakteristiku pVSF1, jehoz aktivita dle nasich predbéznych experimentii
korelovala se silou projevii viroidnich symptomu. Tento transkripéni faktor ovliviiuje
tkanove-specifickou expresi proteinu GRP1.8 (glycine-rich protein), ktery je zabudovavan do
buné¢nych stén vznikajicich trachei (Torres-Schumann et al., 1996).

Souvislost projevu viroidni patogeneze skrze ovlivnéni biogenze cevnich svazkt
napadené rostliny byla potvrzena nejen zvysenou hladinou TBN1, ale i pozorovanim redukce
xylémové Casti cévnich svazk v fapicich (Matousek et al., 2007). Abychom potvrdili
ovlivnéni biogenze cévnich svazkl jako projev viroidni patogeneze na molekulérni Urovni,
analyzovali jsme aktivaci promotoru transkripcniho faktoru VSFI.

Analyza pVSF1 prokazala silnou korelaci aktivace pVSF1 s mirou projevenych
symptomt, kdy nejvyssi aktivace dosahuje pVSF1 u zdravych a asymptomatickych rostlin
infikovanych PSTVd Mild, zatimco u silné zakrslych rostlin infikovanych kmenem PSTVd
AS1 dosahuje pVSF1 minimalni aktivace i v pfitomnosti supresoru silencingu p19. Z téchto
vysledki miZzeme usuzovat, Ze pVSF1 ztraci schopnost aktivace v pfitomnosti patogenniho
PSTVd ASL1, coz muze vést k poruse biogeneze cévnich svazkl a tim k projevu pozorovanych
symptoml, zejména inhibice ristu (Obr. 20). Nabizi se zde moznost ovlivnéni funkce c¢i
snizeni/zvySeni hladiny neznamého trasnkripcniho faktoru, ktery se podili na aktivaci pVSF1,
v prubéhu viroidni infekce, pfi¢emz mira naruSeni funkce ¢i hladiny koreluje s mirou
projevenych symptomd.

TF ?

ll— PSTVd

‘ pVSFi1 ‘ VSF1 |----- =+ biogeneze cévnich svazkii—— symptomy

Obr. 20: Schéma mozného plsobeni viroidni patogeneze na expresi VSF1 a tim vyvolany projev symptomi. Pfitomnost
PSTVd muze ovlivnit funkei ¢i hladinu ur¢itého TF ¢i fytohormonu, coz ma za nasledek trvalou inhibici aktivace pVSF1.

Zjisténi, ze PSTVd inhibuje aktivaci pVSF1 a tudiz i expresi faktoru VSF1, tak
potvrzuje pozorovany trend, kdy viroidni infekce ovliviiuje expresi urcitych gent
V hostitelské rostliné (Hammond et al., 2000; Itaya et al., 2003; Matousek et al., 2007; Vida et
al., 2003).
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Analyza pVSF1 in silico odhalila BS-1 motiv, ktery je zodpovédny za vaskularné-
specifickou expresi. Dale vSak zejména nckolik vazebnych boxli pro transkripéni faktory,
které reaguji na fyziologicky stres (Myb a Myc boxy), pfitomnost patogenti (GT-1 motiv) ¢i
jsou regulovany fytohormony (ARF, ASF1, WRKY71 a W-box). Pfitomnost téchto boxu
naznacuje, ze funkce pVSF1 muze byt ovlivnéna stresem ¢i zménou hladiny urcitého
fytohormonu. Tuto moznost podporuje fakt, Ze ptitomnost viroidu v rostliné méni hladinu
urcitych fytohormont, naptiklad giberelinti (Vida et al., 2003). Transkripéni faktor LeCP
reguluje expresi genu Acs2, jehoz produkt je klicovym enzymem pii syntéze ethylenu
(Matarasso et al., 2005). Pokud by inhibice aktivace pVSF1 byla spojena s narusenim funkce
LeCP, jehoz 2 vazebna mista byla v pVSF1 nalezena, byla by zaroven negativné ovlivnéna
exprese genu Acs2 a tim i biosyntéza ethylenu.

Prokazany vliv PSTVd na aktivaci pVSF1 miZe byt realizovan skrze ovlivnéni
specifickych transkripénich faktorti. Nasim dalSim cilem je tedy pokusit se charakterizovat
systém pVSF1 a jeho transkripcnich faktord. Dale pak ziskat kompletni promotor TBN1 a
podrobit ho totozné analyze jako pVSF1.

