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ABSTRAKT

Predmétem této diplomové prace byla genetickd modifikace lilku bramboru za Gcelem
zvyseni jeho rezistence vii€i patogeniim a Skiidciim. Pfi vyvoji rezistence rostlin se casto
vyuziva podobnych typti molekul, které rostliny samy vyuzivaji pii svych obrannych
reakcich. V této praci byl pro genetickou modifikaci pouzit gen kodujici zastupce
inhibitord serinovych proteaz SPI-2, pochazejici ze zavijeCe voskového (Galleria
mellonella). Jelikoz se v predchozich pokusech tymu protein SPI-2 nepodafilo
Vv transformovanych rostlindch detekovat, byla zakladni forma genu upravena ptidanim
atim hladina proteinu. Pro transformaci byly pfipraveny dva konstrukty, koédujici
proteiny SPI-2-T a SPI-2-Y, které se li$i jednou aminokyselinou, a to mirné pozménuje
jejich inhibi¢ni aktivitu. Konstrukt SPI-2-T byl nejprve pomoci infiltrace
s Agrobacterium tumefaciens vnesen do listd tabaku Nicotiana benthamiana. Oba
konstrukty SPI-2-T a SPI-2-Y byly poté pouzity pro stabilni transformaci lilku bramboru
(Solanum tuberosum cv. Desireé). Piitomnost proteinu se vSak V rostlinach nepodafilo
prokazat, ptestoze byl vneseny gen transkribovan a jeho sekvence v rostlinach byla
ovetena sekvenaci. Je tedy pravdépodobné, Ze protein neni v cytoplazmé stabilni. Byl
proto vytvoien tfeti konstrukt (SPI-2-T-apo), jehoz produkt je smétovan do apoplastu,
kde by mohl byt stabilngjsi. Tento konstrukt je nyni k dispozici pro vyzkum
v rostlinach. VedlejSim, nicméné z praktického hlediska dilezitym vystupem prace bylo
zjisténi, Ze zvySena hladina claforanu (ze 300 mg/l na 500 mg/l) vyrazné urychluje

regeneraci prytu z kalust po transformaci bramboru.

Kli¢ova slova: Solanum tuberosum, Agrobacterium tumefaciens, Galleria mellonella,
geneticka modifikace, inhibitor protedz SPI-2, patogen, Sklidce, rezistence, Kozakové

sekvence



ABSTRACT

The subject of my thesis was to genetically modify a potato for increased resistance
against its pathogens and pests. In developing a resistant plant, it is quite common to use
the same type of molecules that plants use themselves in their defense reactions. In this
work | used the gene SPI-2 originating from a honeycomb moth (Galleria mellonella).
The protein SPI-2 is a member of serine protease inhibitors. Since the previous attempts
of the team to detect the protein in transformed plants haven’t been successful, the basic
form of the gene was modified by adding a Kozak sequence near the start codon, which
should have increased the translation initiation and hence increase the level of the
protein. Two constructs were prepared for the transformation: SPI-2-T a SPI-2-Y. They
differ by one amino acid, which slightly changes their inhibitory activity. First, the
construct SPI-2-T was used for a transient transformation of tobacco Nicotiana
benthamiana by agroinfiltration of its leaves. Then both constructs were used for a
stable transformation of Solanum tuberosum cv. Desireé. The detection of the protein
has not been successful, although the inserted gene was transcribed and his sequence
was verified by sequencing. It is therefore most likely that the protein has a low stability
in the cytoplasm. For that reason a third construct has been prepared (SP1-2-T-apo). Its’
product is targeted to the apoplast, where it should be more stable. This construct is now
available for experimenting in plants. Adjacent, yet important practical output of the
work was finding out that an increased concentration of claforan (from 300 mg/l to
500 mg/l) significantly accelerates regeneration of shoots from calluses after the

transformation of potato.

Keywords: Solanum tuberosum, Agrobacterium tumefaciens, Galleria mellonella,
genetic modification, protease inhibitor SPI-2, pathogen, pest, resistance, Kozak

sequence



1. UVOD

V pribéhu vyvoje lidského poznani se odnepaméti hledaly zpiisoby, jak zlepsit
kvalitu a zvétsit kvantitu péstovanych plodin. Tato dlouha cesta zacala selektovanim
jedinct z pfirozené variabilnich populaci dle jejich fenotypovych projevi. S dal$im
vyvojem byla variabilita uméle zvySovana mutagenezi. Postupny vyvoj v oblasti
genetiky a molekularni biologie nakonec umoznil ménit genom rostliny i cilené
vlozenim konkrétniho useku genetické informace, ktery lze pfedem upravit a jeho
produkt analyzovat. Cini se tak pomoci néstrojii genového inZenyrstvi. Rostliny se
geneticky modifikuji naptiklad pro prodlouZenou trvanlivost plodd, zménény obsah
nckterych latek, produkci vakein, zlepSeni vyzivovych hodnot, atraktivnéjsi vzhled,

nebo pro rezistenci k herbicidim nebo patogentim.

Pravé rezistenci k patogeniim se zabyva i tato diplomové prace, a to konkrétné
na modelu lilku bramboru. Lilek brambor je jednou z nejvyznamnéjsich plodin na svéte.
Jeho hlizy tvofi vyznamnou slozku potravy velké Casti lidstva, jsou zdrojem proteintl,
volnych aminokyselin, vyznamnym zdrojem Skrobu, vitaminu C, drasliku, vitaminu B6,
antioxidanti (Vanloon, 1985, Sotelo & Perez, 2003), ptipadné¢ vlakniny, je-li
konzumovana 1 slupka. Hlizy  jsou  vyuzitelné  nejen pro potravinaiske,
ale i pro krmivaiské a technické ucely. Existuje zde proto tlak na neustalé zvySovani
vynosli a snizovani nakladd, aje tedy velmi Zadouci, aby pé&stované monokultury
bramboru byly zdravé. Brambor je mnoZen vegetativné pomoci hliz, mimo jiné
proto, ze je heterozygotni autotetraploid (4n = 48). Tento zptisob mnozeni predstavuje
velké riziko pienosu infekci. Vyzkum za ucelem vyvoje rezistence u lilku bramboru je

tedy velice Zadany.

Jeden z pristupti k vyvoji rezistence urostlin je vyuziti nékterych slozek
pfirozenych obrannych reakci rostlin. Inhibitory serinovych proteaz hraji v takovych
reakcich vyznamnou roli. V této praci byl za Gcelem zvySeni rezistence pouZzit hmyzi
gen kodujici inhibitor serinovych proteaz nazvany SPI-2 (Silk Protease Inhibitor - 2).
Tento gen byl izolovan v tymu prof. RNDr. Frantiska Sehnala, CSc. z Entomologického
tstavu v Ceskych Budgjovicich. Jeho tym se touto problematikou jiz delsi dobu
zabyval, avSak transgenni  rostliny lilku bramboru ziskané ve spolupraci

s RNDr. Lukasem Fischerem, Ph.D., nesouci zakladni formu genu SPI-2 vykazovaly jen
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malé a nereprodukovatelné zmény v rezistenci a protein SPI-2 (s hexa-Histidinovou
kotvou) se v rostlinach nepodafilo detekovat. Vzhledem k vysoké hladiné transkripce
vnesené¢ho genu u mnoha linii mohla byt nizka hladina proteinu disledkem nevhodného
V mé diplomové praci byly proto vytvoireny nové varianty genu SPI-2, Unichz se
predpokladalo dosaZeni vys$$i hladiny proteinu SPI-2 v rostlinach a i nasledné zvyseni

odolnosti.
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2. CILE

Cilem diplomov¢ prace bylo vytvofit linie modelového kultivaru lilku bramboru
(Solanum tuberosum cv. Desireé) transformované rtizn¢ upravenymi variantami genu
SPI1-2, ktery kdéduje inhibitor bakteridlnich a houbovych serinovych protedz. Tento
inhibitor je pfitomen v hedvabnych vlaknech zavije¢e voskového (Galleria mellonella).
Vychodiskem prace byl predpoklad, Ze pfitomnost inhibitoru proteaz utlumi ¢i potlaci
infekci nékterymi patogeny, nebot’ nebudou schopni efektivné vyuzit proteiny hostitele

ke svému rustu a mnozeni.

Diléi cil prace ¢.1:

Vvtvotit konstrukty pro expresi tfi variant SP1-2 v rostlinich.

Dil¢i cil prace ¢.2:

Pfipravenvmi konstrukty transformovat tabdk (transientné) a lilek brambor (stabilng)

a overit expresi vnesenych genu.
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3. LITERARNI PREHLED

Soucasna praxe péstovani velkych ploch geneticky uniformnich monokultur,
a¢ vyhodna z hlediska technologického, ssebou nese znacnd rizika predevsim
snizenou kvantitu i kvalitu kone¢ného produktu (zpravidla potraviny nebo krmiva), coz
muze mit rozlicné negativni disledky, napi. zdravotni, hospodarské a socialni
(Hammond-Kosack et al., 2004). Rostliny se pfirozené brani titoku herbivoru ¢i rozvoji
virovych, bakteridlnich ¢i houbovych infekci, avSak v mnoha piipadech ziistava G¢inné
omezovani negativnich disledki invaze na umélém zasahu ze strany &lovéka. Slechténi
na vyssi pfirozenou rezistenci je tedy velmi vyznamné a kromé klasickych postupii

Vv posledni dob¢ zahrnuje i postupy genového inzenyrstvi.

3.1. FAKTORY NEGATIVNE OVLIVNUJICIi PRODUKCI HLiZ BRAMBORU

Faktory negativné ovliviiujici kvalitu brambor délime na abiogenni a biogenni.
Mezi abiogenni fadime poskozeni zpusobené napf. povétrnostnimi podminkami,
zasolenim a mechanickym poskozenim. Mezi biogenni fadime jiné Zivé organizmy
(Boyer, 1982). Ze skidcu jsou to hlodavci, hlisti (had’atko bramborové), brouci,
pfedevS§im Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata), msice, roztoéi,
plostice, kiisti, motyli, tiplice, tfasnénky, cvréci a slimaci), zivici se poZerem
nebo sanim. Tim nejen narusuji rostlinna pletiva a odebiraji rostliné ziviny potiebné
pro jeji rust avitalitu, ale také tim oteviraji cestu pro ostatni patogeny nebo infekci
pfimo pienaseji. Infekce také mize pronikat priduchy nebo je Casto pfitomna jiz
vsadbé. Infekce byvaji zplsobeny bakteriemi, viry, viroidy, fytoplazmami
(specializovanymi bakteriemi) a houbami (plisnémi). Organizmy, které svou ontogenezi
(celou nebo jeji ¢ast) proziji v tésném kontaktu s rostlinou, a které rostlinu vyuzivaji
a poskozuji, se nazyvaji rostlinné patogeny, pfi¢emz projevy pusobeni patogenu se
oznacuji jako choroby (Hammond-Kosack et al., 2004). Patogeny lze rozd¢lit
na biotrofni (takové, které hostitelskou rostlinu nezabijeji, pouze ji poskozuji),
nekrotrofni (takové, které hostitelskou rostlinu usmrti a pak ziji jako saprofyté)

a hemibiotrofni (zpoc¢atku biotrofni, poté buriky hostitele usmrti), jako napi. Verticillium
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dahliae, plisen, ktera zpocatku napada ziva pletiva a pozdéji infikuje pletiva odumiela
Z dvodu ucpani vaskularniho systému (Bishop & Cooper, 1983). Urcita choroba se
urostliny rozvine, pokud rostlina nerozezna patogen a/nebo nema ucinné obranné
mechanizmy a/nebo jeji obranné mechanizmy nejsou ucinné (Herms & Mattson, 1992).
Patogeny se 1isi i podle toho, zda napadaji celou rostlinu nebo pouze jeji ¢ast, jak je

u konkrétnich ptikladti uvedeno dale.

Rostliny mohou byt vici pisobeni patogena tolerantni, tzn. ze u nich dojde
k infekci, ale ta probéhne bezpiiznakoveé. Takové rostliny mohou byt nebezpecnym
zdrojem infekce pro jiné rostliny. Rostliny také mohou byt rezistentni. V tom piipadé
jsou po napadeni rostliny spustény signalizacni drahy, které zabrani rozvoji infekce
(Baker et al., 1997).

3.1.1. Bakterialni choroby lilku bramboru

Bakteridlni choroby se S§ifi pfedevSim sadbou, neboje Sifi hmyz.
Mezi bakterialni choroby brambor ovliviiujici kvalitu hliz patéi napf. krouzkovitost
brambor zptisobena bakterii Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus a hnéda
hniloba zptsobena bakterii Ralstonia solanacearum. Aktinomycetova obecna
strupovitost brambor, zplsobena nejéastéji druhem Streptomyces scabies, ma vliv
napovrchovou kvalitu hliz. Bakterie rodu Erwinia, napt. E. carotovora
subsp. carotovora, zpusobujici mokrou hnilobu hliz a E. carotovora subsp. atroseptica,
zpusobujici bakterialni ¢ernani stonku, byvaji ¢asto sekundarnimi patogeny, pfedevs§im
po napadeni houbovym patogenem Phytophthora infestans (Perombelon & Kelman,
1980, During et al., 1993).

3.1.2. Houbové choroby lilku bramboru

Plisen bramborova je zpusobena houbou Phytophthora infestans, ktera je
schopna napadnout celou rostlinu. Tento patogen, ktery se vyvinul pravdépodobné

koevoluci s bramborem, je nejdiilezitéjsi bioticky faktor negativné ovliviiyjici produkci
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brambor na celém svété (Niederhauser, 1991). V 19. stoleti byl pii¢inou znamych
hladomora v Irsku. Dalsi houbova choroba, fusariova hniloba, je zptisobena nékterymi
druhy houby z rodu Fusarium. Celkem bylo identifikovano 13 druht, které zptsobuji
fusariovou hnilobu ve svété. Patfi meziné napf. F.solani var. coeruleum,
F. sambucinum, F. avenaceum, F. equiseti, F. acuminatum a F. culmorum (Cullen et al.,
2005). Dalsim houbovym onemocnénim je napt. vlo¢kovitost bramboru zpusobena
houbou Rhizoctonia solani (Carling & Leiner, 1986) a stfibfitost slupky zpusobena
Helminthosporium solani napadajici hlizy pfedevsim béhem jejich skladovani (Jellis &
Taylor, 1977). Dal$im zavaznym onemocnénim je verciliové vadnuti zpusobené jiz
zminénou houbou Verticillium dahliae. Vétsina hub tvofi spory, které se snadno §ifi
ranami po mechanickém poskozeni, ale i pruduchy a nékdy i1 pokozkou (Klosterman et
al., 2009).

3.1.3. Virové choroby lilku bramboru

vewr

listd puisobena PVY (Potato virus Y) avirova svinutka bramboru zpusobena PLRV
(Potato leafroll virus), které napadaji listy a tim snizuji vynos, a dale zdufela nekroticka
krouzkovitost hliz zpisobena PVY-NTN (N-tuber necrotic, kmen viru PVY), ktera
napadd piimo hlizy. Tito vnitrobunééni parazité jsou prenaseni vétSinou zZivociSnymi

vektory (napf. mSicemi, rozto¢i a had’atky), nebo vstupuji do rostlinnych bun€k ranami

ALY

Kerlan, 1991).

