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1. Uvod

1.1. Viroidy

Viroidy piedstavuji nejmensi znamé infek¢ni agens vysSich rostlin, jejichz objev je
ptisuzovan Theodoru O. Dienerovi (Diener et al., 1971). Jsou charakterizovany jako
cirkularni jednofetézcové molekuly RNA o velikosti v rozmezi 246-401 nukleotida. Sekvence
viroidli je vysoce komplementarni, tvofici termodynamicky velmi stabilni a specifickou
sekundarni strukturu, ve které se stiidaji kovalentné¢ uzaviené dvoufetézcové useky s
jednofetézcovymi smyckami (Obr. 1-A). Viroidni genom postrddd obalovy prvek v podobé
proteinové kapsidy ¢i lipidové dvojvrstvy a dale nekoduje zadné proteiny; infekéni cyklus
viroida je tedy zavisly na proteinovém aparatu svého hostitele. Jinak vSak viroidy disponuji
schopnosti autonomni replikace a pohybu infikovanou rostlinou, zatimco replikace a pohyb
satelitnich RNA (skupina nekodujicich RNA vykazujicich uréité strukturni podobnosti
s viroidni RNA) vyzaduji pfitomnost pomocného viru a jeho proteinového aparatu. I pres
svou zna¢nou jednoduchost jsou viroidy schopny u ftady hostitelskych rostlin vyvolat
symptomy podobné tém, které zpusobuji rostlinné RNA a DNA viry, ackoliv je jejich genom
20-krat mensi (piehledné prace viz Flores et al., 2005; Owens et al., 2009; Matousek et al.,
2012a; Navarro et al., 2012a).

Na zéklad¢ strukturnich a funkénich vlastnosti je v soucasnosti vice jak 30 zndmych
viroidd rozdé€leno do dvou skupin (Tab. I). Pro skupinu Pospiviroidae, v niz je zafazena
vétSina druht, je charakteristicka tyCkovita sekundarni struktura rozdélena do 5 strukturnich a
funk¢nich domén (Obr. 1-C): C (centralni) doména obsahujici vysoce konzervovanou
sekvenci CCR (,,central conserved region), P (patogenni) doména spojovana s patogenicitou,
V (variabilni) doména s vysokou sekven¢ni variabilitou, leva (T.) a prava (Tg) terminalni
domena (Keese et al., 1985). V zavislosti na charakteru CCR a ptitomnosti ¢i nepfitomnosti
TCR (,terminal conserved region“) a TCH (,terminal conserved hairpin“) se skupina
Pospiviroidae déli do 5 podskupin (Flores et al., 2005). Viroidy pattici do skupiny
Pospiviroidae se replikuji v jadte rostlinnych bunék, kde také dochazi k jejich akumulaci (Qi
et al., 2003a). Charakteristickym zastupcem této skupiny je viroid vietenovitosti brambor
(PSTVd - Potato Spindle Tuber Viroid), ktery je hlavnim pfedmétem vyzkumu v této praci.

Skupina Avsunviroidae zahrnuje 4 druhy (Tab. I). Zastupci této skupiny postradaji
CCR a replikuji se v chloroplastech. Jejich sekundarni struktura je vice vétvena nez u skupiny

Pospiviroidae (Obr. 1-A) a velice zajimavou charakteristikou této skupiny je pfitomnost
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,,nammerhead* ribozymu (Hutchins et al., 1986; Daros et al., 1994). Jedna se 0 malé RNA
motivy, které se pfi pokojové teploté, neutrdlnim pH a v pfitomnosti dvojmocného kovu
(nejéast&ji Mg®") samy §tépi a vytvaii 2', 3'-cyklicky fosfodiesterovy a 5'-OH konec (Flores et
al., 2004).
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Obr. 1. (A) Schématické znazornéni sekundarnich struktur viroidda. 1-PSTVd, 2-ASBVd a 3-PLMVd
(ptevzato z GOra-Sochacka, 2004). (B) Schéma transportu viroidnich RNA v ramci systémové infekce
(ptevzato z Ding et al., 2005). (C) Sekundarni struktura viroidu PSTVd-ASl. Znazornéni strukturnich
domén: T_ domeéna (zahrnujici TCR), P doména, C doména (zahrnujici CCR), V doména a Tr doména
(zahrnujici oba RY motivy interagujici s Virpl). Smycka E, lokalizovana v CCR, je funkéni doména nachazejici
se v mnoha RNA, u viroidu se podili na procesu $té€peni a ligace monomernich PSTVd (+) RNA transkript; HPI
a HPII jsou termostabilni vldsenky vyskytujici se v intermediatech béhem replikace (pfevzato z Matousek et al.,
2012a).

Pohyb viroidnich €astic v ramci hostitelské rostliny miZeme rozdé€lit do nékolika fazi:
(1) import do jadra (Pospiviroidae) ¢i chloroplastu (Avsunviroidae) a naslednou replikaci, (2)
export z téchto organel, (3) transport mezi buiikami a (4) transport do vzdalenych pletiv (Obr.
1-B; ptehledna prace viz Ding et al., 2005). Kli¢ovym pro import viroidu PSTVd do jadra se
ukézala byt pritomnost sekvence a/nebo strukturniho motivu. Tento transport je nezavisly na
cytoskeletu a je zajistovan specifickym receptorem, ktery neni dosud zndm (Woo et al.,
1999). Velice slibnym kandidatem se ukazuje byt protein Virpl (Viroid-binding protein 1) s
bromodomeénou, ktery specficky interaguje s (+) molekulami PSTVd in vitro i in vivo a
obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (Martinez de Alba et al., 2003). V praci Gozmanové et al.
(2003) byly pak identifikovany dva tzv. RY motivy v T doméné PSTVd odpovédné za
specifickou vazbu Virpl. Jedna se o asymetrické vnitini smycky se sekvenci 5'-ACAGG a
CUCUUCC-5. Transport viroidii na mezibunééné Urovni je uskuteciovan pies
plazmodezmata a je opét pravdépodobné zajistovan na zakladeé specifické sekvence ¢i
strukturniho motivu interagujicich surcitym hostitelskym faktorem (Ding et al., 1997).

v v

K systemickému rozsifeni viroidli z primarniho mista infekce slouzi cévni systém, jmenovité
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floém, kdy viroidy nasleduji tok fotoasimilatd (Zhu et al., 2001). Transport viroidnich
molekul v ramci floému je ovSem regulovén a viroidni ¢astice jsou selektivné propoustény
pouze do urcitych pletiv a organti, pficemz stejné jako u endogennich RNA je tato regulace
(1) ovlivnéna vyvojovymi a bunéénymi faktory rostliny a (2) podminovana piitomnosti
specifickych strukturnich motivt interagujicich s proteiny hostitele (Zhu et al., 2001; Zhu et
al., 2002).

Jednim z takovychto proteint je floémovy lektin PP2 z okurky (CsPP2), ktery vaze
HSVd (Hop Stunt Viroid) in vitro (Gomez et al., 2001; Owens et al., 2001) i in vivo (Gomez
et al., 2004). Jedna se o jeden z nej¢etnéjsich proteint floému, schopny pohybu z privodnich
bunék do sitkovic skrze plazmodezmata (Golecki et al., 1999). CsPP2 obsahuje RNA-
vazebny motiv odpovédny za vazbu HSVd, kdy tento ribonukleoproteinovy komplex je
schopny transportu ve floému i v ramci mezidruhovych roubt (Gomez et al., 2004). Dalsim
moznym kandidatem podilejicim se na systemickém transportu viroidil je jiz zmiflovany
Virpl, nebot PSTVd s mutovanym RY motivem nebyl schopny systémové infekce
Vv rostlinach rajéete (Maniataki et al., 2003). Kalantidis et al. (2007) tuto hypotézu podpofili,
kdyz ve své praci potvrdili neschopnost systémové infekce viroidi PSTVd a CEVd (Citrus
exocortis viroid) v transgennich rostlinach N. benthamiana a N. tabacum s potlacenou expresi
Virpl. Pro ucast vramci systemického transportu zastupct skupiny Avsunviroidae jsou
diskutovany dva floémové proteiny identifikované v rostlindich melounu schopné vazat
ABSVd - CmmLecl7 a neznamy protein o velikosti 14 kDa (Gomez et al., 2005).

Proces viroidni replikace je u obou skupin realizovdn mechanismem valivé kruZnice
ve tiech krocich, které kromé nékolika variaci, jsou shodné pro (+) i (-) fetézce®, pfidemz jsou
pritomny pouze RNA intermediaty: (1) syntéza konkatemert, (2) S$té€peni na monomerni
viroidni jednotky a (3) cirkularizace. Rozdilné je vSak fazeni téchto krokt a zpusob jejich
realizace. U skupiny Pospiviroidae probiha replikace tzv. asymetrickym cyklem, kdy
transkribované (-) konkatemery, jsou piepsany na (+) konkatemery, které jsou poté stépeny
na monomery a cirkularizovany. Pro skupinu Avsunviroidae je typicky tzv. symetricky
replika¢ni cyklus, ve kterém jsou (—) konkatermery §tépeny a cirkularizovany, nacez (-)
monomery pak slouzi jako templat pro ziskani (+) konkatemerl, jeZ jsou nasledné opét

Sté€peny a cirkularizovany (Obr. 2-A; ptehledna prace viz Flores et al., 2009).

! Oznaceni orientace viroidnich RNA fetézcti je zalozeno na dohodg, kdy vice abundantni fetézec in vivo byl
oznacen jako (+).
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Tab. I Taxonomické rozdéleni viroidai dle ICTV; prevzato ze Subviral RNA database
(http://subviral.med.uottawa.ca).
Pospiviroidae Avsunviroidae
, velikost , velikost
nazev druhu zkratka [nukleotidy] nézev druhu zkratka [nukleotidy]
Apscaviroid Pelamoviroid
Pear blister canker viroid ~ PBCVd  296- 374 | Chrysanthemum chlorotic CChMvd 397 - 401
mottle viroid
a:gf’;f’z'”e yellowspeckle oy ovg.o  361-363 | Peach latent mosaic viroid PLMVd  335-351
Grapevine yellow speckle : : .
viroid-1 GYSvd-1 187 - 368 Avsunviroid
Citrus viroid-111 Cvd-Ill 291 - 297 | Avocado sunblotch viroid ASBVd 120 - 255
Citrus bent leaf viroid CBLVd 315 -334 nezarazeno
Gtﬁgggallan grapevine AGVd 369 Eggplant latent viroid ELVd 332 -335
Apple dimple fruit viroid ADFVd
Apple scar skin viroid ASSVd
Apple fruit crinkle viroid AFCVd 368 - 375
Citrus viroid-1-LSS CVd-LSS 325 -330
Citrus viroid-OS CVd-0S 326 - 331
Japanese citrus viroid 1 JCvd 331
Pospiviroid
T_om_ato planta macho TPMV 360
viroid
Tomato apical stunt viroid TASVd 360 - 364
Potato spindle tuber viroid PSTVd 341 - 364
Mexican papita viroid MPVd 359 - 360
Iresine viroid 1 Irvd 370
Columnea latent viroid CLVvd 350 - 456
Citrus exocortis viroid CEVd 197 - 475
C_hrysanthemum stunt csVd 348 - 356
viroid
Tomato chlorotic dwarf TCDVd 356 - 360
viroid
Cocadviroid
Hop latent viroid HLVd 255 - 256
Coconut tinangaja viroid CTivd 254
C_ocpnut cadang-cadang ccevd 246 - 301
viroid
Citrus viroid IV Cvd-1Iv 284 - 286
Hostuviroid
Hop stunt viroid HSvd 267 - 368
Coleviroid
Coleus blumei viroid 3 CbVvd-3 361 - 364
Coleus blumei viroid 2 CbVvd-2 295 - 301
Coleus blumei viroid 1 CbVvd-1 248 - 251
Coleus blumei viroid Cbvd 295
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Pospiviroidae kreplikaci (+) 1 (-) fetézci vyuzivaji DNA-dependentni RNA
polymerédzu Il (Schindler et al., 1992), pii¢emz pocatek replikace (—) fetézce u PSTVd byl
lokalizovan v koncové vlasence T, domény, konkrétné v misté¢ U359 ¢i Cl (Obr. 2-B;
Kolonko et al., 2006). Jako promotor pii syntéze (+) fetézce slouzi termostabilni vlasekova
struktura HPII (Qu et al.,1993). K naslednému S$tépeni je pak pravdépodobné vyuzivana
RNé&za typu Il (Gas et al., 2008), pficemz $tépici a ligaéni misto bylo identifikovano mezi
G95 a G96. Tyto nukleotidy jsou lokalizované ve smycce E (viz Obr. 1-C), jejiz sekvence
spolecné se strukturou termostabilni vlasenky HPI, utvofené v pribéhu replikace, napomaha
Vv procesu Stépeni i nasledné ligace (Baumstark et al., 1997; Qu et al., 1993). Slibnym
kandidatnim enzymem zajist'ujicim ligaci u PSTVd je DNA ligaza I, u které byla potvrzena
schopnost cirkularizace viroidnich (+) monomert St€penych v pozici G95-G96 (Nohales et
al., 2012). Zajimavym jevem je rozdilna distribuce jednotlivych fetézct, kdy (—) fetézece byly
lokalizovany pouze v jadie, zatimco (+) fetézce byly detekovany jak v jadfe, tak zejména v
jadérku (Qi et al., 2003a). Takovéto rozliseni opaénych fetézcit RNA poukazuje na pritomnost
vysoce specifické bunééné masinérie s potencialnim vyznamem pro genovou regulaci (Flores

et al., 2005).

Asymmetric pathway (family Pospiviroidae) B
RNase Il RNase I11

5

\* :'* =
RNA

pol Il DNA
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3’OH

Obr. 2: (A) Schéma replikace obou ¢eledi: Pospiviroidae: infekéni monomerni (+) cirkularni RNA >
replikace (RNA polymeraza Il) na (-) multimery, které slouzi jako templaty pro druhou RNA-RNA replikaci >
vysledné (+) multimery jsou $té€peny na jednotlivé monomery (RNA&za I11)> ligace (RNA ligdza) na kone¢né
cirkularni (+) RNA; Avsunviroidae: infekéni monomerni (+) cirkularni RNA - replikace (NEP) na (-)
multimery = §tépeni pomoci ribozymii na jednotlivé (—) monomery - replikace na (+) multimery - Stépeni
pomoci ribozymu na jednotlivé (+) monomery -> ligace na koneéné (+) cirkuldrni RNA (pfevzato z Flores et
al., 2009). (B) Schématicky znazornéné pocatky replikace u jednotlivych viroidi (pfevzato z Kolonko et al.,
2006).

Zastupci skupiny Avsunviroidae Kk replikaci (+) i (-) fetézcti vyuzivaji chloroplastovou
RNA polymerazu koédovanou jadernym genomem - NEP (Nuclear-Encoded Polymerase).
Jednd se o jednoduchou polymerdzu o jedné podjednotce podobajici se fagovym RNA
polymerazam (Navarro et al., 2000a). Iniciace replikace viroidu ABSVd probiha u (+) i (-)

fetézci v (A+U)-bohaté oblasti terminalni vlasenky, konkrétné U121 pro (+) fetézce a U119

5
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pro (—) tfetézce (Obr. 2-B; Navarro et al., 2000b). Pro viroid PLMVd bylo identifikovano

skupiny Pospiviroidae, Avsunviroidae své (+) i (-) konkatemery $tépi autokatalyticky
pomoci strukturnich RNA motivi, ribozymt (Hutchins et al., 1986; Daros et al., 1994).
Ribozymy jsou ptitomné i u satelitnich RNA, které jsou strukturné viroidim nejvice piibuzné
(Forster et al., 1987). Otdzka procesu ligace u skupiny Avsunviroidae zlstava nevyteSena.
Moznym kandidatem by mohla byt tRNA ligaza, ktera specificky vyzaduje 2', 3'-cyklicky
fosfodiesterovy a 5'-OH konec, typicky pro produkty autokatalytického $tépeni pomoci
ribozomi. Dale se také diskutuje moznost autokatalyticke ligace (Flores et al., 2009).

Na zékladé vySe uvedenych informaci muzeme tedy konstatovat, ze viroidy se
maximalné adaptovaly evoluci svych strukturnich a sekvenénich motivi, které mimikuji
motivy hostitelskych RNA, diky ¢emuz jsou rozpoznavany bunéénymi faktory zajist'ujicimi
zdarny prubéh jejich infekéniho cyklu v rostling. Studium viroidd tak mize poskytnout i
prakticky vyznam pii studiu rostlinnych signalnich, regula¢nich a metabolickych drah

vyuzivajicich molekuly RNA.

1.2. Mechanismy viroidni patogeneze

Viroidy jsou schopné infikovat Siroké spektrum rostlin, pficemz mnoho z nich patii
mezi vyznamné potravinarské, primyslové a okrasné druhy. Symptomy typické pro viroidni
infekci jsou zakrslost, epinastie, chlorotick¢é a nekrotické 1éze, poruchy vyvoje urcitych
organtl a vzacné i smrt rostliny (Obr. 3). Je ovS§em nutné podotknout, Ze nékteré viroidy jsou
schopné infikovat rostliny a dosahovat vysokych titrl i bez jakychkoliv projevi patogeneze.
Absence symptomd je Casta zejména v ptipadé plan¢ rostoucich rostlin, které tak funguji jako
rezervoar viroidnich populaci. (ptehledné prace viz Flores et al., 2005; Owens et al., 2009;
Matousek et al., 2012a; Navarro et al., 2012a). Viroidy, podobné jako dalsi RNA replikony,
se ve svém hostiteli mnozi jako komplexni populace blizce piibuznych ale ne naprosto
identickych sekvencnich variant (,,quasi-species‘), pfi¢emz jedna ¢i né€kolik variant dominuji
(Eigen et al., 1988). Tepelny stres pak mutize vyvolat zmény v distribuci populaci sekvenénich
variant a vyrazné zvysit jejich variabilitu (Matousek et al., 2001; Matousek et al., 2004).

