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1. Uvod

1. 1. Viroidy — zékladni popis, klasifikace

Na zaéatku 70. let byl objeven velmi zvlastni virus, Ktese svou strukturou, velikosti a
vlastnostmi zcela vymykal z dosavadnich pozhatkirech. Pozégi se ukazalo, Ze jde o zcela
novy druh nebu&nych soustav - viroidl Termin ,viroid“ byl poprvé pouZzit ¥lanku jejich
objevitele, pana Theodora O. Dienera (Maryland ©rsity, USA). Tent@&lanek miZzeme najit
pod nazvem: Potato spindle tuber “virus” : IV. Aplieating, low molecular weight RNA
(1971).Virology 45, 411-428.

Viroidy jsou malé infekni molekuly RNA o relativé nizké molekularni hmotnosti —
cca 1.3 x 10 Da, které zpsobuji u mnoha hostitelskych rostlin zavazné patogetinky
(Diener, T.O., 1991). Viroidy napadajtkieré vyssi rostliny, pro nasilezité zejména kulturni
plodiny, nap. brambory, rajata, baklazan, citrusy, avokado, broskve, . . o Tgtindetézcove,
cirkularni RNA molekuly jsou po#iné kratké (246-401 nukleotid a kovalentty uzawené;

v jejich sekundarni strukta se vSak vyskytuji mnohé jedettzcové smyky (Flores et al.,
2004). Cirkularni RNA molekula viroidje zcela ,hola”“, tzn. neobaluje ji Zadny proteigov
plag ¢i kapsida jako u vit, a neprojevuje se u ni zadna tratisiaaktivita (hovéime tedy o
nekodujicich RNA — nonsense RNA). Viroidy jsou gump autonom#é se replikovat
v rostlinné hostitelské liige. Déale se v rostlinach ,pohybuji“igs plazmodezmy (pohyb
bunka-buika) a ges floém (pohyb po celé rostn Vzhledem k absenci trangtd aktivity
jsou v tomto sr&ru odkazany na hostitelské proteiny (narozdil osbnyah RNA vifi, které si
v hostitelské biice vytva&i vlastni pohybovy proteinovy aparét) (Tabler, MTsagris M.,
2004).

Pavod viroidi neni zcela objagn. Uvedu zde 2 hlavni hypotézy: 1) Diky sve
.Jednoduchosti“ (hold RNA molekulafppomnost jednoduchych ribozymabsence transiai
aktivity,...) jsou viroidy poastatkem RNA s#ta, tedy tzv. ,RNA fosilie“.

2) Viroidy jsou vysoce fizpasobeni a evoliné pomerné mladi transkripni parazité schopni se
rychle @izptsobit znménam v rostlinném metabolismu.

Viroidy jsou taxonomicky roztleny do dvoweledi. Doceledi Pospiviroidae pati vice
jak 24 druli viroidu rozcklenych do 5 rodl. Jejich typicka sekundarnidyovita struktura je
rozcklena do gkolika funkeénich domén (viz Struktura viraidl. Tyto druhy viroidi se replikuji
v jadie hostitelské hiky v asymetrickém replikamim cyklu (viz Replik&ni mechanismy

viroidi). Mezi nejznanyjSi zastupce tétdeledi pati nagiklad Potato spindle tuber viroid



(PSTVd), Citrus exocortis viroid (CEVd), Hop latemiroid (HLVd) a Hop stunt viroid
(HSVd). Celed Avsunviroidae zahrnuje podstath méré druhi rozctlenych do 2 rod.
Sekundarni struktura je vicé&tvend a na rozdil odeledi Pospiviroidae neobsahuji centrélni
konzervované domény (CCR). Replikace probiha vroplastech zaiftomnosti jaderné RNA
— polymerazy v symetrickém replik@m cyklu (viz Replik&ni mechanismy viroifl). Tuto
¢eled” charakterizuji nagklad Avocado sunblotch viroid (ASBVd), Chrysantham chlorotic
mottle viroid (CChMVd), Peach latent mosaic virqieLMVd) a Eggplant latent viroid
(ELVA).

1. 2. Struktura viroidd, strukturni a funkéni domény

Primarni struktura viroidl je velmi dilezita, nebé diky jejich kratkosti (246-401 nt.)
zélezi na umighi témeéi kazdého nukleotidu. Z dosavadnich vyzKudmylo dokazano, Ze
prakticky kazdy nukleotid je furdki a pod witou selekci (Tabler, M. a Tsagris M., 2004).
Existuje ale samdejm¢ urcita sekvemini variabilita (zvlag& v P domeén, viz nize), ktera
viroidum zarwuje dostaténou flexibilitu v pgizpasobivosti vzhledem k rostlinnym hostiiet a
jejich metabolickym pochagn. Nagiklad tepelny stres, kterému byly vystaveny rogtlin
Nicotiana benthamiana infikované viroidem PSTVd, Zsobil ukité mutace pravv levécasti
sekundarni struktury, kde se nachazi P doména (Mdekoet al., 2004a).

Sekundarni struktura je jednim z négFit¢jSich faktofi biologické aktivity viroidi —
komplementaré uzawvena RNA molekula s mnohymi sikami vytv&i nékolik specifickych
poutacich signélpro hostitelské faktory, které sémpo ¢i negimo podileji na Zivotnim cyklu
viroidu (Tabler, M. a Tsagris M., 2004).

Pro zastupceéeledi Pospiviroidae je typicka tykovita sekundarni struktura, ve které se
stiidaji kovalents uzawenécasti s jedntettzcovymi smykami. Je roz8lena na 5 strukturnich
a funiénich domén: T doména (terminal left domain — koncova leva), héoa (pathogenic
domain — patogenni), C doména (central domain fraef, V doména (variable domain —
variabilni) a &k doména (terminal right — koncova prava). C doméhaahuje centralni
konzervovany region — CCR (central conserved régikiery je zapojeny do procesu vzniku
cirkularnich monomer z oligomernich RNA intermedi&tpii replikacnim cyklu (Baumstark,
T., Schroder, A.R.W., Wiesner, D., 1997, cit. dlerés etal., 2004). V T domér se mize
nachazet koncovy konzervovany region (TCR — termitanserved region) a koncova
konzervovanéa snika (TCH — terminal conserved hairpin). Podle odighsekvence CCR a
piitomnosti¢i nepfitomnosti TCR a TCH se zastupaledi Pospiviroidae rozcluji do 5 rodi
(Flores et al., 2004). U&tsiny zastupt skupiny Pospiviroidae se v 'k domér nachazi tzv.



RY motiv, odpo¥dny za specifické vazani proteinu Virpl (Viroid RNMnding protein 1),
ktery prav@podobré transportuje molekuly viroiddo buré¢ného jadra. Tyto motivy existuji
dva — vnitni a koncovy, ale silfji se projevuje motiv koncovy (Maniataki et al. (&), cit. dle
Tabler, M. a Tsagris M. (2004)).