3.2. OBRANNE MECHANIZMY ROSTLIN PROTI SKUDCUM

Rostliny maji pfirozené mechanizmy, kterymi se brani patogeniim. Pasivni
ochranu proti bakteriim a houbam piedstavuje napt. kutikula, druhotna ktira (periderm),
proti hmyzu a zivo¢isnym Skidctim napf. trny, trichomy a ostny (Herms & Mattson,

1992). Rostliny maji také komplexni mechanizmy, kterymi se patogentim brani aktivné,
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pfitomné v kazdé své Zzivé buice, a/nebo mechanizmy, kterymi tato bunika dokéze
vyvolat odpovéd v celém rostlinném organizmu. Maji také systémovou pameét
k patogenu trvajici az nékolik tydnt. Tyto mechanizmy mohou byt konstitutivni
nebo inducibilni (Hammond-Kosack & Jones, 1997). Sekundarni metabolity se fadi
do obou Kkategorii. Proti patogennim mikroorganizmiim a herbivornim Zivo¢ichim
rostliny cCasto chrani toxické sekundarni metabolity: terpeny, fenolické latky
(flavonoidy), dusikaté slouceniny jako jsou alkaloidy (u brambor pfedev$im znamy
glykoalkaloid solanin, potencionalné jedovaty pro ¢loveéka) a glukosinolaty (Herms &
Mattson, 1992), dale pak heterogenni glykosidy (kyanogenni glykosidy, saponiny),
fytoalexiny a lektiny. Produkce sekundarnich metaboliti muze byt bud’ konstitutivni,
nebo indukovana az ve chvili, kdy patogen rostlinu napadne. V tu chvili se muze
spoustét i produkce jinych obrannych latek (napf. proteint lektind a inhibitori protedz
(Hildmann et al., 1992). Signalni drahy pro produkci téchto i dalsich latek, dulezitych
pro obrannou reakci rostliny, jsou ovliviiovany rostlinnymi hormony kyselinou
jasmonovou, kyselinou salicylovou, kyselinou abscisovou a ethylenem, které se také
ovliviiuji vzajemné, takze napi. draha spousténa kyselinou jasmonovou a dréha
spousténa kyselinou salicylovou mohou pusobit antagonisticky (Hildmann et al., 1992,
Kessler & Baldwin, 2002).

Hypersenzitivni reakce patfi mezi Casné lokalni reakce. Spousti se ihned
po napadeni rostliny patogenem. Slouzi k zabranéni rozsifeni patogenu formaci zony
mrtvych bunék okolo mista napadeni (Greenberg, 1997, Heath, 2000). Da se tedy
predpokladat, ze tato strategie je Usp&Sna predevSim proti biotrofnim patogentim.
Hypersenzitivni reakci ¢asto pfedchazi rychlé nahromadéni reaktivnich forem kysliku
(Reactive Oxygen Species, ROS) a NO (oxidu dusnatého) v misté napadeni. ROS a NO
spole¢né aktivuji hypersenzitivni reakci. ROS navic pfimo intoxikuji patogena (Lamb &
Dixon, 1997). Patii mezi n¢ kyslikovy radikal (O,7) a z n&j se tvotici hydroxid vodiku
(H207) a hydroxylovy radikal (HO-). Napt. H,O, spousti jednak vzajemné propojovani
strukturnich proteinti bohatych na prolin v bunécné stén¢ (Bradley et al., 1992) a jednak
programovanou bunéénou smrt jedné nebo vice bunék v mist¢ napadeni rostliny

patogenem (Levine et al., 1994).

Po hypersenzitivni reakci se muze aktivovat signalni drdha pro systémove
ziskanou rezistenci (SAR, Systemic Acquired Resistance), ktera spousti produkci
proteinl a fytoalexinll spojenych s posilenim bunécné stény a zajist'uje tak systémovou
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rezistenci na ruznych trovnich (Ryals et al., 1996). SAR je fizena pfedev§im kyselinou
salicylovou. Pii spousténi SAR u bramboru hraje vyznamnou roli protein systemin. Je
analogicky k systeminu rajcete i jinych zastupct rodu Solanaceae a indukuje produkci
inhibitorti proteaz (Pearce et al., 1991). Proteinim, jejichz produkci SAR spousti, se
fika patogenesis-related (PR) proteiny. Jsou to pfedevSim hydrolytické enzymy,
mezi né¢z patii napf. 1,3-B-glukandza, chitinaza, peroxidazy a inhibitory proteaz

(Vanloon, 1985). O inhibitorech proteaz je podrobnéji pojednano dale.

Reakce rostliny s patogenem se nazyva kompatibilni, pokud u rostliny dojde
k projevu infekce. Naopak nekompatibilni se nazyva v ptipad¢, kdy z riznych divoda
k infekci nedochazi. To, zdaje rostlina nachylna k infekci nebo rezistentni zalezi
na mnoha interakcich mezi rostlinou a patogenem na molekularni urovni, pficemz tyto
interakce jsou vzdy jedinecné, lisici se mechanizmem, lokalizaci i ¢asovym rozvrzenim
obrannych reakci. Schopnost rostliny rozeznat patogena je zasadni pro to, zda rostlina

bude napadena ¢i nikoliv (Heath, 1991).

Rostlina je rezistentni ve chvili, kdy je pro patogen nehostitelska, anebo je
hostitelska, ale ma geny rezistence (R geny). Produkty hostitelské rostliny reaguji
s molekulami patogenu a hraji tak kli¢ovou roli pfi jeho rozpoznavani. Tato molekula
muze byt bud’ nespecificky elicitor (napt. fragmenty bun¢k patogenu nebo poskozené
rostlinné bunky (Blumwald et al., 1998), nebo produkt Avr genu (genu avirulence).
Podle teorie ,,gen proti genu“ je reakce R genti s Avr geny vysoce specificka: rostlina
rezistentni vici uréitému patogenu obsahuje specificky R gen odpovidajici specifickému
Avr genu patogena (Schmelz et al., 2009). Napt. R1 gen bramboru izolovany v roce
2001 rozeznava patotyp 1 houbového patogenu P. infestans (Hammond-Kosack &
Parker, 2003). R geny jsou zpravidla dominantni, n€kdy semi-dominantni (Lauge et al.,
princip rozeznavani patogenti a signalizace obrannych mechanizmi zistaly
navzdory evoluci konzervované. DuleZitou roli zde hraji signalni transduk¢ni kaskady.
R geny jsou vysoce polymorfni. Patii sem proteiny fungujici na vSech twrovnich
signalnich kaskad: receptory, pifenaseci signali i efektory (Dangl & Jones, 2001).
Nejcastéji se jednd o proteiny se strukturou obsahujici doménu vazici se do jadra (NB,
Nucleotide Binding) a doménu bohatou na leucin (LRR, Leucine Rich Repeats), ¢asto
se proto nazyvaji ,,NB-LRR R geny*“. NB doména vaze ATP nebo GTP. LRR doména

Casto interaguje s jinymi proteiny nebo vaze ligand. NB-LRR R geny se mohou dale
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délit na TIR-NB-LRR (Toll-like Interleukin 1 Receptor) a CC (Coiled-Coil, Meyers et
al., 2003). Mén¢ casto se jedna o transmembranové serin/threoninové protein-kinazy
nebo extracelularni LRR proteiny s jednou transmembranovou doménou, coz muze
ukazovat mimo jiné na jejich schopnost inhibovat enzymy patogent degradujici
bunéénou sténu rostlin (Hammond-Kosack & Parker, 2003). LRR domény jsou v ramci
R geni vysoce proménlivé, coz naznacuje, ze prav¢ tato doména hraje roli
pfi rozeznavani specifickych Avr gent (Ellis et al., 1999, Dodds et al., 2001). Teorie
,»gen proti genu® je charakteristickd pro obligatni parazity. U fakultativnich patogent je

zpravidla patogenita zaloZena polygenné¢ (Hammond-Kosack & Jones, 1997).

Patogeny jsou schopny piekonat rezistenci rostliny diky zménam ve frekvenci
alel Avr genu v populaci a evoluci téchto gent. Podobné se v ¢ase méni R geny rostlin.
Vétsina R gentl je soucasti multigenovych rodin. R geny byvaji usporadany do velkych
soubort, které utvareji komplexni lokusy. Takové uspotfadani je vhodnym substratem
pro Casté rekombinace, coz zvySuje pravdépodobnost Spatného pdrovani, intra-
a intergenetické rekombinace a zdvojeni gend. Na produkty takovych zmén miize

pusobit selekce a geny se mohou vyvijet (Baker et al., 1997).

3.3. STRATEGIE BOJE SE SKUDCI A PATOGENY LILKU BRAMBORU

3.3.1. Chemicka ochrana

Chemicka ochrana Vv podob& pesticidi zatim hraje v boji proti patogentim
a skidcim hlavni roli, pfedevSim v boji proti houbovym patogenim. Je vSak
velmi nakladna a hlavné zatézuje Zivotni prostiedi a zdravi lidi (Derksen et al., 2013).

Je proto vhodné hledat alternativni feSeni.

3.3.2. Biologicka ochrana

vvvvvv

zahrnuje naptiklad vybér takové lokality pro péstovani rostliny, kde se dana choroba

nevyskytuje (kde neni pfitomné inokulum) a zabranéni tomu, aby inokulum vzniklo.
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V piipadé Ze se tak stane, je nutné omezit jeho dopady na takovou miru, kterd by
pro kvalitu produktu byla unosna z hlediska vynosu, pii¢emzZ cilem neni patogena
zniit. V geografickych polohdch s dostatecnou intenzitou slune¢niho zafeni se
pro dezinfekci pltidy a prevenci infekci pouziva tzv. solarizace pudy, kterd vSak byva
ucinna iv mirném klimatu. Napudu zakrytou zpravidla polyethylenovou folii se
po dobu az 4 tydnii nechd pusobit slunecni energie, kterd je schopna zvysit teplotu
pod folii azna 60 °C, ¢imz se puda desinfikuje. Byla prokazana vyrazna redukce
napadeni brambor patogeny zpusobujicimi strupovitost brambor (S. scabies),
vlo¢kovitost bramboru (R. solani) a verticiliové vadnuti (V. dahliae, Davis & Sorensen,
1986). Biologicka ochrana vSak muze byt i zaméfena viaci urcitému patogenu.
Napfi. pomoci tzv. zeleného hnojeni, pii kterém se do pidy zapravuje biomasa rostlin
pestovanych za timto ucelem. Bylo Gspésné dosazeno zmirnéni piiznakt verticiliového
vadnuti lilku bramboru pomoci zapraveni biomasy Cciroku sudanského, kukufice

a dalsich rostlinnych druht do pudy, ve které byl brambor péstovan (Davis et al., 1996).

Biologickou ochranou v uzsim slova smyslu se rozumi vyuziti zivych organizmu
¢ijejich produkti v boji s patogeny. Takovym organizmim ¢i produktim se ftika
toxiny riznych kment bakterie Bacillus thuringiensis, které se pouzivaji na obranu
rostlin pfedevs§im proti druhtim z fadu motyla, dvoukiidlych a brouka (Schnepf et al.,
1998). Mezinejnovejsi  Uspéchy Vtomto smeéru patfi napi. pouziti bakterie
Pseudomonas syringae (kmentt ESC-10 a ESC-11) pro ¢aste¢nou ochranu skladovanych
brambor pied infekci H. solani a F. sambucinum (Al-Mughrabi et al., 2013).

Vzhledem K vzristajici obavé z pouzivani pesticidi se tyto nové metody
biologické ochrany dostavaji do poptedi zajmu. Je vSak potieba je dale testovat, nez se
zatnou bézné pouzivat jako prostfedek k ochrané rostlin proti patogenim (Derksen et

al., 2013).

3.3.3. Klasické Slechténi

Po dobu delsi nez 10 000 let probihalo Slechténi selekci pozitivni (vybirani

jedinct, ktefi byli nejzivotaschopnéj$i nebo méli ur€ité znaky) nebo selekci negativni
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(eliminace jedincti nezivotaschopnych ¢iSnevhodnymi znaky). Lilek brambor byl
domestikovan pted 4 az 5 tisici lety na uzemi Jizni Ameriky pozitivni selekci na velké
hlizy amaly obsah toxickych glykoalkaloidi. Béhem domestikace casto dochazelo
K pozitivni selekci spontanné vzniklych polyploidd, nebot ti mivaji véEtsi organy.
Piirozena geneticka variabilita arychlost vzniku mutaci jsou omezené, a proto se
ve 20. stoleti v souladu s novymi védeckymi objevy zacalo vyuzivat u¢inki ionizujiciho
zatreni, chemikalii a teplot, které vyvolavaji mutace, a zvySena variabilita ¢i polyploidie
se tak zacala vyvolavat uméle. Polyploidie mize byt navic dosazeno i vzdalenym
kiizenim rostlin  patficich krGznym druhim ¢irodim  (tzv. mezidruhové
nebo mezirodové kitizeni neboli hybridizace). Mezidruhovym k#izenim vzniklo

napt. Triticale (Akhond & Machray, 2009).

Lilek brambor mé pftiblizn¢ 200 divokych piibuznych druhi. Tyto druhy maji
riznou ploidii (2n az 6n). Pfedstavuji obrovsky potencidl alelické diverzity, ¢ehoz se
vyuziva v mezidruhovém kiizeni (v ramci rodu Solanum), napf. pro ziskani rezistenci
k chorobam (Hijmans & Spooner, 2001). Vyuzivaji se pfedev§im druhy S. demissum,
S. acaule, S. spegazzinii, S. stoloniferum a S. chacoense (Tan et al., 2010). Klasické
Slechténi  hralo  dilezitou roli  napf. piiboji  splisni P.infestans, jednim
Z nejrozsifengjSich patogenii bramboru na svété. Ve 20. stoleti byly Slechtény odolné
kultivary brambor pomoci kiizeni s divokym pfibuznym druhem, S.demissum,
anasledne série zpétnych kiiZzeni vzniklych hybridd z F1 generace s kulturnim
bramborem. Takto vznikli kfizenci obsahovali Rpi geny R1, R2, R3, R4 a R10 a byli
rezistentni vuci P. infestans. Patogen vSak nékolik let po uvedeni kultivaru na trh
rezistenci piekonal (Turkensteen, 1993). Ztrata rezistence ziskané kiizenim
S. tuberosum s divokymi piibuznymi za ucelem vneseni R genii byla pozorovéana
opakované. V soucasnosti se proti ni bojuje predevsim pomoci fungicidi. Toto feSeni je
pro farmare jednak drahé a zamofuje Zivotni prostiedi a jednak existuje zde jiz zminéné

riziko vzniku rezistence patogenu na aplikovany fungicid (Song et al., 2003).