Viroidni genom je jednim z kli¢ovych faktorti ovliviyjicich stupen patogenniho
projevu - i minimalni sekvenéni odlisnosti mohou vyznamné ovlivnit patogenicitu dané¢ho
viroidu a jeho schopnost infikovat uréity rostlinny druh. Jedind substituce v C-doméné
(tranzice C - U) u kmene PSTVd KF440-2 napiiklad zapfi¢inila ziskani schopnosti infikovat

rostliny N. tabacum (Wassenegger et al., 1996). Zna¢ny podil mutaci vedoucich k odlisnym
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projeviim patogeneze je u kmeni PSTVd lokalizovan zejména v P-doméné. Pouhé 2-3
substituce v rdmci této domény jsou schopny modulovat patogenicitu u kmenid QFA, QFB a
RGI1 u kultivaru rajcete (S. lycopersicum) Rutgers (Gruner et al., 1995). Kmen PSTVd AS1
vyvolava silnou zakrslost a nekrozy u kultivaru Rutgers, zatimco kmen QFA je témér
asymptomaticky, pficemz AS1 se od QFA 1isi 4 substitucemi a 2 inzercemi v P-doméné
(Matousek et al., 2007).

Obr. 3: Symptomy typické pro urcité zastupce viroidi. () hlizy bramboru napadané PSTVd (nalevo) a
zdravé (napravo), (b) kofen pomerancovniku napadeny CEVd, (c¢) hruSen napadenid PBCVd, (d) symptomy
infekce CSVd u kvétu chryzantémy (dole) a zdravé (nahote), (e) listy chryzantémy napadené CSVd (vpravo) a
zdravé (nalevo), (f) listy chryzantémy napadené CChMVd (vpravo) a zdravé (vlevo), (g) listy kokosové palmy
napadené CCCVd (vlevo) a zdravé (vpravo), (h) chloréza (peach calico) zpiisobena PLMVd, (i) zkracovani
internodii u okurky zptisobené HSVd (vpravo) a zdravé (vlevo), (j) plody rostlin okurky napadenych HSVd (4
zleva) a zdrava (vpravo), (k) skvrnitost jablek zpisobena ASSVd, (1) ASBVd symptomy na plodech avokéda.
Ptfevzato z Flores et al. (2005).

Mira vyvolanych symptomu je vSak zavisla nejen na genomu viroidu, ale i na genomu
hostitelské rostliny. Naptiklad Matousek et al. (2007) prokazali, ze siln¢ patogenni kmen
PSTVd KF440 je schopen vyvolat silné patogenni symptomy u kultivart rajcete Rutgers a
Linia, zatimco kultivary Moneymaker a Harzfeuer se ukézaly byt tolerantnimi a prakticky

asymptomatickymi hostiteli. Projev symptomu je zavisly i na fyzikalnich podminkach -
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exprese symptomt je obecné podporovana vétsi intenzitou svétla a vyssi teplotou (Gruner et
al., 1995; Matousek et al., 2001).

Vzhledem k absenci kodovani jakychkoliv proteinti vSak musi byt indukce symptomu
typickych pro viroidni infekci vysledkem interakci viroidni RNA s hostitelskymi faktory
(proteiny a nukleove kyseliny), kdy tyto interakce spousti kaskadu komplexnich procest,
které¢ vedou ke zméndm ve vyvoji, metabolismu a fyziologii hostitelskych rostlin (MatouSek
et al., 2012a; Navarro et al., 2012a). V prubéhu let bylo pfedstaveno mnoho hypotéz snazicich
se dat do spojitosti expresi symptomu s viroidni infekci, avSak doposud nebyla otazka
principu viroidni patogeneze zodpovezena.

Byla naptiklad identifikovana celd fada hostitelskych proteint, které jsou schopny
ptimé interakce s nativni viroidni (+) cirkularni formou: Virpl (Martinez de Alba et al.,
2003), floemovy lektin PP2 (Goméz et al., 2001; Owens et al., 2001), ribozomalni protein L5,
transkripéni faktor IITA (Eiras et al., 2010) ¢i histony (Wolff et al., 1985). Role téchto
proteinll v procesu patogeneze neni vétSinou znama, Navarro et al. (2012a) diskutuje
moznost, Ze interakci viroidnich molekul s témito proteiny by mohla byt snizovana jejich
ptirozena aktivita, coz ve vysledku muze vést k projevu symptomu (Obr. 6).

Mnoho studii popisuje efekt viroidni infekce na transkripéni aktivitu individualnich
geni. U rostlin rajéete infikovanych PSTVd byla pozorovana silnd redukce mRNA
transkripéniho faktoru TCP3, kindzy CIPK a expansinu LeExp2 (Matousek et al., 2012b; Qi
et al., 2003b), naopak Hammond et al. detekovali zvySenou transkripéni aktivitu genu pkv
kodujiciho kinazu pravdépodobné zapojenou v signélnich drahach giberelint (Hammond et
al., 2000 a 2009). Snizena hladina transkripti giberelin 20-0xidazy, a tedy naruSeni syntézy
giberelint, byla pozorovana u rostlin cedratu (Citrus medica) infikovanych CEVd (Vidal et
al., 2003). Viroidy také aktivuji obecny rostlinny obranny systém zalozeny na ,,pathogenesis-
related” (PR) proteinech, jejichz exprese je indukovana také ostatnimi rostlinnymi patogeny
zahrnujicicmi viry, bakterie a houby (Gadea et al., 1996). Analyzy pomoci mikro¢ipt vSak
poukazuji na to, ze situace bude mnohem komplexnéjsi — nejenze viroidni infekce indukuje
zménu exprese stovek az tisict hostitelskych genti, ale dokonce je vzor této zmény exprese
zavisly na genomu viroidu a hostitelské rostliny (Itaya et al., 2002; Wang et al., 2011; Owens
etal., 2012 a Rizzaet al., 2012).

Po zjisténi, ze replikace PSTVd vede k de novo metylaci PSTVd cDNA integrované
do genomu hostitelské rostliny (Wassenegger et al., 1994) a detekci malych RNA s viroidni
sekvenci v rostlinach infikovanych viroidy skupiny Pospiviroidae (Papaefthimiou et al.,
2001; Itaya et al., 2001; Matousek et al., 2007; Machida et al., 2007) i Avsunviroidae
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(Martinez de Alba et al., 2002), se soucasny vyzkum soustfedi zejména na mozné spojeni
mezi viroid-specifickymi malymi RNA a deregulaci exprese hostitelskych geni skrze
transkripéni (TGS) ¢i post-transkripéni genovy silencing (PTGS).

(P)TGS, neboli RNA silencing, je regulaéni mechanismus pfitomny u vétSiny
eukaryot, ktery modifikuje expresi fady gent a zaroven brani organismus proti ,,skodlivym*
nukleovym kyselinam exogenniho ¢i endogenniho ptvodu jejich degradaci (Obr. 4-A). Jedna
se o sekvencné-specificky proces, ktery je iniciovan piitomnosti dsRNA ¢i vysoce
strukturované ssRNA, jez jsou Stépeny specifickymi isozymy RNazy typu III (DCL; Dicer-
like) na 21-26 nukleotida dlouhé dsRNA s pievisem na 3' konci. Tyto malé RNA jsou
rozdéleny do nékolika tfid na zakladé jejich biogeneze a mechanismu ptisobeni, naptiklad tzv.
,micro RNA“ (miRNA; Obr. 4-C) a ,short-interfering RNA*“ (siRNA; Obr. 4-B).
Generované malé dsRNA jsou nasledné inkorporovany do proteinového komplexu RISC
(RNA-induced silencing comlex), kde jsou pomoci helikdzové aktivity rozpleteny, ptic¢emz
jedno vlékno je degradovano (,,passenger strand*) a druhé vlakno (,,guide strand*‘) nasledné
slouzi k vyhledavéani cilovych RNA/DNA v buiice na zakladé¢ komplementarity - prehledné
prace viz Brodersen et al., 2006 a Carthew et al., 2009.

Dikazem o probihajicim PTGS v rostliné je ptitomnost sekvenéné specifickych
siRNA molekul a, jak jiz bylo uvedeno vyse, v rostlinach infikovanych viroidy rtiiznych druhd
byly prokazatelné identifikovany malé RNA dlouhé 21-24 nukleotidt se sekvenci odvozenou
z viroidnich intermediati obou polarit. Tyto RNA jsou nazyvany ,,viroid-specific RNAs*
(vsRNA) nebo ,,viroid-derived RNAs“ (vdRNA). Itaya et al. (2007) prokazali, Ze nativni
cirkularni (+) forma PSTVd je substratem pro DCL v protoplastech Arabidopsis thaliana a
vzhledem k faktu, ze viroidy se akumuluji v jadie (Pospiviroidae) ¢i chloroplastech
(Avsunviroidae), by vsRNA mohly byt generovany v cytoplazmé v ramci pohybu mezi
burikami. U ¢lent skupiny Pospiviroidae by navic mohly byt generovany i v jadie, nebot’ v A,
thaliana byly identifikovany 4 proteiny rodiny DCL (DCL1-4), pfi¢emz DCLI1 spole¢né s
DCL4 maji jadernou lokalizaci (Schauer et al., 2002). Denti et al. ovsem detekovali PSTVd-
VSRNA pouze Vv cytoplazmé, je tedy mozné, Ze vsRNA jsou produkovany i v jadre, ale jsou
ihned transportovany do cytoplazmy. Kromé nativnich cirkularnich (+) forem by spoustéc¢i
PTGS mohly byt i oligomerické replika¢ni intermediaty, jejichz struktura mtze mimikovat
prekurzor miRNA pro DCL ¢i ta-SiRNA pro RARP (RNA-dependentni RNA polymeraza).
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Obr. 4: (A) Obecné schéma zachycujici mechanismus RNA silencingu: malé RNA odvozené z endogennich
¢i exogennich zdroji pomoci DCL (Dicer-like) jsou inkorporovany do RISCu, konkrétné interaguji s proteinem
AGO (Argonaute) umoznujicim rozpoznani cilové RNA/DNA na zikladé komplementarniho parovani bazi.
Jakmile je cil rozpoznan, jeho exprese je regulovana riznymi mechanismy v zavislosti na biologickém kontextu
(inhibice translace ¢i transkripce, degradace cilové RNA/DNA, tvorba heterochromatinu). (B) Mozné zdroje
siRNA a mechanismus piisobeni siRISC: mnoho kategorii transkripti se v buiice vyskytuje ve formeé dsRNA,
ktera miZe byt rozpoznana a §tépena DCL (viry a satelitni RNA; trankripty transgend, centromer a transpozonu;
ta-siRNA, atd.). Pomoci RNA-dependentnich RNA polymerdz (RARP) jsou syntetizovany sekundarni siRNA
komplementarni k jinym regionim stejné tapetované RNA, které udrzuji proces RNA silencingu aktivni a
systémové ho rozsifuji po celé rostling. (C) Biogeneze rostlinnych miRNA: transkript miRNA genu vytvaii
specifickou vlasekovou sekundarni strukturu (pri-miRNA), ktera je $t€pena DCL1 ve dvou krocich (neni znamo
jejich presné tazeni) ve vysledny duplex miRNA/miRNA*, ktery je nasledné transportovan z jadra, pficemz
pouze ,,guide strand* je inkorporovan do RISC (miRISC). Pievzato z Carthew et al., 2009.

Mechanismus biogeneze VsRNA je stale zatim predmétem debat, je ale
pravdépodobné, Ze bude realizovan cestou podobnou biogenezi siRNA, miRNA nebo ta-
siRNA (,,trans-acting siRNA*; jedna se o dalsi druh regula¢nich endogennich malych RNA,
K jejichz maturaci je zapotfebi miRNA; Allen et al., 2005). Tvorba vsSRNA skrze dréhu ta-
SiRNA je podporovéna studiemi Gomeze et al., kdy indukce symptomt u HSVd-infikovanych
rostlin N. benthamiana je zavisla na aktivit¢ RNA-dependentni RNA polymerdzy 6 (RDRG6;
Gomez et al., 2008 a 2009). Na druhou stranu Di Serio et al. prokazali, ze exprese symptomt
u PSTVd-infikovanych N. benthamiana je nezavisla na RDR6 a naopak jeji aktivita zabranuje
infekci dalsich pletiv (Di Serio et al., 2009). Moznou alternativou je produkce vsRNA drahou
podobnou biogenezi miRNA, nebot’ nativni cirkularni (+) forma PSTVd se ukdzala byt

substratem pro DCL v protoplastech A. thaliana. (Itaya et al., 2007).
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Pokud je hostitelska masSinerie RNA silencingu schopna generovat malé RNA
s viroidni sekvenci, vyvstava otazka, zda mohou byt viroidy degradovany skrze aktivovany
RISC komplex s integrovanymi vsRNA. N¢kolik studii prokazalo odolnost nativni cirkularni
(+) formy PSTVd (Wang et al., 2004; Itaya et al., 2007) a HSVd (Gomez et al., 2007) vaci
RISC komplexu, pravdépodobné diky vysoce specifické sekundarni struktufe. Na druhou
stranu Schwind et al. (2009) ve své praci dokazuje presny opak - transgenni rostliny rajcete
(S. lycopersicum, cv. Moneymaker) exprimujici vlasenkovy RNA konstrukt odvozeny ze
sekvence PSTVd byly imunni vici infekci PSTVd, coz naznacuje specifickou degradaci
PSTVd skrze PTGS vyvolany vlasenkovym RNA konstruktem.

Pomoci sekvenovani v malém i velkém rozsahu byly ziskdny sekvence vsRNA
odvozenych z PSTVd, jez byly izolovany z rostlin rajéete (S. lycopersicum, cv. Rutgers a
Moneymaker; Itaya et al., 2007; Machida et al., 2007; Diermann et al., 2010; Wang et al.,
2011a) a N. benthamiana (DiSerio et al., 2009). Shrnutim vysledkti uvedenych praci mizeme

fici, Ze vsSRNA sekvence nejsou rovnomérné distribuovany v rdmci genomu PSTVd, ale
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Obr. 5: Mapovani vsRNA u PSTVd. V centralni ¢asti je zobrazen konsensus sekundarni struktury (+)
cirkularni formy PSTVd. V boxech nad a pod schématem PSTVd jsou sumarizovany vysledky mapovani (+)
forem (Cerné Sipky) a (-) forem (Sedé Sipky) vsRNA. Sipky vboxech ,miRNA prediction oznacuji
miRNA/mMiRNA* duplexy predikované pomoci NOVOMIRu (Teune and Steger, 2010). Data v boxu ,,PatScan*
odkazuji na lokalizaci vsRNA mapovanych ke genomu A. thaliana. Prevzato z Matousek et al., 2012a.

existuji tzv. ,,hotspots®. Jedna se zejména o horni i dolni ¢ast P-domény (Diermann et al.,
2010; Wang et al., 2011a). Dale horni ¢ast T -domeény (ltaya et al., 2007; Diermann et al.,
2010; Wang et al., 2011a) a dolni ¢ast Tr-domeny (Machida et al., 2007; Itaya et al., 2007).

Navic distribuce vsRNA je odlisna mezi fapikem a listem a také mezi kultivary rajcete

Moneymaker a Rutgers (Wang et al., 2011a), coz zduraznuje organovou a genetickou
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specificitu interakce viroid-hostitel. Podil (+) a (-) vsRNA je rovnéZ nerovnomérny, S
ptevahou (+) vsRNA (Obr. 5).

Vztah mezi akumulaci vsRNA a titrem viroidt v infikovanych rostlinach je doposud
nejasny. Vysledky popsané v literatufe se zna¢né rozchazeji: prikladem budiz PSTVd, kdy
rozdil v hladinach vsRNA pro rtzné virulentni kmeny bud’to nebyl pozorovan (Papefthimiou
et al., 2001; Martinez de Alba et al., 2002) anebo naopak pozorovan byl (ltaya et al., 2001;
Matousek et al., 2007).

Spojitost mezi PTGS a viroidni patogenezi prokazali Wang et al. (2004). U
transgennich rajcat (S. lycopersicum, cv. Moneymaker) exprimujicich neinfek¢ni vliasenkovy
RNA konstrukt odvozeny z PSTVd (IR-14) pozorovali symptomy typické pro viroidni
infekci. Pokud jsou vsRNA zodpovédné za projev symptomu skrze (m)RNA silencing, lze
jejich cile v hostitelském genomu identifikovat pomoci bioinformatické predikce a
experimentalniho ovétfeni exprese, pfiCemz mira deregulace daného cile (genu) by méla
korelovat s mirou projevenych symptomua. Wangovi et al. se podatilo pomoci bioinformatické
predikce identifikovat 470 potencidlnich cilti v genomu rajcete, z nichz 42 mélo signifikantné
zmeénénou hladinu v reakci na infekci PSTVd. Zajimavé je, ze 2/3 potencialnich cilovych mist
bylo komplementarnich k vsRNA odvozenym z P-domény. OvSem pouze 3 geny mély
signifikantné snizenou hladinu u kultivard Rutgers, Moneymaker a také u linie IR-14, pficemz
dva znich, giberelin beta-hydroxylaza a omega-3-desaturdza, hraji kli¢ovou Ulohu
Vv biosyntéze giberelinti a jasmonové kyseliny (Wang et al., 2011a), dulezitych rostlinnych
hormonélnich drah (ptehledna prace Wang et al., 2011b). V genomu A. thaliana bylo
Vv zavislosti na kmeni PSTVd nalezeno primémé 100-200 moznych cilovych mist, pficemz
40% z nich bylo lokalizovano v regionech kodujicich proteiny. Az 90% z téchto mist bylo
komplementarnich k vsRNA odvozenych z P-domény a horni T -domény (Diermann et al.,
2010; Obr. 5). Pomoci screeningu databdze EST rajcete byly predikovany 2 potencialni cile
na zakladé ¢astecné komplementarity s vsRNA tiidy IV (region 293-312 PSTVd lokalizovany
v P-domén¢; Matousek et al., 2012b). Jedna se o transkripéni faktor TCP3 odpovédny za
morfogenezi listi (Ori et al., 2007) a kinaza CIPK podilejici se na fyziologickych funkich
spojenych s vapnikem a draselnymi kanaly (Kim et al., 2000). U obou téchto gent byla
prokazéna signifikantn¢ snizena hladina u rajéat infikovanych silné¢ patogennimi kmeny
PSTVd AS1 a C3, zatimco slaby kmen QFA nevykazoval téméf Zadnou zménu oproti
zdravym rostlinam (Matousek et al., 2012b).

