Jihodeska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Funk¢ni analyza overexprese genu pro transkrip¢ni
faktor typu Myb z rajcete, potencialniho targetu
Infekce viroidem PSTVd

Bakalatska prace

Jaroslav Ondrus

Skolitel: Ing. Toméas Kocabek Ph.D.

Ceské Budgjovice 2014



Ondrus, J., 2014: Funk¢ni analyza overexprese genu pro transkripcni faktor typu Myb
zrajCete, potencialniho targetu infekce viroidem PSTVd. [Function analysis of
overexpression of gene for a Myb transcription factor from tomato, potential target of viroid
infection. Bc. Thesis, in Czech.] — 49 p., Faculty of Science, University of South Bohemia,

Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Annotation: The main aim of this thesis was to find out whether gene Trifoliate, encoding a
transcription factor from Myb family could be target of viroid PSTVd and is involved in its
unknown interactions with host plant molecules, responsible for PSTVd pathogenesis. For
this purpose, transformation of wild type plants Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana, Nicotiana tabacum, and mutant lof-1 Arabidopsis thaliana with Trifoliate was
made, changed anatomy and morphogenesis of transformants has been observed. Due to our
research and already known facts we suggest Trifoliate has a great importance in regulation
of specific organs development. Manipulation with expression of this gene in some cases

leaded to triggering similar sympthoms as PSTVd causes.

Prohlasuji, Ze jsem praci vypracoval samostatné pouze s pouZitim literatury uvedené
V seznamu citované literatury.

ProhlaSuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zverejnénim své bakalaiské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve veiejné
piistupné ¢&asti databaze STAG provozované Jihoceskou univerzitou v Ceskych
Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k
odevzdanému textu této kvalifika¢ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sbh. zverejnény posudky
Skolitele a oponentl prace i zaznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifika¢ni prace s databazi kvalifikacnich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifikaénich praci a

systémem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Bud&jovicich dne .........cocoeeeeee

Jaroslav Ondrus



Podékovani

Dékuji svému skoliteli Ing. Tomasi Kocabkovi PhD. za odborné vedeni prace, cenné
pfipominky a skvély pfistup. Jsem velmi vdécny Mgr. Anné Tycové, Ing. Jan¢ Jehlikové a
Ing. Kristyn¢ Siglové za Cas, ktery mi vénovaly, jejich trpélivost se mnou, zodpovidani mych
tradi¢nich otazek, a milou spolupraci. Dékuji vam. Nemalé diky patii samoziejmé mé rodin¢,
bez které by studium v Ceskych Budgjovicich nebylo uskute¢nitelné, za zna¢nou finanéni, a

neustavajici moralni podporu.



L VO ittt 1
1.1  Teoreticky uvod do problematiky ...........ccovueriiiiiiiiiiiiicc e 1
1.2 VATOIOY .ot bbbttt ettt b bbb ene s 2
1.3 Transkripeni faKtOTY ....ociiiiiiiiiiiiic e 5
1.4  Komplexni pochody vedouci k determinaci €asti t€l rostlin..........coocvriveiiiiiiiiennne 6
1.5 Arabidopsis thaliana (L.) HEYNN ..o 8
1.6  Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum .............c.cccvviiiiiiiiiicii s 9
1.7  Bakterie Agrobacterium tUMEFaCIENS. ........ccuuiiiiiiie e 9
1.8  Transientni exprese a posttranskripéni uml€ovani genove exprese........ccovververunenn. 11
1.9  Metody detekce ptitomnosti transgenu v transformovanych bunkéach .................... 12

2 CHLE PIACE. .. ettt bbb 13

3 Materidl @ MELOAY......veeiieiiiiiiiere s 13
3.1 ROStHNNY MAtEIIAL......eeiiiiiiiiiiccee e 13
3.2 KUIIVACE FOSHIIN.....coiiiiiiiiic e 13
3.3 Agrobacterium tUmMEFACIENS .........coeeiiie e 14
3.4 Transformace A. thaliana metodou infiltrace KVEtenstvi........c.covverereneiencsennnnne. 15
3.5 Transformace diska Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum......................... 17
3.6 Vysev semen Arabidopsis thaliana ... 19
3.7 Vysev semen Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum ..............ccccoceeeevnenen. 19
3.8 1Z01aCE DINA ... e 20
3.9  Amplifikace pomoci PCR .........cccoiiiiiiiiiii 20

B VPSIEAKY ...ttt bbbttt 21
4.1 Arabidopsis thaliana...........coiriiiiii s 21
4.2  Geneticka analyza st€pnych pomérti Arabidopsis thaliana...........ccoceeeieniiinnne. 22
4.3  Ptitomnost transgenti v rostlinach Arabidopsis thaliana............cccccoveviiniiinnnn. 23
4.4  Fenotyp transformovanych rostlin..........c.cccoovviiiiiiiiesee e 23
45 Komplementa¢ni analyza transgennich mutanti 10fL............ccoooviiiiiiiiniiin, 24
4.6  Geneticka analyza St€pnych poméra Nicotiana benthamiana..............cccceeeveivennens 25
4.7  Ptitomnost transgenu v rostlinach Nicotiana benthamiana.............ccccccevenininnnn. 26
4.8  Fenotyp transformovanych roStlin ..........cceiiiiiiieiiiic i 28
4.9  Geneticka analyza St€pnych poméra Nicotiana tabacum..........c.cccevvveiieiicinens 31
4.10 Pritomnost transgenu v rostlinach Nicotiana tabacum..........c.cccccviiiieiiiicinens 31



4.11 Fenotyp transformovanych rostlin ..........ccccceiiiiiiiiiniiii e 32

4.12  TraNSIENTNT EXPIESE c.vveviirieiteeiieesieiteesteateseesteereesteesteaseesseesesseesseeseaseesseessesseesseansens 33
B DISKUZE ... s 37
5.1  Testovani pritOMNOSt trANSZEINU.....ccvuveeiiirieiiiieiieiesieeesieeesbeeesbee s sree s e sreeesinees 37
5.2  Mozné pticiny projevovanych Symptomil .........ccouevveiieiiniiiiieiisiesiese e 37
5.3  Funk¢ni nenahraditelnost gent Tfa LOFL.......ccoooviiiiiiiiiiiccce 40
5.4  Zpuasobeni symptomti podobnych infekci viroidem PSTVd........cccoooiiiiiiiininne 41
G4 A< USROS R TR STROPPRN 42
POUZITA THEETATUIA . ......eeiiie ettt ettt et e et e e sbe et e et e e nbeennee e 44

POUZIE ZKIATKY ..o 49



1 Uvod

1.1 Teoreticky tivod do problematiky

Viroidy jsou velmi malé patogenni ¢astice napadajici rostliny. Jsou to molekuly cirkularni
nekodujici RNA bez membrany, obalu, ¢i proteinu o velikosti piiblizné od 250 do 400
nukleotidii. Zptsobuji skody na mnoha druzich rostlin, zahrnujicich i plodiny vyuzivané
¢lovékem. V soucasnosti je znamo nékolik druht viroidd, které rozliSujeme podle jejich

genomu a terciarni struktury, které diky zméné primarniho kodu nabyvaji (Keese a Symons
1985).

Infekce nékterymi z nich zplsobuji v hostitelskych rostlinach prakticky zaddné, ¢i minimalni
symptomy, naopak jiné viroidy rostliny doslova decimuji a v ptipadé hospodarsky
vyznamnych druhl zpiasobuji velké Skody a predstavuji tedy potencialni nebezpei a
ekonomické komplikace. Ackoliv byly od objeveni viroidi (Diener 1971) publikovany
ptredstavy pusobeni viroidu a puvodu ,,nemoci® jimi vyvolavanych (Flores et al., 2004,
2005), ptesné plisobeni viroidu na molekuldrni urovni je stale zdhadou a kaskada d&ju
zodpovédnych za kone¢né poruchy ve vyvoji, ristu a patogenezi napadenych rostlin ¢eka na
objasnéni. Dle soucasnych omezenych znalosti se tak déje na zaklad¢ interakce malych
molekul RNA, vznikajicich pfi kumulaci viroidu, S molekulami hostitelského organismu.
Tato prace ma za ukol pfispét k porozuméni mechanismu pisobeni viroidu vietenovitosti
hliz bramboru, znamého jako Potato spindle tuber viroid (PSTVd). Tento viroid napada
nékteré zastupce z ¢eledi Solanaceae, naptiklad Solanum lycopersicum L. Postih viroidem se
projevuje velmi variabilnimi pfiznaky s rliznou mirou zavaznosti, zalezi na genomu viroidu i

hostitele (Matousek et al., 2007).

Na zakladé bioinformatické analyzy provedené prof. Stegerem (Heinrich Heine Universitit,
Diisseldorf, Némecko), ve které byly srovnavany sekvence microRNA odvozené z riznych
¢asti viroidu s ¢astmi jiz zcela znamého genomu Solanum lycopersicum, se kterymi viroidem
derivované molekuly mohou interagovat, bylo pfedpovézeno velké mnozstvi gent, které by
mohly byt ovliviiovany jevem znamym jako RNA interference (RNAI). Navazujici vyzkum
exprese téchto gent V infikovanych rostlinach vedl k zazeni vybranych genu, které byly
povazovany za potencidlni geny interagujici dosud pifesné¢ neobjasnénym zpiisobem s
viroidem PSTVd. Gen Trifoliate (Tf, GeneBank kod JX522478), patii mezi geny, jejichz

exprese je vyznamné snizena v piipad¢é patogeneze viroidem PSTVd, kmenem AS1. Koduje
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transkripéni faktor typu R2R3 Myb a muze hrat majoritni roli ve zméné fenotypu
napadenych rostlin (Selinger 2013). Téma prace vzniklo v dob¢, kdy o funkci genu Tf nebyly
dostupné zadné informace a bylo mozné se opfit jen o funk¢ni studie obdobnych gent

Z jinych rostlinnych druhi.

Cilem této prace je ziskat co nejvice informaci o Tf, obsahujicim konzervovanou DNA
vazebnou doménu R2R3 jeho overexpresi v rostlinach Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana a Nicotiana tabacum a vyuzitim poznatkli ziskanych funkénim studiem

homologického genu Lof z A. thaliana.