Tzv. pyramidovani genti je vhodny zplsob, jak do genotypu rostliny dostat vice
R geni a obejit tak mozny vznik rezistence, za predpokladu, ze je rezistence kodovana
jednim genem (Nelson 1972). Jedna se o soustfedéni vice R genti do jednoho
rostlinného genotypu. Metodami klasického Slechténi tak byly vySlechtény kultivary
bramboru Pentland Dell (1961) ¢i Escort (1982). Tan et al. (2010) vnesli pomoci

tzv. pyramidovani gent dva R geny pro rezistenci vuci P. infestans (Rpi-mcdr @ Rpi-ber)
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Z nekultivovanych odrid bramboru do S. tuberosum a pii analyze odolnosti vzniklych
kultivari pozorovali aditivni efekt. To podle nich pfedznamenava, ze pyramidovani
genll by mohla byt cesta vedouci k vyvoji kultivari brambor vykazujicich rezistenci

srovnatelnou s rezistenci nehostitelskych rostlin.

V plodinach, které byly Slechtény na rezistenci klasickym Slechténim,
nebo v plodinach pfirozené rezistentnich lze tedy ve vysoké mife nalézt vySe zminéné
R geny. Klasické slechténi vSak narazi na limity, napiiklad proto, Ze nékteré R geny jsou
alelické, takze maximalni mnozstvi alel takovych genti v rostlin€ je urceno jeji ploidii.
Navic klasicky zplsob slechténi bramboru je velmi pomaly a obtizny. Obnasi vyse
zminéné Kkiizeni rostlin, nasledované odvozenim klont, selekci rostlin na zakladé
fenotypu a opakovana zpétna kiizeni a mize proto trvat az 15 let (Bradshaw & Mackay,
1994). Redeni problému <&asové naroénosti i omezeni ploidii rostliny nejen

pfi pyramidovani genti mize nabidnout genové inzenyrstvi.

3.3.4. Genové inZenvrstvi

V soucasnosti se nadéje i obavy vkladaji do metod genového inzenyrstvi, které
umoziuji pfimé vnaseni vybranych gent ¢i malych skupin genli do genomu cilového
organizmu. Geneticky modifikované rostliny je mozné dé€lit na cis-genni (vnesen
gen/geny z druhu, se kterym se rostlina pfirozené¢ muze kiizit v ptirodé nebo tradi¢nim
Slechténim) a trans-genni (vnesen gen/geny z druhu, se kterym se rostlina kiizit
nemize, Schouten et al., 2006). Pocatek genového inzenyrstvi mulzeme datovat
do 70. let 20. stoleti, kdy byl pfipraven prvni bakterialni plazmid pro transformaci
(Cohen et al., 1973). Vneseni plazmidu s vlozenym genem do rostlinné burnky se
podafilo roku 1977 (Chilton et al., 1977). Pro rostliny se technik genového inzenyrstvi
zaCalo hojné¢ vyuzivat az po bliz8im poznani mechanizmu transformace rostlinnych
bun¢k pomoci A. tumefaciens v roce 1983 (Hoekema et al., 1983, Klee et al., 1983).
Vytvoreni plodin s endogenni rezistenci k hmyzim patogentim a jejich uvedeni na trh
v roce 1996 bylo povazovano za obrovsky tspéch. Jednalo se o Bt plodiny (plodiny
s vnesenym genem kodujicim endotoxin pochazejici z bakterie B. thuringiensis),

konkrétn¢ o kukutice, brambor a bavinik (Ferry et al., 2004).
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Pouziti genového inzenyrstvi pro modifikaci zaucelem zvySené rezistence
brambor vUci patogeniim zatim z rtiznych divoda nepfineslo trvalé vysledky. Prvni
kultivar geneticky modifikovaného bramboru na svété byl uveden na trh v roce 1994
v USA. Byl to kultivar ,,NewLeaf* s vlozenym genem cry3A z Bacillus thuringiensis
pro rezistenci vii¢i mandelince bramborové. Ve stejném roce nasledoval kultivar
~NewLeaf Y s vlozenym genem cry3A z B. thuringiensis a genem pro obalovy protein
viru PVY, rezistentni va¢i mandelince bramborové iPVY. Vroce 1998 Kkultivar
»NewLeaf Plus“ rezistentni viuci mandelince bramborové aviru svinutky bramboru
(PLRV). Vsechny tyto kultivary byly ur¢eny pro lidskou spotiebu. Po n¢kolika letech
vsak byly z trhu staZzeny pro udajny nezajem spotiebiteli (Reed et al., 2001, Akhond &
Machray, 2009).

Jedna z cest pro zvySovani rezistence je jiz zminéné vyuziti geni kodujicich
typy molekul rostlinam vlastni pfi obrannych reakcich. U lilku bramboru bylo
provedeno mnoho takovych pokusti. Vnesenim genu pro oxidazu glukézy do brambor
bylo napt. dosazeno zvySené hladiny H,O; v listech i hlizach a diky tomu se u rostlin
projevila silna rezistence vuci E. carotovora subsp. carotovora azvysena rezistence
vici P. infestans (Wu et al., 1995). Inhibitory proteaz, byly pro zvySovani rezistence
pomoci genového inzenyrstvi vyuzity jiz v 80. letech 20. stoleti. Hilder et al. (1987)
vnesl gen z fazole vigna (Vigna unguiculata) kodujici trypsinovy inhibitor do tabaku
a modifikované rostliny v polnich testech ukézaly rezistenci vii¢i jim vlastnim hmyzim
patogenim. Techniky genového inzenyrstvi pro pyramidovani gent inhibitorti protedz
vyuzili také Santamaria et al. (2012), ktefi vnesli do Arabidopsis thaliana dva geny
z je¢mene kodujici proteazové inhibitory a docilili tim zvySené odolnosti viici sviluSce

chmelové.

3.3.4.1. Inhibitory serinovych proteaz

Pravé inhibitory protedz patii u rostlin pravdépodobné k nejzndméjSim
PR proteinim, které slouzi rostlinam jako obranny mechanizmus (Parent & Asselin,
1984). Vazi se doaktivniho mista proteaz, ¢imz inhibuji jejich aktivitu,
a tedy schopnost patogenti a sktidct vyuzit ziviny z rostlinnych pletiv. Jeden z mnoha

takovych gend u bramboru je napi. pin2 (proteinase inhibitor I, Hildmann et al., 1992).
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Bylo prokazano, Ze hmyzi $kudci jsou rezistenci schopni eventuelné pickonat.
V pokusech se to projevilo piiristkem hmotnosti uhmyzu krmeného rostlinami
transformovanymi proteazovymi inhibitory (McManus et al., 1994, DelLeo et al., 1998).
Bown et al. (1997) poprvé popsali mechanizmus, jakym hmyzi $ktdce piekonava
rezistenci K rostlinnym inhibitorim protedz. Byly zkoumany proteazy piitomné
Vv zazivacim traktu Cernopasky bavinikové (Helicoverpa armigera), ktera také napada
brambory. Ukazalo se, ze pii krmeni Skiidce potravou s inhibitory protedz zacal tento
Skiidce produkovat jiné proteazy, necitlivé k inhibitoru. Vnaseni genii pro inhibitory
proteaz z organizmu fylogeneticky co nejvice vzdalenych od hostitelskych rostlin

jednotlivych skiideti by teoreticky mohlo oddalit vznik této rezistence u Skidct.

3.3.4.2. Gen SPI-2

SPI-2 se fadi mezi inhibitory serinovych protedz, coz jsou proteazy se serinem
v aktivnim centru. Patii mezi n¢ napf. lidské enzymy trypsin, chymotrypsin, elastaza,
serinova karboxypeptidaza II, protedaza A a protein C. Mezi bakterialni serinové
proteazy patii napf. subtilisin a pronaza, z houbovych je to proteinaza K. Jsou Siroce
roz§ifené v rostlinné i zivo¢isné #isi (Nirmala et al.,, 2001). Jelikoz se pofadi
aminokyselinovych zbytkli mezi skupinami serinovych proteaz mnohdy velmi lisi,
soudi se, Ze vznikly konvergentni evoluci. Homologie v aktivnich mistech vSak svédci

pro to, ze maji vSechny stejny katalyticky mechanizmus (Rawling & Barret, 1993).

Gen SPI-2 pochazi ze zavijece voskového (Galleria mellonella). Protein SPI-2 je
vylucovan jeho larvami spolu s hedvabnymi vlakny. Larvy zavijeCe se zivi vcelim
voskem a v plastech zanechavaji chodbicky vystlané hedvabnymi vlakny, které inhibitor
SPI-2 chrani proti mikrobialni degradaci. Bylo prokazano, ze SPI-2 inhibuje bakterialni
proteazy (subtilisin, pronaza) i houbové proteazy (proteiniza K). Protein SPI-2 byl
izolovéan z hedvabnych vlaken a poté sekvenovan pomoci N-terminalniho sekvenovani.
RNA byla pfipravend ze Zzlaz produkujicich hedvabnad vldkna. PfisluSny gen byl

nasledné izolovan z cDNA pomoci degenerovanych primert (Nirmala et al., 2001).
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4. MATERIAL A METODY
4.1. BIOLOGICKY MATERIAL

4.1.1. Bakterie

4.1.1.1. Priprava kompetentnich bunék E. coli

Bakterie Escherichia coli (dale E. coli), kmen DH50 (Sambrook et al. 1989),

byly pouzity pro namnozeni plazmidu pfi pfipravé genovych konstrukta.

Bakterie E.coli byly zaoCkovany napevné LB médium (Tabulka 4.1)
a kultivovany pii 37 °C ptes noc. Jedna aZ tfi samostatné kolonie byly zaockovany
do 50 ml tekutého LB média a acrobné kultivovany pii 37 °C pies noc (160 ot./min).
5ml suspenze bylo pieneseno do 200 ml tekutého LB média (Tabulka 4.1) adale
probihala aerobni kultivace pii 37 °C do optické denzity (O.D.) 0,4 (600 nm, kyveta
1 cm). Poté byla suspenze 15-30 minut chlazena naledu za obCasného promichani.
Dalsi kroky probihaly pfiteploté¢ blizké 0°C. Suspenze byla pfenesena
do centrifugac¢nich kyvet a centrifugovana (4°C, 18009, 10 min). Sediment byl
postupné resuspendovan a bakterie nasledné opét sedimentovany ve 400 ml a 200 ml
vychlazené destilované vody av 10ml sterilniho vychlazeného 10% glycerolu.
Vysledny sediment byl resuspendovan v 800 ul vychlazeného GYT média (Tabulka
4.2). Byla zméfena O.D. (600 nm, kyveta 1 cm) suspenze nafedéné v poméru 1:100.
Podle vysledné O.D. byla suspenze nafedéna na koncentraci 2% 10 az 3x10'° bungk/ml
GYT médiem (pfi O.D. = 1,0 je koncentrace ~2,5x10° bundk/ml). Suspenze bakterii
byla pipetovana po 40 ul do mikrozkumavek, které byly zmrazeny Vv tekutém dusiku

a dale uchovavany pii —80 °C.

Tabulka 4.1: SloZeni pevného i tekutého LB média pouzivaného pfi kultivaci bakterii.

Pevné Tekuté Sterilizace
Slozka Koncentrace | Slozka Koncentrace

pepton (trypton) 10 g/l pepton (trypton) 10 g/l

kvasniény extrakt | 5 g/l kvasniény extrakt | 5 g/l v autoklavu
NaCl 10 g/l NaCl 10 g/l

agar 17,5 g/l agar -
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Tabulka 4.2: SloZeni GYT média pouzivaného pfi kultivaci bakterii.

Slozka Koncentrace/mnozstvi | Sterilizace
100% glycerol 100 ml/I

Kvasniény extrakt | 1,25 mg/l filtraci (0,22 um)
Pepton (trypton) 2,5 mg/l

4.1.1.2. Elektroporace E. coli

Elektroporace byla pouzita k transformaci  bakterii. ~Mikrozkumavka
s kompetentnimi bufikami E. coli byla umisténa na led. K suspenzi bun¢k byly pfidany
3 ul odsolené ligacni smési (piipadné cca 10 ng precisténé¢ho plazmidu) a smés byla
1 minutu inkubovana na ledu. Poté byla pfenesena do elektroporaéni kyvety a sklepnuta
na jeji dno. Kyveta byla pienesena do elektroporatoru (Bio-Rad Gene Pulser Apparatus)
abyl aplikovan elektricky puls (25 pF; 2,5 kV; 200 Q). Nasledné¢ byla suspenze
vyplachnuta z kyvety jednim ml SOC média (Tabulka 4.1) apienesena do sterilni
zkumavky s bakteriologickou zatkou. V ni byly bakterie aecrobné kultivovany 1 hodinu
pii 37 °C apotébyla cCast ¢ivSe vyseto napevné LB médium (Tabulka 4.1)

s kanamycinem (Tabulka 4.4).

Tabulka 4.3: SloZzeni SOC média, YEB-recovery média a YEB média pouzivanych pfi kultivaci bakterii.

SOC YEB-recovery | YEB
Slozka médium médium médium Sterilizace
Koncentrace | Koncentrace Koncentrace
pepton (trypton) 20 g/l 10 g/l 10 g/l
kvasni¢ny 59/l 1g/ 1g/
extrakt
glukédza 3,6 g/l - - ;
sachardza - 5 g/l 5 g/l filtract
NaCl 0,58 g/l 5.8 g/l - (0,22 pm)
KCI 0,186 g/l 1,86 g/l -
MgCl, 0,95 g/l 9,59/ -
MgSQO, 1,29/ 12 g/l 2g/l
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Tabulka 4.4: Standardni koncentrace antibiotik v médiich a jejich pfiprava.

Antibiotikum Zasobni roztok Standardni Sterilizace
koncentrace
V médiich
kanamycin 50 mg/ml destilované vody 50 mg/Il filtraci (0,22 pm)
rifampicin 10 mg/ml methanolu 100 mg/I neni nutna
gentamycin 25 mg/ml destilované vody 25 pg/ml filtraci (0,22 pm)
claforan (taxcef, 100 mg/ml destilované vody 300 mg/I neni nutna
cefotaxime) (sterilni) (sterilni prasek)

4.1.1.3. Priprava kompetentnich bunék A. tumefaciens

Pro transformaci  lilku bramboru itabaku byly pouZivany bakterie
Agrobacterium tumefaciens (dale A. tumefaciens) kmen C58C1. Tento kmen obsahuje
plazmid pGV2260 s vir geny, jejichz produkty umoziuji pfenos T-DNA (Deblaere et al,
1985).