VSRNA-indukovany RNA silencing vSak nemusi byt cilen pouze proti hostitelskym

mRNA. Existuje zde moznost pifimé interakce vsRNA s pri-miRNA, nebot u rajcat
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infikovanych PSTVd byla detekovana snizena hladina nékolika miRNA (miR156, miR159,
miR396, miR319 a miR403; Diermann et al., 2010; Owens et al., 2012).

Zavérem lze konstatovat, Ze princip mechanismu viroidni patogeneze je velice
komplexni proces, ve kterém vystupuje fada faktord, jejichZ souinnosti jsou projevovany
symptomy (Obr. 6). Celkovy obraz této rozsahlé sité zlstava stale neobjasnén, velice slibnou
hypotézou je v soucasnosti tloha vsRNA v indukci RNA silencingu vyust'ujici v deregulaci
hostitelskych genti a naruseni funkce hostitelskych malych RNA. Tuto hypotézu potvrdili
Navarro et al. (2012), ktefi identifikovali dvé vsRNA (PC-sRNA8a a PC-sRNA8b) tvotici
duplex s mRNA chloroplastového heat-shock proteinu 90 (cHSP90), u kterého byla
prokézana snizena hladina v PLMVd-infikovanych rostlindch broskve (Prunus persica).
Pomoci metody RLM-RACE pak potvrdili cilenou degradaci tanskriptu cHSP90 skrze
komlex RISC-vsRNA.

/ VIROID INFECTION
\ ~.

Mature viroid RNA-host factor Hormone-mediated responses  Viroid RNA processed by RNA
interaction silencing machinery
l \ e DCLs
Induction or aclwayon of Impaired pmlc'n.,..,......,,.,,............‘,., Altered host miRNAs vd-SRNAS
proteins (PRs and kinases) functions and siRNAs pathways T
- BRI, .
" AGOs
Host mRMA cleavage Host DNA methylation and

or translation arrest transcriptional silencing

/7

Interference with host gene expression

SYMPTOMS

Obr. 6: Potencialni cesty spojujici primarni interakce viroid-hostitel, které skrze jednu &i vice signalnich kaskad
vedou k makroskopickému projevu symptoma. Prevzato z Navarro et al., 2012a.

1.3. Systém ,,leaf factory* a agro-infiltrace

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni proteobakterie napadajici dvoudélozné

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

wrwe

(,,tumor-inducing®). Ti plasmidy obsahuji T-DNA region (transfer DNA), ktery se zac¢leni do
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jaderné DNA rostliny. T-DNA region obsahuje geny, které ovliviuji tvorbu auxinu a
cytokininl, kdy nadprodukce a zménény pomér téchto fytohormont zplsobuje mnozeni
nediferenciovanych nadorovych bunék (Necasek, 1993).

Umélou upravou Ti plasmidu, kdy v T-DNA regionu zaménime geny pro nadprodukci
fytohormontui zkoumanym genem, byl ziskan efektivni systém pro genetickou transformaci
rostlin (viz napf. Gelvin et al., 2003). Rekombinantni A. tumefaciens lze pouzit i pro systém
transientni exprese v diferenciovanych pletivech (tzv. agro-infiltrace). VétSina bunék
v infiltrované oblasti je pak transformovana a exprimuje transgen. Tento system je vyhodny
zejména pro svoji rychlost, flexibilitu a moznost kombinace n¢kolika transgenti najednou
(napf. Matousek et al., 2012c). Zvyseni efektivity systému transientni exprese muze byt
dosazeno koinfiltraci transgent pro virové supresory silencingu, které potlac¢uji PTGS
vyvolané ptitomnosti cizorodé DNA (Voinnet et al., 2003).

Biotechnologicky systém ,leaf factory” vyuziva procesu transientni exprese po
infiltraci rekombinantnich A. tumefaciens (nesoucich binarni vektor) do listd Nicotiana
benthamiana (Solanaceae). Systém binarnich vektord vyuziva skute¢nosti, ze separace Vir-
regionu (oblast Ti plasmidu obsahujici geny potiebné k pfenosu T-DNA do rostlinnych bunék
a jeji integraci do genomu) a T-regionu do dvou plasmidt v ramci bakterialni buiiky nema
vliv na indukci nadoru (Hoekema et al., 1983). Vyuziva tedy dvou plasmidi, kdy jeden
obsahuje pouze vir-region (tzv. pomocny plasmid) a druhy obsahuje T-region a selek¢ni
marker (Obr. 7). V laboratoii OMG pro systém ,,leaf factory* pouzivame kmen LBA4404
(pomocny plasmid pAL4404) nesouci binarni vektor pLV07 (Vrba et al., 2005) odvozeny
z vektoru pBINPLUS (van Engelen et al., 1995), v jehoz T-DNA je vloZeny zajmovy gen.

provides vir proteins Obr. 7: Schéma systému binarnich
required for T-DNA transfer vektori: Zajmové geny (goi) jsou
vloZzeny do T-DNA regionu binarniho
vektoru. Vir proteiny jsou kdédovany
geny na separdtnim replikonu (vir
helper). Selekéni marker v T-DNA
regionu se vyuziva pro indikaci
uspé$né  transformace. Gen pro
vir genes . rezistenci k uréitému antibiotiku (Ab")
je pouzivan pro selekci uspésSné
transformovanych E. coli (v
pocatecnich fazich konstrukce genové
vir helper kazety) nebo A. tumefaciens. Ptrevzato
Z Lee et al. (2008).

T-DNAbinary
vector
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2. Cile prace

1) Selekce potencialnich targett RNA silencingu vyvolaného viroid-specifickymi
malymi RNA za pouziti ziskanych bioinformatickych dat.

2) Analyza hladin mRNA vybranych gent v PSTVd-infikovanych rostlinach rajéete
(S. lycopersicum) pomoci kvantitativni real-time RT-PCR a nésledna selekce gend, u nichz
byla detekovana aberantni hladina mRNA.

3) Klonovani selektovanych/kandidatnich genti do expresniho rostlinného vektoru
pLVO7.

4) Analyza exprese vybranych kandidatnich genu v systému leaf factory” v
ptitomnosti supresoru silencingu pl19 pomoci kvantitativni real-time RT-PCR a RNA blotu
v rostlinach N. benthamiana, kde spole¢né se studovanymi geny a supresorem silencingu

budou koinfiltrovany kmeny PSTVd s kontrastnimi symptomy (tzv. koinfiltrace).
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3. Material a metody

Pti své praci jsem dodrzoval zasady bezpecnosti prace, organiza¢ni tad UMBR BC
AV CR, v.v.i. a interni smérnice oddéleni molekularni genetiky BC AV CR UMBR pro praci
s karanténnimi viroidnimi patogeny a geneticky modifikovanymi organismy a pro préci

V izotopové laboratofi.

3.1. Material

3.1.1. Rostlinny materiél

V této praci byly pouzity rostliny Solanum lycopersicum, cv. Rutgers a Heinz, a
rostliny Nicotiana benthamiana. Oba druhy byly péstovany ve skleniku pfi teploté 25°C +
3°C za ptirozeného denniho svétla a dodatecného prisvécovani (170 Hmol.m'z.s'1 PAR) pro

udrzeni 16-ti hodinového denniho rezimu, pokud neni uvedeno jinak.

3.1.2. Biochemicky material

Byly pouzity restrikéni endonukleazy Ascl, Pacl, Xbal a Xhol s pfislusnymi pufry
(NEB, Takara). T4 DNA ligaza (Takara) a PCR master-mixy s Taq polymerazou (Qiagen) a s
Pwo polymerazou (Roche). Pro urceni velikosti fragmentt pti elektroforéze byl pouzit DNA
marker (1kbp DNA ladder GibcoBRL). Pii molekularni hybridizaci byl pouzit radioaktivni
izotop a-[*P]dCTP (3000 Ci/mmol; MP Biomedicals); dale pak nylonova membréana typu
N0144 s upravenym nadbojem a pramérem p6ra 0,45 pum (Sigma-Aldrich) pro koloniovou
hybridizaci a RNA membrana (Biodyne A Membrane 0,2 um, PALL) pro RNA blot. Nazvy
pouzitych komer¢nich kit pouzitych v této préci jsou uvedeny vV nize uvedenych

metodickych postupech (kap. 3.2.).
3.1.3. Roztoky a Zivna média

5x koncentrovany nanaseci pufr:
0,01% xylencyanolova modt, 0,01% bromfenolova modf, 30% glycerin, 100 png/ml EtBr,
5xTBE

1 Kb Plus DNA Ladder:
10 ul 10xDNA Ladder (GibcoBRL), 20 ul nanéseci pufr, 70 ul H,0.
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10xTBE pufr (1000 ml):

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

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 prevrstvit cca 1/3 objemu 10x TE pufru; skladovat ve tmé

pii 4°C.

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

(1) 0,5M NaOH 4 g NaOH

(2) 1M Tris-HCl pH 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

roztoky 1-3 sterilizovat

5xFGB (500 ml) :

40mM octan sodny 2,72 g Na,COOH"3H,0
rozpustit v H,O 350 ml DEPC H,0

90mM MOPS-NaOH pH 7.0 10,3 g MOPS (C7H15NO,S)
20mM EDTA pH 7.0 100 ml 0,1M EDTA

Sterilizovat, CHRANIT PRED SVETLEM (v lahvi obalené hlinikovou folii), skladovat pii
4 °C nebo pii -20 °C.

FGL (10 ml):
50% glycerol 5 ml glycerol
1mM EDTA pH 8.0 20 ul 0,5M EDTA pH 8.0

0,25% bromfenolova modi

0,25% xylencyanolova modf
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20xSSPE (1000 ml):

3M NaCl 175,3 g NaCl
0,2M NazHPO4 71,6 g NazHPO4.12H20
0,02M EDTA 7,4 g EDTANa;

Upravit pH NaOH na 7,4, filtrovat, sterilizovat.

20xSSC (1000 ml):

3M NaCl 175,3g NaCl
0,3M citrat sodny pH 7.0 88,2g citrat sodny
Sterilizovat.

DEPC H,0O (RNase-free):
1000 ml H,O
0,02% DEPC 0,2 ml diethylpyrokarbonét

Roztok ptipravovat v digestofi, potom 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 (w/v) 2 g polyvinylpyrrolidon Mw 40 000
Piiprava tRNA

1 g kvasni¢ni RNA se rozpusti v 10 ml TE pufru. Je tfeba zahtat RNA na 50-60 °C a Casto
promichavat. Roztok se odstfedi a supernatant se fenolizuje 1:1 (v/v) smési fenol:chloroform
(25:24:1). K odebrané horni fazi se ptida 4M LiCl (1:1 v/v), RNA se umisni na 1 hodinu do

ledu. Po odstfedéni se mefi koncentrace supernatantu, sediment se vyhazuje.

Pre-prehybridiza¢ni pufr (1000 ml):

50mM Tris-HCI pH 8.0 6,059 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)
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Prehybridizacni 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 pl 20% SDS (w/v)

5xSSPE 25 ml 20xSSPE

20 mg/100 ml tRNA
skladovat pfi -20 °C, popt. pro pouziti pti RNA blotu pfti 4 °C.

Promyvaci roztoky pro hybridizaci
2xSSC, 0,1% SDS

1xSSC, 0,1% SDS

0,5xSSC, 0,1% SDS

0,1xSSC, 0,1%SDS

10xMES (100ml):

0,1M MgCl, 2,039 MgCl,6H,0

0,1M MES 2,159 MES-H,0 2-morfolino-ethansirova kyselina
upravit pH na 5,6 pomoci NaOH; sterilizovat a skladovat piti 4°C

Aktivaéni smés (100 ml):
1xXMES 10 ml 10xMES
200uM acetosyringon 1 ml 20 uM acetosyringon (rozpustény v DMSO)

LB médium (100 ml):
1 g kazein — Tryptone
0,5 g kvasni¢ny extrakt
1 g NaCl

Upravit na pH 7,0, sterilizovat.

LK médium (100 ml):

1 g sacharoza

0,8 g kazein — Tryptone

0,4 g kvasni¢ny extrakt

0,2 g K;HPO,

30 mg MgSOq,

Upravit na pH 6,8, sterilizovat.
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YEP medium (100 ml):
1 g kazein - Tryptone
0,5 g kvasni¢ny extrakt
0,8 g NaCl

Sterilizovat.

3.2. Metodické postupy

3.2.1. Metody inokulace PSTVd
3.2.1.1. Biolisticka inokulace

Byl pouzit syst¢tm Helios Gene Gun System (BioRad), pficemz metoda byla
provedena dle postupu uvedeného v praci Matouska et al. (2004b): 25 mg zlatych
mikroprojektilti o praméru 1.0 um (véaha zlatych mikroprojektild byla 0,5 mg/naboj) bylo re-
suspendovano ve 100 pl 0,025 M spermidinu a kratce sonikovano. K suspenzi bylo nasledné
aplikovano 50 pl DNA (koncentrace 1ug/pl), vortexovano a sonikovano. Za stalého tiepani
bylo postupné piidano 100 pl 1,0 M CaCl, pro precipitaci DNA. Suspenze byla poté
inkubovéana 5 minut pfi pokojové teplot¢ a 5 minut v ledé. Nasledné byly mikroprojektily
s navazanou DNA kratce centrifugovany a tiikrat promyty 1 ml 99,8% ethanolu. Nésledovala
re-suspenze ve smési PVP/ethanolu (0,05 mg PVP/1 ml 99,8% ethanolu). Tato suspenze byla
okamzit¢ pouzita na naneseni do trubice dle navodu vyrobce.

Tlak hélia pii vlastni inokulaci byl nastaven na 150 PSI. Inokulovany byly vzdy oba
délozni listky rostlin rajcete (S. lycopersicum) ze vzdalenosti cca 2 cm. Listky byly béhem
inokulace podepieny tvrdou kartonovou podlozkou. Po inokulaci byly rostliny ihned ptikryty
polyethylenovymi sacky (minimalizace vysuSeni porusené listové Casti) a ponechany 24 h ve

stinu. Prvni den po inokulaci byly sa¢ky prodéravény a tieti den sundéany.

3.2.1.2. Mechanické inokulace

Pro mechanickou inokulaci rostlin rajéete (S. lycopersicum) bylo na jeden list pouzito
20 pl inokula (0,04 M fosfatovy pufr, pH 7.6) obsahujiciho 2 ng nativni viroidni RNA. Pro
mechanické poskozeni listi bylo pouzito Carborundum (500 mesh; Carborundum Electrite,

a.s., Benatky nad Jizerou).

3.2.1.3. Aktivace bakterii A. tumefaciens a listova infiltrace

Bakterie A. tumefaciens s pozadovanym konstruktem byly kultivovany v selektivnim
LK médiu (kanamycin 25 pg/ml) pii 28°C a 120 ot.min™ do dosazeni ODsgs=1,0. Narostlou
kulturu jsme centrifugovali (10 min; 5 000 ot.min™) a sediment jsme poté resuspendovali
v aktivani smési, pfi¢emZz mnozstvi piidané aktivaéni smési bylo totozné s objemem
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kultivacniho média. Bakterialni suspenzi jsme poté nechali inkubovat 24 h ve stinu pfi
pokojové teplot€.

Bakteridlni suspenze aktivovanych A. tumefaciens byla nasledné infiltrovana do
spodni strany lista N. benthamiana pomoci injekénich stfikaéek bez jehel. Infiltrované
rostliny byly bud’to ihned pieneseny do fytotronu SANYO MLR 351H (SANYO Electric Co.,
Ltd., Moriguchi, Japonsko; kultivaéni program uveden na Obr. 8) ¢i byly ponechany 12 hodin
ve stinu a poté preneseny do skleniku (podminky kultivace uvedeny v kapitole 3.1.1.).

RH [%] tre
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fodbér MYB (38 h)

Obr. 8: Kultivaéni program pouZzivany ve fytotronu SANYO MLR 351H. Intenzita svétla v pribéhu svételnych
period &inila 80% maximalniho nastavitelného osvétleni (cca 120 pmol.m?s™ PAR).