V celediAvsunviroidae je tyckovita struktura typicka pro ASBVd a ELVd. OvSenidia
zastupci (CChMvVd a PLMVd) maji ztsa rozwtvenou sekundarni strukturu. DalSim
zajimavym faktorem tétoceledi je pitomnost ribozym (autokatalytickych jednotek
zaji’ujicich Sepeni i naslednou ligaci intermediat pri replikacnim cyklu bez gitomnosti
hostitelskych enzyi).
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Obr. 1: Sekundarni struktura viroidu PSTVd (druh AS1)azorreni strukturnich domén: Tdoména (zahrnujici TCR), P
doména, C doména (zahrnujici CCR), V doménga doména (zahrnujici oba RY motivy poutajici Virp3inyka E,
nachézejici se v CCR, je futik doména podilejici se na procesu ligace monorte$TVd (+) RNA transkrift

1. 3. Replika¢ni mechanismy viroidt

Replikace viroid probihd mechanismem valivé kruznice, a to zZéomnosti
hostitelskych DNA-dependentnich RNA-polymeraz (EaplM. a Tsagris M., 2004). Tyto
RNA-polymerazy za normalnich okolnosti katalyzyjnt®zu mRNA podle templatového (-)
DNA fettzce, tedy syntézu DNA-RNA. Mechanismus, ktery dontyto polymerazy
katalyzovat polymeraci podle RNA templatu, nenikv8asud objasin. V pribéhu replikace
obouceledi jsou fitomny pouze RNA intermediaty. ZastugeiediPospiviroidae se replikuji
v jadie za pomoci RNA-polymerazy Il, zatimco zastupeledi Avsunviroidae se replikuji
v chloroplastech pomoci jaderné RNA-polymer&asto oznéované jako NEP (nuclear-
Alll, G168 a A325 (Tabler, M. a Tsagris M., 2004).

Velmi dialezita je gitomnost ribozymi u zastupé ¢eledi Avsunviroidae. Ribozym je
maly RNA motiv, ktery se ip pokojové teplat, neutralnim pH a viftomnostidvojmocného
kovu (nefastji Mg®") sam &pi a vytvdi 2,3-fosfodiesterovy a 5‘-hydroxylovy konec
(Flores et al., 2004).



a) asymetricky replikani cyklus ( uéelediPospiviroidae):

infekéni monomerni (+) cirkularni RNA> replikace (RNA polymeraza Il) na ,hlava-ocas” (-)
multimery, které slouzi jako templaty pro druhou RRNA replikaci = vysledné ,hlava-
ocas"” multimery (+) jsou 8peny na jednotlivé monomery (hostitelské RNazy)gace (RNA
ligaza) na konéné cirkularni RNA

b) symetricky replikani cyklus ( u¢elediAvsunviroidae ):

infekéni monomerni (+) cirkularni  RNA> replikace (NEP) na ,hlava-ocas” (-) multimey
Stpeni pomoci ribozyin na jednotlivé monomery (-3 replikace na ,hlava ocas” (+)
multimery - S€peni pomoci ribozyin na jednotlivé monomery (+) ligace na kongeé
cirkularni RNA

1. 4. Patogeneze viroidi, PTGS
Patogeneze #igobovana viroidy je velmi specificky proces, u ktey zalezi na druhu

viroidu a genotypu hostitelské rostliny (MatouSekag, 2007). B urcitych kombinacich
hostitelskych rostlin a specifického viroiduibeme dosahnout sympténsilnych, mirnych
anebo symptomy nemusi bytibhec detekovany. U sensitivniho hostitdle esculentum
muzeme u Bkolika kmeri druhu PSTVd (¥etré kmenu AS1) symptomy klasifikovat jako
mirné az velmi silné (napzakrslost, deformace a vrdsi listi, epinastie). Kmen AS1 vede u
L. esculentum sowasre k zakrslosti, deformacim a vrasn listi a k celkovému kolapsu vyvoje
rostliny (zvlas¢ u xylému v cévnich svazcich je defekt fagpozorovatelny). Déle tento kmen
zpasobuje silnou zakrslost i N. benthamiana, povazované za tolerantniho hostitele ostatnich
kmeni druhu PSTVd (MatousSek et al., 2007).

Mechanismy viroidni patogeneze nejsou dosud zodlgsriny. Jednou z mnoha
moznosti je pedstava viroid jako spouditi (zarove i cilu) tzv. post-transkrigniho gene
silencingu (PTGS), nelsor infikovanych rostlinach byly potvrzendifpmnost siRNA molekul
(Matousek et al., 2007; Itaya et al., 2001). PT&%&gchanismus pro regulaci genové exprese
u eukaryot, ktery spiva v sekvetiné-specifické degradaci jedreitzcové RNA pochazejici
z vrejSiho ¢i z vnittniho prostoru biky. Je to molekularni obrana proti RNA win.
Spoustcem tohoto mechanismu jéifpmnost dvoiettzcové molekuly RNA, kterd je &tena
tzv. Dicerem (nukleaza podobna RNaze typu Ill) rmatdé (21-25 nt.) jedrrettzcové
fragmenty s fecnivajicimi 3‘- konci, tzv. siRNA (®all interfering RNA) (Tabler, M. a Tsagris
M., 2004). Tyto fragmenty jsou potéctanény do multiproteinového komplexu zvaného RISC



(RNA induced _#encing ®omplex). Tento komplex (s funkci RNazy) poté pomoci
integrovanych siRNA ,vyhledavd"“ komplementarni jetkiczcové molekuly RNA, které jsou
nasleds S€peny na malé fragmenty (proces degradace). Prob@s probiha v cytoplazénu
PSTVd a jinych druth ¢eledi Pospiviroidae byl vSak lokalizovan i v ja@. Nag. v genomuA.
thaliana byly identifikovany 4 druhy Dicér, z toho 2 druhy (DCL1 a DCL4) obsahuji jaderny
lokalizatni signal (Tabler, M. a Tsagris M., 2004).

Na patogenezi viroidu AS1 se vSakidza podilet i zvySeny obsah apoptotickych
nukleadz, napklad v rageti objevena bifunéni nukleaza | — TBN1 (tomato bifunctional

nuclease) (Matousek et al., 2007).

1. 5. Cile prace
Cilem mé prace je konstrukce inéglich kloni silné patogenniho viroidu AS1, a to

v podol& dimef, ¢i jinych oligomen (z divodu \tSi infelcnosti neZz u monomérfMatouSek
et al., 2004b]). Tyto dimery (integrované v expiesmrostlinném vektoru pLV07) o znameé
orientaci budou poté v labordtanolekularni genetiky dale pouzity pro vyzkum mékn
vztahu vyskytu siRNA molekul v hostitelskych roséich a viroidni patogeneze.

2. Metody a material

Pri své praci jsem dodrZoval zasady bermsti prace, organizai tad BC AV CR
UMBR, interni sndrnice odaéleni molekularni genetiky BC AWCR UMBR pro praci s

karanténnimi viroidnimi patogeny a pravidla progbosageneticky modifikovanymi organismy.

2. 1. Rostlinny material

Béhem meé prace byly pouzity rostliny ¢aje (ycopersicon esculentum cv. Rutgers),
senzitivni hostitelé PSTVd (AS1 respektive). Daldybpouzity rostliny tabaku Nicotiana
benthamiana), tolerantni PSTVd hostitelé, ovSem senzitivni hekditAS1 Rostliny byly
péstovany ve sklenikuipteplot 25°C + 3°C za firozenych s¥telnych podminek (tj. 16 hodin

denrg pod s¥tlem).