Bakterie A. tumefaciens byly zaockovany na pevné LB médium (Tabulka 4.1)
s rifampicinem (Tabulka 4.4) akultivovany pii 28 °C po dobu 3 dnt. Jedna az tii
samostatné kolonie byly zaockovany do 10 ml tekut¢ého LB média a aerobné
kultivovany pti 28 °C ptes noc (160 ot./min). 10 ml suspenze bylo pfeneseno do 400 ml
tekuttho LB média (pfedem temperovaného na 28 °C) adale probihala aerobni
kultivace pti 28 °C do O.D. 0,6 (600 nm, kyveta 1 cm). Poté byla suspenze 15-30 minut
chlazena naledu za oblasného promichani. Dalsi kroky probihaly pfi teploté blizké
0 °C. Suspenze byla pienesena do centrifugacnich kyvet a centrifugovéana (4 °C, 1800 g,
10 min). Sediment byl postupné resuspendovan a bakterie byly nasledné opét
sedimentovany ve400ml a200ml vychlazené destilované vody av 10 ml
vychlazeného sterilniho 10% glycerolu. Vysledny sediment byl resuspendovan v 800 pl
10% glycerolu. Byla zméfena O.D. (600 nm, kyveta 1 cm) suspenze nafedéné v poméru
1:100. Podle vysledné O.D. byla suspenze nafedéna na koncentraci 2x10%
az 3x10™ bun&k/ml 10% glycerolem (pii O.D. = 1,0 je koncentrace ~2,5x108 bungk/ml).
Suspenze bakterii byla rozpipetovana po 100 pul do mikrozkumavek, které byly

zchlazeny v tekutém dusiku a dale uchovavany pii —70 °C.

26



4.1.1.4. Elektroporace A. tumefaciens

Mikrozkumavka s kompetentnimi bunikami A. tumefaciens byla umisténa na led.
K suspenzi bun¢k bylo pfidano cca 0,1 pug predisténého plazmidu (maximalné 5 ml)
a smé&s byla 1 minutu inkubovana na ledu. Poté byla pfenesena do elektroporacni kyvety
a sklepnuta na jeji dno. Kyveta byla pienesena do elektroporatoru (Bio-Rad Gene Pulser
Apparatus) abyl aplikovan elektricky puls (25 puF; 2 kV; 200 Q). Nasledné byla
suspenze vyplachnuta z kyvety 1 ml YEB-recovery média (Tabulka 4.3) a pfenesena
do sterilni zkumavky s bakteriologickou zatkou. V ni byly bakterie kultivovany
3 hodiny pfi 28 °C a poté byla ¢ast ¢i vSe vyseto na pevné LB médium s kanamycinem

a rifampicinem (Tabulka 4.4).

4.1.2. Vektory

4.1.2.1. pDrive Cloning Vector

Vektor pDrive Cloning Vector (dale pDCV, Obrazek 4.1) je obsazen v Kitu
pro TA klonovani PCR fragmentii (QUIAGEN PCR Cloning Kit) v linearizované formé
s pfesahujicimi uridiny. Vektor obsahuje klonovaci misto (multiple cloning site, MCS).
Pfed MCS je laktéozou ¢iIPTG indukovatelny promotor P ¢ Sgenem LacZ
pro a-peptide LacZ, ktery je vyuzivan pii modro-bilé selekci plazmidi s inzerci.
Do MCS byly pomoci TA klonovani vlozeny geny SPI-2 upravené pomoci PCR. Vektor
také nese gen nptlll prorezistenci vuci kanamycinu agen bla pro rezistenci

vaci ampicilinu.
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Obrazek 4.1: Plazmid pDCV (pDrive Cloning Vector) o velikosti 3,9 kb, do kterého byly pomoci TA klonovani vkladany
geny. Plazmid byl poté elektroporaci vnasen do E. coli.

4.1.2.2. pCP60

pCP60 (laskavé poskytl Dr. Ratet, Obrazek 4.2) je binarni vektor pro mnozeni
v E. coli a A. tumefaciens nesouci T-DNA kazetu s MCS mezi 35S promotorem (z viru
kvétakové mozaiky) a pAnos (nopalin syntizovym terminatorem z A. tumefaciens)
agenem nptll (kédujicim neomycin fosfotransferazu) pro selekci transformovanych
rostlinnych bun¢k diky rezistenci vici kanamycinu. Vektor pCP60 obsahuje také gen

nptlll, ktery rezistenci vii¢i kanamycinu poskytuje bakteriim.
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Obrazek 4.2: Plazmid pCP60, binarni vektor, pouZivany pro mnozeni v E. coli a A. tumefaciens.
Obsahuje MCS mezi promotory 35S a pAnos.
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4.1.3. Rostliny

4.1.3.1. Kultivace tabaku

Semena tabaku Nicotiana benthamiana (dale N. benthamiana) byla zaseta
na raSelinové brikety a rostliny byly péstovany pii fotoperiod¢ 16 hodin svétla a 8 hodin
tmy, pi ozéafenosti 120 W-m™. Na jedné briket& rostly 4 rostliny. Ve stafi 2 tydni byly

rostliny i s briketami pfeneseny do kvétinact o pruméru 10 cm.

4.1.3.2. Transformace tabaku

N. benthamiana se bézn¢ pouziva pro navozeni transientni transformace
agroinfiltraci (infiltraci A. tumefaciens), diky které je mozné dosahnout exprese

vnesené¢ho genu za relativné kratky ¢as (Mokrzycki-Issartel et al, 2003).

Do2ml MPB média (25g/1 Zivného bujonu ¢.2, Imuna) s kanamycinem
arifampicinem (Tabulka 4.4) byla zaockovana jedna kolonie A.tumefaciens
transformovaného genem SPI-2-T. Do dalSich 2 ml MBP média s kanamycinem,
rifampicinem a gentamicinem byla zaoCkovana jedna kolonie A.tumefaciens
transformovaného genem pl9 pro virovy supresor RNA silencingu (Voinnet et al.,
1999). Kultury byly péstovany aerobné (160 ot./min) pii 28 °C pies noc do stacionarni
faze. 1 ml kazdé kultury byl centrifugovan (1800 g, 5 min), peleta promyta 1 ml
infiltratniho média (Tabulka 4.5), znovu centrifugovan za stejnych podminek
aresuspendovan v 0,5 ml infiltraéniho média s pfislusnymi antibiotiky pro kazdy
ze dvou konstruktii. Byla zméfena O.D. (600 nm, kyveta 1 cm) 50x ziedéné suspenze.
Suspenze byly smichany a nafedény infiltratnim médiem tak, aby O.D. konstruktu
SPI-2 odpovidala 0,03 a O.D. konstruktu p19 odpovidala 0,05.

Agroinfiltraci byly transformovéany dobte vyvinuté listy 5 tydnii starych rostlin.
Listy byly ptiblizn¢ 1 hodinu pted infiltraci intenzivné osvétleny, aby se priduchy plné
oteviely. Smés pro agroinfiltraci byla nabrana do 1 ml injekéni stiikacky bez jehly,

ktera byla nasledné opiena o list z abaxialni strany a smés byla pomalu vtlacena do listu
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s protioporou ruky v latexové rukavici. Vzorky infiltrovanych listi byly sklizeny

ve dvoudennich intervalech (2., 4. a 6. den).

Tabulka 4.5: SloZeni infiltracniho média (pouzivané pro infiltraci tabaku).

Slozka Koncentrace | Pozn. Sterilizace

MES 50 mM pH 5,6

NazPO, 2mM - p L e ver Vel
alukoza 0.5 % . neni nutna (pii okamzitém pouziti)
acetosyringon 100 uM -

4.1.3.3. Kultivace bramboru

Propraci byly pouzity rostliny lilku bramboru Solanum tuberosum L.
cv. Désirée pochazejici z Agricultural Biotechnology Center v G6doll6 v Mad’arsku.

Rostliny byly kultivovany v invitro podminkdch napevném LS médiu
(Linsmayer & Skoog, 1965) s ptidavkem 3% sacharozy (Tabulka 4.6), pfi fotoperiodé
16 hodin svétla a 8 hodin tmy, teplot& 22-24 °C a ozéfenosti 120 W-m™. Pro mnoZeni se

pouzivaly vrcholové ¢i nodalni stonkové segmenty.

Tabulka 4.6: SloZeni LS média pouzivaného pro kultivaci lilku bramboru.

Slozka Koncentrace | Uprava pH Sterilizace
MS soli (Sigma) 4,33 g/l

sachardza 30 g/l

inositol 0,19/l

kasein 19/

pH 5,8 pied pfidanim agaru

vitamin B1 (thiamin) 0,1 mg/l v autoklavu
vitamin B6 (pyridoxin) 0,1 mg/l

kyselina nikotinova 0,5 mg/l

glycin 3 mg/l

agar 8 g/l -
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4.1.3.4. Transformace bramboru

Pro transformaci byly pouzity rostliny 4 tydny staré, narostlé in vitro
z vrcholovych segmentii. Ze stiednich casti rostlin byly odfiznuty tmavé zelené listy
pfiblizng stejné velikosti. Ziletkou v peanu byly provedeny 2 fezy pies stiedni Zilku
vedené ze spodni strany kazdého listu polozeného svrchni stranou na polystyrenové
Petriho misce. Listy byly poté polozeny svrchni stranou na hladinu tekutého 2MS média
(Tabulka 4.7). Kazda Petriho miska o priméru 9 cm obsahovala 20 ml 2MS média.
Po polozeni listt na médium bylo do média v kazdé Petriho misce ptidano 100 pl
Cerstveé narostlé suspenze A. tumefaciens transformovaného genem SPI-2. Po dobu dvou
dni probihala kokultivace listi s A. tumefaciens ve tmé pii pokojové teploté. Poté byly
listy osuSeny polozenim na sterilni filtraéni papir a pfeneseny na pinzetou rozméelnéné
CIM médium (Tabulka 4.7) s ptidavkem rostlinnych hormont a antibiotik kanamycinu
a claforanu (Tabulka 4.4), tak, aby listy pfiléhaly celou svrchni stranou na médium.
Kultivace probihala pii fotoperiodé 16 hodin svétla a 8 hodin tmy, teploté 22 - 24 °C
a ozéafenosti 120 W-m™. Po sedmi dnech byly listy pfeneseny na pinzetou rozmé&lnéné
SIM médium (Tabulka 4.7) a kazdych 7 dni byly pfeneseny na Cerstvé SIM médium.
Pryty regenerujicich rostlin byly odfezavany Ziletkou upevnénou v peanu a kultivovany

v LS médiu (Tabulka 4.6) s kanamycinem a claforanem.
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Tabulka 4.7: SloZeni médii pouzivanych pfi transformaci lilku bramboru pomoci kokultivace s A. tumefaciens (2MS)

a pri regeneraci po transformaci (CIM a SIM).

Slozka Koncentrace v jednotlivych médiich | Zasobni | Sterilizace
2MS CIM SIM roztoky

MS soli (Sigma) 4,33 g/l 4,33 g/l 433¢g/l | -

sachar6za 20 g/l - - -

glukdza - 16 g/l 16 g/l -

inositol 0,1g/ 0,1g/ 0,1g/ -

ZnS04 x 7 H,0 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l -

vitgmip Bl 0,1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l | 100 mg/I v autoklavu

(thiamin)

vitamin B6 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5mg/l | 100 mg/I

(pyridoxin)

kyselina 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5mg/l | 500 mg/I

nikotinova

glycin 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 39/l

agar 8 g/l 6 g/l 6 g/l - -

kanamycin - 50 mg/I 50 mg/I 50 mg/ml | filtraci (0,22 pm)
\% ddeO

claforan (taxcef, - 300 mg/I 300 mg/l | 100 neni nutna (sterilni

cefotaxime) mg/ml v prasek)
ddH,0

NAA - 5 mg/l 0,02 mg/l | 2,5 mg/ml | filtraci (0,22 pum)
v 35%
ethanolu

BAP - 0,1 mg/l - 1mg/10 | filtraci (0,22 pm)
mlv 10
mM KOH

GA3 - - 0,02 mg/l | 1 mg/10 filtraci (0,22 pm)
ml v 35%
ethanolu

trans-zeatin - - 2 mg/l 1 mg/ml filtraci (0,22 um)

ribosid (Sigma) v 70%
ethanolu

Pozn.: GA3 a trans-zeatin ribosid ptidany po sterilizaci a ochlazeni

4.1.3.5. Sklizeni rostlinného materialu

Listy tabaku i bramboru byly sklizeny po 80 mg (pro téely izolace RNA) 150 g
(pro ucely izolace DNA) nebo po 200 g (pro ucely izolace proteinti) do mikrozkumavek,

ihned zchlazeny v tekutém dusiku a nasledné skladovany pii —70 °C.

4.2. PRACE S DNA

4.2.1. PCR

PCR slouzi k namnozeni nebo k Gpravé tiseki DNA. Probiha ve tfech krocich:

1) denaturace pii 94 °C po dobu 30 sekund, 2)nasedani primera pii(Ty-5) °C
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a 3) polymerace pii 72 °C (pfi pouziti Taq polymerazy) po dobu 1 minuty na kazdych
1000 bp. Prvni denaturace probiha déle (az 3 minuty). Tyto 3 kroky se opakuji zpravidla
v 10ti az 35ti cyklech, podle typu reakce (Tabulka 4.8).

Tabulka 4.8: SloZeni PCR reakce.

Slozka MnoZstvi

Templatova DNA (plazmid) 50 — 200 ng (5 — 10 ng)

10x PCR buffer Sul

25 mM MgCl, 3ul

10 mM dNTP 1 ul

1 mM primer forward 1 pl

1 mM primer reverse 1 pl

Tag polymeraza 1,25 - 2,5 U (koncentrace 5 U/pl)

4.2.2. Elektroforéza DNA

Elektroforéza DNA je zaloZena natom, Ze negativné nabité molekuly DNA
putuji v agaréozovém gelu ve stejnosmérném elektrickém poli od katody k anodé,
pii¢emz ¢im vétsi molekula DNA je, tim pomaleji se v gelu pohybuje. V zavislosti
na velikosti fragmentu je vhodné piipravit gel s upravenou koncentraci agardzy (vyssi

koncentraci agar6zy pro mensi fragmenty a naopak).

Elektroforeticky gel byl pfipraven jako 1,2% roztok agardzy rozpusténé
v 0,5x TAE pufru (fedén ze zasobniho roztoku 50x TAE pufru, Tabulka 4.9) za stalého
opatrného zahfivani v mikrovinné troubég, po Gplném rozpusténi byl roztok zchlazen
pod tekouci vodou napfiblizn¢ 70°C abyl don& pfidan roztok GelRed
(1 ul/10ml gelu, Biotium, fluorescentni barva vizualizujici v UV zéafeni nukleové
kyseliny v gelu) v mnozstvi 100 ul/l. Roztok byl nalit do formy a do n&j byl zasunut
hieben. Po utuhnuti (asi 40 minut) byl hieben vynat, gel byl vlozen do elektroforetické

vany a zalit 0,5x TAE pufrem.

Tabulka 4.9: SloZeni 50x TAE pufru.

Slozka Koncentrace/MnoZstvi
Tris base 242 g/l

ledova kyselina octova 57,1 ml/l

0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml/I
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Tabulka 4.10: SloZeni nanaseciho pufru.