3.2.2. Metody izolace a purifikace RNA

3.2.2.1. Izolace rostlinné RNA

Rostlinnd RNA byla izolovina pomoci Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen).
Postupovali jsme podle navodu vyrobce: 200 mg rostlinného pletiva bylo zhomogenizovano
ve tfecich miskach pomoci tekutého dusiku a pfemisténo do mikrozkumavky se sterilné
napipetovanym 1 ml RNA purifika¢niho reagens. Mikrozkumavku jsme kratce vortexovali a
nechali inkubovat 5 minut pii pokojové teploté V poloze nalezato. Poté nasledovala
centrifugace (3 min; 14000 otmin™; 4°C), po které jsme naslednd odebrali veskery
supernatant do mikrozkumavky s 200 pl 5M NaCl. Piidali jsme 400 pl chloroformu,
zvortexovali a pomoci centrifugace (10 min; 14 000 ot.min™) jsme oddglili jednotlivé faze
smési. K odebranému maximalnimu objemu vodne faze (cca 1 ml) jsme piidali totozny objem
izopropanolu a inkubovali 10 minut pii pokojové teploté. Pomoci centrifugace (30 min; 14
000 ot.min™; 4°C) jsme sedimentovali vysraZenou RNA. Ziskany vzorek byl pro&istén 75%
ethanolem, vysuSen a eventuelné rozpustén v 15 plnahiaté RNase-free vody (54°C).
Koncentrace vzorku byla stanovena pomoci spektrofotometru piti 260 nm (WPA UV 1101,
Biotech Photometer, Cambridge, Velka Britanie). Suchy sediment ¢i rozpusténa RNA byly

uchovavany pii -80°C.
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3.2.2.2. Purifikace RNA pomoci kolonek Qiagen (,RNA cleanup*)

Pro purifikaci izolované RNA od kontaminujicich metaboliti a DNA byl pouzit
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Postupovali jsme podle ndvodu vyrobce: Suchy sediment ¢i
odebranou alikvotu izolované RNA jsme rozpustili ve 100 ul DEPC H,0 a nésledné pridali
350 pl pufru RLT a promichali vortexovanim. Po ptidani 250 pl 96% ethanolu jsme vzorek
lehce promichali a aplikovali na kolonku. Pomoci stolni centrifugy (15 s; 8 000 ot.min™) jsme
nechali vzorek 2x protéct kolonkou pro zachyceni RNA. Na fritu s navazanou RNA jsme
posléze aplikovali DNazu (10 ul DNéazy + 70 pl pufru RDD) a 30 minut inkubovali pii 37°C
(Stépeni genomové DNA). Pro ocisténi navdazané RNA jsme fritou nechali pomoci
centrifugace (15 s; 8 000 ot.min™) protéct 350 pl promyvaciho pufru RW1 a 2x 500 pl
promyvaciho pufru RPE. Pro odstranéni zbytkli pufri a ethanolu jsme vzorky kratce
centrifugovali pfi vysokych otadkach (3 min; 14 000 ot.min™). RNA z kolonky jsme eluovali
50 ul predehtaté (56°C) DEPC vody, kdy po 3 minutach inkubace pii RT jsme kolonku

P S 4

centrifugovali (1 min; 14 000 ot.min™). Pie¢isténa RNA byla skladovana pi -80°C.

3.2.2.3. DNazovéani pomoci DNazy AMBION
Pro uplné odstranéni kontaminujicich zbytki DNA byl pouzit kit Ambion DNA-

free™., Slozeni reakce pro kazdy vzorek bylo nasledujici:

vzorek RNA X Ul (5 ng)

DNase | 1ul(2U)

DNase Buffer (10%) 2ul

DEPC H,0 x ul (doplnit do celkového obejmu 20 pl)
20 pl

Reakce probihala 45 minut pii 37°C. Nasledné jsme k reakci pfidali 3 pl DNase
Inactivation Reagent, dikladné promichali vortexem a nechali inkubovat 3 minuty pfi
pokojové teploté pro inaktivaci DNazy I, pficemZ jsme po 60 sekundéach reakci promichavali.
DNase Inactivation Reagent jsme odstranili centrifugaci (2 min; 9 000 ot.min™), kdy jsme
odebrali 16 ul supernatantu ¢isté RNA. Pie¢isténa RNA byla skladovana pii -80°C. Precisténa
RNA byla podrobena kontrolni PCR (sloZeni reakce viz kap. 3.2.5.2.) pro vylouceni

kontaminace genomovou ¢i vektorovou DNA.

3.2.3. Kvantitativni real-time RT-PCR (QRT-PCR)
3.2.3.1. Reverzni transkripce

Pro syntézu cDNA na kvantitativni PCR analyzu byl pouzit kit RT SuperScript™ II1
(Invitrogen), pticemz v reakcich byly pouzivany nasledujici primery: oligo dT1s, 7SL specific
primer HL-anti B, U5_06-rt a U5_11-rt (viz Ptiloha 1, kap. 9). Po namichani nize popsané
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smesi byla RNA denaturovana 5 minut pti 65°C a naslednym prudkym ochlazenim 5 minut na

ledu.

RNase-free H,O 3ul

dNTP mix (2,5 mM kazdy dNTP) 4ul

primer (100 uM) 1l
precisténa RNA 5 ul (1,1 pg)

13l
Poté jsme reakci zkompletovali pfidanim 2 pl 0,1 M DTT, 4 ul 5% First Strand Buffer
a 1 pl reverzni transkriptazy (200 U). Reakci jsme inkubovali po dobu 50-60 minut pii 50°C.
Enzym byl inaktivovan 15 minut pfi 70°C. Ziskana cDNA byla nafedéna’ a uskladnéna pfi -
20°C.
3.2.3.2. Vlastni real-time amplifikace
Veskeré amplifikacni reakce byly provedeny na pfistroji 1Q5 Multicolor Real-Time

PCR Detection System (BioRad) za pouziti iQ™ SYBR® Green Supermixu (BioRad). Reakce
pro kvantifikaci mRNA vybranych gend byly provedeny v duplikatech a mély nasledujici

slozeni:

milliQ H,O 2,1 ul
2% iQ SG Master Mix 6 ul
forward primer (10 uM) 0,45 ul
reverse primer (10 uM) 0,45 ul
templatova cDNA 3ul

12 ul

Teplotni a ¢asovy profil reakce byl nasledujici: po pocate¢ni denaturaci [3 min/95°C]
nasledovalo 50 amplifika¢nich cykla [20s/94°C > 30s/ 56-59°C v zavisloti na primerech >
30s/72°C]; v programu byla zahrnuta i analyza kiivky tani pro rozliSeni specifickych a
nespecifickych produkttl [zvySovani teploty o 1°C/min; 50-96°C]. Pribéh reakce a vysledné
hodnoty C; byly ziskany pomoci programu IQ5™ Optical System Software v. 2.0. (Bio-Rad).
Pro vyhodnoceni vysledkt byla pouzita AA-c; metoda s modifikaci dle Pfaffla (Pfaffl et al.,
2001). Relativni hladiny zajmovych genli byly normalizovany za pouziti relativnich hladin
genil referencnich (tzv. housekeeping genil). Vhodné referen¢ni geny byly vybrany pomoci
programt geNorm (Vandesompele et al., 2002) a NormFinder (Andersen et al., 2004). Pro
kvantifikaci v rostlinach rajcete (S. lycopersicum) byly pouzité geny CAC (Exposito et al.,
2008) a UBI3 (Rotenberg et al., 2006) z péti analyzovanych (dale 7SL RNA, aktin a TIP41) a

pro kvantifikaci v rostlindch N. benthamiana byl pouzit gen pro aktin.

> cDNA byla natedéna 50% (s vyjimkou pro kvantifikaci mRNA genti REFL, PDI, Midasin, TRANS a MYB, kde
byla pouzita 5% fedéna cDNA).

23



Bc. Martin Selinger
Studium exprese cilovych mRNA pfti pospiviroidni patogenezi v systému ,,leaf factory*

3.2.4. Metody pouZzité pri klonovani
3.2.4.1. Transformace bakterii Escherichia coli

Préce probihala ve sterilnich podminkach. Thned po rozmrznuti kompetentnich bakterii
(kmen DH5a,; alikvoty po 200 pl) na ledu jsme aplikovali 1 pl purifikovaného plazmidu ¢i 5
ul liga¢ni smési a nechali jsme 30 minut inkubovat v ledu. Nasledoval tepelny $ok trvajici 90
s pii 42°C ve vodni lazni a pote rychlé ochlazeni v ledu po dobu 2 minut. K bakteriim jsme
piidali 800 ul predehiatého (37°C) LB meédia a kultivovali pti 37°C po dobu 1,5 h pii 170
ot.min™. Narostlou kulturu jsme vyseli na selektivni agarovou pidu (1,5% agar; kanamycin

50 mg/l nebo ampicilin 100 mg/l) a inkubovali pies noc pii 37°C.

3.2.4.2. Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Préce probihala ve sterilnich podminkach. Bakterie (kmen LBA4404) jsme inokulovali
do 10 ml tekutého LK média a nechali jsme pies noc kultivovat (28°C; 100 ot.min™).
Narostlou kulturu jsme upravili na ODggg = 0,02 piidanim Cerstvého LK média (na 200 pl
bakterialni suspenze 20 ml LK média). Bakterie jsme nechali rist po dobu 4 h pti 28°C a 100
ot.min™ a nasledné jsme bakteridlni suspenzi sedimentovali centrifugaci (5 min; 5000 ot.min"
1. Pelet jsme promyli resuspendaci ve 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,4-7,6 a naslednym
sedimentovanim (5 min; 5000 ot.min™). Ziskané buiiky jsme zahustili resuspendovanim ve
100 pl YEP média, ptemistili do ¢isté mikrozkumavky a ptidali 5 pl plazmidové DNA (tj. 1-5
pg). Smeés jsme 5 minut inkubovali v tekutém dusiku a poté 25 minut ve vodni lazni pti 37°C.
Suspenzi jsme poté ziedili ptidanim 0,5 ml Cerstvého LK média a inkubovali 2 h pii 28°C a
100 ot.min™. Nasledné byla suspenze nanesena na selektivni agarovou pidu LK (1,5% agar;

kanamycin 50 mg/l). Bakterie jsme nechali riist pies noc pii 28°C.

3.2.4.3. 1zolace DNA fragmentu z agar6zového gelu

Pro izolaci fragmenti DNA z gelu byl pouzit kit QIAEX® Il Gel Extraction Kit
(Qiagen), ktery je vhodny pro extrakci DNA fragmentt o velikosti nad 1 kbp (dle vyrobce lze
izolovat fragmenty o velikosti 40 bp — 50 kbp).

Postupovali podle navodu vyrobce: Z agar6zového gelu jsme vyfizli pozadovany
fragment pod UV lampou a zvazili jsme jej. Ke gelu jsme ptidali 3% v/w pufru QX; a 30 pl
nosice, promichali a umistili do termobloku (50°C). Gel jsme nechali za obcasného
promichani rozpustit a poté jsme vzorek centrifugovali 30 s pii 10 000 ot.min™. Po odebrani
supernatantu jsme sediment (nosi¢ Snavazanou DNA) promyli 500 pl pufru QXjy,
resuspendovali a opét sedimentovali centrifugaci (30 s; 10000 ot.min™). Po odebrani

supernatantu jsme sediment 2x obdobn¢ promyli vymrazenym pufrem PE a poté jsme jej
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nechali 20-30 minut vyschnout v digestofi pii pokojové teploté. Nasledné jsme k vyschlému
sedimentu pfidali 30 ul pufru EB, resuspendovali a inkubovali 5 minut v termobloku pfi
50°C. Vzorek jsme poté centrifugovali 2 minuty pfi 10 000 ot.min™ a supernatant, obsahujici

izolovanou DNA, jsme piepipetovali do nové zkumavky.

3.2.4.4. 1zolace plasmidu

Pro izolaci plasmida byl pouzit kit QIAGEN Plasmid Purification Kit (Qiagen). Pies
noc narostlou bakteridlni kulturu transformovanych E. coli v 60 ml selektivniho LB média
(kanamycin - 50 mg/l ¢ ampicilin - 100 mg/l; inkubace pfi 37°C, 120 ot.min™) jsme
sedimentovali centrifugaci (10 min; 4000 ot.min™). Sediment byl resuspendovan 1 ml P1
pufru (resuspendacni pufr, obsahuje RNazu A). K resuspendovanym bakteriim jsme piidali
1,1 ml pufru P2 (lyza¢ni pufr s NaOH a SDS) a nékolikrat pomalu promichali pfevracenim.
Lyzat jsme nechali inkubovat 5 min pfi pokojové teploté a poté 5 minut v ledu. Nasledné jsme
ptidali 1,2 ml P3 pufru (neutraliza¢ni pufr), nékolikrat jsme kyvety promichali pfevracenim a
inkubovali 20 minut vledu. Vysrazené proteiny a dalsi necistoty jsme sedimentovali
centrifugaci (30 min; 16 000 ot.min™; 4°C). Pro piecisténi jsme ziskany supernatant
aplikovali na kolonku (Qiagen Tip-20), ktera byla piedtim aktivovana 1 ml QBT pufru.
Kolonka s navézanou plasmidovou DNA byla promyta 4 ml pufru QC a eluce vzorku
probéhla ptidanim 800 ul pufru QF. Eluat byl zachytdvan do mikrozkumavky s 500 pl
izopropanolu. DNA jsme nechali precipitovat po dobu nejméné 1 h pii pokojové teploté a jeji
sedimentaci jsme provedli centrifugaci (30 minut; 15 000 ot.min™; 4°C). Nasledovala druha
precipitace DNA pomoci ethanolu a acetatu sodného, kdy jsme ziskany sediment rozpustili ve
100 pl 0,3M octanu sodném, ptidali 300 pl vymrazeného 96% ethanolu a nechali inkubovat
nejméné 30 minut pii - 80°C. DNA byla posléze sedimentovana centrifugaci (30 min; 15 000
ot.min™; 4°C). Vznikly sediment jsme vysusili (centrifugaci ve vakuu) a rozpustili ve 20-50
pl H,O dle velikosti sedimentu. Poté jsme stanovili koncentraci izolovaného plasmidu pomoci
spektrofotometru (WPA UV 1101, Biotech Photometer, Cambridge, Velka Briténie).

3.2.4.5. Precisténi DNA fenol-chloroformem
Precisteni DNA pomoci smési fenol-chloroform bylo pouZito pro inaktivaci a
odstranéni proteinti po restrikénich reakcich. Ke vzorku jsme ptidali stejny objem (1:1, v/v)
smési fenol-chloroform (25:24:1). Vzorek jsme poté vortexovali a nechali stat 5 minut pii RT.
Nasledng jsme vzorek centrifugovali 10 minut pii 13 500 ot.min™ a odebrali vodni fazi.
Vzorek jsme dale precipitovali pomoci ethanolu, pokud jsme jej dale enzymaticky

zpracovavali (napf. restrik¢ni reakce ¢i ligace): ke vzorku jsme ptidali 1/10 objemu (v/v) 3M
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octanu sodného (pH 5,2) a vymrazeny 96% ethanol v poméru 3:1 - ethanol/vzorek, vi/v.
Vzorek jsme inkubovali pii -80°C nejméné¢ 1 hodinu a precipitovanou DNA jsme
sedimentovali centrifugaci (30 min; 15 000 ot.min™; 4°C). Ziskany sediment jsme vysusili a

rozpustili v ddH,0.

3.2.4.6. Ligac¢ni reakce
Ligacni reakce probihala vzdy pti 16 °C ptfes noc ve vodni lazni (HAAKE K20-DC1,
Thermo Haake GmbH).

recipient (pLV68, pLV07) 1 ul

10x ligaéni pufr (Takara) 1 ul

fragment 6 ul

T4 DNA ligéza (Takara) 1 ul (350 U)
10 pl

3.2.4.7. Restrikéni reakce
Restrikéni endonukleazy byly pouzity pfi manipulaci s fragmentem SI-MYB pii

vystépeni z plasmidu ¢i pro ziskani kohezivnich konct pro snadngjsi ligaci. Reakce probihaly

pti 37 °C ptes noc.

Restrikéni opracovani fragmentu po pfidani Xbal a

Restrikéni vysStépeni fragmentu:

Xhol mist pomoci PCR:

fragment (SI-MYB) 50 ul
10x pufr NEB2 7 ul
100x BSA (NEB) 0,7 ul
Xbal (Takara) 2 ul (30 U)
Xhol (Takara) 2 ul (20 U)
ddH,0 83l

70 Wl

po Stépeni Pacl (NEB1) srazeno EtOH, posléze pies
noc $tépeno Ascl (NEB4).

10x% pufr Sul
plasmid (pLV68) 5ul (7,5-10 pg)
enzym 3,5u (350)
100x BSA 0,5 ul
ddH,0 36 ul

50 ul

3.24.8. PCR

High-fidelity Pwo polymerazu jsme pouzili v reakci pro ziskani genu SI-MYB
Z rajcatové cDNA knihovny, pro naslednou reamplifikaci izolovaného DNA fragmentu a pro
pfidani novych restrikénich mist Xbal a Xhol na 5' a 3' konce fragmentu pomoci vhodné
navrzenych primert (viz Pfiloha 1, kap. 9). Pomoci PCR s vyuzitim Taq polymerazy jsme
ovéfovali klony selektované molekularni hybridizaci transformovanych bakterii. Teplotni a
Casovy profil reakce: 2 minuty 94°C (Uplné denaturace templatové DNA) - 35x [30s pti
94°C - 30s pii 52°C - 120s pti 72°C]. Reakce probihala na pfistroji T3 Thermocycler,

Biometra.

3.2.4.9. Elektroforéza DNA na agar6zovém gelu
Odvazené mnozstvi agardzy jsme piidali do odméfeného objemu pufru 1XTBE tak,

abychom ziskali roztok agar6zy o dané koncentraci. Agar6zu jsme rozpustili pfivedenim

roztoku k varu. Do roztoku ochlazeného na cca 50°C jsme pfidali ethidium bromid (na 100 ml
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gelu 1,7 ul zasobniho roztoku EtBr — kone¢na koncentrace 250 ng/ml). Gel byl nalit do
elektroforetické vany supevnénym hiebenem. Po ztuhnuti byl gel vlozen do
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
1:4, viv. Tank s gelem a nanesenymi vzorky byl pfipojen ke zdroji stejnosmérného napéti,
pficemz vhodné napéti bylo nastaveno V zavislosti na délce sledovanych fragmenti.
Elektroforézu jsme nechali probihat az do oddéleni sledovanych fragmenti. Gel byl

analyzovan na UV transiluminatoru (Chromato-Vue TM-36, UVP) pii vinové délce 312 nm.

3.2.5. Metody molekularni hybridizace

3.2.6.1. Priprava membran pro hybridizaci bakterialnich kolonii

Vybrané bakterialni klony byly aplikovany na membranu a kultivovany na Petriho
misce se selektivni bakterialni pidou ptes noc - A. tumefaciens pti 28°C, LK médium, 1,5%
agar, kanamycin 50 mg/l; E. coli pii 37°C, LB médium, 1,5% agar, ampicilin 100 mg/1 ¢i
kanamycin 50 mg/l. Druhy den jsme membranu postupné inkubovali (koloniemi nahoru) na
filtra¢nich papirech nasaknutych roztoky (1) - 10 minut, (2) - 5 minut a (4) - 10 minut; pii
snimani membrany z naséklych filtra¢nich papirii se tato lehce vysuSila dotykem (spodni
strany) na suchy filtracni papir a posléze se premistila do nasledujiciho roztoku. Po inkubaci
ve tfetim roztoku jsme membranu umistili mezi 2 suché filtra¢ni papiry a mirnym tlakem jsme
odstranili buné¢ny material. Poté jsme membranu pinzetou sejmuli a nechali zcela vyschnout
pii pokojové teploté. Vysusenou membranu jsme dale inkubovali 15 minut v roztoku 1xSSC
(koloniemi doli) a nasledné zbavili neCistot inkubaci ve tfech Petriho miskach s
chloroformem, v kazdé po dobu 1-2 minut pfi pomalém krouzeni. Membranu jsme oplachli
v dH,0 a posléze inkubovali 20-30 minut v roztoku 0,15M NaCl (koloniemi dolu).