2. 2. Ptiprava biolistického inokula, biolisticka inokulace

12,5 g zlatycteastic - mikroprojektik (o praméru 1.0 pm) bylo re-suspendovano v 50
pl 0.025 M spermidinu a kratce sonikovano. Pot® Iid zlaté suspenziigdano 25 pl DNA
vzorku (koncentrace 1ug/ul), vortexovano a za ktalepani bylo po kapkachigano 50 pl
1.0 M CaC} (precipitace DNA). Swis byla kratce centrifugovana #iktat promyta 0,5 ml



99,8% ethanolem. Nasledovala re-suspenze v eth@&\u (polyvinylpyrrolidon). Tato
suspenze byla okamé&ipouzita na naneseni do specialni ki Nasledovala kratka rotace
trubicky (rovnonerné rozmisini zlaté suspenze) a poté byla tellai vysuSena plynnym
dusikem a nahana na jednotlivé ,naboje".

Biolisticka inokulace byla provedena pomoci HeliGene Gun systému (BioRad,
USA). Inokulovany byly vzdy obaétbzni listky ze vzdélenosti asi 2 cm. Listky bylghem
inokulace podefeny tvrdou kartonovou podlozkou. Po inokulaci bybgtliny ihned pikryty
polyethylenovymi sé&y (minimalizace vysuSeni poruSené lista\ésti) a ponechany 24 h ve

stinu. Prvni den po inokulaci byly&d procraveny a teti den sundany.

2. 3. Izolace rostlinné RNA

Rostlinna RNA byla izolovana pomoci CONCERTU (rosté RNA purifika&ni
reagens, Invitrogen, Carlsbad, USA) i@g kolonku firmy Qiagen. Navazili jsme si 100 mg
lista z infikovanych rostlin. Rpravili jsme si 2 zkumavky — do 1. jsme si stefilmpipetovali
500 ul CONCERTU a dali do ledu; do 2. jsme napip&liocl00 pl 5 M NaCl. Zmrazenym N
(-72°C) jsme v porcelanovych miskach raeétnavazené listy (homogenizace). Homogenat
jsme poté fendali do eppendorfky s CONCERTEM, vortexovali &hadi inkubovat 5 min
v poloze naleZato. Nasledovaly 3 minuty centrifegggi 15000 ot. - mif. VSechen
supernatant jsme opa#rnodpipetovali do zkumavky s5 M NaCliiéali jsme 200 pl
chloroformu (denaturace protéa zvortexovali. Nechali jsme vzorek 10 min cdotyovat
pii 15000 ot. - mifl. Poté jsme odebrali 400 pl horni vodné fazeiengiali do pedem
piipravené zkumavky se 400 ul izopropanolu. Neclatig 10 min statip RT a pak jsme
vzorek centrifugovali p 4°C pii 16000 ot. - mitf po 15 minut. Suchy sediment jsme rozpustili
ve 100 pl naiaté vody (54°C) a poté jsmeigali 350 pl RLT pufru, vortexovali a dali do ledu.
Dale jsme pdali 250 ul ethanolu, lehce promichali, a nandslikolonek. Kratce jsme stidi,
vylili prefiltrovanoucast a do kolonky fidali 350 pl RW1 pufru. Ofi jsme kratce stili a
vylili p fefiltrovanoucast. Dale jsme kolonky dvakrat promyli 500 pl puRBE a poté vysusili
centrifugaci 30 s {15 000 ot. - miit (staZenf ¥Siny objemu) a 3 minipstejnych otékach
(Uplné vysuseni). Do vysuSené kolonky jsniielgdi 50 pl HO, kratce centrifugovaliip 5000
ot. - min® a poté fiblizn& 1 min @i 15 000 ot. - mit.

2. 4. Extrakce fragmentu DNA z agarésového gelu

K extrakci byla pouZita sada Qiagen kit. Z agar@mvgelu pufrovaného acetatovym

pufrem (TAE) jsme viizli odpovidajici fragment pod UV lampou a zvagiine jej. Ke gelu



jsme gidali 3x w/v pufru QG a umistili jsme jej doigdem pipraveného termobloku
nastaveného na 50°C. Gel jsme nechali zasteho prdepani rozpustit a poté jsmédali 1
w/v izopropanolu. Vzorek jsme rozmichali a postu@mplikovali na kolonku Qiagen. Cely
objem vzorku jsme nechali 2x protéct pomoci cemgaice zhrubaip5000 G. Nasledhjsme
kolonku promyli 500 pl pufru QG (@&p zhruba pi 5000 G a poté 10 s {ipl3 000 G). Dale
byla kolonka 2x promyta 650 ul pufru PEi(PO00 G). Promytou kolonku jsméemistili do
nové zkumavky a 5 min centrifugovaliid4 000 G. Mezitim jsme si é@li pufr EB (el&ni
pufr) zhruba na 50°C. Po centrifugaci (5000 G) jgmoenoci pipety opatgnhodebrali zbytky
ethanolu a do ®du kolonky jsme aplikovali 50 pligdeltatého pufru EB. Centrifugaci
nejdive @i 5000 G a potéipl3 500 G jsme provedli eluci vzorku.

2. 5. Liga¢ni reakce

Objem lig&ni smesi ¢inil 10 ul: 7 pl insertu (izolovany fragment monartaémer
AS1), 1 pl recipientu (tj. plazmid — pCR skript Sk), pUC19, pLV68 a pLV07), 1 pl
liga¢niho pufru, 1 pl T4 DNA ligdzy. Reakce probihalargtle pres noc fi 20°C.

2. 6. Restrikéni analyza

Pri restrikknim owfeni pitomnosti dimel ve vektoru pUC19 bylo pouZzito
endonukleazydamHI. Objem reakni snesi ¢inil 15 pl: 10,5 pl HO, 2 ul plazmidu (pUC19),
1,5 pl pufru K, 1 pBamHI. Reakce probihala 2 hodinyi 37°C.

Pii prvni restrikni analyze bylo pouzito endonukleaZtyl a vektoru pUC19
s integrovanymi dimery AS1. Objem re&ak snesi byl 15 pl: 6,35 pl BO, 2 pl plazmidu
(pUC19), 1,5 pl pufru (NEB buffer 3), 0,15 pl BS/Aaul Syl (vzhledem k nizsSi aktivit nami
pouzitehoStyl pii ptedchozich pokusech byl objem zvySen z obvykléhd dab pl). Reakce
probihala pes noc fi 34,1°C.

Druh& restrikni analyza byla provedena pomoci endonukl&§t a Sall. Objem
realkéni snesi byl 30,5 pl: 14 pl BO, 5 pl plazmidu (pUC19), 3 upl pufru H, 0,5 pl BSAuI
Syl a 4 plSall. Reakce probihala 4 hodinyi37°C.