1.2 Viroidy

Viroidy jsou malé infekéni agens, napadajici rostliny. Jsou to malé cirkularni nekodujici
RNA o velikosti 250 — 400 bazi s charakteristickou strukturou, ktera jim proptjcuje vysokou
stabilitu. Na rozdil od viri nenesou, ani nekoduji zadny protein, a jsou tedy zcela zavislé na
bunécnych mechanismech hostitele. Jsou to infekéni ¢astice, které napadaji n¢které rostliny
véetné rajcat, ve kterych zplsobuji rozli¢éné symptomy od (téméf) Zadné zmény fenotypu az
po viditelné rozsahlé poskozeni, trpasli¢i vzrist a znehodnoceni organismu pro hospodaiske
ucely. Ty zaviseji kromé kultivaru rostliny 1 na konkrétni sekvenci viroidu - jiz malé zmény
v sekvenci RNA jsou schopné radikalné zménit projevy infekce (Owens et al., 1996,
Diermann et al. 2010). Maji schopnost velmi rychlé evoluce (Diener 1995, Ding 2010).

Naptiklad viroid PSTVd byl detekovan ve viroid sensitivnim kultivaru rajéete Rutgers, kde
zpusoboval viditelné symptomy, oproti tomu ve viroid resistentnim kultivaru Goldkugel se
neprojevoval vibec (Stark-Lorenzen et al., 1997). Jak dokazuji i jini autofi, pfirodni
,»zdravy* fenotyp nemusi nutné znamenat nepiitomnost viroida (Flores et al., 2005), absence
znamek infekce tedy nemusi znamenat neschopnost rostliny hostit viroidy, ovsem stale

mohou byt rezervodrem viroida.

Viroidy se skladaji z ur¢itych konzervovanych domén, které obsahuji mista, kde zmeéna 1
velmi malého poctu bazi muze ve vysledku zménit patogenitu viroidovych agens
(Wassenegger et al., 1996, Owens et al., 1996). Tyto zdmény V sekvenci zptsobuji zménu
tercialni struktury viroidu, coz pozménuje vlastnosti téchto malych molekul, jejich

patogenitu a umoziuje ur€ité rozd€leni viroidl praveé na zaklad¢ stavby téchto domén (Keese
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a Symons 1985). Pii infekci rostliny viroidy Pospoviroidae nejprve dochazi ke vstupu do
jadra, kde se odehrava replikace agens, po opusténi jadra se viroidy $ifi na mezibunééné
urovni plasmodesmaty rostliny, posléze cestuje vodivymi pletivy spolu s asimilaty floémem
(Zhu et al., 2001). Replikaéni cyklus viroidd Vv rostlinnych burikach je komplexni déj, ktery
mize byt sdilen nékterymi jinymi malymi infekénimi RNA (Branch a Robertson 1984).

Viroidy se déli primarn¢ do rodin Pospiviroidae (pojmenované podle Potato spindle tuber
viroid — PSTVd) a Avsunviroidae (pojmenovano podle Avocado sun blotch viroid —
ASBV(d). Skupiny se li§i krom¢ lokalizace v bunice, kdy viroidy ze skupiny Pospiviroidae
jsou pfitomny V jadrech bun¢k, oproti tomu Avsunviroidae vyuzivaji chloroplasty (Lima

1994), napt. i mechanismem replikace (Daro6s et al., 1994).

Ptiklad symptomu zpusobenych PSTVd, zahrnujici zakrslost, trpasli¢i vzrist, vrasnéni listd a
jejich deformace, a Tomato chlorotic dwarf viroidu (TCDVd) je na obrazku 1, ktery
srovnava fenotyp rostliny rajcat napadené t€émito viroidem oproti kontrolnimu organismu.
Rostliny zde byly infikovany izolatem z listhl jiz napadenych rostlin ve stadiu 4 listd.
Fotografie byly pofizeny 45 dni po této inokulaci. Obrazky 2 a 3 zobrazuji rizné miry téchto

symptomu v rostlinach Solanum lycopersicum kultivaru Rutgers zptisobenych PSTVd.

Obr. 1: Symptomy zpusobené viroidy PSTVD a TCDVd rostlinam Solanum lycopersicum

kultivaru Sheyenee ve srovnani se zdravym jedincem. Pfevzato z Xianzhou 2012.
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Obr. 2: Zobrazeni 3 druhid symptomi zplsobené viroidem PSTVd rostlinam Solanum

lycopersicum kultivaru Rutgers. Pievzato z Hammond a Owens 2006.

Obr. 3: Ruzna mira symptomu zptsobenych rozdilnymi kmeny PSTVd v rostlinach Solanum
lycopersicum. Pievzato z Diermann et al. 2010.
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Obrazek 4 ptiblizuje primarni a sekundarni strukturu viroidu. Pravé vysoce komplementarni
struktura, kterou viroidy tvofi, je zodpovédna za velkou stabilitu viroidl proti mechanickym,
chemickym ¢i tepelnym vliviim. Na sekundarni struktufe 1ze rozlisit jednotlivé domény Left
Terminal (leva koncovd doména), Pathogenicity (patogenni doména), Central Conserved
(centrdlni konzervovand dokéna), Variable (variabilni doména) a Right Terminal (prava
koncovd doména) podle kterych viroidy lze rozlisit, a které jsou zodpovédné za
charakteristické vlastnosti a schopnosti viroidu. Kazda znich ma v biologickém zivoté
viroidu svoji specifickou roli, pfi¢emz slozeni jednotlivych domén vice, ¢i mén¢ ovliviiuje

chovani viroidu a defekty jim zptisobené (Wassenegger et al., 1996, Owens et al., 1996).
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Obr. 4: (A) Primarni struktura viroidu PSTVd (ziskano z GeneBank) a (B) jeho sekundarni
struktura s vyznacenymi doménami LT, P, CC, V a RT. Pievzato z Hammond a Owens
2006.

1.3 Transkripéni faktory

Transkripéni faktory jsou proteiny ovliviiujici transkripci. Diky svym vazebnym doméndm
jsou schopné vazat se specificky na DNA. Po navazéni na fetézec ovlivni Cinnost RNA-
polymerazy I, ktera posléze podle kodujiciho vldkna syntetizuje mRNA, ktera pozdéji

prodélava jesté dalsi tpravy, nez je podle jejiho kodu ribozomy syntetizovan protein.
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Dutlezitou ulohu v poc¢atku transkripce ma TATA box, ktery podle soucasnych znalosti
nepusobi pfimo jako misto nasedani RNA polymerazy, ale jako misto, do jehoz blizkosti
nasedaji proteiny vazajici se na DNA zndmé pravé jako transkripcni faktory. Ty piisobi
vétsinou v komplexu nékolika podjednotek a umoznuji nasednuti RNA polymerazy na
promotor. Kromé promotoru je transkripce ovliviiovana misty znamé jako zesilovace, které

se mohou vyskytovat i tisice bp od mista pocatku replikace (Dam-Mieras et al., 1993).

Misto, na které se na DNA vaze, se nazyva promotor. Kromé ,,povzbuzeni ¢i zahdjeni
exprese genu muze transkripcni faktor mit 1 blokacni u¢inky, v takovém piipad¢ se nazyva
represor. Transkripéni faktory mohou fungovat v komplexu slozeném z vice podjednotek a
regulace se tak Ucastni mohutné proteinové komplexy. Samotny jeden protein obsahuje
krom¢ DNA vazebného mista i trans-aktivaéni doménu, ktera slouzi jako vazebné misto pro
dalsi transkripcni faktory, a ligand vazajici doménu. Pfitomnost specifickych ligand potom
upravuje funkci faktoru. Pravé tento variabilni a flexibilni systém umoziiuje velmi jemné

regulovat genovou expresi v eukaryotnich organismech (Dam-Mieras et al. 1993).

1.4 Komplexni pochody vedouci k determinaci ¢asti tél rostlin

Komplexni pochody, regulované na mnoha urovnich, které vedou k determinaci listd a
morfologii nejsou stile dostateéné prozkoumany, nicméné se tak déje za jemné a velmi
regulované spoluprace exprese uréitych genu, latek (Casto hormonalni povahy) a jejich
vzajemnym pusobenim a ovliviiovanim. Usporadani fytomert na rostlinach a jejich samotny
vyvoj je fizen komplexni siti d€ji regulovanych na mnoha urovnich, pficemz z velké miry se
Vv téchto regulacnich kaskadach angazuji hormony a transkripcni faktory. V mnohych
eukaryotnich organismech existuji geny kodujici transkripéni faktory z rodiny MYB, které

dosahly zvlastni diversity u rostlin (Dubos et al., 2010).

Ve znaéné pocetné rodiné transkripénich faktort typu Myb u Arabidopsis bylo
identifikovano 198 genil, které se podileji na fizeni vyvojovych procest a reakci na stres
(Chen et al., 2006). Proteiny z této rodiny jsou charakteristické konzervovanou doménou,
ktera ma schopnost vazat se specificky na DNA (Stracke et al., 2001). Tyto proteiny se
podileji na regulacnich systémech fidicich vyvoj i konecnou morfologii jednotlivych orgénii

rostlin, na metabolismu a odpovédich na bioticky a abioticky stres (Dubos et al., 2010).
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Ukazuje se, Ze v né€kterych c¢astech rostliny rajéete (Solanum lycopersicum) ma v téchto
déjich zasadni tlohu gen Tf (Naz et al., 2012).

Velky vliv mé naptiklad na uspotadani listkil, pficemz geny jemu podobné se uplatiuji ve
velkém mnozstvi organismu fylogeneticky vzdalenych. Tf je exprimovan v okrajich lista, pii
vyvoji mira jeho exprese koreluje s mirou slozitosti listd (Naz et al., 2012). Spoluprace
podobnych genti, kddujicich proteiny znamé jako transkripéni faktory, spolu s nékterymi
hormony jsou zodpovédné za obrovskou variabilitu ve fenotypu jednotlivych druht rostlin.
Gen Tf obsahuje sekvenci koédujici do zna¢né miry podobnou sekvenci pro protein ,lateral
organ fusion 1« (LOF 1), ktery se vyskytuje v Arabidopsis thaliana (Lee et al., 2009, Naz et
al., 2012). Gen Lofl koduje protein taktéz z rodiny MYB, ktery je obdobné transkripénim
faktorem. Jak ukazuji Lee et al., (2009) ve své praci, Lofl je exprimovan na okrajich
nékterych organti, coz ma za nasledek poruchy v ristu a abnormalni sristy v oblastech, kde

vétve odstupuji od stonku.