Membranu jsme vysusili mezi dvéma suchymi filtraénimi papiry a poté provedli cross-
linking UV zafenim (120 mJ/cm?; fixace DNA) a zape&enim pii 80°C po dobu 20 minut. Pro
uskladnéni byla membrana zatavena do mikrotenového saCku uchovavéana pii 4°C az do
pouziti.
3.2.6.2. PFiprava membran pro hybridizaci - RNA blot

Pro ptipravu denaturacniho gelu pro RNA blot jsme navazili 2,16 g agardzy a
rozpustili v 84 ml ddH,O zahfatim na bod varu. Po ochlazeni roztoku na cca 40-60°C jsme
pfidali 24 ml 5xFGB, promichali a pak pfidali 24 ml 37% formaldehydu. Smés jsme
promichali krouZenim a ihned nalili do pfipravené elektroforetické vany s hfebenem. Gel jsme

nechali tuhnout cca 1 hodinu pii pokojové teploté a poté uskladnili pii 4°C do druhého dne.
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Ztuhly gel byl vlozen do elektroforetického tanku a zalit pufrem 1xFGB tak, aby byl zcela
ponoten. Pied aplikaci vzorkd se provadi ,,ptedelektroforéza“ po dobu cca 5 minut a napéti
>80V.

Ze vzorki s izolovanou RNA (viz kap. 2.2.3.) jsme si piipravili alikvoty obsahujici 30
ug RNA ve 4,5 ul. K ptipravenym alikvotam vzorku jsme piidali 2 pl 5xFGB, 3,5 pl 37%
formaldehydu a 10 pl deionizovaného formamidu. Vzorky jsme po pifidani kazdé slozky
promichali pipetou a findln¢ lehce vortexovali. Néasledné jsme vzorky denaturovali 15 minut
pii 65°C a prudce zchladili na ledu. Ke vzorkiim jsme pfed nanesenim na gel pfidali 2 pl
nanaseciho pufru FGL. Elektroforéza se provadéla za pokojové teploty po dobu cca 4 hodin,
pfi napéti 80 V.

Po elektroforéze jsme gel 3x po dobu 10 minut proplachli v DEPC H,0 z diavodu
odstranéni zbytki formaldehydu. Gel jsme ulozili na mustek z papiru 3MM Whatman
smoc¢eného v roztoku 20xSSPE, jenz ma kontakt s rezervoarem stejného pufru. Na gel jsme
prilozili membranu a 3 ks 3MM Whatman papiru smoceného ve 20XSSPE. VSe jsme
prevrstvili suchym filtraénim papirem, buniCitou vatou a zatizili. Blotovali jsme pies noc,
nejméné vSak 16 h. Membranu s navazanou RNA jsme cross-linkovali UV zafenim (120
mJ/cm?; fixace RNA) a zapekli po dobu 20 minut pii 80°C. Pro uskladnéni byla membrana

zatavena do mikrotenového sacku uchovavana pii 4°C az do pouZziti.

3.2.6.3. Priprava radioaktivné znacenych sond

Pti ptipravé radioaktivné znacenych sond jsme pouzivali kitu Amersham Rediprime 11
Random Prime Labelling System (GE Healthcare). DNA templat byl rozpustén v 1xTE pufru
(10 mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA) do vysledné koncentrace 2,5-25 ng na objem 45 pl
reakéni smési a ndsledné denaturovéan pii 95-100°C po 2 minuty. Reakéni smés se prudce
ochladila pfenesenim do ledu nejméné po dobu 5 minut. Templat byl nasledné aplikovan do
alikvoty Amersham Rediprime Il Random Prime Labelling System, inkubovan nékolik minut
v ledu pro hydrataci reakéni smési a promichan. Poté jsme do reakéni smési pridali 1,5-5 pl
dCTP (s izotopem a-[32P]dCTP), promichali a inkubovali 1 h pti 37°C. Po ukonceni znacici
reakce byly zméfeny charakteristiky sondy, CPM (counts per minute) a procento inkorporace,
na scintilaénim pocita¢i LS7000 Beckman. Na ¢tverecek DEAE celulozy jsme aplikovali 1 pl
ptipravené sondy a nechali ve scintilaéni skleni¢ce oschnout. Po ptidani 2-3 ml 0,5M
Na;HPO, jsme na scintilatnim pocita¢i odecetli 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,
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a opét se zmgéfila aktivita, pficemz toto bylo provedeno 2x. Procento inkorporace jsme pak
vypocetli z poméru prvniho a tietiho m&feni. Aktivita sond se pohybovala v rozmezi 1,1-8.10°
CPM, procento inkorporace bylo vétsi nez 79%.

Pted pouzitim pifi molekularni hybridizaci byla sonda denaturovana pii 95-100°C po

dobu 2 minut a poté prudce ochlazena pfendanim do ledu.

3.2.6.4. Molekularni hybridizace

Teploty pro hybridizaci byly nasledujici: 42°C pro hybridizaci bakteridlnich kolonii a
47-55°C pro RNA blot. Pfipravené membrany jsme promyvali cca 2 hodiny ve 20-35 ml pre-
prehybridizaéniho pufru. Poté nasledovala inkubace opét cca 2 hodiny ve 25
ml prehybridiza¢niho pufru. Pro naslednou hybridizaci byly membrany pifendany do nového
valce, bylo ptidano 25 ml prehybridizaéniho pufru a denaturovana sonda. Vlastni hybridizace
probihala v izotopové laboratofi po nejméné 8 hodin, nejéastéji vSak pies noc.

Membrénu jsme pak promyvali v promyvacich roztocich srostouci vymyvaci

schopnosti:

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

0,1xSSC, 0,1%SDS

Veskeré promyvani a hybridizace byly uskuteénény v hybridizérech Techne hybridiser
HB-1D (Techne Corp., Minneapolis, MN, USA).

3.2.6.5. Ziskani obrazu a jeho zpracovani

Membrény byly exponovany v kazeté pro detekci radioaktivniho signalu (Storage
Phosphor Screen, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Vysledek byl vyhodnocen
pomoci skenovaciho pristroje Typhoon Scanner 9410 (Amersham Biosciences). Ziskana data
byla zpracovana pomoci programu ImageJ 1.46r (US National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA).
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4, Vysledky

4.1. Bioinformaticka predikce a selekce potencialnich targeti (P)TGS

Pro selekci potencialnich targeti (P)TGS vyvolaného vsRNA byla pouzita data
ziskana od prof. Dr. G. Stegera (Heinrich Heine Universitéat, Dusseldorf, Némecko). Pomoci
[llumina HiSeq 2000 systému byly osekvenovany 4 knihovny malych RNA ziskané ze zdravé
a tfi PSTVd-infikovanych variant rajcete (Solanum lycopersicum, nachylny cv. Heinz), za
pouziti 3 kmend PSTVd s odliSnym patogennim efektem (2 vysoce patogenni kmeny AS1 a
C3 a slaby kmen QFA; viz Obr. 9). Pomoci programu RNAhybrid (Rehmsmeier et al., 2004),
ktery posuzoval moznost hybridizace vsSRNA k hostitelskym mRNA za ur¢itych podminek,
byl ziskan seznam 1633 lokust/potencidlnich mRNA targets, které maji fragmenty alespon
v 1 ze 4 knihoven. Podminky pouzité pii identifikaci potencialnich cilovych mRNA byly
nasledujici: energie hybrida vsRNA:mRNA musela byt vyssi jak 75% dokonalého duplexu
nebo vsRNA po hybridizaci na cilovou mRNA musela mit méné nez dva volné nukleotidy a
vnitini smycky o max. velikosti 1 nukleotidu; prahova frekvence vsRNA v knihovnach byla
nastavena na 0,01.

V rdmci seznamu jsme pak piedpovézené targety rozdé€lili do nékolika pracovnich
skupin: (1) kinazy a fosfatazy, (2) transkrip¢ni faktory, (3) proteiny zapojené v hormonalni a
vyvojové regulaci, (4) proteiny podilejici se na metabolismu RNA, (5) regulace bunééného
cyklu a (6) ostatni - nap¥. molekularni pfenasece, obecné metabolické proteiny a enzymy atd.
Vybér targeti pro skrining exprese byl proveden na zakladé nékolika parametri; kromé
mozného propojeni funkce targetovaného proteinu se symptomy jsme za pouziti BLASTu
vybirali lokusy kédujici uplné proteiny, vysoce sekvenéné podobné K diive popsanym
proteinim. Dale jsme prioritné vybirali lokusy targetované vsRNA s vyssi frekvenci u
patogennich kment PSTVd AS1 a C3 nez u kmene QFA. Geny TCP3 a CIPK byly ptidany
k ovéfovanym potencialnim targetim na zakladé jejich snizené exprese v rostlinach rajéete
infikovanych kmeny PSTVd AS1 a C3 (Matousek et al., 2012b).

Vybrali jsme 47 potencialnich primarnich targetd (P)TGS indukovaného vsRNA,
jejichz seznam a popis je uveden v Tabulce I., vétsina (59,6 %) kandidatnich targett byla

komplementarnich k vsRNA odvozenych z regionu P-domény.
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Tab. I1: Seznam a popis 47 selektovanych potencialnich primérnich targett (P)TGS:

zkratka SOL genomics SOL genomics charakteristika vsSRNA BLAST
nazev kod odvozeni vsRNA (A) maximalné sekvenéné podobny gen (B) nejvice sekven&né podobny
sekvence vsRNA I y v databazi anotovany gen v piipadé absence
vazebné misto na cilové mRNA nafezeny v data Y 9 pripacc abse
anotace u (A)
AGO4 Argonaute 4-like Solyc01g096750 PSTVd AS1: 304-326 AGO4D AGO4-2
protein 5'-aucuuacuagcuccggggcega-3' [S. lycopersicum] [N. benthamiana]
mRNA: 307-327 (ORF) nla Jones et al., 2006
AP2 AP2-like ethylene- Solyc02g093150 PSTVd QFA: 295-317 AP2 transcription factor SIAP2c
responsive 5'-cuuuuucuucuaucuuacuug-3' [S. lycopersicum] -
transcription factor mRNA: 270-291 (ORF) Karlova et al., 2011
API5 Apoptosis inhibitor 5 Solyc10g008800 PSTVd QFA: 282-304 apoptosis inhibitor 5-like apoptosis inhibitory protein 5
5'-gcucccgagaaccgcuuuuucu-3' [V. vinifera] [A. thaliana]
mRNA: 1685-1709 (ORF) n/a Linetal., 1999
ARF10 Auxin response factor Solyc11g069500 PSTVd QFA: 175-197 auxin response factor 10 (ARF10)
10 5'-ggguuuucacccuuccuuucuu-3 [S. lycopersicum] -
mRNA: 779-803 (ORF) Hendelman et al., 2012
bzIP Homeobox-leucine Solyc02g086930 PSTVd AS1: 301-323 homeodomain leucine zipper protein (hb- homeodomain-leucine zipper protein HD3
zipper-like protein 5'-cucuaucuuacuagcuccgggg-3' 1) [G. hirsutum]
mRNA: 66-89 (5'UTR) [S. lycopersicum] Qinetal., 2010
n/a
CAK1 Cell division protein Solyc12g007200 PSTVd QFA: 8-30 CDK-activating kinase (CAK) cyclin-dependent kinase F-1
kinase 20 5'-aaacucgugguuccugugguuc-3' [E. esula] [A. thaliana]
mRNA: 749-770 (ORF) nfa Mayer et al., 1999
CatB Cathepsin B-like Solyc03g006210 PSTVd QFA: 290-312 phytophthora-inhibited protease 1 (pip1)
cysteine proteinase 5'-gaaccgcuuuuucuucuaucuu-3' [S. lycopersicum] -
mRNA: 410-430 (ORF) Tian et al., 2007
CDC20 WD repeat- Solyc06g072830 PSTVd QFA: 244-266 cell division control 20 (cdc20-1)
containing protein 5 5'-gcugucgcuucggcuacuacce-3' [S. lycopersicum] -
homolog mMRNA: 1222-1242 (ORF) Mathieu-Rivet et al., 2010
CIPK CBL-interacting PSTVd AS1 class IV: 293-312 Kim et al. , 2000 (vybrano dle Matousek -
protein kinase - 5'-cgcuuuuucucuaucuuac-3' etal., 2012b)
mMRNA: 229-247 (ORF)
CKI1 Two-component Solyc03g113720 PSTVd QFA: 295-317 two-component sensor protein histidine Catharanthus roseus type-A response
response regulator 5'-gcuuuuucuucuaucuuacuug-3' protein kinase regulator (RR1)
ARR3 mRNA: 356-378 (ORF) [R. communis] Papon et al., 2003
nla
CLV1 Receptor kinase Solyc119020280 PSTVd QFA: 294-316 receptor protein kinase CLAVATAL leucine-rich receptor-like protein kinase
5'-cgcuuuuucuucuaucuuacuu-3' precursor [R. communis] [A. thaliana]
mRNA: 1721-1740 (ORF) n/a Theologis et al., 2000
cuL1l Cullin-1-like protein Solyc01g067270 PSTVd QFA: 233-255 cullin 1-like protein C (CUL1-C)
[} 5'-gcceeccuuugegeugucgeuuc-3 [P. integrifolia] -
mRNA: 41-65 (5'UTR) Hua et al., 2006
DREB3 Ethylene responsive Solyc04g072900 PSTVd C3: 197-219 dehydration-responsive element binding
transcription factor 5'-gguguccuuccucgcgcccgca-3' protein 3 (DREB3) [L. esculentum] -
2b mRNA: 571-594 (ORF) Islam et al., 2009
elF3s6 Eukaryotic Solyc10g079880 PSTVd AS1: 309-331 translation initiation factor elF-3 subunit 6
translation initiation 5'-uacuagcuccggggcgagggug-3' (EIF3E) [A. thaliana] -
factor 3 subunit 6 mRNA: 337-363 (ORF) Salanoubat et al., 2000
ELAV RNA binding protein Solyc09g074360 PSTVd QFA: 27-49 CUGBP Elav-like family member 5 RNA-binding protein-defense related 1
5'-uucacaccugaccuccugagca-3' [V. vinifera] [A. thaliana]
mRNA: 1200-1221 (ORF) n/a Mayer et al., 1999
ELO4 Elongator complex Solyc11g010950 PSTVd QFA: 54-76 elongator complex protein 4-like elongator complex protein 4 (ELO1)
protein 4 5'-gaaaaaaagaaggcggeucgga-3' [G. Max] [A. thaliana]
mRNA: 15-36 (ORF) nfa Nelissen et al., 2010
ERF4 Ethylene-responsive Solyc12g008350 PSTVd AS1: 311-333 dehydration responsive element binding
transcritpion factor 4 5'-cuagcuccggggcgaggguguu-3' protein (DREB2)
mRNA: 641-664 (ORF) [S. lycopersicum] .
Guo etal., 2011
ETR5 Ethylene receptor Solyc11g006180 PSTVd AS1: 300-322 ethylene receptor homolog (ETR5)
5'-ucucuaucuuacuagcuccggg-3' [S. lycopersicum] -
mRNA: 937-962 (ORF) Tieman et al., 1999
FB-ANK F-box/ankyrin repeat Solyc12g017540 F-box/ankyrin repeat protein SKIP35-like ankyrin repeat-containing protein
protein SKIP35 - [V. vinifera] [A. thaliana]
nla Linet al., 1999
GID1L2 Gibberellin receptor Solyc09g075670 PSTVd AS1: 316-338 gibberellin-insensitive dwarf protein 1 HIDM mRNA for 2-Hydroxyisoflavanone
GID1L2 5'-uccggggcgaggguguuuagee-3' (GID1) [S. nigrum] dehydratase [G. Echinata]
MRNA: 324-348 (ORF) nla Akashi et al., 2005
GRAS GRAS family Solyc03g123400 GRAS16
transcription factor - [L. esculentum] -
Mayrose et al., 2006
GTP GTP-binding family Solyc11g071910 PSTVd QFA: 39-61 large subunit GTPase 1 homolog P-loop containing nucleoside triphosphate
protein 5'-cuccugagcagaaaagaaaaaa-3' [V. vinifera] hydrolase-like protein [A. thaliana]
mRNA: 682-701 (ORF) nfa Linetal., 1999
H/IACA H/ACA Solyc10g078540 PSTVd QFA: 291-313 H/ACA ribonucleoprotein complex H/ACA ribonucleoprotein complex
ribonucleoprotein 5'-aaccgcuuuuucuucuaucuua-3' subunit subunit 1 — GAR1 [A. thaliana]
complex subunit 1- mRNA: 439-460 (ORF) [R. communis] Pendle et al., 2004
like protein 1 nfa
CHAPER Chaperonin Solyc09g091180 PSTVd C3: 297-319 chaperonin-60kD (ch60) chaperonin CPN60 (HSP60)
5'-uuucucuaucuaacuuguuccg-3' [R. communis] [A. thaliana]
mRNA: 667-687 (ORF) nfa Rikhvanov et al., 2007
KHD KH domain Solyc10g074870 PSTVd QFA: 46-68 KH domain-containing protein RNA-binding KH domain-containing
containing RNA 5'-gcagaaaagaaaaaaagaaggc-3' At2938610-like [G. Max] protein [A. thaliana]
binding signal mRNA: 748-768 (ORF) nfa Linetal., 1999
transduction
associated 1
KIP1 Kinase interacting Solyc09g082510 PSTVd QFA: 283-305 kinase interacting KIP1-like protein
family protein - 5'-cucccgagaaccgcuuuuucuu-3' [A. thaliana]
KIP1-like mRNA: 2283-2306 (ORF) Salanoubat et al., 2000 °
LEO1 RNA polymerase- Solyc03g115240 PSTVd AS1: 284-306 PAF1 complex component
associated protein 5'-cccgagaaccgeuuuuucucua-3' [P. trichocarpa] -
LEO1 mRNA: 1067-1088 (ORF) Tuskan et al., 2006
Midasin Midasin Solyc04g072260 PSTVd QFA: 289-311 midasin-like AAA ATPase containing von Willebrand
5'-agaaccgcuuuuucuucuaucu-3' [V. vinifera] factor type A domain-containing protein
mMRNA: 5406-5427 (ORF) nfa [A. thaliana]