2. 7. Transformace bakterii Escherichia coli

Do ledu umisiny zmrazeny bakterialni preparat jsme nechali retipdo stavudsne
pied celkovym zkapatimim. Poté jsme do preparatu aplikovali plazmidiyligac¢ni snes) a
nechali jsme 30 min inkubovat v ledu. Po 30 miredu nasledoval 90-ti sekundovy ,heat-

shock” (42°C) a poté ochlazeni v ledu po dobu ceoairl. Ridali jsme gedeltaté médium pro



kultivaci (na 200 pl vzorku 800 pl LB média). Nablge kultivace bakteriiiip 37°C po dobu
1,5 h za staléhadapani a poté vyseti bakterii na selektivni LB médiBakterie jsme nechali
rast gres noc i 37°C a druhy den rano jsméeparkovali pozitivni kolonie.

2. 8. Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Bakterie jsme inokulovali do 10 ml kapalného LK ri#zéd nechali jsmeips noc #ist
pii 28°C za staléhorépani. Narostlou kulturu jsme upravili na OD 0,@ptical density —
optickd hustota) i 660 nm pidanim cerstvého LK média. Bakterie jsme poté nechali
inkubovat za staléhdepani po dobu 4 h §p28°C). Nasleduje centrifugacéi 5000 ot. - mift
po dobu 5 min. Supernatant jsme slili a pelet plot mM Tris-HCI, pH 7,4-7,6 (objem je
stejny jako fivodni objem média). G jsme bakterie nechali 5 min centrifugovét000 ot.
. min. Supernatant jsme &pslili a buiky zahustili resuspendovanim ve 100 pl YEP média.
Resuspendované tky jsme gemistili do zkumavky afiali 5 pl plazmidové DNA (tj. 1-5
Q). SmEs jsme 5 min inkubovali v tekutém dusiku a poté@ib ve vod pii 37°C. Suspenzi
jsme poté #dili pfidanim 0,5 mi¢erstvého LK média a inkubovali 2 i®28°C za stalého
ttepani. Po 2 hodinach byla suspenze nanesena ndivsdld K médium. Bakterie jsme
nechali fist p'es noc fi 28°C na selektivnim LK médiu a druhy den ranogsgecarkovali

pozitivni kolonie.

2. 9. Izolace plazmidt

Plazmidy byly z bakterii izolovany pomoci sady fudrkolonek od firmy Qiagen.i€s
noc narostlé bakterie (inkubovang p7°C za stadléhaepani) jsme stdli 10 min pii 4000 ot. -
min™. Po stdeni jsme sediment rozpustili v 1 ml P1 pufru (psifRNazou A, resuspenttd
pufr). Poté jsmeifdali 1,1 ml pufru P2 (lyzéni pufr) a chvilku pomalu obraceli (vznik lyzatu).
Lyzat jsme nechali inkubovat néjde 5 min gi RT a poté 5 min v ledu. Nasletijsme gidali
1,2 ml P3 pufru (neutralizai pufr), chvilku jsme obraceli a dali do ledu. B€0 minutach
v ledu jsme vzorek centrifugovali po 20 mii p6 000 ot. - miif a 4°C. Supernatant jsme slili
do novych kyvet a aktivovali jsme kolonku 1 ml pufQBT. Poté jsme nechalifgs
aktivovanou kolonku 2x prokapat vzorek (slity supgant). Kolonka byla dale promyta 4 ml
pufru QC (odstraéni netistot). Mezitim jsme siffpravili zkumavku s 500 pl izopropanolu, do
které jsme nechali promytou kolonkou prokapat 80@ufru QF (eléni pufr). Vzorek jsme
vortexovali a nechali 1 h statigRT. Po odstati jsmezorek 30 min centrifugovaliip1l5 000
ot. - min' a 4°C. Sediment jsme rozpustili ve 100 ul 0.3 Nana sodného. Poté jsmédali
300 ul vymrazeného 96% ethanolu (precipitace DNAgehali inkubovat 30 minip— 80°C.
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Vzorek byl nasledd30 min centrifugovanip15 000 ot. - mitt a 4°C. Vznikly sediment jsme

vysusili (centrifugaci ve vakuu) a rozpustili ve 30H,0.

2. 10. Izolace rostlinné RNA pomoci AMESS pufru

Navazili jsme si 300 mg rostlinného materialu. Bect misky jsme dali trochu pisku,
450 pl pufru AMESS a navazené listy. Listy jsmeetteli a pidali jsme 600 pl sisi
chloroform : izoamylalkohol (v po#nu 24:1). Pokréovali jsme v homogenizaci a vzorek jsme
poté gelili do ozna&enych zkumavek. Nasledovala centrifugace po 5 ntinlp 500 G.
Supernatant byl iepipetovan do nové zkumavky a poté jsniagli stejny objem s@si
formaldehydu (37%) a 20x SSC (3 M NaCl, 0,3 M titsdédny, pH 7,0) v posnu 2:3.
Zvortexovali a denaturovali po 15 mirti ®©5°C v termobloku. Poté se vzorek s extraktem

ihned ochladil v ledu a poté nanesl na membranu.

2. 11. Molekularni hybridizace bakterii

Pfi experimentech zahrnujicich molekularni hybridizgsem provedl vSechny
metodické kroky vetné softwarového hodnoceni autoradiogtam vyjimkou vlastni prace s
radioaktivnim izotopem®{P). Prace s radioaktivnim materidlem byla provedesdoucim

prace panem Dr. J. MatouSkem.

2. 11. 1. Opracovini membréin pfed hybridizaci

Na predem pipravené nylonové membrany jsme sterilmnesli bakterie. Membrany
s nanesenymi bakteriemi jsmdil@zili na tuhé LB médium v Petriho misce a nechali
kultivovat do druhého dnerip37°C (riist bakterii na membréh

Do 3 Petriho misek jsme si néisili filtracni papiry (4 a vice vrstev). Poté jsme do 1.
misky nalili 0,5 M NaOH, do 2. misky 1,0 M Tris-H@bH 7,4) a do 3. misky roztok 1,6 M
NaCl s 0,5 M Tris-HCI (pH 7,4). MnoZstvi roztibky miskach musi byt takové, aby filtra
papiry neplavaly (stéa pouze jejich nasaknuti). Membrany s nanesenyrkiebemi jsme
sejmuli pinzetou z média a umistili pomalym pokldigd do 1. misky (koloniemi nahoru).
Nechali jsme 10 min inkubovat. Poté jsme membramgtroé vyjmuli a vysusili dotykem na
suchy filtrani papir a pemistili jsme je do 2. misky, zde jsme inkubovalmin. Membrany
jsme po optovném oteni gremistili do 3. misky a nechali inkubovat 10 min. iRkubaci ve 3.
misce jsme membranygmistili mezi 2 suché filtkai papiry a mirnym tlakem jsmégpeli po

papirech rukou (adhezétginy bakteridlniho materialu na fil. papir). Méaitjsme si pipravili
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dalSich 5 misek. Do prvni jsme nalili 1x SSC, dé¢sitd # chloroform a do posledni 0,15 M
NaCl. VysuSené membrany jsme nechali nasat v Icenislx SSC (koloniemi nahoru) a poté
otcXili (koloniemi dolti) a nechali inkubovat 15 min. Membrany jsme nasieghemistili do
misky s chloroformem a inkubujeme 1-2 miii pomalém krouZeni. TotéZz opakujeme i
v dalSich dvou miskach s chloroformem. Membrangledt oplachneme v redestilované
vodk, vysusime a dame do misky s 0,15 M NaCl na dob@®@nin. Poté jsme membrany
vyjmuli, opakovali suSeni mezi dma filtracnimi papiry a ozéli UV (kovalentni navazani
DNA na membranu). O#é&né membrany jsme nechali vyschnodt BT v prehnutém
filtraénim papiru a poté nechali zapéct v picce na 80°Qlgimu 20 min. Membrany jsme

zatavili v mikrotenovém s&u a poté skladovali az do pouZziti g°C.