Geny, ovliviujici morfologii okraji organu, jako je Tf ¢i Lofl, jsou samy ovliviiovany
nékterymi latkami, napiiklad brasinosteroidy (Gendron et al., 2012). Ty mohou ovliviiovat
aktivaci transkripcni faktory BRZ1, které dale potlacuji celé rodiny gent, napiiklad CUP-
SHAPED COTYLEDON geny. JelikoZz Vv rostlinich dochazi k velké akumulaci BRZ1
v buiikach nalezicich k centralni ¢asti meristému a primordii jednotlivych organt, ale oproti
tomu v buiikdch patiicich k okrajovym oblastem organli, dochazi diky tomuto rozdilu
k charakteristickému vyvoji &asti organismu. (Caste¢nym) umléenim téchto geni potom
dochazi ke specifickym sristim. Patfi k nim kromé gent zrodiny CUP-SHAPED
COTYLEDON (Cucl, Cuc2, Cuc3) prave i Lofl, produkujici transkripéni faktory. Napiiklad
u dvojitych mutantt Arabidopsis thaliana cuc2cuc3, ktefi vykazuji pfiblizn¢ polovi¢ni miru
exprese Lofl oproti wild type, byly prokazany abnormalni sristy saméich pohlavnich
organu, ty¢inek viz Obr. 5 (Gendron et al., 2012).
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Obr. 5: Srusty ty¢inek a tkané v postranni oblasti zptisobené tlumenim exprese Lofl.

Pievzato z Gendron et al., 2012.

1.5 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (huseni¢ek rolni) patii do celedi Brassicaceae. Je to
kosmopolitné rozSitend rostlina vyskytujici se v riiznorodych nadmoiskych vyskach
(Hoskovec 2007). Dosahuje vysky az 30 cm, z ptizemni ruzice listi se ty¢i hlavni stonek, ze
kterého ¢asem prirdstaji postranni vétve. Kvéty sestavaji ze Ctyt listka kaliSnich a ¢tyt listkt
korunnich. Kvéty obsahuji 6 ty€inek, 1 pestik se semenikem. Rostlina je samosprasna. Po
oplozeni se utvaii SeSule, které po dozrani praskaji, méti ptiblizn€ 1 centimetr. Pfi dozrani se

zbarvi do Zluta, semena se uvolfiuji pukanim (Hoskovec 2007).

Jedna se o modelovou rostlinu. Pro Gcely studia genetiky a molekularni biologie se vyuziva
piiblizné od zacatku 20. stoleti. K tomu ji pfedurcuje nékolik jejich vlastnosti. Je to
predevsim jeji kratka vegetacni doba, kterd umozituje péstovat nékolik generaci ro¢né. Maly
vzrust umoznuje s Arabidopsis manipulovat i v prostiedi in vitro, velky pocet semen
umozinuje snadno selektovat transformanty. Neobvykle maly genom, ktery ¢ita piiblizné 125
miliont pard bazi (bp) a pouze 5 chromozomii velmi ulehéuje genetickou analyzu. Genom,
jehoz sekvenace jakozto prvni vyssi rostliny byla dokoncena v roce 2000, obsahuje 25 498

gent, pficemz od zna¢né ¢asti existuji mutanti (Kaul et al., 2000).
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1.6 Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum

Tabak je rostlina s velkym vyznamem pro tabakovy pramysl zéasobujici lidstvo kufivem.
V soudasnosti se péstuje téméi po celém svété. K nejvétsim péstitelim patii Cina, USA,
Brazilie, Indie. Je cenén zejména kvuli obsahu sekundarniho metabolitu — alkaloidu nikotinu,
ktery mé charakteristické G€inky zahrnujici zmény kardiovaskularni Cinnosti a pozitivni
ucinky na nervovou soustavu. Nikotin ma bohatou historii a patfi k latkam, na které¢ vznika
extrémné silnd zavislost, smrtelna davka se pohybuje okolo 100 mg pro dospélého, 70
kilového ¢loveka, ale je silné variabilni, nebot’ organismus si na nikotin vytvoti velmi rychle

znacnou toleranci.

Tabak je jednoleta rostlina z Celedi Solanaceae, dorustajici vySky az 2 m. Ma podlouhlé
kopinaté listy, Zlaznaté trichomy a nalevkovité kvéty s ervenou korunou. Tvofi latovita

kvétenstvi (Mlada a Prochazka 1987).

Nicotiana benthamiana je podobné jako huseni¢ek dobrym predmétem pro vyzkum. Kromé
citlivosti na nejriznéjsi patogeny, jako jsou viry, plisng, ¢i viroidy, je to pfedevsim jeji dobra
transformovatelnost a vhodnost studia transientni exprese gend po infiltraci suspenze
agrobakteria do listd (Goodin et al., 2008). Bezpochybnou vyhodou je také vynikajici rust
Vv in vitro podminkach, nenaro¢nost na substrat a pfizpusobiva struktura rostlin dovolujici
snadnou manipulaci. U rostlin tabaku, jak Nicotiana benthamiana, tak Nicotiana tabacum je
dobfie zvladnuta technika nepfimé organogeneze, ktera nam umoziuje ziskat transformované
jedince po aplikaci vektoru na listové disky a iniciaci kalusu (Jones 1995). Timto zpisobem
muzeme ziskat relativné snadno transgenni jedince. V neposledni fad¢ je vyhodou také
relativné rychly reprodukéni cyklus, vhodna velikost dospé€lé rostliny a nenaro¢nost

pestovani.

1.7 Bakterie Agrobacterium tumefaciens

Bakterie Agrobacterium tumefaciens jsou aerobni chemoorganotropické organismy, které se
vyznacuji schopnosti pifedat do bun¢k ciziho organismu ¢ast genetické informace, kterou
nesou na vlastnim plasmidu. Metodami rekombinantni DNA jsme plasmid schopni

upravovat a vlozit do néj cizorodou informaci. Tato schopnost z téchto bakterii ¢ini u¢inny
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nastroj pro genetické potieby. Bakterie rostou na jednoduchych médiich, které Ize pfipravit

Vv laboratornich podminkach vétSiny pracovist’.

Schopnost ptedat genetickou informaci je podminéna existenci bakteridlnich Ti plasmidii, na
kterych se nachazi oblast zvand T-DNA region, ktera se zacleni do genomové DNA rostlinné
bunky. Diky molekularni technologii rekombinantni DNA je puvodni obsah z oblasti T-
DNA vyjmut a nahrazen sekvenct, jejiz pfenos do rostliny je zaddouci. Ta se mize zaclenit do
jadra, pripadné dojde k indukci transientni exprese. Vhodnym vybérem pletiva rostliny a
dalSich faktori muze byt docileno vzniku nechimerickych rostlin, které Zzadanou sekvenci

nesou jiz od semene (Necasek 1993, Jones 1995).

Pro selekci transformovanych bunék jsou pouzivana antibiotika, nebo pesticidy. V nasem
ptipadé¢ byly GMO bunky a tedy organismy rozpoznavany diky schopnosti riist na padé
obohacené o antibiotikum kanamycin, kterou zaji§toval transgen pro neomycin

fosfotransferazu Il (nptll).

Gen Nptll byl izolovan z prokaryotnich Escherichia coli a v soucasnosti se hojné¢ pouziva
pro selekci transformovanych organismu (Weigel a Glazebrook 2006). Poskytuje organismu
resistenci vic¢i nékterym antibiotikiim, jako je neomycin, kanamycin ¢i geneticin. Tento gen
koduje aminoglykosid 3'-fosfotransferazu, ktera antibiotikum deaktivuje fosforylaci, ¢imz
razantn¢ snizi jeho toxicitu pro organismus. Obr. 6 znazornuje fosforylaci kanamycinu
(Weigel a Glazebrook 2006).

HH.+ HO NH.+ HO

0 OH o OH
HO HO
+H M NHy+ +HH NHo+

Kanamycin Kanamycin(3')-fosfat

Obr. 6: Fosforylace antibiotika kanamycinu pomoci aminoglykosidu 3'-fosfotransferazy.

Ptevzato a upraveno z <www.bioscience.org/1999/v4/d/wright/fig2.gif> stazeno 12. 6. 2013.
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1.8 Transientni exprese a posttranskrip¢ni uml¢ovani genové exprese

Transientni, neboli doCasnd exprese, je jev, pii kterém dochazi k Casové omezené expresi
gend, které vlozime do organismu naptiklad pomoci bakterie vyuzivajicich metod. Jednou
z nich je ptenos T-DNA na Ti plasmidu Agrobacteria tumefaciens. Zde dochazi k ptenosu
informace, ktera je vloZena na transfer-region bakterie, do pletiva, tedy bunék infiltrované
rostliny (napf. Kapila et al., 1997). Transientni exprese ma oproti stabilni expresi nékolik
vyhod, a to pfedev§im zna¢nou silu transkripce, které transformovana rostlina dosahuje.
Nekteré zdroje uvadi az tisicinasobné zvySeni exprese (Janssen a Gardner 1989). Dalsi
bezpochybnou vyhodou je, Ze nedochazi k pozi¢nimu efektu, tedy pisobeni okolnich tsek a
struktury chromozomti na vlozenou informaci (Sager a Ryan 1968). Nevyhodou je doc¢asnost
exprese, kterd trva obvykle pouze v ramci nckolika dntli, nez je obrannymi mechanismy

hostitelského organismu uml¢ena (Brodersen a VVoinnet 2006).

Rostlina inzerovanou informaci bere jako cizi a tudiz skodlivou. V prubéhu evoluce byly
vyvinuty mechanismy, jak takovou skodlivou informaci eliminovat. V poslednich letech se
jako krucidlni mechanismus pro uml€ovani téchto informaci jevi RNA silencing, ktery
pracuje na principu hybridizace a nasledné degradace molekul (Fire et al., 1998, Hannon
2002). Tento systém post-transkripéniho uml€ovani genti je zodpovédny i za vyhasinani

transientni exprese (Voinnet et al., 2003).

Tento d¢j, nazyvany posttranskripéni umlcovani genové exprese (PTGS) je indukovan
napiiklad pfitomnosti a kumulaci virovych ¢astic. Spociva vtom, Ze jsou vytvafeny
molekuly RNA o velikosti 20 - 26 bazi, jejichz sekvence jsou komplementarni K mMRNA
rozpoznané k terminaci (Hamilton et al., 1999). Postupné se ukazuje, Ze malé RNA,
rozdélené do dvou kategorii nazyvané small-interfering RNA (SiRNA) a micro RNA
(MiIRNA) se tucastni celé tfady regulaénich déjia. Kromé obrany svého genomu pied

cizorodou nukleovou kyselinou je to i regulace vlastnich genti (Carthew a Sontheimer 2009).