Theologis et al., 2000
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zkratka SOL genomics SOL genomics charakteristika vsRNA BLAST
nazev kod odvozeni vsSRNA — .
sekvence VsSRNA (A) maximalné sekven¢né podobny (B) nejvice sekvenéné podobny anotovany
vazebné misto na cilové mRNA gen nalezeny v databazi gen v pfipad& absence anotace u (A)
MYB MYB transcription Solyc05g007870 PSTVd QFA: 283-305 Trifoliate - R2R3 MYB transcription
factor 5'-cucccgagaaccgeuuuuucuu-3' factor
mRNA: 116-138 (ORF) [S. lycopersicum] .
Naz et al., 2012
NPH3 Phototropic- Solyc07g052970 PSTVd AS1: 306-328 BTB/POZ domain-containing protein phototropic-responsive NPH3 family protein
responsive NPH3 5'-ucuuacuagcuccggggcgagg-3' At3g22104-like [V. vinifera] [A. thaliana]
family protein MRNA: 834-855 (ORF) nla Salanoubat et al., 2000
PDI Protein disulfide Solyc06g075210 PSTVd QFA: 47-69 protein disulfide isomerase protein disulfide isomerase-like protein
isomerase L-2 5'-cagaaaagaaaaaaagaaggcg-3' [R. communis] [G. Max]
mRNA: 532-553 (ORF) nla Kamauchi et al., 2009
PP2A Serine/threonine- Solyc05g055530 serine/threonine protein phosphatase protein phosphatase 2 (formerly 2A),
protein phosphatase 2A 57 kDa regulatory subunit B alpha regulatory subunit B
2A 56 kDa regulatory - isoform-like [A. thaliana]
subunit delta isoform [V. vinifera] Haynes et al., 1999
n/a
PPAL Expansin protein Solyc10g018500 PSTVd QFA: 236-258 beta-expansin-like protein (PPAL)
5'-cccuuugcegeugucgeuucgge-3 [N. tabacum] -
mRNA: 138-159 (ORF) Pezzotti et al., 2002
RabA2 Ras-related protein Solyc06g005810 SR1 Nt-rablla
Rab-25 - [N. tabacum] -
Haizel et al., 1995
RBP1 Nuclear RNA binding Solyc08g007220 PSTVd QFA: 55-77 nuclear RNA binding protein (RggA)
protein 5'-aaaaaaagaaggcggcucggag-3' [N. tabacum] -
mRNA: 983-1005 (3UTR) Landsberger et al., 2002
REFL REF-like stress Solyc05g015390 PSTVd C3: 297-319 REF/SRPP-like protein At1g67360- rubber elongation factor protein
related protein 1 5'-uuucucuaucuaacuuguuccg-3' like [A. thaliana]
mRNA: 9-31 (ORF) [V. vinifera] Theologis et al., 2000
nla
SAC1 Phosphatidylinositol Solyc02g082750 PSTVd QFA: 348-14 phosphatidylinositide phosphatase phosphatidylinositol-4-phosphate
phosphate (PtdInsP) 5'-cgcaguugguuccucggaacua-3' SAC1-like phosphatase RHD4
phosphatase involved mRNA: 1166-1188 (ORF) [V. vinifera] [A. thaliana]
in hydrolysis of n/a Thole et al., 2008
PtdIns
SERK1 Receptor like kinase, Solyc04g072570 PSTVd AS1: 315-337 somatic embryogenesis receptor kinase
5'-cuccggggcgaggguguuuage-3' 1 (SERK1)
mRNA: 919-941 (ORF) [S. lycopersicum] B
Mantelin et al., 2011
TCP3 TEOSINTE PSTVd AS1 class IV: 293-312 Ori et al., 2007 (vybrano dle Matousek
BRANCHED1, 5'-cgcuuuuucucuaucuuac-3' etal., 2012b)
CYCLOIDEA, and = mRNA: 1381-1400 (ORF)
PCF (TCP) family
transcription factor 3
TEJ Poly(ADP-ribose) Solyc12g017920 PSTVd QFA: 106-128 poly(ADP-ribose) glycohydrolase 1- poly(ADP-ribose) glycohydrolase 1
glycohydrolase 5'-ggagcgaacuggcaaaaaagga-3' like [A. thaliana]
mRNA: 146-168 (ORF) [V. vinifera] Adams-Phillips et al., 2010
nla
THO1 THO1 complex PSTVd AS1: 287-309 THO complex subunit 1-like THO complex subunit 1
subunit 1 - 5'-gagaaccgcuuuuucucuaucu-3' [V. vinifera] [A. thaliana]
mRNA: 1127-1149 (ORF) nla Furumizu et al., 2010
TRANS Translocase of Solyc01g111240 PSTVd QFA: 294-316 translocase of chloroplast 120, translocase of chloroplast 120
chloroplast 90, 5'-cgcuuuuucuucuaucuuacuu-3' chloroplastic-like [V. vinifera] [A. thaliana]
chloroplastic mRNA: 1234-1256 (ORF) n/a Bauer et al., 2000
TTK Serine/threonine- Solyc11g013240 PSTVd AS1: 313-335 dual specificity protein kinase-ttk serine/threonine-protein kinase TTK/MPS1
protein kinase 36 5'-agcuccggggcgaggguguuua-3' [A. thaliana]
mRNA: 192-214 (ORF) [R. communis] Theologis et al., 2000
n/a
U5_06 U5 snRNA U5 SL 06: 35-59
) 5'-uuagagaagaagcgagugucucga-3' ) °
U5_11 U5 snRNA U5 SL 11: 35-59 -
: 5'-uuagagaagaagcgagugucucga-3' .
ULP1 Ulp1 protease family PSTVd AS1: 287-309 sentrin/sumo-specific protease cysteine-type peptidase
C-terminal catalytic ) 5'-gagaaccgcuuuuucucuaucu-3' [R. communis] [A. thaliana]
domain containing mRNA: 639-661 (ORF) Novatschkova et al., 2012
protein
VAMP Vesicle-associated Solyc10g018350 PSTVd QFA: 291-313 vesicle-associated protein 27 (VAP27)

membrane protein-
associated protein

5'-aaccgcuuuuucuucuaucuua-3"
mMRNA: 404-426 (ORF)

[N. plumbaginifolia]
Laurent et al., 2000

4.2. Kvantifikace hladin mRNA selektovanych potencialnich targeti
(P)TGS

Byly provedeny dva nezavislé pokusy pro porovnani hladin mRNA jednotlivych

potencialnich targetd ve zdravych a PSTVd-infikovanych rostlinach rajcete (S. lycopersicum,

cv. Rutgers). Rajcata byla mechanicky (experiment 1) ¢&i biolisticky (experiment II)

inokulovana® silng patogennim kmenem PSTVd AS1. Po projeveni symptomi (Obr. 9-A; 19

¥ Mechanicka a biolistické inokulace rostlin S. lycopersicum byla provedena RNDr. Jaroslavem Matouskem,

CSc.
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DPI a 17-20 DPI, experiment | a Il) byly odebrany symptomatickeé listy a listy ze zdravych
rostlin, z nichz byla posléze vyizolovana celkovd RNA. Vzorky, zbavené kontaminace DNA

pomoci dvoustupriové purifikace, byly nésledné piepsany do ¢cDNA pomoci reverzni
transkripce (kap. 3.2.5.1.)
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Obr. 9: Projevy patogeneze typické pro infekci PSTVd kmeny AS1 (A), C3 (B) a QFA (C) u rostlin rajéete (S.
lycopersicum, cv. Rutgers, 25 DPI). Rostliny infikované kmeny PSTVd vzdy vlevo. Tzv. ,stop efekt®,
projevujici se u kmene PSTVd AS1 a popisovany Vv praci Matouska et al. (2007), je jasné pozorovatelny i na
zaznamenané vysce pokusnych rostlin (D).

Pro kvantifikaci exprese 47 vybranych potencidlnich targeti (P)TGS pomoci qRT-
PCR byly navrzeny primery (viz Piiloha 1, kap. 9) pomoci programu LaserGene v7.1.0.
(DNAStar), pticemz délka amplifikovanych fragment se pohybovala v rozmezi 150-250 bp.
Pro geny TCP3 a CIPK byly pouzity primery dle Matouska et al. (2012b). Relativni hladiny
potencialnich targetti byly normalizovany za pouziti housekeepingovych gent pro ubiquitin
(UBI3; Rotenberg et al., 2006) a podjednotku clathrinového adaptorového komplexu (CAC;
Expdsito et al., 2008), které byly vybrany z celkovych 5 kvantifikovanych kandidati pomoci
programu geNorm (Vandesompele et al.,, 2002) a NormFinder (Andersen et al., 2004).
Analyza prokéazala signifikantné zménénou hladinu u 6 ze 47 kvantifikovanych gent
v PSTVd AS1-infikovanych rostlindch v porovnani se zdravymi (Obr. 10). Signifikantné
zvysena hladina mRNA v PSTVd ASl-infikovanych rostlinach byla pozorovana u

nasledujicich dvou gent:
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1)

2)

CULL1 (Cullin-1-like protein C) - hladina mRNA pro tento gen byla zvySena 2,45% u
ASl-infikovanych rostlin. CUL1 je soucasti SCF E3 ligazového komplexu, ktery
spole¢n¢ s komplexy E1 a E2 zprostiedkovava ubiquitinaci proteini bunééného
cyklu, signélnich drah a transkripce. V nasem piipadé CUL1 vykazuje 87% sekvenéni
podobnost s genem CUL1-C a 73,15% podobnost s proteinem CUL1-C (Tab. I)
z Petunia integrifolia, kde pravdépodobné hraje roli v determinaci inkompatibility
pylu (Hua et al., 2006).

H/ACAl1 (H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1-like protein 1) -
v porovnani se zdravymi byla v AS1-infikovanych rostlinach hladina mRNA 3,12x
vys$i, pricemZz gen vykazoval 72% sekvenéni podobnost s genem H/ACA
ribonucleoprotein  complex subunit z Ricinus communis a 53% homologii
k podjednotce Garl z A. thaliana (Tab. 1), ktera spole¢né s proteiny Cbf5, Nopl0,
Nhp2 a snoRNA tvoii H/ACA komplex podilejici se na katalyzaci pseudouridylace

rRNA v rdmci biogeneze ribosomt (pfehledna prace viz Kiss et al., 2010).

Signifikantné sniZzena hladina mRNA v PSTVd AS1-infikovanych rostlinach byla pozorovana

u nasledujicich ¢tyt genti:

1)

2)

ERF4 (Ethylene-responsive transcritpion factor 4) - hladina mRNA tohoto
transkripéniho faktoru byla 3,4x niz§i u ASI-infikovanych rostlin. ERF4 vykazuje
100% sekvencni podobnost s DREB? z rajéete (Tab. 1). DREB2 je transkrip¢ni faktor
signalni kaskady abiotického stresu, jehoz exprese je indukovana dehydrataci rostliny
a oxidativnim stresem (Guo et al., 2011). DREB proteiny patii do rodiny ERF
proteint, jez obsahuji konservovanou ERF doménu (58-59 aa), pomoci které se vazou
na tzv. DRE a GCC boxy. GCC motiv se nachazi v promotorech gent pro PR proteiny
a genil indukovanych ethylenem, zatimco DRE element je odpovédny za expresi
stresem-indukovanych proteint (ptehledna prace viz Agarwal et al., 2006).

MYB (MYB transcription factor) - hladina mRNA tohoto transkripéniho faktoru
byla 3,5 niz§i u AS1-infikovanych rostlin. MYB je v praci Naze et al. (2013) nazvan
Tf (Trifoliate). Tf koduje R2R3 MYB transkripéni faktor (Tab. I). Tento transkripéni
faktor reguluje vyvoj listi u rostlin rajcete (S. lycopersicum), konkrétné formaci a tvar
jednotlivych listkii pfi vyvoji SloZzeného listu a zaklddani uZzlabnich meristémd.
Aktivita Tt je vyzadovana KNOTTEDI1-LIKE proteiny (rovnéz regulace vyvoje listl)
a je nezbytna i pro zakladani postrannich listi stimulovaného auxinem (Naz et al.,
2012). Protein obsahuje SANT/Myb homeodoménu typickou pro jaderné receptory a

chromatin-remodelujici komplexy.
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3) NPH3 (Phototropic-responsive NPH3 family protein) - hladina mRNA tohoto

transkripéniho faktoru byla 1,74x niz$i u AS1-infikovanych rostlin. NPH3 vykazuje
69% sekvencéni podobnost k predikovanému genu kddujicimu BTB/POZ domain-
containing protein At3g22104-like (Vitis vinifera) a 51,8% sekven¢ni podobnost s
genem NPH3 identifikovaného v A. thaliana (At3g22104; Salanoubat et al., 2000; viz
Tab. I). NPH3 se v A. thaliana vaze na svétlem aktivovanou serin-threoninovou
kindzu NPH1, ¢imz pravdépodobné umoznuje spusténi fototropické signalni kaskady
indukované modrym svétlem (Motchoulski et al., 1999). Rodina NPH3 proteint v A.
thaliana je velice Siroka. Byly napiiklad identifikovany paralogy gent NPH1 a NPH3
- PID (PINOID) a NPY1 (Naked pins in yuc mutants 1), které hraji kritickou roli
v organogenezi regulovane auxinem (Cheng et al., 2007).

4) TCP3 (TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, and PCF (TCP) family

Obr.

transcription factor 3) - hladina mRNA tohoto transkripéniho faktoru byla 1,69x
niz8i u ASI-infikovanych rostlin. TCP3 patii do rozsahlé rodiny TCP transkripénich
faktorti obsahujicich bHLH doménu, které jsou odpovédné za morfogenezi listii skrze
kontrolu bunééného déleni, expanzi a diferenciaci bunék (ptehledna préace viz Martin-
Trillo et al., 2009). TCP3 v rajceti je kodovany genem La (Lanceolate), pfi¢emz
transkript tohoto genu obsahuje vazbené misto pro miR319 regulujici tak jeho hladinu
(Ori et al., 2007).
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10: Zmény hladin kandidatnich targetd pii infekci silné patogennim kmenem PSTVd AS1

v symptomatickych listech rajéete (zobrazeno pouze 6 gent se signifikantné zménénou hladinou; T - test,
a=0,05). Hodnoty ptedstavuji primér ze dvou nezavislych experimentii, pfi¢emz chybové tse¢ky piedstavuji
smérodatnou odchylku.
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4.3. Klonovani genu SI-MYB do expresniho vektoru pLV07*

Pro analyzu exprese v systému ,,leaf factory“ byl vybran gen MYB (nazvany SI-MYB;
GenBank: JX522478.1) z divodu nejvétsiho rozdilu hladin mRNA tohoto genu mezi
zdravymi a PSTVd-infikovanymi rostlinami rajcete (Obr. 10). Nasim dal$im cilem tedy bylo
ziskani A. tumefaciens nesoucich expresni rostlinny vektor pLVO07 s integrovanym genem SI-
MYB.

Za pouziti primerd SIMyb-start a SIMyb-stop jsme pomoci PCR ziskali kddujici
sekvenci SI-MYB o délce 1254 bp z cDNA knihovny® rajcete (S. lycopersicum, cv. Rutgers;
Obr. 11). Po ovéieni délky amplifikovaného fragmentu jsme tento vyizolovali z agar6zového
gelu a pouzili jako templat pro reamplifikatni PCR. Izolovany
fragment byl posléze ligovdn pomoci T4 DNA ligazy do Srfl mista
plasmidu pCR skript SK (+). Za pouziti koloniové hybridizace jsme
vybrali tfi kolonie E. coli transformovanych liga¢ni smési (¢. sbirky
3866-68), pticemz pro dalsi postup byl vybran klon 3867, u n¢hoz byla
pomoci sekvenace potvrzena 100% shodnost s originalni sekvenci SI-
MYB.

1650 bp me—

e 3881 3882
1 41 46 83 91 3 20 31 46 71 M
= = L

- g nﬂ ~-.~. .—1000bp
A AEEI Eamwewe

Obr. 11: Gen SI-MYB o Obr. 12: Kontrolni PCR sprimery SLMybXho a SLMybXba pro ovéieni
délce 1254 bp (Sipka transformovanych E. coli konstruktem pLVO07 svloZenou expresni kazetou
vpravo) ziskany pomoci obsahujici SI-MYB. Amplifikovany fragment je dlouhy 1272 bp, pfi¢emz pro dalsi
PCR za pouziti cDNA praci byl vybran klon €. 20.

knihovny rajéete.

Dalsim krokem byla inzerce SI-MYB do expresni kazety plasmidu pLV68 (odvozeného
od vektoru pRT100, Topfer et al., 1987) za Gcelem pfipojeni silného promotoru 35S a
terminatoru viru mozaiky kvétaku (CaMV). 1zolovany plasmid pCR skript SK (+) se sekvenci

SI-MYB byl pouzit jako templat pro PCR, pomoci které jsme za pouziti primerd SLMybXho a

* Klonovani UpIné cDNA sekvence genu SI-MYB, jeji modifikace a konstrukce rostlinného expresniho vektoru
na bazi vektoru pLVO07, jakoZ i pfiprava kmenu A. tumefaciens nesouciho SI-MYB, bylo provedeno tymem
Laboratofe molekularni genetiky, ve své praci jsem se podilel na teoretické piipravé cDNA a na screeningu
bakterii.