Mechanismus vlivu supresort silencingu na aktivaci promotori v priibéhu patogeneze

Koinfiltraci supresorti silencingu jsme dosahli vyss$i aktivace analyzovanych
promotorl, nebot’ jsme potlacili PTGS v infiltrovanych oblastech vyvolané piitomnosti
cizorodé cDNA (Voinnet et al., 2003). V pribéhu pokust byla pozorovana schopnost PSTVd
AS1 a ¢astecné i PSTVd C3 inhibovat aktivaci pVSF1 i v ptitomnosti supresoru silencingu
pl9. To muze byt vysvétleno bud’to pfimym ovlivnénim funkce p19 v ptitomnosti PSTVd
AS1 anebo mozZnosti, Ze PSTVd ASI nevratné ovlivituje funkci ¢i hladinu urcitého TF
regulujiciho expresi VSF1 - supresor silnencingu p19 sice potlacuje PTGS v infiltrované
oblasti, ale k aktivaci pVSF1 nedochazi vzhledem k absenci ¢i disfunkci zmifiovaného TF.
Fakt, ze p19 pln¢ aktivuje systém pCHS H1 a jeho aktivatora (b HLH2, JMyb2 a HLWD40) i
u PSTVd ASI infikovanych rostlin podporuje spise druhou variantu a také poukazuje na vyssi
specificitu interakce systému pVSF1 a viroidni infekce. Naproti tomu piitomnost PSTVd AS1
aktivovala pTBNI1 a koinfiltrovany p19 mél vétsi aktivacni vliv na pTBN1 u zdravych rostlin
oproti infikovanym, coZz naznaCuje negativni ovlivnéni funkce pl19 v PSTVd AS1
infikovanych rostlinach.

V porovnani s pl9 muize byt mald schopnost supresoru 2b aktivovat pVSF1 ve
zdravych 1 infikovanych rostlinach piipisovana jinému funkénimu principu, nebot’ na rozdil
od vysoce aktivujiciho p19, ktery vaze siRNA molekuly (Silhavy et al., 2002), 2b inhibuje
restrikéni funkci AGO1 enzymu, ktery je soucasti RISC komplexu (Zhang et al., 2006).
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5. Zavér

(1) Byly zkonstruovany infekéni vektory, obsahujici dimerni fragment kontrastnich
kmenu PSTVd C3 a Mild v orientaci (--) pod promotorem 35S Vv expresnim rostlinném
vektoru pLVO07, vhodné pro inokulaci rostlin N. benthamiana pomoci agro-infiltrace. Tyto
vektory spolu s diive pfipravenym vektorem pro PSTVd AS1 umoznily studovat projevy
patogeneze u druhu N. benthamiana.

(2) Symptomy u rostlin N. benthamiana inokulovanych zkonstruovanymi vektory se
lisily v mife projevu v zavislosti na kmeni PSTVd, kdy nejvice patogenni byl PSTVd ASI,
nasledovan PSTVd C3 a PSTVd Mild byl asymptomaticky. Dale jsme ziskali a
charakterizovali rostliny N. benthamiana transformované viroidem PSTVd ASI, u kterych
byly v porovnani s agro-inokulaci pozorovany vyrazngjsi projevy viroidni patogeneze (silna
zakrslost, nekroza rapiki).

(3) Aktivace pTBN1 byla v souladu s diivéjsimi pozorovanimi pozitivné ovlivnéna
pritomnosti PSTVd AS1. Naproti tomu aktivace pVSF1 byla negativné ovlivnéna piitomnosti
PSTVd, kdy mira inhibice pVSF1 korelovala s mirou projevu symptomt u infikovanych
rostlin N. benthamiana. Supresor silencingu p19 vyrazné zvysil aktivaci pTBN1 i pVSF1 ve
zdravych rostlinach, zatimco u silné symptomatickych PSTVd AS1 infikovanych rostlin byl
vliv p19 na aktivaci obou promotord minimalni. Supresor silencingu 2b v porovnani s p19

neprokazoval vyrazngjsi aktivaci pVSF1.
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6. PouZité zkratky

bp

BSA

cDNA

Cv.

ddH,0

dpi
dsDNA/RNA
EtBr

MUG

PCR

RT
sSDNA/RNA
TF

viw

,»base pairs* — pary bazi

,,bovine serum albumine* — hovézi sérovy albumin
,complementary* DNA

kultivar

deionizovana voda

,»days post infection* — dny po infekci

,,double-stranded DNA/RNA — dvoufetézcova DNA/RNA
ethidium bromid

4-Methylumbelliferyl-p-D-glucuronid

,»polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce
,,foom temperature* (pokojova teplota)

,»single-stranded” DNA/RNA — jednofetézcova DNA/RNA
»transcription factor* — transkrip¢ni faktor

,volume/weight“ ratio — pomér objem/vaha
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