Proti obrané rostlin byl evoluci postupné vyvinut mechanismus, ktery umoznuje zefektivnit
virovou infekci a tedy v nasem pfipadé podpofit transkripci exogenni nukleové Kyseliny a
otevfit tak dvefe potencidlni vyrobé a nasledné purifikaci proteinu z listd rostlin, které
mohou slouzit podobné jako malé tovarny na vyrobu proteini. Dobie znam je naptiklad
protein p19 kédovany nukleovou kyselinou viru tomato bushy stunt virus. Ten pti ko-expresi

S exogennimi geny pfi transientni expresi potlacuje mechanismus post-transkripcni genové
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interference. Ve vysledku miize byt transkripce zesilena vice nez 50krat, pfi¢emz protein p19

je persistentni az do senescence listu (Voinnet et al., 2002).

1.9 Metody detekce pritomnosti transgenu v transformovanych buiikach

Pro tcely detekce transgenu v buiikach byly vyvinuty metody, které nam potvrdi jeho
pfitomnost na mnoha urovnich. Patii mezi né¢ PCR, kdy testujeme pomoci amplifikace
(kvalitativn€) pfitomnost urcitého specifického tiseku na DNA, ¢i derivovana metoda qPCR,
kdy jsme schopni pomoci postupného prométfovani intenzity fluorescence, uvoliujici se
Z barviva reagujiciho s dvouvldknovou DNA, mezi jednotlivymi amplifika¢nimi kroky
stanovit i pivodni mnozstvi amplifikovaného useku. Dale Southern blot, kdy mizeme
pritomnost hledané DNA sekvence odhalit pomoci (radioaktivn€) znacené sondy, c¢i
Northern blot, pomoci kterého muizeme relativné piesné studovat expresi RNA v naSem

vzorku.

PCR je jedna ze zakladnich metod molekularni biologie. Jedna se o polymerazovou
fetézovou reakci, umoziujici amplifikovat templatovou DNA. Jeji uskuteCnéni bylo
podminéno nalezenim termostabilnich bakterii obsahujici enzymy, které nedenaturuji ani pii
extrémnich teplotach. V zaklad¢ je vyuZivana pro amplifikaci libovolného tseku DNA, coz
krok nezbytny pro pozdé&jsi manipulaci s DNA, které se nachdzi vizolovaném kusu
tkané/pletiva v omezeném mnozstvi. Provedenim PCR muzeme ziskat mnoho miliard
identickych molekul. Reakce probih4 v Cycleru, ktery po vloZeni vzorkli méni teploty podle
nami naprogramované¢ho schématu. Vyuziva se zde fyzikalné chemickych vlastnosti DNA a
enzymu zvaného polymerdaza. DNA ma charakter dvousroubovice, tedy dvou vlaken, ktera
jsou za béznych (laboratornich) podminek spojena nekovalentnimi vazbami a to pomoci
vodikovych mustkd. Tato vazba je diky plisobeni vysoké teploty (94° C) rozruSena.
V nasledujicim kroku je teplota snizena na 55° C (v tomto kroku teplota zavisi na stavbé
primert, nebot” vazba CG obsahuje 3 vodikové mistky, AT pouze 2 — primery s vysSim
poctem bazi cytosinu a guaninu vyzaduji vétsi teplotu, ta by se neméla mnoho lisit u dvou
pouzivanych primerd) a probiha annealing primert. V pfiStim kroku je teplota zménéna na
72° C, coz je teplotni optimum pro polymerazu. Zde ¢asto ménime trvani tohoto kroku, a to
podle velikosti ocekavané sekvence. Syntetizuje se druhé vlakno. Denaturace, annealing
primeri a syntéza komplementdrniho fetézce probihd v kruhu po pfiblizné tficeti
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opakovanich. Pfi jednom opakovani je pocet molekul zdvojnasoben. Po tomto cyklu

zpravidla nasleduje findlni elongace.

2 Cile prace

Cilem této prace bylo zjistit, zda pozménéni exprese tohoto genu je schopné vyvolat zménu
fenotypu rostlin podobnou symptomum viroidu PSTVd, a to analyzou jeho overexprese
v rostlinach Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum, dale
potvrdit ¢i vyvratit funkéni podobnost Tf s transkripénim faktorem Lof z A. thaliana
komplementaéni analyzou mutanta lofl, popt. dvojitého mutanta lofl/lof2 a provést
charakteristiku in silico kodujicich sekvenci Tf a podobného genu z A. thaliana lateral organ
fusion (Lofl, At1G26780).

Cilem komplementacni analyzy bylo zjistit, zda podobnost genil je natolik velka, Zze geny
jsou zaménitelné, tedy zda Tf dokaze v Arabidopsis thaliana nahradit funkci standardné
zajistovanou podobnym genem Lateral organ fusion, a tedy adaptovat nékteré z funkci Lof
na Tf. Pro ucely studia G¢inki zmény exprese toho genu byla vyuzita i transientni exprese

pomoci agroinfiltrace Nicotiana benthamiana.

3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro ucely této bakalarské prace jsme pouzili rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu
Columbia, dale mutanty Arabidopsis thaliana lofl a lof1/lof2 (dar od prof. Patricie Springer,
University of California, Riverside, USA), Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum

odrady Samsun.

3.2 Kultivace rostlin

Kultivace rostlin probihala v nékolika fazich. Semena vysetd na médium za sterilnich

podminek nejprve kli¢ila v k tomu urcenych kultiva¢nich komoréach. Zde také byly po celou
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dobu pokusti udrzovany in vitro klony rostlin Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum.
Vin vitro podminkach panuji specifické podminky — vysoka vlhkost, idealni, nekolisajici
teplota (pro Arabidopsis nastaveno 22° C, pro Nicotiana benthamiana. a Nicotiana tabacum
25° C) Vétsi rostliny, oviem stile pied reprodukéni fazi Zivotniho cyklu byly péstovany
Vv kultiva¢nich pfistrojich — fytotronech (Snijders-scientific, Microclima 1000, intenzita
osvétleni 150 — 200 pmolm™?s™).

Prostiednictvim fytotrond byla rostlindAm dana moznost ptizpisobit se na in vivo podminky
zin vitro. Zde jiz nepanuji sterilni podminky. Ve fytotronech maji rostliny prostor pro
adaptaci na in vivo prostiedi, byly sem vkladany ve velmi vlhké pud€, na podnosech
napusténych vodou. Fytotrony maji velkou vyhodou oproti sklenikiim, a to moznost regulace
teploty, vlhkosti a délky denni periody. Na zavére¢nou fazi zivotniho cyklu jsou rostliny
pfenaSeny do sklenikii, kde maji plnohodnotny kontakt s okolnim svétem, a je tedy

napodoben rast v divoké ptirode.

3.3 Agrobacterium tumefaciens

Pro tuto praci byl pro transformaci kvétenstvi Arabidopsis thaliana, docileni transientni
exprese V listech Nicotiana benthamiana, a transformaci diskii tabakd Nicotiana
benthamiana a Nicotiana tabacum kultivaru Samsun pouzit kmen LBA 4404 bakterii
Agrobacteria tumefaciens s binarnim vektorem pLV07 obsahujici technikami rekombinantni
DNA vlozené transgeny Tf, kodujici transkripéni faktor z rodiny Myb, a Nptll, zajistujici
resistenci vuéi pouzitému Selek¢nimu antibiotiku kanamycinu. Tf byl pfidan za 35S
promotor, Nptll za promotor genu nopalin syntazy. Znazornéni sekvence S vyznacenymi
anotacemi uvadi obrazek 7. Jedna se o klon ulozeny ve sbirce Oddéleni molekularni genetiky

na Ustavu molekularni biologie BC AVCR pod ¢islem 3907.
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Obr. 7: Plasmid pLVO07 s vyznacenymi geny Tf, Nptll. Vyrobeno v Geneious® (Biomatters
Ltd., USA).

3.4 Transformace A. thaliana metodou infiltrace kvétenstvi

Metoda infiltrace Arabidopsis nam umoziuje ziskat transgenni, nechimerické jedince, ktefti
vnasenou sekvenci obsahuji jiz od semene a je tedy pfitomna ve vSech jeho bunkach (Clough
a Bent 1998). Na rozdil od metod nepiimé organogeneze nevznika geneticka variabilita
Vramci jednoho organismu. Jednd se o zjednoduSenou metodu infiltrace bakterii, kdy
pouzivame vodni vyvévu a smacedlo pro zefektivnéni transformace. Do pfipraveného
roztoku obsahujiciho smacedlo Silwet L-77 o koncentraci 200 ul na litr média, 5% roztok
sachardzy a suspenzi Agrobacteria je ponoiena rostlina Arabidopsis tak, aby ponofena byla

celd cast obsahujici kvétenstvi, na kterém probihd meidza, tedy nadzemni Cast rostliny.

Pritomnost cukru a surfaktantu je pro uspésnou infiltraci klicova (Clough a Bent 1998).
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Z tohoto divodu je nutné spravné urcit dobu vhodnou pro infiltraci, kdy se teprve tvofi
semena. V opacném piipade, tedy v ptipade€ rostliny pokrocilejsiho stadia vznika nezadouci
slepy material. Vytézky transformanti jsou velmi variabilni a pohybuji se obvykle v rozmezi
0,1 — 1,0 %. JelikozZ je pro tc€ely maximalniho poctu transformanti je nutné sladit idedlni
stav, tedy ,,pfipravenost™ Arabidopsis a bakterialni rist, je mozné bakterie skladovat 1 tyden
pii 4°C (Logemann et al., 2006).

V roztoku obsahujicim Agrobacterium byla rostlina za snizeného tlaku ponechana 20 minut,
po vytazeni byla vodorovné poloZzena do vhodné nadoby, obalena potravinovou folii pro
udrzeni vysoké vlhkosti a nechana jeden den za sniZeného osvétleni. Posledni krok byl
nezbytny pro navozeni idedlnich podminek bakteriim a zvySuje vytéznost transformantt

ptiblizn¢ dvojnasobné (Clough et al., 1998).

Agrobacterium tumefaciens bylo vzato ze sbirky bakterialnich klonti udrzované v mrazicim
boxu pii -80°C. Bakterie jsme inokulovali do 20 ml LK média a po $estnacti hodinach obsah
ptelili do 1 litru LK média, kde narostl dostatecny pocet bakterii postacujici pro infiltraci.
Bakterie jsme zcentrifugovali pti 5000 otackach za minutu po dobu 20 minut pii 20°C.

Bakterialni pelet byl rozpustén v 0,5 | infiltraéniho média.

LK kultivaéni médium bakterii, slozeni 500 ml roztoku (Langley, Kado 1972,

modifikovano)

5 g sachardzy

4,0 g kazein — tryptone
2,0 g kvasni¢ny extrakt
1,0 g K;HPO4

150 mg MgSO4

pH =6,8

Infiltracni médium bakterii, slozeni 500 ml roztoku (Clough 1998, modifikovéano)

1,1g MS

0,259 MES

25g sachardzy

100 pul Silwet L-77 (Crompton Corp., USA)
pH=5,8
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3.5 Transformace diska Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum

Pii transformaci diskt Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum bylo postupovano podle

protokolu podle Jonese (1995).