NanaSeci pufr

0,025 % bromfenolova modf

30 % glycerol

Do jamek geltt byly naneseny vzorky smichané v poméru 5:1 s nanasecim
pufrem obsahujicim bromfenolovou modi (Tabulka 4.10), ktera umozni kontrolovat, jak
vzorky v gelu cestuji (pohybuje se jako piiblizné 500 bp velkd molekula DNA).
Do jedné jamky byl nanesen marker molekulovych vah obsahujici molekuly DNA
znamé velikosti (,,GeneRuler 100 bp DNA Ladder nebo ,,GeneRuler 1 kb DNA
Ladder* (Obrazek 4.3, Fermentas). Elektroforéza probihala zpravidla pii napéti 75 V
po dobu 30 min. Gel sjednotlivymi rozdélenymi tiseky DNA byl zdokumentovan

pomoci UV-transiluminatoru (G:BOX, Syngene).
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Obrazek 4.3: Markery molekulové hmotnosti 100 bp a 1 kb pouZivané pfi elektroforéze DNA.

4.2.3. Sekvenace

Podle intenzity signalu na elektroforéze byla vypocitana koncentrace DNA
vzorku. Do tenkosténné sekvenacni mikrozkumavky bylo piidano podle koncentrace

DNA az 13,7 ul plazmidu (100-200 ng DNA) a0,3 ul primeru. Do pozadovaného
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objemu 14 ul byl vzorek doplnén ddH,O. Samotna sekvenace probihala v Laboratofi
sekvenace DNA na PiF UK. Vysledna sekvence byla prohlizena v programu Chromas
LITE.

4.2.4. lzolace DNA 7 agarozového gelu

(QIAEX Il Agarose Gel Extraction Protocol, QIAGEN)

UV zafenim byly vizualizovany jednotlivé fragmenty DNA. Pozadované
fragmenty byly ¢istym skalpelem urychlené vytiznuty a vlozeny do mikrozkumavky.
DNA byla z gelu izolovana pomoci kitu QUIAEX Il Gel Extraction Kit od firmy
Qiagen. Byla zjisténa hmotnost vyfiznutého useku (zvazenim a odectenim hmotnosti
pfedem zvazené mikrozkumavky). Podle velikosti fragmentu bylo ptidano tolik QX1
purfu (nebo ddH,0) v mililitrech, kolik se rovna nasobku hmotnosti vyfiznutého useku

v miligramech (Tabulka 4.11).

Tabulka 4.11: Mnozstvi pfiddvaného QX1 pufru nebo ddH,0 urcené velikosti vyfezaného fragmentu.

Velikost fragmentu | MnozZstvi QX1 pufru v ml Mnozstvi ddH,O v ml
mensi nez 100 bp 6x hmotnost Giseku v mg -

100 bp — 4 kbp 3x hmotnost tseku v mg -

vetsi nez 4 kbp 3x hmotnost Giseku v mg 2x hmotnost iseku v mg

Poté bylo ptidano 10 ul QUIAX Il, homogenizovano vortexovanim 30 sekund)
a inkubovano v blo¢ku (50 °C, 10 min, kazdé 2 minuty vortexovano). Po centrifugaci
(30s, 1800 g, RT) byl slit supernatant a sediment byl resuspendovan v 500 ul QX1. Toto
bylo vortexovano, centrifugovano (30s, 1800 g, RT) a sediment opé¢t slit. Tento krok byl
2x opakovan s 500 pl PE pufru. Zbytek PE pufru byl poté odsat a peleta byla opatrné
vysuSena u vétradku. Tésné pred uschnutim byla peleta resuspendovana v 10 pl ddH,O
nebo 1 mM Tris-HCI (pH 8,5). Pro uvolnéni DNA byla suspenze nasledné¢ inkubovana
podle velikosti DNA (Tabulka 4.12) a centrifugovana (30s, 1800 g, RT).

Tabulka 4.12: Doba inkubace pelety resuspendované v ddH,0 nebo 1 mM Tris-HCl uréena velikosti vyrezaného

fragmentu.
Velikost fragmentu Teplota | Doba inkubace
mensi nez 4 kbp RT 5 min
4 kbp — 10 kbp 50 °C 5 min
vétsi nez 10 kbp C 10 min
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Supernatant byl odsat a pfeveden do novych mikrozkumavek. Peleta byla jesté
jednou promyta 5 ul ddH,O nebo 10 ul 1 mM Tris-HCI, centrifugovana a supernatant
byl opét preveden do mikrozkumavky z ptedchoziho kroku. Déle byla DNA skladovana
pfi teplote —20 °C.

4.2.5. Restrikéni Stépeni

Ke stépeni plazmidi ve specifickych restrikénich mistech v MCS byly
pouzivany specifické restrikéni endonukleazy (Fermentas). Restrikéni $tépeni bylo
pouzito vyjimani Usekii DNA z plazmidl a pii kontrolnim Stépeni (kontrola vloZeni
useku do plazmidu). Smési pro restrikci byly michany podle koncentrace a velikosti

plazmidu, pouzivaného restrikéniho enzymu, jeho aktivity a poctu restrikénich mist.

4.2.6. Izolace plazmidové DNA z bakterii

(SV minipreps DNA Purification System, Promega).

Pfes noc narostla bakterialni kultura byla nadvakrat stoCena v 1,5ml
mikrozkumavce (30s, 1800 g), supernatant byl vylit a zbytek odstranén ve vodni
vyvéve. Sediment byl resuspendovan ve 250 pul ,,Cell Resuspension Solution®
a vortexovan. Poté bylo ptidano 250 ul ,,Cell Lysis Solution®, zkumavka byla 3krat
opatrné prevracena aponechana 1-5min vklidu. Nasledné bylo ptidano 350 pl
»Neutralization Solution”, ¢imz byla ,,Cell Lysis Solution® neutralizovéna,
minizkumavka byla 3krat pfevracena a smés byla centrifugovana (10 min, 1800 g, RT).
Supernatant byl pfeveden do,,Spin Column® centrifugac¢nich kolonek, které byly
vloZzeny do,2ml Collection Tube* sbérnych mikrozkumavek a tento komplex byl
centrifugovan (1 min, 1800 g, RT). Kolonky byly nasledné¢ promyty 750 ul ,,Column
Wash Solution* s 95% EtOH a centrifugovany (1 min, 1800 g, RT). Tento krok byl
opakovan s 250 pul ,,Column Wash Solution® s EtOH a2 minutovou cenrifugaci.
Kolonky byly pfeneseny do novych 1,5ml mikrozkumavek abyly promyty 100 pl
ddH,0, ¢imz se DNA uvolnila abyla zachycena do mikrozkumavky. Dale byl

izolovany plazmid skladovan pii teploté blizké —20 °C.
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4.2.7. Ligace

Vektor i fragment byly Stépeny restrikénimi enzymy, ¢imz vznikly kohezivni

konce. Pomoci elektroforézy byly ptecistény. Aliquoty izolovanych usekl byly opét

naneseny na elektroforeticky gel spolu s markerem, probéhla elektroforéza a vysledek

byl zdokumentovan (GeneSnap,

Syngene).

Pomoci

markeru byla vypocitana

koncentrace useki, podle které se urcilo piesné slozeni reakce tak, aby mnozstvi

fragmentu 5 az 7krat prevySovalo mnozstvi vektoru (Tabulka 4.13). Ligace probihala

pti 15 °C (2 hod az pies noc) a poté byla ligaza inaktivovana (10 min, 68 °C).

Tabulka 4.13: SloZeni obecné liga¢ni smési.

vektor (ng)

fragment

pufr (ul)

T4 ligiza (ul)

dH,0

10-50

stechiometricky

1,5-2,5 1

0-15

4.2.7.1. Ligace do pDCV

Ligace konstrukti do pDCV probihala pomoci TA klonovani (QUIAGEN PCR

Cloning Kit). Slozeni reakce vyjadiuje Tabulka 4.14.

Tabulka 4.14: SloZeni ligacni smési pti ligaci konstrukt( do pDCV.

Slozka Varianta SP1-2-T | Varianta SP1-2-Y
pDCV (50 ml/ul) 1 pl 1 ul

PCR produkt 0,6 ul 1 ul

ddH,0 3,4 ul 3ul

Ligation Master mix Sul Sul

Celkem 10 pnl 10 ul

4.2.7.2. Ligace do pCP60

Plazmidy pDCV nesouci konstrukty SPI-2-T i SPI-2-Y byly $tépeny (Tabulka

4.15), ¢imz se z nich vysteépily uvedené konstrukty. Zaroven byl §tépen plazmid pCP60

s genem pro GFP. Liga¢ni smési byly ptipraveny podle Tabulky 4.13).
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Tabulka 4.15: St&peni pDCV a pCP60+.

Stépeni pDCV Stépeni pCP60+

Slozka MnoZstvi Slozka MnoZstvi
pDCV 18,6 ul pCP60+ 3,1l
enzym Xbal 0,5 ul enzym Xbal 1,25 pl
enzym Kpnl 0,3 ul enzym Kpnl 0,7 pl
pufr BamHI 2,5 ul pufr BamHI 2,5 pl
Celkem 25 ul Celkem 25 ul

4.2.8. Odsoleni lisa¢ni smési

Odsoleni ligaéni smési probihalo v ,odsolovacich kolonkach* vyrobenych
naplnénim mikrozkumavky gelem (1% agar6za, 100 mM glukéza) a vloZenim Spicky
pipety, kterd byla po utuhnuti gelu odstranéna. Smés byla nanesena do prohlubné
vytvorené Spickou pipety, odsoleni probihalo 90 min pii 4 °C. Poté byla smés pouzita

k elektroporaci.

4.2.9. Priprava a ovéreni modifikovanvch genu

Ob¢ varianty gent pro stabilni expresi SPI-2 v cytoplazmé (SPI-2-T a SPI-2-Y)
kodujici proteiny lisici se vjedné aminokyselingé (T - threonin, Y -tyrozin) byly
piipraveny z téhoz plazmidu pPICZaB (plazmid nesouci gen SPI-2 ziskany od prof.
Sehnala) dvéma nezavislymi PCR reakcemi. Konstrukt SPI-2-T byl vyroben pomoci
PCR pouzitim primera SPI-2-F-T a SPI-2-R. Konstrukt SPI-2-Y byl vyroben pomoci
PCR (Tabulka 4.17) s pouzitim primerta SPI-2-Y-F a SPI-2-R (Tabulka 4.16). Pouzitim
téchto primerti byl gen upraven tak, ze ptfed start koddén byla pfidana Kozakové
sekvence, ktera usnadiiuje rozpoznani startovniho kodéonu AUG a tim posiluje translaci,
ana3’ konec byla ptidana sekvence kodujici hexa-Histidinovou kotvu pro detekci
exprese protilatkou piianalyze proteinii a pro ptipadnou izolaci za Gcelem in vitro
testovani. V reakci PCR byla pouzita Taq polymeraza, ktera piidala na oba konce

konstruktu presahujici adenosin, pottebny pro pozdé¢jsi klonovani.
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Tabulka 4.16: Sekvence genu SPI-2 a primerd pouzivanych pfri pripravé konstruktt SPI-2-T, SPI-2-Y a SPI-2-T-apo.
Zelené zvyraznény jsou sekvence kompatibilni s primery SPI-2-T-F a SPI-2-Y-F. RUZové zvyraznéna je optimalizovana
sekvence pocdtku translace véetné iniciatniho kodénu ATG. Svétle modre zvyraznény jsou koddny pro alternujici
aminokyseliny (ACC pro treonin a TAC pro tyrozin). Sedé zvyraznény jsou sekvence kompatibilni s genem SPI-2. Zluté
zvyraznéna je sekvence pro hexa-Histidinovou kotvu. Cervené jsou vyznaceny sekvence adaptoru (sekvence
komplementarni mezi primery SL-R a SPI-2-F-adapt). Tmavé modfe je vyznacen stop kodén. Mista Stépeni jsou

oznacena symbolem ,/“.

Nazev Sekvence ve sméru 5"— 3’ Tm Restrikéni
sekvence enzym

gen ACC GAG TGG GAC CCT GTT TGT - -

SPI-2 GGT AAA GAT GGC AAG ACG TAC

AGC AAT CTTTGC TGG TTA AAC
GAG GCT GGC GTC GGG TTG GAT

CAT GAA GGT GAA TGT
primer RAGAATE GTT TGC ACC 64°C |-
SPI-2-T-F ACC GAG TGG GAC CCT GTT TG

primer AWACGAATE GTT TGC TAC 64°C |-
SPI-2-Y-F ACC GAG TGG GAC CCT GTT TG

primer TCA GTG ATG ATG GTG ATG ATG 62°C |-
SPI-2-R ACATTC ACC TTC ATG ATG CAAC

primer CC CG/G ATCCCT CTCTCC ATA 88 °C BamHI
SL-F CCAATGG

primer ECICACEIEEANA AGG ACA - Sacl
SL-R TGC ATG GGC AAT G

primer ANCEAEENEAGISNE GTT TGC - -
SPI-2-F-adapt | ACC ACC GAG TG

primer TCAGTG ATG ATG GTG ATG ATG -
SPI-2-R ACATTC AC

gen RAGAATE GTT TGC ACC

SPI-2-T ACC GAG TGG GAC CCT GTT TGT

GGT AAA GAT GGC AAG ACG TAC
AGC AATCTTTGC TGG TTA AAC

GAG GCT GGC GTC GGG TTG GAT
CAT GAA GGT GAATGT CAT CAT

CAC CAT CAT CAC
gen RAGAATE GTT TGC TAC
SPI-2-Y ACC GAG TGG GAC CCT GTT TGT

GGT AAA GAT GGC AAG ACG TAC
AGC AAT CTT TGC TGG TTA AAC
GAG GCT GGC GTC GGG TTG GAT
CAT GAA GGT GAA TGT CAT CAT
CAC CAT CAT CAC Il
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Tabulka 4.17: SloZeni a priibéh PCR reakci pfi pfipravé konstruktl SPI-2-T a SPI-2-Y

SloZeni PCR reakce - Priprava SPI-2-T a SPI-2-Y

Piiprava SPI-2-T Piiprava SPI-2-Y

Slozka Mnozstvi | Slozka MnoZstvi

pPPICZ0B 1 ul PPICZoB 1 pl

primer SP1-2-T-F 1 pl primer SP1-2-Y-F 1 ul

primer SP1-2-R 1 pl primer SP1-2-R 1 ul

10 mM dNTP 1 ul 10 mM dNTP 1 ul

25 mM MgCl, 3l 25 mM MgCl, 3ul

10x Taq pufr Sul 10x Taq pufr Sul

Taq polymeraza 0,5 ul Taq polymeraza 0,5 ul

ddH,0 37,5 ul ddH,0 37,5 ul

Celkem 50 pl Celkem 50 pl

Podminky

Krok T Cas Pozn.

1.Denaturace 94 °C 3:00 -

2.Denaturace 94 °C 0:30 opakovat

3.Nasedani primertt | 55 °C 0:40 ZEX

4.Polymerace 72 °C 0:10

5.Adenylace 72 °C 10:00 -

6.Chlazeni 4°C ) -
Konstrukt sméfovany do apoplastu, SPI-2-T-apo, byl vytvofen pomoci

dvoukrokové PCR, spojenim SPI-2 sesignalni sekvenci do sekrecni drahy z genu
StHyPRP1 (SL, 100 bp; plazmid pCP60 s vlozenou SL sekvenci byl laskavé poskytnut
RNDr. Lenkou Dvotakovou, Ph.D., Dvoiakova et al., 2007).