® ¢cDNA knihovna byla pfipravena v laboratofi OMG (Mgr. Zoltan Fiissy, PhD.).

36



Bc. Martin Selinger
Studium exprese cilovych mRNA pfti pospiviroidni patogenezi v systému ,,leaf factory*

SLMybXba ziskali SI-MYB fragment o délce 1272 bp s novymi Xbal a Xhol restrikénimi
misty. 1zolovany DNA fragment byl opracovan endonukledzami Xbal a Xhol pro vytvofeni
kohezivnich koncu. Pro inaktivaci restrikénich endonukleaz byly vzorky po reakci fenolovany
a fragment nasledn¢ extrahovan z agardzového gelu. Ziskany DNA fragment byl poté pomoci
T4 DNA ligazy integrovan do Xbal a Xhol mist linearizovaného vektoru pLV68. Pomoci
koloniové hybridizace jsme selektovali kolonie E. coli, uspésné transformované ziskanymi
plasmidy pLV68 s inzertem SI-MYB. Byly vybrany dva klony s nejsilngjsim signalem (&.sb.
3881 a 3882). Po izolaci plasmidt z klont 3181 a 3882 jsme endonukleazami Ascl a Pacl
vystépili expresni kazetu z pLV68 (1943 bp). Po fenolizaci jsme fragment expresni kazety
separovali pomoci elektroforézy z gelu.

Za pouziti T4 DNA ligazy jsme fragment expresni kazety ligovali do Ascl a Pacl mist
linearizovaného vektoru pLVO07 (Vrba et al., 2005). Transformované E. coli byly podrobeny
koloniové hybridizaci, 10 pozitivnich klonti bylo ovéfeno pomoci PCR za pouziti primert
SLMybXho a SLMybXba (Obr. 12). Plasmid vybraného klonu (¢. sb. 3886) byl pouZit pro
transformaci A. tumefaciens. Pomoci screeningu transformovanych kolonii za pouziti PCR s
primery SLMybXho a SLMybXba jsme vybrali 3 klony (¢. sb. 3907-09), pfi¢emz pronasledné
infiltra¢ni pokusy byl pouzit klon 3907. Pfiprava binarniho vektoru pLV07 s integrovanou

expresni kazetou obsahujici SI-MYB a jeho ptenos do A. tumefaciens byla tedy aspésna.

Pnos

pLVO7 SI-MYB
14,217 bp

Obr. 13: Schéma binarniho vektoru pLVO07 s integrovanou expresni kazetou obsahujici SI-MYB: Region T-
DNA, ohrani¢eny BR (border right) a BL (border left), obsahuje expresni kazetu (promotor 35S, SI-MYB a
poly(A) signdl) spole¢né se selekénim genem pro neomycin fosfotransferazu (NPTII) pod regula¢nimi elementy
nopalin syntdzy (Pnos a Tnos). Plazmid obsahuje replikaéni pocatek pro E. coli (ColE1 ori) a A. tumefaciens
(RK2) spoleéné se selekénim genem NPTIII pro kanamycinovou rezistenci. Schéma bylo vytvoteno v programu
Geneious v5.6. (Drummond et al., 2012).
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4.4. Kvantifikace hladin mRNA genu SI-MYB v systému ,,leaf factory*

Pro expresni analyzy v ramci systému ,leaf factory” byl ziskany expresni vektor
pLVO7 sintegrovanym SI-MYB pouzit spoleéné s dals$imy konstrukty kodujicimi dimerni
genom silné patogenniho kmene PSTVd AS1 (Selinger, 2008) a slabého kmene PSTVd QFA
(Selinger, 2011); a dale supresor silencingu p19 pro potlaceni PTGS vyvolaného infiltraci
experimentélnich rostlin (Voinnet et al., 2003).

Do zdravych rostlin N. benthamiana byly koinfiltrovany bakterie exprimujici kmeny
PSTVd ASI a QFA spoleéné s SI-MYB a supresorem silencingu p19. Overexprese SI-MYB
infiltrovanych sektort byl vyvoj nekréz znacné potlacen (Obr 14). Pfitomnost supresoru
silencingu p19 zna¢né urychlila vyvoj a miru projevu nekréz v infiltrovanych sektorech (jiz 2
DPI; Obr. 14-A). Dalsim faktorem ovliviiujicim rychlost vyvoje nekréz bylo stafi
experimentalnich rostlin, kdy u mladsich rostlin byly nekrotické 1éze pozorovany diive (Obr.

14-B).

A control I QFA I As1 I, B control
control l I I

Obr. 14: Nekrézy listovych sektori koinfiltrovanych SI-MYB, PSTVd AS1 ¢ QFA a p19: (A) Rostliny N.
benthamiana (cca 1,5 mésice po vyseti) - plné vyvinuté nekrozy u sektorii v pfitomnosti p19 (4 DPI; inkubace ve
fytotronu) a bez p19 (5 DPI; inkubace ve fytotronu). (B) Rostliny N. benthamiana (cca 1 mésic po vyseti), u
nichz se nekrozy plné projevily jiz 2,5 DPI. Pritomnost PSTVd AS1 v infiltrovanych sektorech snizila projev
nekréz v obou experimentech.

SI-MYB
5 DPI
SI-MYB
2,5 DPI

SI-MYB + p19
4 DPI

Abychom stanovili vhodnou dobu odbéru sektorti k dalSim analyzadm, provedli jsme
koinfiltraci kmend PSTVd AS1 a QFA spole¢né s SI-MYB, pficemz odbéry byly provedeny
2,5 a 3 DPL. Zaroven jsme z dalSich experimentl vyloucili supresor silencingu p19, vzhledem
k pozitivnimu efektu na vyvoj nekroz u infiltrovanych sektorti. Pomoci RNA blotu jsme
analyzovali hladiny mRNA SI-MYB v infiltrovanych sektorech - 2,5 DPI byla uréena jako
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hrani¢ni doba odbéru, nebot’ po 3 DPI nebyla mRNA SI-MYB jiz detekovana. Na RNA blotu
je také patrné snizeni hladiny mRNA SI-MYB u PSTVd-infltrovanych sektort (47,36% pro
PSTVD QFA a 46,92% pro PSTVd AS1, Obr. 15-A).

Kvuli kratkému intervalu, kdy bylo mozné hodnotit vliv PSTVd na hladinu mRNA

bez postranniho degrada¢niho procesu, ktery je indukovan samotnym faktorem SI-MYB, byly
v nékterych experimentech vysledky zna¢n¢ variabilni. Vzhledem k tomuto a dale faktu, ze
exprese SI-MYB ve starych a plné vyvinutych listech rajcete je minimalni (Naz et al., 2013),
jsme pristoupili k hodnoceni experimentu provedeného pouze s mladymi rostlinami (Obr. 15-
B, C).

Po provedeni experimentu s krat$i dobou inkubace ve fytotronu (odbér 1,5 DPI) jsme
ziskali data, kterd naznaCuji mozny vztah mezi projevem symptomi a vsRNA fizenou
degradaci SI-MYB - RNA blot i data ziskand pomoci qRT-PCR odhalily, Ze mira sniZeni
hladiny mRNA SI-MYB v tomto experimentu koreluje s mirou patogenicity viroidniho kmene.
V porovnéni s kontrolnimi sektory pfitomnost silné patogenniho kmene PSTVd ASI snizila
hladinu mRNA SI-MYB na 22% (gRT-PCR, Obr. 15-C) a 11,29 % (RNA blot, Obr. 15-B),
zatimco slaby kmen QFA hladinu SI-MYB mirné zvysil na 124% (qRT-PCR, Obr. 15-C) a
233% (RNA blot, Obr. 15-B). Relativni hladiny mRNA pro SI-MYB byly normalizovany za
pouziti housekeepingovych gentt pro 7SL RNA (Matousek et al., 1999) a aktin (NB-actin),
které byly vybrany pomoci programi geNorm (Vandesompele et al., 2002) a NormFinder
(Andersen et al., 2004).

A

2,5 * 3 DPI

K 21K :
: 1
 J

expresni pomér [%)]

- bk

.
ﬂ As1 QFA control

Obr. 15: Kvantifikace hladin mRNA SI-MYB v sektorech koinfiltrovanych PSTVd AS1 a QFA pomoci
RNA blotu a gRT-PCR: (A) RNA blot se specifickou sondou pro SI-MYB, 2,5 DPI a 3 DPI, kde K - kontrolni
sektor infiltrovany SI-MYB, 1- sektor koinfiltrovany PSTVd AS1 a SI-MYB, 2 - sektor koinfiltrovany PSTVd
QFA a SI-MYB. (B) RNA blot se specifickou sondou pro SI-MYB, 1,5 DPI, kde K - kontrolni sektor
infiltrovany SI-MYB, 1- sektor koinfiltrovany PSTVd AS1 a SI-MYB, 2 - sektor koinfiltrovany PSTVd QFA a
SI-MYB. (C) Zmény hladin SI-MYB v sektorech koinfiltrovanych kmeny PSTVd AS1 a QFA v porovnani
s kontrolnimi sektory.
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5. Diskuze

5.1. Selekce potencialnich targeta (P)TGS

Pies mnozstvi akumulovanych informaci je mechanismus viroidni patogeneze stéale
predmétem debat. V soucasnosti nejvice diskutovanou hypotézou je uloha VSRNA,
generovanych v hostitelské rostlin¢ v pribéhu infekce, jako spoustécdt RNA silencingu
cileného na hostitelske mMRNA. vsRNA byly detekovany v rostlinach infikovanych fadou
viroidnich druhti - PSTVd (Itaya et al., 2001 a 2007; Papaefthimiou et al., 2001; Machida et
al., 2007; Matousek et al., 2007; Diermann et al., 2010; Wang et al., 2011a), PLMVd
(Martinez et al., 2002; Navarro et al., 2012b), HSVd (St-Pierre et al., 2009; Martinez et al.,
2010), CChMVd (Martinez et al., 2002), CEVd (Martin et al., 2007) a dalsi. Pro ucast vsRNA
v biogenezi symptomu svédéi i kmenova specificita, kdy kmeny, lisici se pouze nékolika
bazemi, jsou schopné vyvolavat odliSné patogenni efekty u hostitelskych rostlin (Gruner et
al.,1995; Matousek et al., 2007).

Scilem identifikovat mozné cile vsRNA indukovaného PTGS jsme pfiistoupili
k analyze sekvenci vsRNA, ziskanych pomoci sekvenovani ve velkém rozsahu, u PSTVd-
infikovanych rostlin rajcetete (S. lycopersicum, cv. Heinz; data poskytnuta prof. Dr. G.
Stegerem; Heinrich Heine Universitéat, Disseldorf, Némecko) pomoci sekvenovani ve velkém
rozsahu. Stejny postup zvolili i Navarro et al. (2012b), diky kterému tak identifikovali dve
VSRNA (PC-sRNA8a a PC-sRNA8b) tvorici duplex s MRNA chloroplastového heat-shock
proteinu 90 (cHSP90), u kterého byla prokazéna snizena hladina v PLMVd-infikovanych
rostlinach broskve (Prunus persica). Pomoci metody RLM-RACE pak potvrdili cilenou
degradaci tanskriptu cHSP90 skrze komlex RISC-vsRNA (PC-sRNA8a a PC-sRNA8b). Wang
et al. (2011a) nevychazeli z konkrétnich sekvenci vsRNA ziskanych z experimentalnich dat,
namisto toho ziskali teoretické vsRNA rozdélenim genomové a anti-genomové RNA PSTVd
do sérii 359 prekryvajicich se a 21 nukleotidd dlouhych RNA fragmentl, pficemz
identifikoval tfi potencidlni cile PTGS, u kterych byla nasledné potvrzena signifikantné
snizend hladina (giberelin beta-hydroxylaza; metal ion-binding protein a omega-3-desaturaza)
u rostlin rajéete (S. lycopersicum).

Owens et al. (2012) a Wang et al. (2011a) provedli screening hladin mRNA n¢kolika
stovek az tisici vybranych genti v PSTVd infikovanych rostlinach rajete pomoci arrayt,
v naSem piipadé jsme u 47 potencialnich targett, vybranych pomoci specifickych kritérii
(funkce genu, rozdil frekvenci vSRNA mezi rtizné patogennimi kmeny PSTVd), provedli

primarni screening za pouziti qRT-PCR. Tato analyza ve zdravych a PSTVd AS1
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infikovanych rostlinach rajcete (S. lycopersicum, cv. Rutgers) odhalila 6 kandidatnich gent se
signifikantné¢ zménénou hladinou mRNA, z ¢ehoz u dvou byla detekovdna zvySena hladina
(CUL1 a H/ACAL) a u ¢ty snizena (ERF4, SI-MYB, NPH3 a TCP3). Pozoruhodné je, ze 4 z 6
kandidatnich targett tvoti duplexy s vSRNA odvozenych z regionu dolni P-domeny (H/ACA1,
SI-MYB, NPH3 a TCP3). V této doméné jsou lokalizovany veskeré sekvenéni rozdily kment
PSTVd AS1, QFA a C3 (Matousek et al., 2007 a 2012b) a zaroven je ztéto domény
derivovana znacna cast rezervoaru vsRNA identifikovanych v rajéatech (cv. Rutgers a
Moneymaker; Obr. 5; Diermann et al., 2010; Wang et al., 2011a). Dale az 90%
predikovanych cili vsRNA odvozenych z PSTVd nalezenych v genomu A. thaliana bylo
rovnéz komplementarnich k P-doméné (Diermann et al., 2010). Tyto vysledky naznacuji

mozny vztah mezi strukturou ¢i sekvenci P-domény a biogenezi symptomu.

5.2. SI-MYB jako kandidatni cil PTGS vyvolaného vsRNA

Z 6 kandidatnich genti se signifikantné zménénou hladinou byl pro analyzu exprese
Vv systému ,,leaf factory” vybran gen SI-MYB (Tf dle Naz et al., 2013), jehoz hladina mRNA
byla u PSTVd ASL1 infikovanych rostlin rajéete nejmarkantnéji snizena (na 28,6+13,3%
v porovnani s kontrolnimi rostlinami; p=0,033). Jednd se 0 R2R3 MYB transkrip¢ni faktor
podilejici se na formovani tvaru jednotlivych listkd pfi vyvoji slozeného listu rajcete a
zakladani meristémt V jejich 0zlabich, a to konkrétné inhibici ptfedcasné diferenciace
pluripotentnich bunék v pupenech. Aktivita Tf je dale vyzadovana KNOTTEDI-LIKE
proteiny (rovnéZz funkce v regulaci vyvoje listl) a je nezbytna i pro zakladani postrannich listt
indukované auxinem. SI-MYB je exprimovan ve vzrostném vrcholu (v pupenech na okraji
zakladajicich se listl a pozdéji v tizlabich listi), stonku a v kvétech. Hladina transkriptu Sl-
MYB je vsak vyrazné snizena v mladych a pIné vyvinutych listech, v kofenech pak nebyl
detekovan viibec (Naz et al., 2013).

V této praci byl pro komplexnéjsi expresni analyzy pouzit systém ,,leaf factory*, ktery
je vyhodny zejména pro svoji rychlost a moznost kombinace nékolika transgenli najednou
(napt. Matousek et al., 2012c). Experimenty odhalily snizeni hladiny mRNA pro SI-MYB
v listovych sektorech koinfiltrovanych PSTVd ASI1, zatimco u sektorti koinfiltrovanych
PSTVd QFA byla hladina transkriptu téméf shodna s kontrolnimi sektory (Obr. 15).
Overexprese SI-MYB v infiltrovanych listovych sektorech navic vedla ke vzniku nekroz,
jejichz vyvoj byl zna¢né inhibovan Vv pfitomnosti siln¢ patogenniho kmene PSTVd ASI.
Naproti tomu koinfiltrace téméef asymptomatického kmene PSTVd QFA vedla ke shodnému

vyvoji nekroz jako u kontrolnich rostlin (Obr. 14). Tato pozorovani implikuji vliv kmene
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PSTVd AS1 na inhibici exprese SI-MYB a také podporuji mozny vztah projevu symptomi
v zavislosti na vSRNA-fizené degradaci transkripta SI-MYB.

Variabilita vysledkt v koinfiltra¢nich pokusech v této préci mohla byt zpisobena
nékolika faktory. SI-MYB je transkripéni faktor, jehoz exprese je tkanové a vyvojové
specificka (Naz et al., 2013), zalezi tedy na stafi experimentalni rostliny a na ontologickém
stafi jednotlivych listd pouzitych pro infiltraci. Toto podporuje i model vyvoje nekréz u
infiltrovanych sektord, kdy byl u mladsich listt vyrazng€jsi (nepublikované vysledky) a obecné
rychlejsi u ontologicky mladsich rostlin (Obr. 14). Dal§im faktorem je pak kratky Casovy
interval, ve kterém je mozné analyzovat vliv PSTVd AS1 a QFA na hladinu transkriptd Sl-
MYB. Ten je ohrani¢en degrada¢nim procesem indukovaném samotnym SI-MYB na jedné
stran¢ a dostatecnou inkubac¢ni dobou pro proces transientni exprese na strané druhé. Nebylo
tedy jednoduché urcit vhodnou inkubaéni dobu pro ptesny popis tohoto déje. Podatilo se nam
vSak dosahnout konzistentnich vysledki pouzitim infiltrace mladych listd, kdy ke sklizeni
vzorkt doslo 1,5 DPI (Obr. 15-B, C).
interakci SI-MYB suréitym faktorem ¢i faktory specifickymi pro N. benthamiana.
Overexprese u rajéete vedla pouze Kk naruseni vyvoje listli, kdy sloZené listy obsahovaly vice
listkti s vyraznéj§im délenim laloku (Naz et al., 2013). Proteinové extrakty z listovych sektort
N. benthamiana infiltrovanych SI-MYB navic vykazovaly vyssi nukledzovou aktivitu (Mgr.
Anna Tycov4, nepublikované vysledky). Vliv supresoru silencingu p19 na vyrazné urychleni
vyvoje nekrOz nejspiSe spociva v potlaceni PTGS vyvolaného v infiltrovanych sektorech
(Voinnet et al., 2003), ¢imz umoznuje zvySenou expresi SI-MYB. Supresor p19 inhibuje
PTGS skrze navazani 21-25 nukleotidd dlouhych SiRNA duplext s pfevisem na 3' konci
(Silhavy et al., 2002). Je ovsem otazkou, pro¢ je Vv sektorech koinfiltrovanych SI-MYB a
PSTVd AS1 i pfes pfitomnost pl9 vyvoj nekréz inhibovan. Pokud je SI-MYB mRNA
degradovana komplexem vsRNA-RISC, moznym vysvétlenim neucinnosti p19 by mohla byt
jeho nizkd molarita, neschopna inaktivovat dostate¢né mnozstvi vsRNA, aby potlacila
spusténi PTGS. Supresor p19 je také funk¢ni pouze jako dimer (Park et al., 2004) a interaguje
pouze s SiRNA, tj. naprosto komplementarni dsRNA (Vargason et al., 2003). Nesparované
nukleotidy v ramci duplexu RNA ¢i jednofetézcové smycky mohou inhibovat interakci -
doposud neni zndmo, zda vSRNA vznikaji z dospélé viroidni molekuly nebo ¢innosti RdRP,
ktera vytvari pIn¢ komplementarni vlakno a tudiz dsSRNA podobnou siRNA.