Z wild type Nicotiana benthamiana rostlin péstovanych in vitro bylo vykrojeno 20 diska
zptiblizné 5 - 6 tydnu starych listd, které byly po dobu 20 minut zkultivovany
Vv pfipraveném infiltraénim médiu se suspenzi bakterii Agrobacterium tumefaciens. Prace
probihala za aseptickych podminek ve flow boxu. Bakterie se dostaly feznymi ranami a
pruduchy do listovych diskd, a zde v nékterych piipadech doslo k transformaci bungk.
Nebylo tfeba kultivovat bakterie v acetosyringové smési jako v ptipadé transientni exprese,
nebot’ latky uvolnované z poranéného pletiva slouzily jako dostate¢ny budici signal,

podobné jako pfi transformacich odehravajicich se pfirozené v ptirod¢.

Disky jsme posléze umistili za sterilnich podminek do petriho misek s médiem obsahujicim
agar, sachardzu a smés mineralt a vitamini MS (Murashige a Skoog 1962) bez antibiotik i
hormont, kde byly disky ko-kultivovany s bakteriemi. Po dvou dnech byly disky pfemistény
do misek s médiem jiz obsahujici antibiotika kanamycin o koncentraci 100mg/l pro selekci
transgennich bunék, a tikarcilinu o koncentraci 250 mg/l, pro postupnou eliminaci

ptezivajicich bakterii. Pidy obsahovaly také hormony pro podporu tvorby kalusu.

Pro vyvolani kalusu byly pouzity hormony BAP a NAA. Prvni dvé pasazovani diskl jsme
uskute¢nili na média s koncentraci BAP = 1,0 mg/l, NAA = 0,1 mg/l. Dalsi pasazovani
probéhla ve stadiu, kdy jiz byl vytvotfen dostate¢né velky kalus, skladajici se z drtivé vétSiny
transgennimi bunikami, proto nebylo jiZ tfeba aplikovat BAP, ale pouze NAA o koncentraci
0,1 mg/l. Koncentrace hormonti i antibiotik pouzitych pii postupnych pasaZovanich je

prehledné uveden v tabulce 1.
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Tab. I: Koncentrace hormontl a antibiotik pouzitych na jednotliva pasazovani.

Pasazovani Km [mg/l] Ti[mg/l] BAP [mg/l] NAA [mg/l] Ugel
1 0 0 0 0 kokultivace s Agrobacteriem
2 100 250 1 0,1 regenerace pryti
3 100 250 1 0,1
4 100 250 0,5 0,1
5 100 250 0 0,1
6 100 250 0 0.1 ’
7 100 250 0 0 elongace pryti a
8 100 250 0 0 zakofenéni

Diky nepiimé organogenezi se objevovala malad embrya, ktera byla skalpelem vyfiznuta a
ptesazena do Cerstvych regenera¢nich médii obsahujici MS, sachardzu a agar. Nékteré z nich
byly chimerické, ¢ili nemély ve vSech bunkach identickou genetickou informaci. K tomuto
jevu dochazi v disledku tvorby rostlinného jedince z vétStho mnozstvi bunék, kdy kazda
muze obsahovat z¢asti odliSnou genetickou informaci. Tato skutecnost se v disledku
projevila casti sensitivni vii¢i pouzitému antibiotiku. V pribéhu risty rostliny po jednom
tydnu dochazelo k pasdZovani na Cerstva média obsahujici selekéni agens proti
netransformovanym buikam kanamycin, a proto byla drtiva ¢ast chimérickych rostlin

eliminovana.

U ziskavani transgennich jedincti Nicotiana tabacum jsme vychazeli z rostlin péstovanych
V nesterilnich podminkach. Postup probihal analogicky jako v pfipadu Nicotiana
benthamiana, ovSem kvili odebirani diskd z nesterilnich rostlin byl pfidin mezikrok
povrchové sterilizace. Pii kroku povrchové sterilizace byly listy omyty mydlovou vodou a
posléze vystaveny pusobeni 70% ethanolu po dobu 5ti minut. Po tomto kroku byly listy
sterilizovany zfedénym (9:1) ptipravkem SAVO obsahujicim chlornan sodny 0 koncentraci
0,47% po dobu deseti minut. Listy byly posléze tadn¢ proplachnuty a omyty sterilni

destilovanou vodou.

Tekuté ko-kultivaéni médium

10 mM MgSO4
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Regeneraéni médium — 500 ml

1,1g MS

7,5g sacharozy

49 agaru

pH=5,8

Antibiotika a hormony viz Tab. 1.

3.6 Vysev semen Arabidopsis thaliana

Semena Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia byla pfed vysevem na médium
vysterilizovana roztokem chlornanu sodného o koncentraci 0, 47% (SAVO 1:9). V 800 ul
tohoto roztoku byla semena ponechana 10 minut, pribézné byla vortexovana pro zajisténi
osetfeni celého povrchu. Prace s vysterilizovanymi semeny probihala dale za aseptickych
podminek v laminarnim boxu. VSechna semena byla 3x promyta sterilni destilovanou vodou,
posléze v roztoku 0,1% agar6zy jednotlivé vysévana pomoci mikropipety na médium. Na
rozdil od semen Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum jsou semena Arabidopsis
dostatecné mala, aby prosla $pi¢kou mikropipety. Médium, na které byl vysev provadén
vV naSem piipad€, obsahovalo agar, sachar6zu, smés minerald a vitamini MS (o polovi¢ni

koncentraci) a specificka antibiotika v pfipad¢ selekce semen jiz transformovanych rostlin.

3.7 Vysev semen Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum

Postup oSetfeni semen z in vivo byl analogicky s vysevem semen Arabidopsis. Semena byla
nejprve vysterilizovana 10% roztokem Sava, fadn€ promyta a vysévana na pfipravena média
obsahujici agar, sacharidy a smés minerall s vitaminy MS. Semena tabdku bylo nutné kvuli
vetsi velikosti vysévat pomoci upravenych Spicek, jimz bylo pfed zapocetim prace vhodné
roz$iteno usti. Semena Nicotiana tabacum obsahuji hodné velké mnozstvi, proto plavou,
voda pfi promyvani byla tedy odsavana opatrné pomoci malych $pi¢ek pouzivanych pro

pipetovani do 200 pl.
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3.8 lzolace DNA

DNA byla izolovana =z transformovanych GMO Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana a Nicotiana tabacum nasledujicim zpusobem (pievzato a upraveno z Roger a
Bendich 1988). 100 mg tkané¢ bylo odebrano a zhomogenizovano sterilnim tlouckem.
Nasledné bylo ke zhomogenizované tkani pfidano 400 pum extrakéniho pufru. Smés jsme
zvortexovali po dobu 5 sekund. Nasledovala centrifugace (15000 ot/min), po dobu 3 minut.
Posléze jsme 300 pl vzniklého supernatantu obsahujiciho DNA piepipetovali do nové
zkumavky tak, aby nebyl poruSen pelet skladajici se z odpadnich zbytkli a nedoslo ke
kontaminaci. Pfidali jsme 300 pl isopropanolu (pomér vici supernatantu by mél byt 1:1).
Smés jsme pomalu zamichali, aby nedoslo rychlym pohybem k fragmentaci DNA. 2 minuty
jsme roztok inkubovali pfi pokojové teploté. Dal§im krokem byla centrifugace (15000
ot/min) po dobu 5 minut. DoSlo k peletovani DNA. Supernatant jsme odsali, pelet vysusili.

Ptidali jsme 100 pl TE puftru, pelet rozpustili velmi jemnym tfepanim.
Extrak¢ni pufr

200mM Tris HCI
250mM NacCl
25mM EDTA
0,5% SDS
pH=75-8

TE pufr

10mM Tris HCI
1mM EDTA
pH =8,0

3.9 Amplifikace pomoci PCR

Pro amplifikaci genu npt Il a useku pfislusicimu vir oblasti na plasmidu Agrobacteria

tumefaciens byl pouzit termocykler nastaveny dle schématu uvedenym v tab. I1.
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Tab. Il: Nastaveni cykleru pro PCR s annealingovou teplotou 55 stupnd.

Cyklus  Teplota[°C] Cas [min]

1 95 2:00

2¢C 94 0:30 cykly 2c-4¢ opakovany
3c 55 0:45 34x

4c 72 1:20

5 72 3:00

Pro amplifikaci genu npt II byly pouzity specifické primery (Bfiza et al., 2008):
NPT15-ACG CAG GTT CTC CGG CCG CTT G-3'

NPT2 5'-GAA GCG GTC AGC CCATTC GCC G-3'

Amplifikovany fragment mél velikost 699 bp, nemé&ly vznikat zadné nespecifické produkty.

Pro amplifikaci vir oblasti Agrobacterium tumefaciens byly pouzity specifické primery o
nasledujici sekvenci (primery byly poskytnuty doc. J. Bfizou z UMBR BC AVCR):

VirAl: 5'- AAT TCA CCG ACG CGG CAG GAT TTT AAGACAG -3
ViIrA2:5- AGC TTT GGT ACG AGA GAC TAT TTC GCG TAG -3'

Amplifikovany fragment mél velikost 1093 bp, nemély vznikat zddné nespecifické produkty.

4 Vysledky

4.1 Arabidopsis thaliana

Po transformaci wild type rostlin Arabidopsis thaliana metodou floral dip (Clough a Bent,
1998) jsme ziskali semena, u kterych jsme predpokladali, Ze je mezi nimi maly podil semen
obsahujici genom Arabidopsis obohaceny o gen Tf, spolu sgenem pro resistenci vici
antibiotiku kanamycinu. Geny se do rostlin dostaly diky ¢innosti Agrobacteria, do jehoz
plasmidu byl technikou rekombinantni DNA vlozen konstrukt obsahujici nami navrzenou
sekvenci. Tyto GMO jedince jsme byli schopni identifikovat diky jejich schopnosti riistu na
médiu obohaceném o kanamycin. Pfirodni, netransformované rostliny tuto schopnost nemaji,

a tak jde obé& skupiny dobfe rozlisit. Proto byla semena vyseta na pidu obohacenou o
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selekéni marker — antibiotikum kanamycin (50 mg.l™"). Transformovéany byly kroms& wild

type i mutanti lofl a lof1/lof2 pro ucely komplementac¢ni analyzy.