2. 11. 2. Vlastni hybridizace

Membranu s nanesenymi vzorky jsme tiejel omyli pre-prehybridizamim roztokem
s vysokym obsahem NaCl (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, INICI, 1mM EDTA, 0,1% SDS(w/V))
— odstragni neistot. Tato inkubace probiha 30-45 minut feplog 42°C (@i hybridizaci
DNA-DNA). Poté nasleduje inkubace v prehybridiaem roztoku (50% formamid (v/v),
1,5xDenhardtovdinidlo, 0,1% SDS (w/v), 5XxSSPE, 20 mg/100 ml tRNa&) stejné teplat —
vysyceni volnych vazebnych mist na membrdo 1-2 hodinach prehybridizace jsniedali
zdenaturovanou sondu @u pfimo do prehybridizéniho roztoku nebo verstvém
prehybridiz&nim roztoku). Sondu tida piipravena radioaktivni zgana (pomocia->2P
dCTP) cDNA viroidu. Hybridizaci jsme provéld pti 42°C minimalé po 8 hodin, nepstji

vSak [fes noc.

2. 11. 3. Opracovini membrédn po hybridizaci

Hybridizovanou membranu jsme poté omyvali postupnroztocich s rostouci
vymyvaci schopnosti: 2xSSC, 0,1% SDSi ¢peplo& 25 °C); 1xSSC, 0,1% SDSi{eplot
50°C); 0,1xSSC, 0,1% SDSi{peplot 50°C).
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3. Vysledky

3. 1. P¥iprava viroidni cDNA, indukce dimeri a ovéfeni infek¢nosti

Béhem gedeslych praci v laboraiomolekularni genetiky se nepatla zkonstruovat
AS1 dimery z AS1 mista (C1) (Dr. MatouSek, osolatieni). Proto prvnim cilem bylo ziskat
BamHI klony z owtenych sekvenci monomernich styl Klofziskanych f predeSlych

experimentech panem Dr. MatouSkem).
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Obr. 2: Schéma postupu konstrukce infakch vektoft s integrovanymi dimery AS1: Pro ziskani monaimAS1 byly N.
benthamiana biolisticky infikovany o¥ienou sekvenci styl klond)( Monomerni cDNA AS1 byla nasleéimiskana pomoci
RT-PCR zN. benthamiana RNA za pouziti primer PSTVdb | a Il ). Amplifikovany fragment s tupymi konci byl poté
ligovan doSfl mista vektoru pCR skript SK (+B). Za pouziti endonukleazgamHl jsme vyStpili monomerni fragment
z izolovanych plazmitl a religovali doBamHI mista vektoru pUC194j. Restrikini analyza pro stanoveni orientace
jednotlivych monomer AS1 byla provedena pomoci endonukle&gyl, byly selektovany klony s pozadovanou orientagi (
hlava-ocas, tedy +¢i --) (5). Pro rozliSeni “+* dimek a “-“ dimeri byly inserty podrobeny druhé restiik analyze (za
pomoci endonukled®yl a Sall); pro dalsi studie byly vybrany “+* dimery. Pop#gSném o¥ieni patogeneze nasledoval krok
piipojeni silného promotoru 35S. Pomoci PCR (za pouysdtymerazyPwo a nami navrzenych primierBpuclinkXba a
BpuclinkXho) jsme amplifikovali dimerni fragment arpvei jsme k gmu pidali Xbal a Xhol mista 6); délka vysledného
fragmentuginila 767 bp. Fragment, opracovany restriktazXiml a Xhol, byl poté ligovan doxbal a Xhol mist v MCS v T-
DNA intermediarniho vektoru pLV-68 (odvozeného oektoru pRT100) se silnym promotorem 358. (Zawretny step
spasival v plemistni dimerniho insertu s promotorem do expresnihdimogho vektoru pLV-07 (pro dosazeni maximalni
patogeneze). Dimerni insert s promotorem byl&pet pomoci restriktéRacl a Ascl a nasled religovan ddPacl a Ascl mist

ve vektoru pLV-07 §).
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Po izolaci celkové rostlinné RNA z infikovanych tlos (inokulovanych monomernimi
styl klony;obr. 2, krok 1), jsme pomoci RT-PCR (primery PSTVdb | a Il, reargrkit Titan)
amplifikovali monomery viroidu AS1opr. 2, krok 2). Fragment viroidni cDNA (o délce 359
bp) byl poté extrahovan z preparativhiho agarozov@elu (Qiagen kit). Extrahovany
monomer s tupymi konci byl nasletiigovan doSfl mist vektoru pCR script SK (+pbr. 2,
krok 3). Timto vektorem s integrovanymi monomernimi ASIng poté transformovali
kompetentni bakteriE. coli. Nasledovalo vyseti bakterii na selektivni LB nuéalj jejich fist a
nasledny screening pozitivnich kibpomoci hybridizace. Pro &keni autentity vzniklého AS1
klonu sBamHI misty jsme dali 2 klony s nejsijsim signalem (2235, 2236) sekvenovat. U
klonu 2236 byla 100% shoda.

PSTVdh
AR1

3 49 62 66 83 90 97 A T 72 8 10 20 23 66 9 9 9 100 M

A 1 kbp

Obr 3: A- druh AS1, 40 d.p.iN. benthamiana, cDNA primery PSTVdb | a Il B- ov&feni gitomnosti vzniku oligomer
(monomery (1), dimery (2), trimery (3) a tetramé#y) pomoci PCR, rev a uni primery vektoru pUC19; IBE agar6zovy
gel, marker — 1kpb

Po izolaci plazmid klonu 2236 jsme vy8pili monomerni insert pomoci endonukleazy
BamHI. Reakni smés byla poté fragmentovana pomoci elektroforézy &eépgny monomer
AS1 (fragment o délce 359 bp s kohezivniBamHI konci) byl extrahovan z preparativniho
agardzového gelu a religovan BamHI mista vektoru pUC19 (defosforylovaBamHI| konce)
za pomoci T4 DNA ligazy. Prévpri této religaci byl dekavan vznik @zné orientovanych
oligomeli AS1 integrovanych do vektoru pUC1%bf. 2, krok 4). Po hybridizaci
transformovanyclt. coli timto vektorem jsme vybrali klony s nejsij&im signalem a pomoci
PCR (rev a uni primer vektoru) analyzovali mozrgistomnosti vzniklych oligomeir (obr. 3-

B). Pro dalSi praci jsme vybrali klony obsahujictgemionalni dimery (tj. kolonié. 7, 10, 23,
49, 66, 100).