Souhrnem, vysledky z expresni analyzy v systému ,,leaf factory* spole¢né s modelem

vyvoje nekr6z podporuji moznou roli SI-MYB jako primarniho cile vsRNA indukovaného
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PTGS v rostlinach rajcete. Mira degradace mRNA pro SI-MYB koreluje s mirou projevu
symptomu u rajcete (Obr. 9) i N. benthamiana (Selinger, 2011), kdy siln¢ patogenni kmen
PSTVd AS1 vykazuje nejvyssi inhibiéni efekt (Obr. 15). Podobna zévislost mezi projevem
symptomu a degradaci specifické mRNA, predikované na zékladé vsRNA sekvenci, byla
popsana u broskvoné infikované PLMVd (Navarro et al., 2012b). Naruseni exprese SI-MYB,
jakozto transkrip¢niho faktoru zodpovédného za vyvoj listi, by se tedy mohlo ve vysledku
podilet na biogenezi symptomu. Zasadni role SI-MYB ve vyvoji symptomu je podporovana
experimenty VIGS, kdy snizeni exprese orthologu SI-MYB z N. benthamiana vedlo k inhibici
vyvoje kvéta a ristu rostliny (Matousek et al., 2012d), fenotypu podobnému symptomim
infekce PSTVd AS1 (Selinger, 2011).

5.3. Dysregulace SI-MYB jako mozny diisledek viroidem-indukovane
zmény hladin hostitelskych miRNA

Degradace mRNA genu SI-MYB ovS8em nemusi probihat pouze piimou interakci
s VSRNA. Pokud by byla exprese SI-MYB regulovana specifickou miRNA/ta-siRNA, nabizi se
zde moznost deregulace SI-MYB skrze interakci s miRNA, jejiz hladina byla zménéna
Vv disledku viroidni infekce. Zména hladin hostitelskych miRNA indukovanad viroidni infekci
byla skute¢né popsana u PSTVd (Diermann et al., 2010; Owens et al., 2012) a HSVd (Alabi
et al., 2012). PSTVd nezndmym mechanismem zvysil hladinu tii hostitelskych miRNA u
kultivaru rajcete Rutgers (0sa-miR398b, ath-miR167a a ath-miR162a; Diermann et al., 2010),
Z nichz vSak ani jedna nebyla dle programu RNAhybrid (Rehmsmeier et al., 2004) schopna
vazby na mRNA genu SI-MYB. Ani pomoci programu psRNATarget (Dai and Zhao, 2011)
jsme nebyli schopni identifikovat miRNA potencialné schopné vazby na SI-MYB mRNA.
Existuje vSak moznost, Zze miRNA potencialné regulujici expresi SI-MYB nebyla doposud
identifikovana.

Je nepravdépodobné, Ze se Vv piipadé SI-MYB bude jednat o jediny cil PTGS
zodpovédny za projev symptomi. DileZitou roli zde totiz hraje take tkanova specificita, kdy
vsRNA mohou zplsobit degradaci mRNA odlisnych genli ¢i zménu hladin urcitych miRNA
Vv zavislosti na typu pletiva. Napiiklad Matousek et al. (2007) detekovali zvySenou hladinu
apoptotické nukledzy TBN1 v cévnich svazcich u PSTVd ASI infikovanych raj¢at, zatimco
Vv Cepelich listl byla zména jeji hladiny minimalni. Biogeneze symptomil viroidni infekce
bude tedy pravdépodobné probihat skrze vsRNA-cilenou degradaci vice specifickych
hostitelskych mRNA, jejichz misregulace povede k systémovému projevu patogeneze pies

naruseni urCitych kaskdd. Skupina urcitych gent cilené¢ degradovanych skrze interakci
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S vsRNA by mohla zahrnovat zejména dalSi transkripni faktory. Tato hypotéza je
podporovana nasledujicimi pozorovanimi: 1) exprese symptomu je zavisla na ontologickém
stupni vyvoje rostliny, 2) viroidni patogeneze je znatné komplexnim a tkanove specifickym
dé&jem na urovni hostitelského transkriptomu, 3) proces viroidni patogeneze ovliviiuje signalni
drahy fytohormonu (Matousek et al., 2012a). Hypotézu biogeneze symptomi skrze naruseni
exprese Siroké palety hostitelskych transkripénich faktord dale podporuje fakt, Ze vétSina
dosud identifikovanych rostlinnych miRNA hraje dilezitou roli v regulaci exprese
transkripnich faktord (Zhang et al., 2006) a v neposledni fadé také to, ze Ctyii ze Sesti
prikazné ovlivnénych kandidatnich gent identifikovanych v této praci jsou transkripéni

faktory (ERF4, SI-MYB, NPH3 a TCP3).
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6. Zaveér

1) Na zaklad¢ bioinformatickych dat ziskanych od prof. Dr. G. Stegera (Heinrich
Heine Universitit, Diisseldorf, Némecko) jsme vybrali 47 gent, které mohou byt
potencialnimi cili PTGS vyvolaného vsRNA produkovanymi v pribéhu infekce PSTVd.
Vétsina z vybranych gend (59,6 %) byla komplementarni k vSRNA odvozenych z regionu P-
domény genomu PSTVd.

2) Analyza hladin mRNA 47 vybranych gent v PSTVd-infikovanych rostlinach
rajéete (S. lycopersicum, cv. Rutgers) pomoci qRT-PCR odhalila signifikantné zménéné
hladiny u 6 geni. ZvySena hladina v porovnani s kontrolami byla detekovana u CUL1
(ubigitinace proteind) a H/ACA (pseudouridylace rRNA), zatimco snizena hladina byla
detekovéna u ERF4 (TF signalni kaskady abiotického stresu), NPH3 (TF fototropické signalni
kaskady), SI-MYB (TF regulace vyvoje listi) a TCP3 (TF regulace vyvoje listh).

3) Analyza exprese klonovaného genu SI-MYB v systému ,,leaf factory” pomoci gRT-
PCR a RNA blotu odhalila ziejmou korelaci, kdy mira inhibice exprese/degradace mRNA
genu SI-MYB korelovala s dfive pozorovanou mirou projevu symptomi u PSTVd
infikovanych rostlin N. benthamiana. Tato korelace byla potvrzena i charakteristickym
vyvojem nekroz, K jejichz tvorbé dochazelo pii overexpresi SI-MYB v infiltrovanych listovych
sektorech. Vliv supresoru silencingu pl9 na urychleni vyvoje nekréz se da prisuzovat

potlaceni PTGS v infiltrovanych sektorech.
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,»polymerase chain reaction® - polymerazova fetézova reakce
,»RNA ligase-mediated rapid amplification of cDNA ends*
»single-stranded“ DNA/RNA - jednofetézcova DNA/RNA
»transcription factor* - transkrip¢ni faktor

,volume/weight“ ratio - pomér objem/vaha
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9. Prilohy

Priloha 1 - seznam pouzitych primeri

a) primery pouzité pii klonovani

M13f
M13r
SIMyb-start
SIMyb-stop
SLMybXho
SLMybXba

5'- GTTGTAAAACGACGGCCAGT -3

5'- CACAGGAAACAGCTATGACC -3

5'- ATGTCATCAACATCATCATCTTG -3
5- TCAAGTGGCTCCTACTCCAAG -3'

5- AAACTCGAGATGTCATCAACATCATCATCTTG -3

5- AAATCTAGATCAAGTGGCTCCTACTCCAAG -3

b) primery pro gRT-PCR analyzu

AGO4-pcr
AGOA4-rt
AP2L-pcr
AP2L-rt
API5-pcr
API5-rt
ARF10-pcr
ARF10-rt

bZIP/HATS5-pcr

bZIP/HAT5-rt
CAK1At-pcr
CAK1At
CatB-pcr
CatB-rt
CDC20-pcr
CDC20-rt
LE-CIPK-F1
LE-CIPK-R1
CKI1-pcr
CKI1-rt
CLV1-per
CLV1-rt
CUL1-per
CUL1-rt
DREB3-pcr
DREB3-rt
elF3s6-pcr
elF3s6-rt
ELAV-pcr
ELAV-rt
ELO1-pcr
ELO1-rt

5- GCCCGTTGTGATGTTCGTAAG -3'

5'- AGGGGCCATAGAGGTCAGAGTT -3
5'- GTCGGAAATGGGTGGTGTTG -3'

5'- GGCTCTTCTTAATAGGCTGCTGTT -3'
5'- CACACCCGAGCATCTTTCAA -3'

5'- CATCCGACAGTCTGCTCATCAA -3
5- ATATGCTGACCCGTGTGCTCTA -3'
5'- GTCCTGCCTGGTTTGATGAAT -3'

5'- AGCAGCTCGAGAGGGATTATG -3'

5'- CCTCAGCCTTCACCTTCACTT -3

5- GATTCTGTCACCGTCGCTCTG -3'
S-TTCCCATTTCTTCGCTTCCTTA -3'

5'- GATTCATGCAAGATTCAAGACTCA -3'
5'-TTCATCACCACAATTTCCATCATA -3
5- TACAAGTGTTAAATGGGCTCCTG -3'
5'- ATTGGCGATCTCACTCTCACAT -3
5'- ATGTGGGAGACGAAGATTGTGT -3'
5'- CTACTAGCTGGCTTTGTTGTTGC -3'
5-TTCTATGCCTGGGATGACTGG -3

S5- TCGATATTCTTCTCCGTTTCTTTG -3'
5'- GGGAAGTCAAGGATGGGAAGA -3'
5'- TTGCAACACCGAAATCAGAAAC -3
5'- GCTGCAATGCTCAAGGACAC -3'

5'- TGGCATACACAGACAACAACTCAT -3
5'- CCTCAACTCCGCCACAAC -3
5'-TTTCGGATCCAACTTCTGCT -3
5-TTGCTGCGGTACTTGGCTATT -3'
5'-TCTTCGCACTCCTTCATCTTCTC -3'
5'- AAAACTACGCGTGCTTCTCG -3'
5-TCTTTCCAACTCGCCATCAG -3

5- TGCCTCTACTTGAACGATGCT -3'

5'- TTTAAAAAGGCTGGCGAGAC-3'

Matousek et al., 2012b
Matousek et al., 2012b



ERF4-pcr
ERF4-rt
ETR5-pcr
ETR5-rt
FBA-pcr
FBA-rt
GID1L2-pcr
GID1L2-rt
GRAS-pcr
GRAS-1t
GTP-pcr
GTP-rt
H/ACA1-pcr
H/ACAL-rt
CHAPER-pcr
CHAPER-rt
KHD-pcr
KHD-rt
KIP1-pcr
KIP1-rt
LEO1-pcr
LEO1-rt
MIDAS-pcr
MIDAS-rt
MY B-pcr
MY B-rt
NPH3-pcr
NPH3-rt
PDI-pcr
PDI-rt
PP2A-pcr
PP2A-rt
PPAL-pcr
PPAL-rt
RabA2-pcr
RabA2-rt
RBP1-pcr
RBP1-rt
REFL-pcr
REFL-rt
SAC1-pcr
SAC1-rt
SERK1-pcr
SERK1-rt
LE-TCP3-F1
LE-TCP3-R1

5'- GTATCCGAAATCCGTGAACCTAA -3
5'- GTCGGGGCAGTAAATGTGAAA -3

5'- CAGGGAGGCTTCTTGTCTTGTTA -3
5'- CCCAGTCTCAGCTCCAGTCTCTA -3
5'- ACGGTGAATCTCCTATCTGTTTGA -3'
S-TCTTTTCCTTGGTTTGCCTCTT -3'

5'- CGGCGATAACGAGGTGGTAG -3

5'- ATGCTCCGCCGTGATAGTAGAC -3
5'- AGCCGGTGGATCTGTCTAAG -3'

5'- AGGGGTTGAGCAAATGTTCT -3

5'- GATTGCCCGGGTTTAGTGTT -3'

5'- GTGGCTCATATGGCTTTGGTT -3

5'- ACACAGATTGGGAAAGTTGATGA -3
5'- CTCCACGTCCACCTCTACCAC -3

5'- GCTGCCAGTGTCTCGTCTCT -3'

5'- AGGCGCGTTTTCTATCGTA -3'

5'- AGGACTGGGTGGCTGGAG -3'

5'- ATTACCCCTAGGACCGAGAAGT -3
5'- CGTGGTGGTGGGATAGTCAT -3'

5- TAGCTCAGGCCTTTTCTTGTAG -3'

5'- ACTCGCACCGTTTATTGACTG -3

5- ATGTATTTTCGGCTGACCTTCT -3'

5'- CAGGTATGGGTGAGGGTAGC -3

5'- GAAGACGGCAATGAAGAAAAT -3'
S-TTGCTATTTATGGCCCTCAGAA -3'

5- CTATCATTGCCCATTTGTTACCA -3'
5'- ATTTTCAGTGGCGGACGAGA -3'

5'- GTGACGGGAGCAGGAGGTTA -3'

5'- CGCGAAGTCCAATTAAGAAACATA -3
5'- CTCCAGTGACCCCAAAATAATC -3
5'- CGGAGACGGTTAAGTGTGCT -3'

5- TTCCGACCCAGTGTTCTCAT -3'

5'- GATATGGAAACGACGTAAAGAACC -3
5'- CACAAGACCCTGGACACTCATC -3
5'- GTTGGTGCACTCCTTGTTTATG -3'

5- CCTTATCTACGTTGACTGCTTCC -3
5-TCGTCGTGGTGGTTCAATA -3

5- TTCTCAGCCTCGACAATCTTC -3
S-TTTGGGTTGGATTAGGAAGTG -3'

5- TAAGTAAAGTGAATGCCCAAACA -3'
5'- AGCTGCAATTGGGAAAGACA -3'

5'- ATTGACCCCCTGACCTGAAC -3'

5'- GCCTTCTGAACCACCACTTGAT -3
5- CTGGAGCTATATGCCCGATTGT -3'
5'- TGTATGAAGATTTAGATACCATCA -3
5- ACCAAATTTTGACGATGTTAC -3'

Matousek et al., 2012b
Matousek et al., 2012b



TEJ-pcr 5'- TAATCGCTGGCATCCTTTTCTT -3'

TEJ-rt S5-TTTCCCTGGGCTGCTTAGTG -3'
THO1-pcr 5'- TCCGCAGTATTGAGCACATT -3'
THO1-rt 5'- CACCCGTTCAGCATCAGTTA -3
TRANS-pcr 5'- GCGCCTTATGAATCCTGTTT -3'
TRANS-rt 5'- AAGATAGTAGCTCAAGGCCACAG -3'
TTK-pcr 5- GTCAGCCGTTCCTTTACACTCTC -3'
TTK-rt 5'- GGGGAATTTCATCTTGGGTCTT-3'
U5_06-pcr 5'- ACGCAGCCACGCAATAAGC -3
U5_06-rt S-TTGTTGGGATTTCTCCCGC -3
U5_11-pcr 5'- ACGCAGCCACGCAATGAG -3
U5_11-rt S-TTGTTGGGATTTCTCCCTCTAAAA -3
ULP1-pcr 5'- GGAGGAAACTACCAGAGGATAAG -3
ULP1-rt 5'- TTCACCGAGATGGCAAAAG -3'
VAMP-pcr 5'- TAACGGAGGAGAGCTACTTCAA -3
VAMP-rt 5'- TGGGCCTTACACAATACTTCTT -3

¢) primery pro housekeeping geny

LE-CAC-F1 5- CCTCCGTTGTGATGTAACTGG -3' Expdsito et al., 2008
LE-CAC-R1 5- ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG -3' Exposito et al., 2008
LE-actin-F1 5-TTCCCTCTATGCCAGTGGAC -3'

LE-actin-R1 5- GGCTGTGGTGGTGAAAGAGT -3'

LE-TIP41-F1 5- GCTGCGTTTCTGGCTTAGG -3' Exposito et al., 2008
LE-TIP41-R1 5- ATGGAGTTTTTGAGTCTTCTGC -3' Expésito et al., 2008
LE-UBI3-F1 5- ACTCTTGCCGACTACAACATCC -3 Rotenberg et al., 2006
LE-UBI3-R1 5- CTCCTTACGAAGCCTCTGAACC -3 Rotenberg et al., 2006
NB-actin-F1 5-TTCTGTTCCAACCATCAATGA -3

NB-actin-R1 5- GTACCACCACTGAGGACAATGT -3

7SL-primer o 5- TGTAACCCAAGTGGGGG -3 Matousek et al., 1999

7SL-primer anti B 5- GCACCGGCCCGTTATCC -3' Matousek et al., 1999
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