4.2 Geneticka analyza Stépnych poméra Arabidopsis thaliana

Po transformaci rostlin a sklizeni jejich semen jsme provedli plosné vysevy. Transformace
Arabidopsis thaliana probéhla u 19 rostlin. Ukazalo se, ze z tohoto poctu u 12 jedinch
uspésné, tedy u 12 rostlin byly ziskani resistentni potomci. Pocet kanamycin resistentnich
(neinhibovanych, GMO) a sensitivnich (inhibovanych, wt) rostlin uvadi tabulka Ill. Byl
spocitan chi kvadrat testujici St€pny pomeér potomstva pro kazdého jedince, tii rostliny byly
vybrany jako nejvice odpovidajici St€pnému poméru 3:1. Tab. Il uvadi tyto $tépné pomery i
chi kvadrat transgennich rostlin Arabidopsis thaliana obsahujicich gen Tf. Cervené
vyznacené rostliny nejlépe odpovidaji tomuto poméru. Jsou to rostliny €. 4 (p=0,394), ¢. 8

(p=0,186), ¢. 11 (p=0,081).

Tab. 111: Stdpné poméry T2 generace Arabidopsis thaliana se spo¢itanym chi kvadratem a

s ervené¢ vyznacenymi rostlinami, které nejlépe odpovidaji poméru 3:1.

Rostlina €. Km~ Km?® x’
1 564 145 7,82
2 41 222 495,09
3 520 0 173,33
4 62 18 0,27
5 113 26 2,94
6 170 0 56,67
7 96 5 21,65
8 73 23 0,06
9 36 3 6,23

10 107 7 21,63
11 98 32 0,01
12 42 18 0,80
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4.3 Pritomnost transgenu v rostlinach Arabidopsis thaliana

Samotny rast rostliny na médiu obsahujicim kanamycin neni dostatecnym ditkazem, Ze byl
do rostliny vlozen na$ konstrukt, proto byl proveden PCR test na ptitomnost genu nptll.
Vysledek tohoto testu zobrazuje obrazek 8. Pii pokusu nevznikly Zadné nespecifické

produkty a byla dokéazana pfitomnost sekvence Nptll v rostlinach.

Arabidopsis thaliana 3907

NegCol 1 2 4 6 8 10 11 12

Obr. 8: PCR test na ptitomnost genu Nptll v rostlinach Arabidopsis thaliana. Neg — vzorek
bez templatové DNA; Col — DNA wt rostliny ekotypu Columbia; 1-12 rostliy rezistentni ke

kanamycinu, T2 generace.

4.4  Fenotyp transformovanych rostlin

Zmeény fenotypu V téchto rostlinach nebyly pozorovany, potvrdil se nam tedy fakt, ze

Arabidopsis thaliana neni pro nase tcely idealnim studijnim organismem. Detail rastu téchto

rostlin zobrazuje obrazek 9.
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Obr. 9: A, B, C zobrazuje wt A. thaliana, D, E, F 35S:Tf A. thaliana. Jedna se o srovnani
standardni ptizemni razice (A), stonku (B) a kvétenstvi (C) s ruzici (D), stonkem (E) a

kvétenstvim (F) transgenniho jedince (€. 15) obsahujici transgen Tf. Métitko 2 cm.

4.5 Komplementacni analyza transgennich mutanta lofl

Mutanti Arabidopsis thaliana lofl se vyznacuji atypickymi srusty bunék. Tito jedinci byli
transformovani vektorem Agrobacterium tumefaciens obsahujici vloZenou kazetu s geny Tf a
Nptll. Metodou infiltrace kvétenstvi bylo ziskano 12 transformantii, ov§em ani u jednoho
fenotyp nenabyl charakteristik wild type rostlin. Srovnani oblasti odstupujicich vétvi ze
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stonku, tedy mistem, v némz dochazi k viditelnému srustu okrajii organd wild type, je na
obrazku 10.

Obr. 10: Porovnani abnormalniho sristu mutanta lofl (A), transformovaného mutanta

lof1(C) a wild type (B) rostliny. Métitko 2 cm.

4.6 Geneticka analyza §tépnych pomérua Nicotiana benthamiana

Po ziskani 14ti transgennich rostlin Nicotiana benthamiana metodou transformace listovych
diskt jsme sklidili a vyseli semena pro odhadnuti poctu insertl v genomech jednotlivych
matefskych rostlin. Pocet kanamycin resistentnich (neinhibovanych, GMO) a sensitivnich
(inhibovanych, wt) rostlin uvadi tabulka IV. Byl spo¢itan chi kvadrat, testujici $tépny pomér
potomstva 3:1, pro kazdého jedince, tii rostliny byly vybrany jako nejvice odpovidajici
tomuto stépnému poméru. Tabulka IV uvadi tyto $tépné poméry a chi kvadrat transgennich
rostlin Nicotiana benthamiana obsahujicich gen Tf. Vyznacené rostliny nejlépe odpovidaji
tomuto poméru. Jsou to rostliny ¢. 1 (p=0,242), ¢. 6 (p=0,292), ¢. 13 (p=0,524). Rostlina 14
ac¢ byla transgenni, neposkytla resistentni potomstvo. Rostliny oznacené ¢isly 4 a 5 byly
transgenem ovlivnény nejvice a vykazovaly nejvaznéjs$i naruSeni vyvoje, byly zakrslé,
s pozménénou morfologii listd, sterilni. Okraje koruny a kalichu vykazovaly srasty
postrannich oblasti, samy kvety nedosahovaly ani desetiny velikosti kvéti kontrolnich

rostlin.
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Tab. IV: Stépné poméry T2 generace Nicotiana benthamiana se spo¢itanym chi kvadratem a

s ¢erven¢ vyznacenymi rostlinami, které nejlépe odpovidaji poméru 3:1.

Rostlina €. KmR KmS P
1 93 33 0,09
2 212 113 16,54
3 133 59 3,36
4* 0 0 -
5* 0 0 -
6 218 69 0,14
7 217 58 2,24
8 97 25 1,32
9 102 39 0,53
10 194 82 3,27
11 183 79 3,71
12 75 32 1,37
13 80 31 0,51
14 0 143 429,00

* Pozn. rostliny €. 4 a 5 byly zcela sterilni, nebylo tedy mozné analyzovat jejich

potomstvo

4.7 Pritomnost transgenu V rostlinach Nicotiana benthamiana

Test na nepfitomnost bakterii Agrobacterium tumefaciens zobrazuje obr. 11. Jako positivni

kontrola byly pouzity buniky kmene GV3101 Agrobacteria tumefaciens.
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Nicotiana benthamiana
3907

Nicotiana tabacum
3907

Obr. 11: PCR test na nepfitomnost bun¢k Agrobacteria tumefaciens v rostlinach Nicotiana
benthamiana a Nicotiana tabacum. wt- DNA z netransformované rostliny; 1-13 (N.
benthamiana), resp. 1-6 (N. tabacum) rostliny regenerované na médiu s antibiotikem
kanamycinem 100mg.I"; +K DNA z bakterii A. tumefaciens obsahujici plasmid pLV-07
35S:Tf, €. sbirky 3907

Stejné jako v piipadé Arabidopsis byl po ziskani transformantti proveden PCR test na
pritomnost genu Nptll. Vysledek PCR zobrazuje obrazek ¢. 12. Nevznikaly zadné
nespecifické produkty.
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Nicotiana benthamiana 3907

M K- 1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1000 G p— P— — — —
300 =

Obr. 12: PCR test na piitomnost genu Nptll v rostlinach Nicotiana benthamiana. K-
negativni kontrola (DNA z netransformované rostliny); 1-13 rostliny regenerované na médiu

s antibiotikem kanamycinem 100mg.I™, T, generace.

4.8 Fenotyp transformovanych rostlin

U rostlin Nicotiana benthamiana odpovidajici $t€pnému poméru 3:1 byla pozorovana
zakrslost, pozménény povrch listd, hruby, kadetavy, a kratsi, ztlustély stonek. Obrazek ¢. 13
srovnava zakrslost a opozdény vyvoj transgenni rostliny ¢. 6 swild type jedincem. Na
nahodnych mistech rostliny, zahrnujici n€které listy a kvétenstvi se objevovaly nekrozy, viz
Obr. 14. Oproti tomu u rostliny s ¢islem 13, taktéz vykazujici §tépny pomér 3:1, nebyly
pozorovany odli$nosti oproti wild type, viz Obr. 15. Obrazek 16 znazornuje detaily kalichu a
koruny transformanta 35S:Tf a srovnani s wt. Kromé& vyrazné zakrslosti téchto organti byly
pozorovany sristy na okrajich kalichu a koruny, pocet blizen i tyCinek s prasniky zustal

zachovan.
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Obr. 13: Porovnani zakrslé transformované (¢. 6) Nicotiana benthamiana (A, B) s wild type
rostlinou (C, D). Méfitko 5 cm.

Nicotiana benthamiana 3907 g Nicotiana benthamiana WT

Obr. 14: Listy transformovanych Nicotiana benthamiana s vyvijejicimi se nekr6zami.
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Obr. 15: Srovnani wild type (A) Nicotiana benthamiana s transformovanou rostlinou ¢. 13
(B). Mé&fitko 5 cm.

Obr. 16: Detail kalichu transformované Nicotiana benthamiana 35S:Tf (A), pohled do
vnitinich prostor koruny 35S:Tf N. benthamiana s péti ty¢inkami a jednou bliznou (B),

srovnani wt kvétu s kvétem transformanta (C). Métitko 0,25 cm.
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4.9 Geneticka analyza S§tépnych poméri Nicotiana tabacum

Po ziskani 10ti transgennich rostlin Nicotiana tabacum metodami tkanovych kultur jsme
sklidili a vyseli semena pro odhadnuti poctu insertti v genomech jednotlivych matefskych
rostlin. Pocet kanamycin resistentnich (neinhibovanych, GMO) a sensitivnich
(inhibovanych, wt) rostlin uvadi tabulka V. Byl proveden chi kvadrat test, testujici §tépny
pomér potomstva 3:1, pro kazdého jedince, tfi rostliny byly vybrany jako nejvice
odpovidajici tomuto Stépnému pomeéru. Tab. V uvadi tyto st€épné poméry a chi kvadrat
transgennich rostlin Nicotiana tabacum obsahujicich gen Tf. Vyznacené rostliny nejlépe
odpovidaji tomuto poméru. Jsou to rostliny ¢. 1 (p=0,280), ¢. 6 (p=0,549), ¢. 9 (p=0,302).

Tab. V: Stépné poméry T2 generace Nicotiana tabacum s provedenym chi kvadrat testem a

s ervené vyznacenymi rostlinami, které nejlépe odpovidaji poméru 3:1.