V prvnim kroku byl k obéma usekiim pfipojen adaptor (nezavisla reakce
pro kazdy tsek) pomoci PCR reakce s adaptorovymi primery (SL-R a SPI-2-F-adapt,
Tabulka 4.18).
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Tabulka 4.18: SloZeni a pribéh PCR reakci pfi 1. kroku dvoukrokové PCR: NamnoZeni obou Usek( pomoci
adaptorovych primerd.

Slozeni PCR reakci
1. PCR reakce 2. PCR reakce
Slozka MnoZstvi Slozka MnoZstvi
pCP60 1l pCP60 1l
primer SL-F 1l primer 1l
SPI-2-F-adapt
primer SL-R 1 ul primer SP1-2-R 1 ul
10 mM dNTP 1 ul 10 mM dNTP 1 ul
25 mM MgCl, 3ul 25 mM MgCl, 3ul
PCR pufr 5ul PCR pufr 5ul
Taq polymeraza | 0,5 pl Taq polymeraza 0,5 ul
ddH,O 37,5 ul ddH,O 37,5 ul
Celkem 50 pl Celkem 50 pl
Podminky PCR reakci
Krok T Cas | Pozn. Krok T Cas | Pozn.
1.Denaturace | 94°C | 3:00 | - 1.Denaturace | 94°C | 3:00 | -
2.Denaturace | 94 °C | 0:30 2.Denaturace | 94 °C | 0:30 | Kroky
2.az 4.
Kroky opakovat
2.az 4. 35x
3Nasedani | 58°C | 1:20 | OPakoval Farqocedani | 54 °C | 1:20
primerd 35X primert
4.Polymerace | 72 °C | 0:30 4.Polymerace | 72 °C | 0:30
5.Chlazeni 4°C o0 - 5.Chlazeni 4°C o0 -

Ve druhém kroku byly vzniklé useky spojeny pomoci adaptorti a po 10ti cyklech
byly pfidany primery SL-F a SPI-2-R a takto vznikly konstrukt byl namnoZen (Tabulka
4.19).

Tabulka 4.19: SloZeni a priibéh PCR reakci pfi 2. kroku dvoukrokové PCR: Spojeni Gsekt vzniklych v predchozi reakci.

Slozka MnoZzstvi | Podminky

templat SL 1 pl Krok Teplota | Cas Pozniamka
templat SP1-2 | 1 pl Denaturace 94 °C 3:00 -

dNTP 1 pl Denaturace 94 °C 0:30 Kroky 2. az 4
MgCl, 3l Nasedani primert | 43 °C 1:20 opakova.t 10XI
PCR pufr 5ul Polymerace 72 °C 0:30

Taq 0,5 ul Chlazeni 4°C o0 -

polymeraza

ddH,0 36,5 ul - - - -

Celkem 47,5 wl - - - -

Po 10ti cyklech ptidano:

Slozka Mnozstvi | Podminky

primer SL-F | 1l Krok Teplota | Cas | Poznimka
primer 1l Denaturace 94 °C 3:00 -

SPI-2-R

Taq 0,5 pl Denaturace 94 °C 0:30

polymeraza Kroky 2. az 4.
Celkem 50 ul Nasedani primera | 55 °C 0:45 opakovat 35x
- - Polymerace 72 °C 0:45

- - Polyadenylace 72 °C 10:00 | -

- - Chlazeni 4°C o0 -
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4.3. PRACE S RNA

4.3.1. lzolace RNA 7 rostlin

RNA byla izolovana pomoci kitu ,,RNeasy Mini Kit“. Do mikrozkumavek
S rostlinnym materidlem (80 mg, zchlazeny na —70 °C) byly pfidany ocelové kulicky,
mikrozkumavky vlozeny do bloc¢kii (pfedem ponoienych Vv tekutém dusiku) a blocky
umistény do homogenizatoru. Homogenizace probihala 5 min pii frekvenci 25 tiept
za sekundu. Poté bylo piiddno ke kazdému vzorku 450 pl lyza¢niho pufru RTL
s pridanych B-mercapthoethanolem (10 pul na 1 ml RTL pufru). Lyzat byl pfenesen
pipetou do kolonky ,,QIAshredder* umisténé ve 2 ml sbérné mikrozkumavce a probéhla
centrifugace (2 min, 1800 g, RT). Ustifihnutou $pickou byl supernatant (bez pelety)
ze sbérné¢ mikrozkumavky premistén donové mikrozkumavky. Bylo pfidano
0,5 objemu cistého ethanolu, resuspendovano pipetou, vzorek véetné ptipadné srazeniny
ptenesen do kolonky ,,RNeasy mini“ ve 2 ml sbérné mikrozkumavce a centrifugovan
(35s, 1800g, RT). Supernatant byl odstranén. Kolonka ,,RNeasy mini“ byla
poté promyta 700 ul RW1, centrifugovana (35 s, 1800 g, RT), pfenesena do nové 2 ml
sbérné mikrozkumavky, promyta 500 pl RPE, centrifugovana (15s, 1800 g), znovu
promyta 500 ul RPE a centrifugovana (2 min, 1800 g) a pienesena do nové 1,5 ml
mikrozkumavky. Do kolonky bylo pifidano 30-50 ul ddH,O abyla centrifugovana
(1 min, 1800 g). Tim se RNA navazana v kolonce uvolnila do mikrozkumavky.

4.3.2. RT-PCR

Izolovana RNA byla pouzita pro ziskani cDNA pomoci RT-PCR. Nejprve byla
odstranéna DNA. Byla pfipravena smés podle Tabulky 4.20. 2,5 ul smési bylo pfidano
do kazdého vzorku izolované RNA. Podle mnozstvi nukleové kyseliny, vypocitaného
pomoci sily signalu na kontrolni elektroforéze, bylo pfidano ptislusSné mnozstvi vzorku
RNA a bylo doplnéno ddH,O do objemu 10 pl. Nasledovala inkubace (10 min, 37 °C)
a poté byl pfidan 1 pl 25 mM EDTA a smés byla inkubovana 10 min pfi 65 °C, ¢imzZ se
hydrolyzovala DN4za.
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Tabulka 4.20: Smés pro odstranéni DNA z izolované RNA.

Slozka MnoZstvi
10x reakéni pufr s MgCl, 1 pl
Inhibitor RNaz 0,5 ul
DNéza 1 ul

5 ul takto oSetfené izolované RNA bylo smichano s 1 pl zakotveného primeru
oligoT,;3 a 6,5 ul ddH,0. Smés byla denaturovana (5 min, 70 °C), urychlené pfenesena
naled abyly kni pfidany 4 ul 5x koncentrovaného pufru pro reverzni transkripci
(Fermentas), 2 ul 10 mM dNTP a 0,5 ul (20 U) inhibitoru RNaz (Ribolock, Fermentas).
Po nasednuti primert (5 min, 43°C) byl ksmési pfidan 1 pl (200 U) reverzni
transkriptazy M-MuLV (Reverse Aid RT, Fermentas) a probéhla reverzni transkripce
(60 min, 43 °C). Poté byly enzymy inaktivovany (10 min, 70 °C) a cDNA byla dale
skladovana pii —20 °C.

4.4, PRACE S PROTEINY

4.4.1. Izolace proteinu z A. tumefaciens

Cerstvé narostld kolonie bakterii A. tumefaciens byla zaotkovana do tekutého
LB média a aerobn¢ kultivovana (16-20 h, 28 °C, 160 ot./min). Z narostlé suspenze byl
odebran 1 ml a centrifugovan (1 min, 1800 g, RT). Nasledné bylo piidano 100 ml
vzorkového pufru (Tabulka 4.23), probéhla centrifugace a (5 min, 1800 g, RT) a byl
odebran supernatant. Takto izolované proteiny byly pfipraveny pro proteinovou

elektroforézu a déle skladovany pii —20 °C.

4.4.2. 1zolace proteinu z rostlinného materialu

Do mikrozkumavek s 200 g rostlinného materialu byly pfidany ocelové kulicky
a mikrozkumavka byla vlozena do tekutého dusiku spolu s blo¢ky z homogenizatoru.
Poté byly mikrozkumavky vlozeny do blockti, bloc¢ky do homogenizatoru a probéhl
proces homogenizace (5 min, 25 tiept/sekundu). K takto pfipravenému vzorku bylo
ptidano 200 ml PBS (Tabulka 4.21) s 2 ul smési inhibitord proteaz (Protease Inhibitor
Coctail, Sigma-Aldrich). Smés byla 10 minut inkubovana na ledu a poté centrifugovana

(15 min, 1800 g, —4 °C). Supernatant obsahoval frakci rozpustnych proteind.
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Tabulka 4.21: SloZeni PBS pufru pouzivaného pfi izolaci proteinll z rostlinného materidlu.

Slozka Koncentrace
NaCl 137 mM

KCI 2,7 mM
Na,HPO, - 2 H,0 10 mM
KH,PO, (pH 7,4) 2mM

4.4.3. SDS polvakrylamidova elektroforéza

Pro rozdéleni proteinti byla pouzita SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS
PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).

Priprava gelt: Mezi vycisténa skla bylo umisténo tésnéni. Skla byla upevnéna
svorkami a postavena do vertikalni polohy. Ihned po smichani byl mezi skla nalit roztok
déliciho gelu (Tabulka 4.22) az piiblizné 1,5 cm pod okraj niz§iho skla a povrch byl
opatrné prevrstven destilovanou vodou. Po 30 minutach byla voda odsata filtracnim
papirem a na utuhnuty délici gel byl nalit Cerstvé pfipraveny zaostiovaci gel a do néj byl
zasunut hfeben. Po utuhnuti zaostfovaciho gelu (30 min) byl vyndén hieben a tésnéni,

skla umisténa do aparatury a zalita elektroforetickym pufrem.

Vzorek proteinit byl smichdn sjednim objemem 2x koncentrovaného
vzorkového pufru, inkubovan 5 min pii 95 °C a centrifugovan (2 min, 1800 g, RT).
30-50 ul vzorku bylo naneseno na elektroforézu. Proteiny byly na gelu rozdéleny
elektroforézou (Biometra, maly gel: 100 V, 25 mA/gel, velky gel: 220 V, 40 mA/gel,
1h, RT). V piipad¢ provadéni elektroforézy v 15% gelu bylo také nutno cely aparat
béhem procesu chladit (10 °C). Jako marker byl pouzivan PageRuler Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific (Obrazek 4.4).

Tabulka 4.22: Pfiprava gel pro SDS-PAGE elektroforézu.

(1 velky nebo 2 malé gely) | 10% délici gel | 15% délici gel | 4% zaostiovaci gel

roztok 4ml 6 ml 700 pl

monomerl

Tris-HCI 3ml(1,5M;pH | 3ml 1,25 ml (0,5 M; pH
8,8) 6,8)

ddH,0 4,8 ml 2,87 ml 3ml

10% SDS 120 pl 120 pl 50 ul

TEMED 4 pl 4 ul 2,5ul

40% amonium persulfat 15 pl 15 ul 10 ul
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Tabulka 4.23: SloZeni pufrl pouzivanych pfi SDS-PAGE elektroforéze.

50 mM Tris-HCI
elektroforeticky pufr (pH 8,3) 385 mM glycin

0,1 % SDS

20 % glycerol

10 % P - mercaptoethanol
2x koncentrovany vzorkovy pufr 2 % SDS

20 mM Tris-HCI (pH 6,8)
0,005% bromfenolova modft

kDa
170
|—~130 —|
—~100
|30 -

|— ~B5 —|

(— ~35 —
|— ~25 —

l__
]
-—
o
I8

Gel el Blot

Obrazek 4.4: PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific - marker molekulové hmotnosti pouZivany
pri SDS-PAGE.

4.4.4. Detekce proteinu

Po preneseni proteini z gelu namembranu byl gel obarven stiibrem
(ProteoSilver ™ Silver Stain Kit, Sigma-Aldrich, Tabulka 4.24), nebo v roztoku CBB
(Tabulka 4.25). Barveni vroztoku CBB probihalo 1 hodinu apozadi bylo
poté odbarveno nékolikerym promytim v odbarvovacim roztoku (Tabulka 4.25).
Poté byl gel inkubovan 3 hodiny v susicim roztoku, umistén mezi dva celofany, napnut

pomoci svorek na sklo a ususen pii laboratorni teploté.
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Tabulka 4.24: Postup pfi barveni elektroforetického SDS-PAGE gelu pomoci stfibra a sloZeni jednotlivych roztok.

Krok Slozka Doba piisobeni na kyvacce
Fixaz 50% methanol 30 minut
12% kyselina octova
Omyvani 50% ethanol 3 x 10 minut
Impregnace I. 0,2 M Na,S,0; 1 minutu
Omyvani ddH,O 5 x 5 sekund
Impregnace II. 12 mM AgNO; 10 minut (maly gel) / 20 minut (velky gel)
Omyvani ddH,O 2 x 10 sekund
0,57 M Na,CO3
Vyvolani 50 ul HCOH 10 minut
20 mM Na,S,04
50% methanol .
Stop 12 % kyselina octova 5 minut
Omyvani ddH,O 2 X 2 minuty
Konzervace 10% kyseln.la octova 30 minut
10 % glycerin

Tabulka 4.25: SloZeni roztok( pouzivanych pri barveni SDS-PAGE gelu pomoci Coomasie Brilliant Blue.

0,25% Coomasie Brilliant Blue R250 (Sigma-Aldrich)
CBB roztok 50% methanol

10% kyselina octova

50% methanol

10% kyselina octova

25% methanol

susici roztok 10% isopropanol

2,5% glycerol

odbarvovaci roztok

4.4.4.1. Prenos proteinii na membranu

Proteiny z gelu byly elektricky blotovany (,,semi-dry” blotovani) na PVDF
membranu, ktera byla pfedem inkubovana v methanolu (Biometra, 300 V, 300 mA,
10 W, 1 h, RT).

4.4.4.2. Neprima detekce proteinii na membrané

Membréna s pfenesenymi proteiny byla blokovana ve 4% roztoku suseného
mléka (1,3% tuku) v TBS pufru (Tabulka 4.26, 1 h, kyvacka) a poté 3 x promyta v TBS
pufru po dobu 1 minuty. Nasledné¢ byla membrana inkubovana v roztoku primarni
protilatky Anti-His (Sigma) fedéné 1:3000 roztokem 0,5% mléka v TBS pufru (1 h,
kyvacka). Po promyti membrany TBS pufrem (3 X 10 minut, kyvacka, vymyti

nespecificky navdzanych protilatek) byla membrana inkubovéana v roztoku sekundarni
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protilatky (Goat Anti-Mouse HRP, Stressgene) fedéné 1:1000 roztokem 0,5% mléka
vTBS pufru (1h, kyvacka). Nakonec byla membrana promyta v TBS pufru
(3 x 10 minut).