Vybrané klony byly pomoci restdki reakce sBamHI podrobeny optovnému
analyzovani ftomnosti dimeit (obr. 4). Restrikni analyza pro stanoveni orientace
integrovanych monomernich viroidnich jednotek velieth byla provedena pomoci
endonukleazy&yl (obr. 5), byly selektovany klony s poZzadovanou orient#ci,filava-ocas",

tedy ++¢i --) (obr. 2, krok 5). PoZadovana orientace byla stanovena utktor23, 49, 66 a
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100. Tyto klony byly zavedeny do bakterialni sbigad ¢isly 2346, 2347, 2348 a 2349; pro
jednoduchost jsme nadale pouzivali & 46, 47, 48 a 49.

7T T 10 100 23 23 49 49° 66 66 100 100" M 10 100 23 237 4% 49° 66 668 100 1000 M

Obr. 4: analyza pitomnosti dimeli pomociBamHIl u  Obr. 5: restrikéni analyza pomoc&tyl pro stanoveni orientace
klona ¢. 7, 10, 23, 49, 66, 100; 1% TBE — agar6zovgimeri u kloni ¢. 10, 23, 49, 66, 100; 1% TBE-agardzovy gel,
gel; marker — 1kbp; jagnvyS€pend frakce (monomer marker-1 kbp; jashvyStpena frakce (u spravné orientace ,hlava-
AS1-359 bp — oznny Sipkou) viditelna u klan¢. 10, ocas“ monomer o délce 359 bp - ozery Sipkou) viditelna u
23, 49, 66, 100 klond ¢. 23, 49, 66, 100

Pro owieni infelcnosti ziskanych konstrukt (tedy AS1 dim. in pUC19) byly
izolované plazmidy z klain 46, 47, 48 a 49 pouzityfippripraw biolistického inokula a
nasleds inokulovany do rajat (L. esculentum, cv. Rutgers) a tabék(Nicotiana benthamiana).
Pri fenologickych pozorovanich jsme se zdith na vySku pozorovanych rostlin a jejich
celkovy habitus (tj. projev symptamtypickych pro AS1 - tj. deformace a vrésn listi).
NejvyrazrejSi projev symptora jsme pozorovali u r&at inokulovanych klong. 47 a 48 @br.

6, obr. 7), zpomalenti naprosté zastavenistu bylo pozorovano mezi 13.- 15. d.p.i., vi&sn
a deformovani list se zéalo projevovat po 11 d.p.i. Jasné symptomy se rexkagorojevily u 3

z celkovych 5 infikovanych rostlin u varianty 47, u 48 to byly 4 rostliny z celkovych 5.

——a8

00 +
n a 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18

kontrola AS1mon. AS1dim.inpUC19

Obr. 6: Projev patogennich symptém Obr. 7. Zaznamenanitstu L. esculentum; Pfi tomto pokusu bylo pouzito celkem 26
konstruki AS1 dim. in pUC19 a rostlin. 5 rostlin pro kazdou ze 4 variant (46,8{49), 3 rostliny byly inokulovany
monomerniho styl klonu jako pozitivnimonomernim AS1 a slouzily jako pozitivni kontro8/rostliny nebyly inokulovany a
kontroly; 17 dpi; L. esculentum, cv. slouZily jako negativni kontroly. Z grafu je na pfyohled patrny negativni viiv AS1
Rutgers na fist hostitelské rostliny.
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V prabéhu pozorovani infikovanych rostlin jsme provedhdini restrikni analyzu (za
pomoci endonukled@yl a Sall), diky které jsme uiili orientaci dimernich jednotek ve vektoru
pUC19. Dimery v klonu 47 maji (++) orientaci, dirper klonu 48 maji (--) orientaci (viabr.
9).

Obr. 9: Restrikéni analyza pro zjighi orientace dimér ve vektoru pUC19

pomoci endonukled®yl a Sall; Restrikéni mistoStyl (252) se nachéazi ve viroidni
sekvenci, zatimco resttiki mistoSall je lokalizovano na vektoru (12 nukleaiid

od insertovaného AS1). Délkou v§genych fragmerit jsme mohli analyzovat
orientaci: 120 bp — orientace ++, 270 bp — oriemtac

«270 bp

120 hp

3. 2. Vlastni konstrukce infekénich vektori a ovéfeni jejich infekénosti

Po usgsném ovieni infekknosti dimerického konstruktu a autentity AS1 (selace
ziskanychBamHI kloni) jsme gistoupili ke konstrukci viastnich infékich vektot. Cilem
bylo ziskani expresniho rostlinného vektoru pLVO7integrovanym dimerem AS1
s promotorem 35S a &keni jeho infeknosti.

Pro z@tné owieni @itomnosti infeknich dimeti AS1 ve vybranych klonech 47 a 48
byla provedena izolace rostlinné RNA pomoci pufrMEBSS a naslednd DOT-BLOT
hybridizace z infikovanych r&at (©br. 9). Po kladném vysledku hybridigai analyzy jsme
pomoci PCR (polymeraza Pwo) amplifikovali dimerglanu 47 . Byly pouzity primery pro
(++) dimery (klon 47), sestavené panem Dr. Matomsk@JMBR, oddleni molekularni
genetiky), do kterych byla integrovana restnikmista pro endonukled2hol a Xbal (piiprava
insertu na ligaci do nového vektorobr. 2, krok 6): BPUCLINK-Xba: 5-AAT TCT AGA
CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC C-3' a BPUCLINK-Xho: 8GAC CTC GAGGGC
CCC TGC AGG TCG ACA CTA GAG GAT C-3'. Vysledna dékamplifikovaného
fragmentu tedycinila 767 bp. Tento fragment byl poté extrahovampreparativnino
agardzového gelu a naslédopracovan endonukleazaidbal a Xhol (vytvoieni kohezivnich
konal). Pro zajiskni cistoty byly vzorky po restriénim opracovani fenolovany (odsteam
proteini) a fragment nasledrextrahovan z preparativniho agarézového gelu.