Rostlina €. KmR KmS 7
1 97 30 0,13
2 219 86 1,67
3 106 14 11,38
4 105 50 4,36
5 164 20 19,59
6 189 70 0,57
7 230 65 1,38
8 181 14 33,03
9 132 47 0,15

10 101 12 12,46

4.10 Pritomnost transgenu V rostlinach Nicotiana tabacum

Nepfiitomnost bakterie Agrobacterium tumefaciens v GMO Nicotiana tabacum pouzitou pro
transformaci zobrazuje obr. 11. Stejné jako v piipadé Arabidopsis a Nicotiana benthamiana
byl po ziskani transformantd proveden PCR test na pfitomnost genu Nptll. Vysledek PCR
zobrazuje obrazek ¢. 17. Amplifikovany fragment mél velikost 699 bp a nevznikaly Zadné

nespecifické produkty.
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Nicotiana tabaccum 3907

M K- { 2 3 4 3 6 7

Obr. 17: PCR test na ptitomnost genu Nptll v rostlinach Nicotiana tabacum. K- jako templat
pouzita DNA netransformované rostliny N. tabacum; 1-7 rostliny regenerované na médiu

obsahujicim 100mg.1"* kanamycinu

4.11 Fenotyp transformovanych rostlin

U transformovanych rostlin Nicotiana tabacum byly pozorovany podobné jako v pfipadé
Nicotiana benthamiana nekrozy a zakrsly vzrust. Nebyly pozorovany atypické srusty bunék.
Na obrazku ¢. 18 je patrny rozdil mezi wild type tabdkem a transformovanou rostlinou,
vykazujici trpasli¢i vzrust, spolu s detailem listu této rostliny. Na obr. 19 nekrozy vznikajici

na starnoucich listech a jejich postupna devastace listu.
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Obr. 18: Srovnani transformanta Nicotiana tabacum ¢. 6 s wild type tabakem (A) a detail

listu této rostliny (B). Mé&fitko 5 cm.

Obr. 19: Nekrozy vznikajici na listech transformovanych Nicotiana benthamiana,

s postupnou ¢asovou progresi — foceno s odstupem 2 tydnd postupné ve sledu A, B, C.
Meéritko 2 cm.

4.12 Transientni exprese

Pro docileni transientni exprese byly pouzity listy in vivo wild type rostlin Nicotiana
benthamiana pfed reprodukéni fazi zivota. Infiltrace probihala rano po 14ti hodinové
inkubaci bakterii Vv acetosyringonovém roztoku (10 mM MgCl,, 10 mM MES, 150 uM
acetosyringon, pH 5.6). Vyuzili jsme na ni bakterie, jejichz specifikaci uvadi tabulka VI.
Jednalo se o kombinace rozdilnych kmenu, které obsahovaly rozdilné sekvence v T-DNA
regionu. Agrobacterium tumefaciens kmenu LBA 4404 obsahujici Tf, které bylo pouzito pro

docileni stabilni exprese ve vSech pokusech cilici na stabilni expresi je oznacena Cislem 3.
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Konstrukt HIWDRL1 je gen z rostliny chmele Humulus lupulus kédujici transkripéni faktor
z rodiny WDA0, protein, ktery ma schopnost vazat na sebe dalsi proteiny a tento celek dale
funguje jako transkripéni faktor. s-HIMYB3 a HIMYB7 jsou taktéz chmelové geny,
ptislusici podobné jako Tf do rodiny Myb. Pouzito bylo 8 kombinaci, z divodu nutné
kontroly a potvrzeni, zda jakékoliv vyvolané zmény v listu jsou zptisobené vnasenymi geny.
Bakterie Cisla 1 neobsahovaly Ti plasmid, po jejich infiltraci tedy nebyla o¢ekavana zadna
reakce, podobné V piipadé bakterii ¢. 2. Bylo nutné prokazat, Ze piipadné zmény v listech
nezpusobujici samy bakterie svym metabolismem, piipadné¢ vneseni jakéhokoliv genu
nezéavisle na jeho produktu. Kombinace ¢. 3 a 4, kmeny LBA 4404 a GV 3101 obsahovaly
gen Tf, a zpusobily téméf totozné symptomy, pouze v piipadé kmenu GV 3101 casoveé
opozdénéjsi. To bylo zplisobeno rozdily mezi jednotlivymi kmeny. Kombinace ¢. 7 a 8 pro
zpusobuje po infiltraci tvorbu nazloutlych skvrn a odumirani koncu lista, HIMYB7 podobné
malé bilé lokalni nekrdzy soubézné s zilnatinou. Na zakladé ziskanych vysledkt se da fici,
ze nekrozy, které se objevily po inokulaci konstruktem s genem Tf byly zpusobeny praveé
ptitomnosti tohoto transgenu. Obrazek 20 zobrazuje listy wild type Nicotiana benthamiana 3
dny po inokulaci bakteriemi Agrobacterium tumefaciens v kombinaci 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4
(D), 5 (E), 6 (F), 7 (G), 8 (H). Obrazky 21, 22, 23 posléze vyvin ptiznakii po 3 (A), 5 (B)a 6

(C) dnech od inokulace.

Tab. VI: Specifikace bakterii (kmen, konstrukt a resistence proti antibiotiku) Agrobacterium

tumefaciens pouzitych pro docileni transientni exprese v listech Nicotiana benthamiana.

kmen konstrukt ¢. sbirky resistence

1 LBA 4404 - 106 -

2 GV 3101 35S:HIWDR1 3233 Km
3 LBA 4404 35S:Tf 3907 Km
4 GV 3101 35S:Tf 4118 Km
5 LBA 4404 35S:Lofl 4121 Sm
6 GV 3101 35S:Lofl 4119 Sm
7 EHA 101 35S:s-HIMYB3 1773 Km
8 LBA 4404 35S:HIMYB?7 2816 Km
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Obr. 20: Listy wild type Nicotiana benthamiana 3 dny po infiltraci bakteriemi
Agrobacterium tumefaciens v kombinaci (dle Tab. VI) 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F),
7 (G), 8 (H). M¢titko 2 cm.
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Obr. 21: Casovy prib&h vyvoje listu po inokulaci Agrobacterium tumefaciens kmene LBA
4404 s prazdnym transfer regionem. 3 dny po inokulaci (A), 5 dni (B) a 6 dni (C). Méfitko 2
cm.

Obr. 22: Casovy pribéh vyvoje listu po inokulaci Agrobacterium tumefaciens kmene LBA
4404 s genem Lofl v T-DNA oblasti. 3 dny po inokulaci (A), 5 dni (B) a 6 dni (C).

Obr. 23: Casovy prib&h vyvoje listu po inokulaci Agrobacterium tumefaciens kmene LBA
4404 s genem Tf v T-DNA oblasti. 3 dny po inokulaci (A), 5 dni (B) a 6 dni (C).
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5 Diskuze

5.1 Testovani pritomnosti transgenu

Pokud je rostlina schopna tolerovat pfitomnost antibiotika a vyrGst na médiu jim
obohacenym, pak obsahuje gen kodujici protein zprostiedkovavajici resistenci vuci tomuto
antibiotiku. Tento fakt ale nevypovidd o poctu vlozeni konstruktu. Pro tyto divody byly
vyhodnocovany $tépné pomeéry nasledujici (T2) generace. V této fazi také nevime, zda se
zkopiroval konstrukt cely (tedy od levé hranice k pravé), nebo pouze jeho cast. (Pfi pfenosu
informace je pravidlem, Ze pokud v nékterych piipadech chybi ¢ast konstruktu, je to ta blize
k levé hranici (Jen a Chilton 1986). V nasem ptipadé je u levé hranice Nptll, takze tento
ptipad u rostlin, v nichz je detekovan gen Nptll nehrozi.) Proto je nutné udélat dalsi analyzu.
Pocet kopii jsme schopni odhadnout ze St€épného poméru nasledujici generace, pfitomnost
transgenl molekularni metodou PCR, kterd spociva v amplifikaci iseku pomoci primerd,
které se specificky navazi na cast sekvence. Pro ucely studia funkéni analyzy genu je
vhodné, aby organismus obsahoval pouze jednu jeho kopii, nebot’ vice kopii miize zapficinit
umléeni genu diky komplementarité¢ vznikajicich RNA (Hannon 2002). Miru exprese je

posléze mozné urcit pomoci analyzy qPCR (Heid et al., 1996).

U rostlin tabaku bylo nejprve nutné provést navic test na nepfitomnost bakterii, které mohly
prezit na pivodnich transformovanych discich z wt rostlin. Tento test nebyl u Arabidopsis
proveden, protoze odebirané pletivo patfilo rostlinam pfisluSicich k dcefiné generaci
transformovanych jedinci, coz poskytuje dostatecnou zaruku neptitomnosti bakterii. Jelikoz
se pfi izolaci DNA pracuje S veskerou informaci pfitomnou v homogenizovaném vzorku,
neni nijak rozliSeno mezi bakteridlnimi a rostlinnymi bunikami. Pokud by bez testu
nepiitomnosti Agrobacteria byla potvrzena pifitomnost genu Nptll, nemohli bychom fici, zda

pochazi z rostliny tabaku, nebo tohoto prokaryota.

vrwe

5.2 Mozné pri¢iny projevovanych symptomu

Podle ocekavani nevyvolala pfitomnost transgenu Tf v modelové rostliné Arabidopsis
thaliana zadné zmény fenotypu, jelikoz neni vhodnym subjektem ke studiu potencialnich
target viroidu PSTVd. Je to dano vysokou repetitivnosti genomu, kdy vypnuti genu,

ptipadné jeho overexprese ¢asto nezpiisobi zadné zmény. Proto byly jakozto dalsi objekty
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vyzkumu zvoleny rostliny tabaku druhi Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum.
Nicotiana benthamiana je vhodnym objektem ke studiu, diky své sensitivité k patogentim,
moznosti docilit transientni exprese agroinfiltraci a moznosti transformace a ziskavani

transformant pomoci nepiimé organogeneze technikou mikropropagace (Jones 1995).

Symptomy nabyté po pienosu genu Tf se lisily jak u skupin rostlin pfislusici druhu Nicotiana
benthamiana a Nicotiana tabacum, tak v ramci téchto druhd, avSak vykazovaly uréité
spole¢né znaky, coz implikuje spole¢ny pivod, pravé diky spoleénému faktoru, transgenu TT.
Tato mysSlenka byla potvrzena po docileni transientni exprese. Odlisnosti u riznych druhi
jsou zptsobeny mirn¢ diversifikovanymi genomy a odliSnym metabolismem, V rdmci druhu
jsou to potom rtzné poCty insertd a pozice na chromozomech (Sager a Ryan 1968), do
kterych byla T-DNA vlozena. Tf je transkripéni faktor, a tedy v rostlinach jiného druhu
muze mit odliSnou afinitu Kk promotortiim, na které nasedd. Pfesna mista interakce tohoto

proteinu s DNA v rostlinach Solanum lycopersicum nejsou znama.