Vyhodou tohoto dvoustupniového systému je, ze na jednu primarni protilatku se

muze navazat vice sekundarnich protilatek a tim se signal amplifikuje.

Tabulka 4.26: SloZeni pufr( pouzivanych pri nepfimé detekci pfenesenych proteint na membrané.

50 mM Tris-HCI
transferovy pufr (pH 8,3) 385 mM glycin

10% methanol

50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
150 mM NaCl

TBS pufr (Tris-buffered saline)

4.4.4.3. Vyvijeni v ECL systému

Membréana byla vloZena do smé&si roztokli ,,Amersham ECL Western blotting
detection reagens and analysis system® (GE Healthcare, 1 min, 2 ml smési roztoki)
avlozena v prihledné folii do vyvijeci kazety. Na membranu byl polozen RTG film
a kazeta uzaviena. Po 1 - 3 minutach byl film vyjmut a vlozen do vyvojky. Jakmile bylo

zpozorovano zabarvovani filmu, byl oplachnut vodou a ustalen v ustalovaci.

4.4.4.4. Barveni Ponceau S
Po vizualizaci proteini na PVDF membrané¢ na film vsystému ECL byla

membrana s pienesenymi proteiny obarvena v roztoku Ponceau S (5 min) a pozadi

membrany bylo poté odbarveno ddH,O (1 - 3 min).
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5. VYSLEDKY

5.1. PRIPRAVA GENOVYCH KONSTRUKTU SPI1-2-T, SPI1-2-Y A SPI1-2-T-APO

Zakladni forma genu SPI-2 byla pomoci PCR s adaptorovymi primery upravena
a vznikly protein obsahoval na C” konci hexa-Histidinovou kotvu umoziujici

imunodetekci proteinu, popt. jeho izolaci z rostlinného materialu.

Pro cytoplazmaticky lokalizovany SPI-2 byly navrZzeny dva typy forward primerd,
které vedly ke vzniku dvou variant inhibitoru lisicich se jednou aminokyselinou
na pozici 4, kde pfitomnost tyrozinu (Y) namisto ptirozené se vyskytujiciho threoninu
(T) zplsobuje mirné odliSnou aktivitu. Pro pfipravu konstruktu SPI-2-T byly pouzity
primery SPI-2-T-F a SPI-2-R. Pro pfipravu konstruktu SPI-2-Y byly pouzity primery
SPI-2-Y-F a SPI-2-R. Konstrukty byly vytvofeny PCR reakci s pouzitim téchto primert
a Taq polymerazy. Taq polymeraza pfipojuje nakonce syntetizovanych tuseku
adenosinovy zbytek a umoznuje tak snadné zaclenéni produkti reakce do vektoru

pDCV. Vysledna nukleotidova sekvence konstruktl je uvedena v Tabulce 4.16.

Tteti konstrukt (SPI-2-T-apo, sméfovany do apoplastu) byl vytvofen pomoci
dvoukrokové PCR, spojenim usekl signalni sekvence zgenu StHyPRP1 (SL,
Dvotakova et al., 2007) a SPI-2-T, s pouzitim adaptorovych primert (Obrazek 5.1).
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Priprava konstruktu SP/-2-T-apo — spojeni useki SL a SPI-2-T

1. (krok: Pfipojeni adaptéru na obé sekvence — dvé nezévislé reakce

primer s adaptorem (,SPI-2-F-adapt”)

3’ 5

[ ] R

5 SL 3’ L 3’
| )
(| —TT--------- | |

3’ 5 3 SPI-2-T Hexa-His 5°

= (I
5 3’

primer s adaptorem (,SL-R” primer)

2. krok: Spojeni tsekt SL a SPI-2

Spojeni Usekd SL a SPI-2-T (10 cykld)

SL adaptor
5 3
[e—— K e ——
—i [
3 5
adaptor SPI-2 Hexa-His

NamnoZeni konstruktu SP/-2-apo

SL-F primer
5 3
T =
|
)
5 3
» SPI-2-R" primer

Obrazek 5.1: Dvoukrokova PCR reakce — pfiprava konstruktu SPI-2-T-apo.

49




5.2. PRIPRAVA A OVEROVANI PLAZMIDU PDCV SINZERTY SPI-2-T,
SPI-2-Y A SPI-2-T-APO

Pripravené konstrukty SPI-2-T, SPI-2-Y aSPI-2-T-apo byly ligovany
do plazmidd pDCV pomoci kitu pro TA klonovani, nasledn¢ prob&hlo odsoleni
V odsolovacich kolonkach. Liga¢ni smési pro kazdou zetfi variant byly pomoci
elektroporace vneseny do bakterii E.coli avysety napevné LB médium

s kanamycinem. Pfes noc narostly jednotlivé kolonie.

Bylo vybrano osm kolonii pro kazdou z variant SPI-2-T a SPI-2-Y aty byly
zaoCkovany doosmi zkumavek stekutym LB médiem. Bakterie byly aerobné
kultivovéany ptes noc pii 37 °C. Z mlécné zakalenych suspenzi byla nasledné€ izolovana
plazmidova DNA. Pfitomnost obou variant gent SPI-2 v plazmidech pDCV byla
ovéfena pomoci §tépeni restrikénim enzymem ECORI (pro néjz ma pDCV misto $tépeni
naobou stranach od mista vlozeni PCR produktu) nasledovanym elektroforézou
(Obrazek 5.2). Pfitomnost gen v plazmidech oznacenych 1T, 2T, 1Y a2Y byla
ovéfena sekvenaci sprimerem M13F. Sekvenace potvrdila piitomnost gent
s pozadovanou sekvenci ve vSech c¢tyfech kontrolovanych plazmidech. Dale se

pracovalo s plazmidy 1T a1Y.

Obdobn¢ byl piipraven plazmid pDCV s konstruktem SPI-2-T-apo. Konstrukt
byl ligovan do pDCV pomoci TA klonovani, probéhlo odsoleni liga¢ni smési a ta byla
pouzita pro elektroporaci E. coli. Plazmidy izolované z tekutého média byly podrobeny
kontrolnimu §tépeni EcORI a elektroforéze. Takto identifikovany spravny klon byl

sekvenovan s primerem SL-F, ¢imz byla ovétena bezchybnost sekvence.
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1T 2T 3T 4T 5T 6T 7T 8T 1Y 2Y 3Y 4Y 5Y 6Y 7Y 8Y M

750 bp
500 bp

250 bp
&

Obrazek 5.2: Ovéfeni plazmidd pDCV, do nich? byly vkladany inzerty SPI-2-T (1T - 8T) a SPI-2-Y (1Y - 8Y). Sipka
ukazuje pfitomnost inzertd SPI-2-T a SPI-2-Y o velikosti ~140 bp, vyStépenych kontrolnim restrikénim Stépenim
pomoci enzymu EcoRl. Jako marker molekulovych vah pouzit GeneRuler 1 kb DNA Ladder (M).

5.3. PRIPRAVA A OVEROVANI PLAZMIDU PCP60 SINZERTY SPI-2-T,
SPI1-2-Y A SPI-2-T-APO

Pro ligaci konstrukti SPI-2-T, SPI-2-Y a SPI-2-T-apo do plazmidu pCP60 byl
pouzit plazmid pCP60-GFP (s GFP genem vlozenym mezi restrikéni mista pro BamHI
a Kpnl). Tento plazmid byl §tépen enzymy Xbal a Kpnl. Tim byl plazmid pfipraven
pro vlozeni restrikénich fragmenti piipravenych variant geni SPI-2 anavic byla
provedena kontrola, Ze $tépeni plazmidu probéhlo spravné (tedy Ze byl $t€pen obéma
enzymy), nebot’ na kontrolni elektroforéze bylo moZno pozorovat jak rozstépeny

plazmid, tak vyStépeny usek.

Konstrukty SPI-2-T a SPI-2-Y byly ligovany do takto nastépeného plazmidu
pCP60, nasledné probéhlo odsoleni v odsolovacich kolonkach a elektroporace
do E. coli. Bakterie byly pfeneseny na pevné LB médium s kanamycinem. Z narostlych
kolonii byly izolovany plazmidy a naStépeny enzymy Xbal a Kpnl, ¢imz se
identifikovaly spravné klony. Byly vybrany klony svystépenym usekem SPI-2
na elektroforéze (Obrazek 5.3), konkrétn¢ 3T a 3Y, se kterymi se dale pracovalo.
Bezchybnost sekvenci byla poté ovéfena sekvenaci. Ovétené plazmidy pCP60-SPI-2-T
a pCP60-SPI-2-Y byly elektroporaci vneseny do A. tumefaciens a poté vysety na pevné
LB médium s kanamycinem a rifampicinem. Pfitomnost genu SPI-2 v né&kolika
vybranych koloniich byla ovéfena pomoci PCR reakci, do nichz byla namisto

templatové DNA vloZena mald ¢ast bakterialni kolonie.

51



Plazmid pCP60 nesouci konstrukt SPI-2-T-apo byl piipraven obdobnym
zpusobem: Konstrukt SPI-2-T-apo byl ligovan do plazmidu pCP60 nasStépeného
enzymy Xbal a Kpnl, prob&hlo odsoleni a elektroporace do E. coli. Izolované plazmidy
byly na§tépeny a analyzovany na elektroforéze (Obrazek 5.4). Usek na kontrolni
elektroforéze mé¢l v tomto piipadé velikost ~240 bp. Vybrany spravny klon byl

sekvenovan s primerem SL-F. Sekvenace potvrdila, Zze sekvence je v potadku.

pDCV pcPeo 1

[ (-
N

500 b s

250 bp "

Obrazek 5.3: Ovéfeni plazmidd pCP60 po elektroporaci A. tumefaciens. Plazmid byl §t&pen enzymy Xbal a Kpnl. Usek
o velikosti ~140 bp ukazuje na pritomnost genu SPI-2. Zkousené klony pro variantu SPI-2-T jsou oznaceny 1T azZ 4T,
pro variantu SPI-2-Y jsou oznaceny 1Y a? 4Y. Usek je zesilen (ztmaven) pomoci grafického programu Adobe
Photoshop CS5 a jeho poloha je vyznacena Sipkou. Jako marker byl pouzit 1 kb marker. Jako kontrola byly naneseny
jesté plazmidy pCP60 a pDCV.

Obrézek 5.4: Ovéteni plazmidu pCP60 po elektroporaci A. tumefaciens. Plazmid byl §t&pen enzymy Xbal a Kpnl. Usek
o velikosti ~240 bp ukazuje na pritomnost genu SPI-2-apo. Tento Usek je zesilen pomoci grafického programu Adobe
Photoshop CS5 a jeho poloha je vyznadena Sipkou. Jako marker byl pouZit 1 kb marker.
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5.4. TRANSFORMACE TABAKU

Cerstvé narostla kolonie A. tumefaciens s vnesenym plazmidem pCP60 s genem
SPI-2-T byla zaockovana do tekut¢tho MPB média s kanamycinem a rifampicinem.
Zaroven byla zaockovana jedna Cerstvé narostla kolonie A. tumefaciens transformovana
binarnim vektorem nesoucim virovy supresor silencingu pl9. Bakterie byly aerobné
kultivovany pfi 28 °C pies noc do stacionarni faze a pfipraveny k infiltraci. Listy tabaku
byly transformovany smési suspenze A.tumefaciens s genem pl9 asgenem SPI-2-T.
Cel¢ infiltrované listy byly sklizeny po 2, 4 a 6ti dnech. Sklizené listy byly pouzity
pro izolaci proteinli za ucelem detekce proteinu SPI-2, ktery by mél byt v bunikach

infiltrovanych listl transientné exprimovan.

5.5. TRANSFORMACE LILKU BRAMBORU

Listy bramboru byly transformovany obéma variantami genu SP1-2. Kokultivace
listi s A. tumefaciens probihala dva dny. Standardné nasleduje po kokultivaci pfenos
listd na CIM médium s rustovymi regulatory a antibiotiky kanamycinem a claforanem
a po sedmi dnech se listy pfenaseji na SIM médium, coz se poté kazdy tyden opakuje
a postupné se odfezavaji regenerujici pryty rostouci z kalust. Pfi prvni transformaci se
pfi ptipravé CIM média vlivem nepozornosti stala chyba a misto claforanu byl do média
pfidan rifampicin v koncentraci standardné pouzivané v bakteridlnich médiich
(100 mg/1). Kdyz byla tato chyba po dvou dnech kultivace zjisténa, byly listy pfeneseny
na CIM médium s koncentraci claforanu zvysenou na 500 mg/l (pro u¢innéjsi potlaceni
agrobaktéria, které se mohlo na listech pomnozovat o 2 dny déle). Zbylych 5 dni byly
listy kultivovany na tomto médiu. Poté byly pfeneseny na SIM médium s koncentraci
claforanu zvySenou na 500 mg/l. Navzdory ocekavani probihala regenerace takto
nestandardné Kultivovanych listd nebyvale ucinné a rychle, proto byla ¢ast nasledné

experimentalni prace vénovana analyze pti€in tohoto jevu.
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5.6. ANALYZA EXPRESE SPI1-2 V ROSTLINACH

5.6.1. Detekce proteinu SPI-2

Potencidlni zvySeni odolnosti bramboru vi¢i hmyzim Skidcim v dusledku
provedené transformace by meélo korelovat s mnozstvim funkéniho proteinu SPI-2.
Proto byla nejprve provedena analyza exprese vnesenych gend na urovni proteind. Byly
izolovany proteiny a provedena SDS polyakrylamidova elektroforéza. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit zkraceny protein NtHsp90_MT o velikosti 33 kDa obsahujici hexa-
Histidinovou kotvu (laskavé poskytla Bc. Martina Benakovd) avzorek proteind
izolovanych z A. tumefaciens nesouci plazmid pCP60 s inzertem SPI-2-T pod kontrolou
CaMV 35S promotoru, ktery je v A.tumefaciens funkéni — produkt GFP (Green
Fluorescent Protein) genu umisténého pod timto promotorem je v A.tumefaciens
snadno pozorovatelny. Jako negativni kontrola byl pouzit vzorek proteint izolovanych
z netransformovaného S. tuberosum L. cv. Désirée. Pro proteinovou elektroforézu byl
nejprve pouzit 10% gel, proteiny pfeneseny na membranu, nasledné barveny Coomasie
Blue (ukdzka — Obrazek 5.5) nebo stiibrem (ukdzka — Obrazek 5.6). Proteiny
s hexa-Histidinovou kotvou byly na membrané vyzualizovany protilatkami a pomoci
luminiscence v ECL systému. Nasledné¢ byla membrana obarvena pomoci Ponceau S
(ukazka — Obrazek 5.7). | pies opakované pokusy o optimalizaci separace (jako
vhodnéjsi se ukazalo byt pouziti 15% gelu) inasledného znaceni se vSak nepodafilo
protein  SPI-2  detekovat, ato anizrostlinného materidlu  (z transientné
transformovaného tabdku a ze stabilnich transformantd bramboru), ani z bakterii.
Pozitivni kontrola (K+) — vizualizovany protein NtHsp90 MT (33 kDa) obsahujici
hexa-Histidinovou kotvu — pfitom doklada spravné technické zvladnuti

experimentalniho postupu (Obrazek 5.8).
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MDés K+ 1T 5T 6Y

Obrazek 5.5: Ukazka separace protein na SDS PAGE - barveni Coomasie Briliant Blue. Analyzovany byly dvé linie
bramboru transformované genem SPI-2-T (1T a 5T) a jedna linie transformovana genem SPI-2-Y (6Y). Jako pozitivni
kontrola (K+) byl pouZit Cisty protein NtHsp90_MT (na gelu neni vzhledem k nizké koncentraci viditelny). Jako
negativni kontrola (Dés) byly pouZity proteiny z netransformované linie bramboru a jako marker molekulovych vah
(M) byl pouzit ,,PageRuler Prestained Protein Ladder” — separace proteint u téchto dvou vzork( ale neprobéhla
optimalné kvili mechanickému poskozeni gelu.