Takto upravené a ¢oténé inserty byly ligovany (T4 DNA ligdza) do
defosforylovanychXbal a Xhol mist v MCS v T-DNA intermediarniho vektoru pLV68
(odvozeného od vektoru pRT100) se silnym promotoB&& Obr. 2, krok 7). Tyto vektory

byly poté transformovany do kompetentnich bakt&ii coli. Pro stanoveni usgpnosti

16



transformace bakterii jsme provedli hybridizaci astlych kolonii. Bylo vybrano 8 klan

s nejsilrgjSim signalem z obou variankir. 10). Vybrané klony byly pe¢arkovany na Petriho
misky se selektivnim LB médiem. V§bbyl nami nasledhzuzen na 3 klony z kazdé varianty
(47: 37, 40, 50 a 48: 92, 99, 100); tato Sestida hgvedena do bakterialni sbirky (p&dly
2351-2356). Nakonec byly vybrany 2 klony (jederazdé varianty) — 2351 a 2355, déale jen 51
a 55.
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Obr. 9: DOT-BLOT hybridizace — analyzaObr. 1C: Analyza UspSnosti transformack. coli pomoci
piitomnosti infeknich dimei viroidu AS1 hybridizace; byly vybrany tyto klony. 47-3, 26, 3IQ, 44,
v rostlinach rajete; pro dalSi praci byly50, 80, 90; 48- 69, 70, 72, 82, 88, 92, 99, 100

vybrany klony 47 a 48 (nejvyragsi

projevy patogeneze u hostitelskych

rostlin), tento pokus nam potvrdil

piitomnost viroidnich dimér v nami

vybranych variantach 47 a 48

Pri dalSim pokusu jsme aii ovérit infekénost novych konstrulit a mozny vliv
promotoru 35S na rychlost a vyvoj patogenni¢mkii u hostitelskych rostlin. Provedli jsme
tedy izolaci plazmid (pLV68) z transformovanych bakterii d@igravili biolistické inokulum.
Pro nasledujici pozorovaci experiment jsme powfllirostlin rafete. 5 bylo ponechano jako
negativni kontrola, 5 bylo inokulovano jizide pipravenym inokulem s klonem 48 (vektor
pUC19), 5 bylo inokulovano klonem 51 a 5 rostlinrkém 55.

Pfi nasledném fenologickém pozorovani jsme sét gantfiili na vySku a celkovy
habitus infikovanych rostlin. DalSim pozorovanynkttaem byl piimér stonki (méfeny pod
déloZznimi listky), neb6 nedavné pokusy prokazaly, Zgtpmnost viroidu AS1 v rostlihma
negativni vliv na tloud&u stonki (Matousek et al., 2007). NaSe ndwanstrukty se ukazaly byt
stejre infekénimi, promotor 35S vS8ak na rychlost vzniku sympiorentl vyrazrgjsi vliv
(prvni symptomy se shodrprojevily 12 d.p.i. u vzroku 48 a 51), viz oldr1-A . Primer
stonki byl piimo unérny vysce pozorovanych rostliolfr.11-B). K dalSi praci byvybran klon

51 (jasné patogenni symptomy typické pro AS1 sgepily u 4 z celkovych infikovanych 5
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rostlin, obr. 12). U klonu 55 to byly 3 rostliny z 5 s tim, Ze népgzorovan tzv. stopefekt (tj.
totalni zhrouceni rostliny, zastaveni jejilistu).
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Obr. 11: Kvantitativni vyhodnoceni vySkyA) a pfiméri stonki (B) u pozorovanych rostlin. Prvni viditelné symptoss
projevily u rostlin inokulovanych vzrokeih 48 (pUC19) a 51 (pLV68), a to 12 d.p.i. U rosilkulovanych vzorkem 55 se
symptomy projevily az 14 d.p.i. Celkége symptomy projevily: 48 — 4 rostliny z 5, 51 fo4tliny z 5 a 55- 3 rostliny z 5. Pro
dalSi praci byl vybran klon 51. #ner stonki, meteny pod dloznimi listky, byl gimo Unérny vysce rostliny.

gl

Obr. 12: Projev symptora patogeneze infékich konstruki
AS1 dim. in pLV68 a pUC19; 21 dpiL. esculentum, cv.
Rutgers

kntol i S-pC19

Pro zavrecny krok, ktery spoival v piemistni dimeru AS1 s promotorem do
rostlinného expresniho vektoru pLVO07 (dosaZzeni makii patogeneze), jsme tedy vybrali
klon ¢. 51. Provedli jsme izolaci plaznmidpLV68) zE. coli a nasled& vysSpili dimerni insert
i s promotorem 35S (pomoci endonukledsrl a Pacl). Reakni sn€s byla fragmentovana
pomoci elektroforézy a insert byl naslédaxtrahovan z preparativnino agar6zoveho gelu
(Qiagen kit). Extrahovany insert byl poté religovdm Ascl a Pacl mist expresniho vektoru
pLVO7 (obr. 2, krok 8). Owteni gitomnosti dimeit AS1 v pLVO07 v transformovanyda. coli
jsme namisto hybridizace provedli pomoci PCR (vgbrdrvnich 10 klof; primery
BPUCLINK-Xba a BPUCLINK-Xho). Analyza prokazala fippmnost dimek AS1
integrovanych v pLVO7 ve vSech 10 vybranych klondeto dalSi praci byly vybrany klony 4,

6 a 8. Tyto klony byly zavedeny do bakterialni kpipod¢isly 2373, 2374 a 2375.

Nasledovalo prokazani inf&kosti naSich finalnich konstrukt [tj. AS1 dimefi ve
vektoru pLVO7, ktery jsme ozt pLVO7 AS1(++)]. Provedli jsme tedy izolaci pladi
zkloni ¢. 4 a 6 (2373, 2374 respektive) a nastegeme Emito izolovanymi plazmidy
transformovali fdni bakterie A. tumefaciens, kmen LBA 4404). Pomoci PCR jsme ¢bp
owvéfili pritomnost vektar ve vybranych klonech transformovanych bakterii. zithoni
vysledky nam vysly u vSech 12 analyzovanych &l 2373 - 2', 8, 9, 10, 19 a 22; 2374 - 1,
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2,12, 14, 15 a 60). Na naslednou infiltraci jsrgbrali 2 klony z kazdé varianty (2373 — 2, 8;
2374 - 12, 14).

Pripravili jsme si 25 rostlin tabakuN( benthamiana), z toho 5 jako negativnich kontrol.
AktivovanéA. tumefaciens (kmen LBA 4404) jsme infiltrovali pomocitsitacek (bez jehel) do
listi. Béhem nasledujicich 20 dnjsme ovSem nezaznamenali zadné vygInprojevy
symptont. Abychom zjistili, zda jsou pokusné rostliny skir& infikovany, provedli jsme
izolaci RNA ze vzork jejich listi pomoci AMESS pufru a nasletiDOT-BLOT hybridizaci
(obr. 13). Hybridizace prokazalafrftomnost AS1 ve vSech infiltrovanych rostlinach. @By
zjiSttno, Ze patogenni symptomy, typické pro AS1 (stdgeferasrini listi), se projevily
pozdji - 25 d.p.i. (vizobr. 14) -u vSech infiltrovanych rostlitl. benthamiana.

Po analyze sekvenci kldnpotomstev z vektoru pLVO7 AS1(++) z infikovanydh
benthamiana bylo zjiS€no, Ze vSechny klony (2424-26) jsou identické aongaji pivodni

sekvenci AS1.

controls AS1 vector symptoms

Obr. 13: DOT-BLOT  hybridizace Obr. 14: Projev symptora zpisobenych infednimi
infiltrovanych ~ N.  benthamiana  jas®  vektory pLVO7 s integrovanymi dimernimi jednotkami
prokazala ftomnost AS1 ve vSech viroidu AS1; 25 d.p.iN. benthamiana

pozorovanych rostlinach
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4. Diskuze

Studium viroidni patogeneze je zasadni jednak emeidtIského hlediska (parazité
nekterych vyssich rostlin (zejména kulturnich plodapjisobujici zavazna onemagr, a tim
padem snizZujici ze#délské vynosy), ale také z hlediska molekuttniologického (nové
poznatky v oblasti alohy malych RNA molekul v ew@tni buice) (Tabler, M., Tsargis, M.,
2004).