Po transformaci organismu nemusi byt zména piirodniho fenotypu zpusobena
bezpodminec¢né vnaSenym genem. Jelikoz je proces vloZeni informace viceméné nahodnym
déjem, mize dojit k insertu a poruSeni dulezité at’ uz kodujici, ¢i regulacni sekvence,
v disledku ¢ehoz mize byt zménén fenotyp bez ohledu na vnasenou sekvenci. Uplatnit se
zde muze i tzv. position efekt, kdy na expresi genu ma vliv struktura chromozomu v
jeho bezprostiedni blizkosti. Kromé ,,posuvu“ na DNA, ¢ili pozménénim ohybl a tedy
mozném znepiistupnéni nékterych mist bunééné masinérii mize byt ovlivnén sdm transgen,
f«

a je nutno tedy rozliSovat mezi ,,funkéni® a ,,nefunkén

také dusledek pozi¢niho efektu (Matzke a Matzke 1998).

vlozenou sekvenci, coz muze byt

Molekularni metodou PCR jsme byli schopni ve vyizolované celkové DNA zjistit pfitomnost
vlozené sekvence, ovsem o jeji aktivité jsme informaci neziskali. Pro tento Ucel by bylo
vhodné pouzit Northenblot, popfipadé vyizolovat RNA, prepsat tyto molekuly reverzni
transkripci do cDNA, pomoci qPCR stanovit miru exprese genu a ziskat tak dalsi informace
o roli genu Tf ve vyvoji rostliny, napiiklad nalezenim korelace mezi mnozstvim pfitomné
MRNA Tf a Grovni naruseni standardniho vyvoje rostliny. Pro pochopeni patogeneze PSTVd

je objasnéni role tohoto transkripéniho faktoru potencialné dulezité.

Pfi tomto feSeni pomoci qPCR stanoveni hladiny exprese bude nutné dbéat na spravnou
sekvenci primert, které je potieba navrhnout do mist liSicich se od podobného genu

standardné obsazeného Vv tabaku, ekvivalentu Tf, ktery obsahuje velké mnozstvi shodnych
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usekt. Bylo by taktéz zadouci proméfit miry exprese v jednotlivych rostlinach obsahujici

rizny pocet insertl s odliSnymi symptomy, a pokusit se mezi témito veli¢inami najit

korelaci.

Tyto informace by mohly piispét k hlubSimu porozuméni patogeneze viroidu PSTVd a

interakci VARNA s molekulami hostitelského organismu.

Pii vlozeni sekvence Tf do genomu tabaku je nutné vzit v potaz moznou interferenci mRNA

vznikajici z transgenu Tf s mRNA vznikajici jako produkt originalniho genu z Nicotiana

benthamiana kodujici vlastni transkripéni faktor, ekvivalentni rajéatovému Tf. Sekvenci

tohoto genu a jeho podobnost s Tf na nukleotidové trovni zobrazuje obrazek 24. K dispozici

je v tuto chvili pouze sekvence DNA i s introny, které se nam nepodaiilo ptesné vystiihnout,

proto shodu na aminokyselinové trovni nebylo mozné stanovit, nebot’ je narusen cteci

ramec.

Vezmeme-li ovSem v potaz moznost pritomnosti téchto pravdépodobné velmi

podobnych mRNA v buiikach rostliny ve stejny ¢as, miizeme dojit k zavéru, ze vysledné

symptomy v rostlin€ po transformaci Tf mohou byt zptisobeny uml¢enim, nikoli overexpresi

Tf.
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Obr. 24:

Srovnani gent Tf a homologického genu z Nicotiana benthamiana na nukleotidové

urovni vykazujici 64,4% shodu. Vyrobeno v Geneious® (Biomatters Ltd., USA).
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5.3 Funk¢ni nenahraditelnost geni TT a Lofl

I pies ptedpokladanou podobnost genu ptiivodem z Arabidopsis thaliana Lofl s genem Tf z
rostliny rajcete Solanum lycopersicum nenapovidaji vysledky pokust zalozenych na
transientni expresi v listech Nicotiana benthamiana a komplementa¢ni analyza funkéni
podobnost a tedy vzajemnou nahraditelnost vregulaci pochodti ucastnicich se drah
vedoucich k postupnému vyvoji ¢asti t€l rostlin a konecné determinaci sestaveni

jednotlivych fytomerda.

Ackoliv na nukleotidové urovni vykazuji Lofl s Tf shodu 63 %, v konzervované doméné
R2R3 zodpovédné za navazani na DNA a vlastnosti enzymu coby transkripéniho faktoru je
na aminokyselinové trovni shoda 93%. Podobnost gent Tf, Lofl na nukleotidové urovni
zobrazuje obr. 25, na aminokyselinové urovni obr. 26. Na tomto schématu je anotovana
R2R3 doména s dobfe patrnou vysoce konzervovanou doménou. Pro nazornost je uveden i

piibuzny gen Lof2 (ptivodem z Arabidopsis thaliana), taktéz vykazujici vysokou homologii.
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Obr. 25: Srovnani nukleotidovych sekvenci gent Tf, Lofl a Lof2. Vyrobeno v Geneious®
(Biomatters Ltd., USA).
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Obr. 26: Srovnani aminokyselinovych sekvenci gent Tf, Lofl a Lof2 s anotovanou R2R3
vazebnou doménou. Vyrobeno v Geneious® (Biomatters Ltd., USA).

5.4 Zpisobeni symptomu podobnych infekci viroidem PSTVd

Mezi zptsobené defekty, které manipulace s genem Tf pfinesla, patfil Casty vyskyt nekroz,
které se vyskytly u stabilni exprese v rostlinach Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum i
po docileni transientni exprese v listech Nicotiana benthamiana. Dal§imi projevy byla
zakrslost jak Nicotiana benthamiana, tak Nicotiana tabacum, velmi podobna inhibici rustu
zpusobenou infekci viroidem PSTVd (viz Obr. 27). Pii infekci viroidem dochazi k umléeni
exprese Tf, zde naopak doslo k overexpresi. Pro tcely studia tohoto potencialniho targetu
PSTVd by bylo idealni gen naopak i umlcet, napiiklad pomoci RNAIi (Hannon 2002) nebo
pomoci techniky TALENSs (Boch 2011, Joung a Sander 2013).
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Obr. 27: Wild type (A) Nicotiana benthamiana ve srovnani s Nicotiana benthamiana

nakaZenou viroidem PSTVd (B). Mé&fitko 5 cm. Pfevzato a upraveno z Selinger 2008.

6 Zavér

Genem, potencialnim targetem viroidu PSTVd, koédujici transkripéni faktor z rodiny myb,
obsahujici DNA vazebnou doménu R2R3, vysoce konzervovanou v mnoha eukaryotnich
organismech, znamy jako Tf, byly transformovany Arabidopsis thaliana wt, mutant lof1,
Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum a pozorovany zpusobené zmény vyvolané

overexpresi Tf.

V pripad¢ rostlin Arabidopsis thaliana nebyly pozorovany zmény fenotypu a Tf nebyl
schopen funk¢né nahradit podobny gen Lateral organ fusion 1. VSichni transformovani
jedinci vykazovali defektni fenotyp zplsobeny abnormalnim sristanim okraja nékterych
organt, zpusobeny uml¢enim Lofl. U rostlin Nicotiana benthamiana a Nicotiana tabacum

zpusobila overexprese vyrazné zmény morfologie a vyvoje jednotlivych organismii.

Z pokusu zakladajicich se na vyvolani transientni exprese Tf agroinfiltraci v tabaku, po
kterém vznikaly rozsahlé nekrozy a odumirani rozsahlych tseku rostliny, které se podobaji
symptomum vyvolanym pfii stabilni expresi, je pravdépodobna role Tf v pfimém ¢&i
nepfimém ovliviiovani nékterych enzymu podilejicich se na degradaci buné€k, napt. nukleaz.

Z divodu rozdilnych a velmi mirnych symptomi v listech v pokrocilych stadiich senescence
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je pravdépodobna zvysena dulezitost Tf vranych vyvojovych stadiich rostliny, nebot
exprese gent jim ovladanych je v tomto obdobi zivota rostliny potlacena (Naz et al., 2012).
Pii docasné expresi genu Lofl pii agroinfiltraci nebyly pozorovany vyraznéjsi zmény, coz
spolu s pokusy zalozené na stabilni expresi nenaznacuje funk¢ni nahraditelnost téchto dvou
gent, i pies pfedpoklad ziskany na zaklade in silico analyzy, kdy shoda v konzervované

doméneé ¢ini 92%.

Kvuli témto novym poznatkim pfisuzujume Tf dilezitou tlohu v fizeni kaskady drah,
vedouci ve vysledku k typické morfologii listii a stavby jednotlivych ¢asti rostliny, piicemz
manipulace s expresi tohoto genu je schopna zputisobit v rostliné nepiirozené defekty vedouci
K pfiznakim podobnym tém zplGsobovanym viroidem PSTVd. Interakce vdRNA
s molekulami hostitele nebyla vylou¢ena a je tedy mozna. Pro odhaleni piesné role Tf

Vv Zivoté viroidu PSTVd bude potieba dalSich analyz a vyzkumu.
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Pouzité zkratky

ASBVd — avocado sun blotch viroid

BAP - 6-benzylaminopurin

Bp — base pair

BRZ1 — brassinosteroid activated factor

CUC1, CUC2, CUCS3 — cup-shaped cotyledon
DNA — deoxyribonucleic acid

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid

GMO — genetically modified organism

Km - kanamycin

LB — médium pro rast bakterii

LK — médium pro rust Agrobacteria (Langley, Kado)
Lof1, lof2 — lateral organ fusion

MRNA — mediator RNA

MYB - rodina genti, odvozeno z ,,myeloblastosis‘
nptll — neomycin phosphotransferase 11

PCR — polymerase chain reaction

pLVO07 — plasmid s konstruktem s geny Tf a nptlI
PSTVd — potato spindle tuber viroid

gPCR — quantitative PCR

RNA — ribonucleic acid

SDS - sodium dodecyl sulfate

Sm - spektinomycin

TE — TRIS/EDTA buffer

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethane
T-DNA — transfer DNA

Tf - trifoliate

UV lampa — ultra violet lampa

W1t — wild type, kontrolni rostlina
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