Teoreticka souvislost mezi viroidni patogenezi &BTje potvrzovana objevem viroid-
specifickych siRNA molekul v infikovanych rostlindc a to jak uceledi Pospiviroidae
(zkouméana zejména u rodu PSTVd — Matousek et @7 2Papaefthimiou et al., 2001), tak i
Avsunviroidae (nag. u CChMVd a PLMVd - Martinez, A.E., Flores, R.,02). Byly ovSem
pozorovany dva rozdilné stavy. Mnozstvi specifiedkygiRNA bylo gimo ungrné mfe
patogenicity w. pribuznych viroidnich druln(MatousSek et al., 2007; Itaya et al., 2001) anebo
mnozstvi siRNA bylo u fibuznych viroidnich drulh s odliSnou patogenicitouiplizné stejné
(Papaefthimiou et al., 2001; Martinez, A.E., FloiRs 2002). H naSi praci jsme navazovali na
vysledky laboratie pana Dr. MatouSka, kde byla pozorovana pozittenélace mezi extrémni
patogenicitou a akumulaci siRNA. Pro dalSi analymchanismu patogeneze bylo tak&ploa
vypracovat inokuléni techniku na bazi infiltrace, ktera zajisti vysak pravépodobnost
ussnosti  inokulace rostlin druhuN. benthamiana a zarové moznost koinfiltrace list
dalSimi geny.

AS1 kmen (zapisov&. AY518939) je silg patogenni viroid ziskany v labor#to
molekularni genetiky (UMBR, AVCR, CB). V porovnani s jinymi pouzivanymi kmeny
PSTVd jako jsou letalni RG1 (pouZzivany v experireehtjako silé patogenni viroid [ltaya et
al., 2001, Papaefthimiou et al., 2001]), sipatogenni KF440-2 (Papaefthimiou et al., 206il)
letalni KF440-1 je AS1 jeStvice patogenni (MatouSek et al., 2007). Silné dpmy
(zakrslost, deformace a vrasn listh a k celkovy kolaps vyvoje rostliny) se po biolik&
inokulaci ragete (cv. Rutgers) projevi jiz za 10-11 d.p.i (Matek et al., 2007). Vyzgiaost
AS1 tkvi pra¢ v extrémni patogeni¢t neba diky tomu niize byt pouzit pro studium
patogeneze i v rostlinach, kde jiné kmeny patogemezyvolavaji. Tento fakt je nejtezit¢jSi
u druhuN. benthamiana, ktery byl dive povazovan za tolerantniho hostitele PSTVd {¢Had
al, 2003, Viroids, s. 126-127). AS1 vyvolava patogg i u tohoto druhu (MatouSek et al.,
2007), kde nés zkonstruovany expresni vektdzarbyt pouZzit ke studiu interakci se silencery

a dalSimi faktory metodou transientni exprese (g;dtexibilni vysokostupova exprese). Tato
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metoda je aplikovatelnd pomoci infiltrace rekombiméch A. tumefaciens (agro-infiltrace),
kterd je mozna pr&w N. benthamiana (Vionnet et al., 2002).

Z&kladnim pozadavkemiipkonstrukci infeRnich vektofi byla integrace dimerického
AS1 insertu, nelxddimery se ukazaly byt vice inf&ki nez monomery (Tabler, M. a Sanger,
H.L. (1984), cit. dle MatousSek et al., 2004b). Redeslych neusgnych pokusech o vytveni
AS1 dimet (klony sin vivo pouzivanym AS1 mistem — C1) se nam piddazkonstruovat
dimery z BamHI klof (integrované v pUC19). Symptomy inokulovanych linst(L.
esculentum cv. Rutgers) jashprokazovaly jiz dive pozorovanou patogenicitu (Matousek et
al.,2007) naSich primarnich konstriik{jiz 10 d.p.i). Tyto symptomy se dlg¢gupokladu zcela
shodovaly se symptomy projevenymi u rostlin inokalloych monomernimi AS1.

Nasledujici inokulacel( esculentum cv. Rutgers) ogfila infekénost konstrukt se
zabudovanym promotorem (AS1 dim. in pLV68). Vlivoprotoru 35S na rychlejSi projev
prvotnich symptorin naSich konstrukit nebyl vyrazny, neltbsymptomy se shodnprojevily
jak u konstruki s promotorem, tak i u konstrukbez rj. Existuje tu ovSem moznostgobeni
zcela jiného faktoru (mozny transk&ig faktor), ktery anuloval vliv promotoru v péateini
fazi infiltrace rostliny. Mezi 15-20 d.p.i byl v3aKiv promotoru na celkovy dopad viroidni
patogeneze prokazatelny, néba rostlin inokulovanych vektory s 35S se projetah.
stopefekt a celkovy projev symptdrbyl ke konci pozorovani markaiai.

Pri pitimé inokulaci viroidni RNA bylo u zakrslych rostlijgjichz vyvoj ustrnul v raném
stadiu, pozorovano vyznamné redukovani stofir. Matousek, osobni &léni). OvSsem p
nasem pozorovani byly {méry stonki rostlin ragete (nétené pod doznimi listky) gimo
uameérné vysce rostliny. D& se tedy usuzovat, #ienp inokulace RNA se zda bytiagjsi nez
DNA, neba’ od DNA k RNA je nutny jestdalSi krok transkripce.

Infek¢nost a vysokad patogeneze (++) dith&S1 s promotorem 35S integrovanych
v expresnim vektoru pLVO7 byla dokazana i na m&tdhN. benthamiana za pouziti agro-
infiltrace (kde dochéazi ktransientni expresi avgépodobrg i kintegraci cDNA, tedy
k transformacim buik infiltrovaného pletiva) a nasledné transientnprese v infikovanych
rostlinach. Vzhledem k potvrzeni identity sekvenkent, ziskanych z infikovanych\.
benthamiana, které odpovidaji jvodni sekvenci AS1 (z toho plyne i vysoka stabilita
ziskanych dimdr AS1), |ze tedyici, Ze pozdjSi projev symptora (25 d.p.i. namisto 10-12
d.p.i.) byl zapic¢inén diky odliSnému 2zjsobu infiltrace rostlin (agro-infiltrace namisto
biolistické inokulace).

Tento konstrukt, spoteé¢ se silencingovymi supresory, bude dal vyu#it yyzkumu

vztahu vyskytu viroid-specifickych siRNA molekulaoidni patogeneze.
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5. Zavér

1. Byl zkonstruovan expresni rostlinny vektor plA/OAS1(++) s integrovanym
dimerem viroidni cDNA kmenu PSTVd AS1 v plus oregit

2. V praci byla prokdzana 100% irfledst a vysoka patogennicita pLV07 AS1(++) pro
modelovou rostlinuN. benthamiana. pLVO7 AS1(++) tak umozni uplatnit metodu listové

infiltrace pro studium mechanismu patogeneze vywdharoidnimi patogeny.
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