MK+ 5T 6Y At Des 1T

'I-\ ) {
y 4 1
5 / . I

Obrazek 5.6: Ukazka separace proteint na SDS PAGE - barveni stfibrem. Analyzovany byly dvé linie bramboru
transformované genem SP/-2-T (1T a5T) ajedna linie transformovana genem SPI-2-Y (6Y). Jako pozitivni
kontrola (K+) byl pouZit protein NtHsp90_MT (na gelu neni vzhledem k nizké koncentraci viditelny) a proteiny
izolované z A. tumefaciens. Jako negativni kontrola (Dés) byly pouZity proteiny z netransformované linie bramboru.
Jako marker (M) byl pouZzit ,PageRuler Prestained Protein Ladder”.
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M K+ 5T 6Y At Dés 1T

Obrazek 5.7: Ukazka separace protein na SDS PAGE - barveni membrany s prenesenymi proteiny pomoci
PonceauS. Analyzovany byly dvé linie bramboru transformované genem SP/-2-T (1T a5T) ajedna linie
transformovana genem SPI/-2-Y (6Y). Jako pozitivni kontrola (K+) byl pouzit protein NtHsp90 MT (na gelu neni
vzhledem k nizké koncentraci viditelny) a proteiny izolované z A. tumefaciens. Jako negativni kontrola (Dés) byly

pouzity proteiny z netransformované linie bramboru. Jako marker (M) byl pouZit ,PageRuler Prestained Protein
Ladder”.

Obrazek 5.8: Imunodetekce His-taggovanych proteind na membrané s prenesenymi proteiny z SDS PAGE — detekce
na RTG filmu po vyvolani pomoci ECL systému. Analyzovany byly dvé linie bramboru transformované genem SPI-2-T
(1T a5T) ajedna linie transformovand genem SPI-2-Y (6Y). Jako pozitivni kontrola (K+) byl pouZit protein
NtHsp90_MT, jehoz signal je oznacen Sipkou a proteiny izolované z A. tumefaciens. Jako negativni kontrola (Dés)

byly pouZity proteiny z netransformované linie bramboru. Jako marker (M) byl pouzit ,,PageRuler Prestained Protein
Ladder”.
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5.6.2. Detekce transkriptu SPI1-2

Pro analyzu transkripce SPI-2 byly vybrany 3 transformované linie bramboru:
4T, 5T ao6Y. Byl také pouzit vzorek RNA znetransformované linie
S. tuberosum L. cv. Désirée jako negativni kontrola. Pomoci reverzni transkripce
s oligo-T primerem byla vytvofena cDNA a s primery SPI-2-T-F (respektive SPI-2-Y-F)
a SP1-2-R byly amplifikovany cDNA obou variant genu SPI-2. Jako ,,interni standard*
byl amplifikovan usek elongacniho faktoru EF/a pomoci primerd EFlaF a EFIloR.
Vysledek elektroforézy produktii PCR reakce s primery gentt SPI-2 i produktl reakce

S primery interniho standardu dokumentuje Obrazek 5.9.

100 Esh kim PCR - SPI-2 PCR- EFla

Cq ¢
e &

200 bp W | <
=

M M Dés 4T 5T 6Y D 4T 5T 6Y

Obrazek 5.9: Detekce transkriptC variant SPI-2 a EF1a. Detekce genl SPI-2-T, SPI-2-Y a EF1a byla provedena pomoci
RT-PCR s pfislusnymi primery. Byla analyzovédna cDNA 2 linii bramboru transformovanych genem SP/-2-T (5T a 6T)
a 1 linie transformované genem SPI-2-Y (6Y). Umisténi produkt( této PCR reakce je vyznaceno zelenou Sipkou. Jako
negativni kontrola (Dés) byla pouZita cDNA z netransformované linie bramboru. Zelenym pismem jsou popsany
produkty PCR reakce s primery transgen( (SPI-2-T a SPI-2-Y). Cervenym pismem je popsan interni standard.
Umisténi produktd PCR reakce s primery pro EFla na gelu je vyznaceno zelenou Sipkou. Pouzity byly oba

molekulové markery (M 100 bp a M 1 kbp).
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5.6.3. Analvza intaktnosti expresni kazety inzertovaného genu SPI-2

Pro analyzu genu SPI-2 byla pouzita jedna linie od kazdé varianty: 5T a6Y.
Ze vzorku téchto linii byla izolovana celkova DNA, ta byla pouzita jako templat
pro PCR reakci s primery 35S methyl apAR apodrobena eclektroforéze. Misto
pro navazani primeru 35S methyl je lokalizovano v promotoru 250 bp pted pocatkem
transkripce genu SPI-2. Misto pro navazani primeru PAR je lokalizovano v terminatoru
200 bp za koncem genu SPI-2. Vysledny usek by mél mit délku ~580 bp, coz
odpovidalo délce ziskaného produktu PCR. Sekvenace s primerem 35S methyl potvrdila

uplnou spravnost sekvence.

5.7. ANALYZA PRICIN VYSSi UCINNOSTI REGENERACE LISTU
BRAMBORU PO TRANSFORMACI

Nebyvale G¢innd arychld regenerace po docasné kultivaci listi na médiich
s nestandardnim slozenim antibiotik mohla mit vice pfi¢in. Zménéné chovani mohlo byt
zpusobeno bud’ efektem rifampicinu, delsi kokultivaci s A. tumefaciens (jeho rust nebyl
prvni dva dny po kokultivaci blokovan claforanem) a/nebo néaslednou zvySenou
koncentraci claforanu v CIM a SIM médiu. Proto byl proveden pokus s nékolika
variantami slozeni média a prubéhu postkokultiva¢niho oSetfeni. Varianta 1 predstavuje
standardni postup. Varianta 2 zkouma efekt rifampicinu a delsi kokultivace. Varianta 3
opakuje chybny postup. Varianta4 zkouma samotny efekt delSi kokultivace
s A. tumefaciens. Varianta 5 zkouma efekt delsi kokultivace s A. tumefaciens a nasledné
zvySené koncentrace claforanu v SIM médiu. Varianta 6 zkoumad efekt rifampicinu
v CIM médiu. Varianta 7 zkouma efekt zvysené koncentrace claforanu v CIM a SIM

médiich. Zmény ve slozeni médii jsou piehledné znazornény v Tabulce 5.1.

Ve 2. tydnu kultivace na médiu se u vSech variant zacaly objevovat prvni kalusy.
Konkrétni pocty kalust ivyhonkd byly zaznamendvany od 3. tydne. Pocty kalust
od 3. do 6. tydne jsou uvedeny v Tabulce 5.2, pocty vyhonkt v Tabulce 5.3. V 6. tydnu
bylo také zaznamenano rozpéti délek vyhonkd u jednotlivych variant a pocet

odfezatelnych vyhonkd (Tabulka 5.4). V Grafu 5.1 jsou znazornény pocty kalust, pocty
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vyhonkli a pocty odfezatelnych vyhonki v 6.tydnu kultivace listi na médiu
U jednotlivych variant. Zarovein je znazornén pomeér poctu vyhonka vici poctu kalust
apomér poctu odfezatelnych vyhonkti vicéi poctu kalusi. Tyto poméry vyjadiuji

ucinnost regenerace kalust.

Regenerace v médiu podle varianty 7 byla jednoznacné nejefektivnéjsi, a to jak
podle po¢tu vyhonki i poctu odiezatelnych vyhonku, které vyrazné pred¢ily ostatni
varianty, tak, a to hlavné, podle obou poméru vyjadienych v Grafu 5.2 (pocet vyhonkt

ku poctu kalust a pocet odiezatelnych vyhonkd ku pocétu kalusi).

vvvvvv

v Grafu 5.1 (poctu kalust, poétu vyhonkd i poctu odfezatelnych vyhonki). Tato
varianta méla v8ak v 6. tydnu nejdels$i vyhonky (az 30 mm), zatimco varianta 7 méla
vyhonky maximalné 25 mm dlouhé a umistila se tim v tomto parametru na druhém

misté. Jelikoz ale nejzésadnéjS$i pro proces regenerace po transformaci je tvorba

vvvvvv
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Tabulka 5.1: Pfehled testovanych variant postkokultivaéniho oSetfeni po transformaci bramboru. Barevné jsou
pro ndzornost vyznaceny zmény oproti standardnimu postupu. Zelenym pismem je zvyraznéno pridani rifampicinu.
Cervenym pismem je zvyraznéna zvysena koncentrace claforanu. Modfe je zvyraznéna absence claforanu.

V | Hypotéza CIM CIM Zmény
a médium médium oproti
r 1.a2.den 3.az7.den | standardnimu
i kultivace kultivace SIM médiu
a od 8. dne dale
n Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
t claforanu rifampicinu | claforanu claforanu
a
1 Standardni 300 mg/I 300 mg/I 300 mg/l
postup B
2 Efekt 100 mg/I 300 mg/I 300 mg/I
rifampicinu -
a delsi
kokultivace
3 Opakovani 100 mg/I 500 mg/I 500 mg/I
chyby: -
Efekt
rifampicinu,
delSi kokultivace
a zvySené
koncentrace
claforanu
od 3. dne
kultivace
4 | Delsi kokultivace 300 mg/I 300 mg/I
5 Delsi kokultivace 500 mg/I 500 mg/l
a zvySené - -
koncentrace
claforanu
od 3. dne
kultivace
6 Efekt rifampicinu | 300 mg/I 100 mg/I 300 mg/I 300m g/l
7 Efekt claforanu 500 mg/I 500 mg/I 500 mg/I
Tabulka 5.2: Pocty kalust od 3. do 6. tydne kultivace listl bramboru na SIM médiu po transformaci.
Doba Varianta | Varianta | Varianta | Varianta | Varianta | Varianta | Varianta
kultivace 1 2 3 4 5 6 7
na SIM
médiu
3. tyden 18 24 32 25 24 17 15
4. tyden 20 30 34 26 25 19 17
5. tyden 23 32 36 28 30 27 25
6. tyden 26 32 36 28 33 27 25
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Tabulka 5.3: Pocty vyhonk( od 3. do 6.

tydne kultivace listd bramboru na SIM médiu po transformaci.

Doba Varianta | Varianta | Varianta | Varianta | Varianta | Varianta | Varianta
kultivace 1 2 3 4 5 6 7

na SIM

médiu

3. tyden 0 0 3 1 1 1 7

4. tyden 0 1 6 2 2 2 16

5. tyden 2 10 15 8 10 9 22

6. tyden 6 28 30 23 22 13 45

Tabulka 5.4: Délky vyhonk(l a pocet odrezatelnych vyhonkd po 6. tydnu kultivace listd bramboru na SIM médiu po

transformaci.
Varianta 1 2 3 4 5 6 7
Délka vyhonki 5-10 5-30 5-30 5-20 5-20 5-15 5-25
(mm)
Pocet odfezatelnych | O 3 14 3 7 5 26
vyhonkii (mm)

50

Pocty kalusi, vyhonkt a odrezatelnych
vyhonkd

U

honk

30

U avy

o

Poéty kalus

Varianty média

M Pocet kalust

M Pocet vyhonkl

Pocet odrezatelnych vyhonki

Graf 5.1: Pocty vytvorenych kalust, vyhonk(l a odrezatelnych vyhonk( u rlznych variant sloZeni média a
postkokultivacniho oSetreni listd bramboru po transformaci A. tumefaciens. Detaily jednotlivych variant viz Tabulka

5.1.
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U¢innost regenerace vyhonk z kalust

M Pomér poctu vyhonkd ku

Hodnota poméru
=

0,5 poctu kalust
0 - B Pomér poctu odrezatelnych
@'\, ‘@’l’ @"; @b‘ ‘@% @‘o @’\ vyhonk ku poctu kalust
RS S RS A QS A
& N N & & & &
E° NG e ° NG NG NG

Graf 5.2: Ucinnost regenerace vyhonk( z kalusi - porovnani pomér( celkového poctu vyhonkl/odFezatelnych
vyhonkU ku poctu kalusli mezi jednotlivymi variantami sloZzeni média a postkokultivacniho oSetreni listd bramboru
po transformaci A. tumefaciens. Detaily jednotlivych variant viz Tabulka 5.1.
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Varianta 1

Varianta 5 Varianta 6
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Varianta 7

Obrazek 5.10: Série snimkU jednotlivych variant v pribéhu postkokultivacniho oSetfeni po 6. tydnu kultivace na SIM
médiu.
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6. DISKUZE
6.1. EXPRESE GENU SPI-2 V ROSTLINACH

V projektech zamétenych na zvySeni odolnosti rostlin vici Skidcim byly
provedeny mnohé pokusy o dosazeni tohoto cile s vyuzitim typt molekul pfirozené¢ se
vyskytujicich pii jejich obrannych mechanizmech. Casté je napf. vyuZiti protedzovych
inhibitor. Pomoci exprese oryzacystatinu I (cysteinového proteazového inhibitoru
zryze) se napf. podafilo zvysit odolnost bramboru viici mandelince bramborové
(Benchekroun et al., 1994), nebo expresi BvSTI z fepy Cervené (Beta vulgaris serine
proteinase inhibitor) v tabaku N. benthamiana se docililo zvySené odolnosti vici larvam

tii druhtt motylich skidcl tabaku (Smigocki et al., 2013).

Do skupiny inhibitori protedz patii iV této praci pouzivany SPI-2, tazeny
mezi inhibitory serinovych proteaz, které rostliny pfirozené exprimuji piisvych
obrannych reakcich (Jamal et al., 2013). Patii mezi inhibitory Kazalového typu. Jejich
domény maji v sekvenci 6 konzervovanych cysteinovych zbytki, které mezi sebou tvoii
disulfidové mustky, atim zajistuji proteinu spravnou konformaci (Bode & Huber,
1992). Ta zahrnuje 3 smycky: A, B, a C. Velikost takto vytvofeného kruhu a konkrétni
aminokyselinové zbytky jsou charakteristické pro tuto rodinu. Neni zfejmad Zadna
konsenzudlni sekvence v reaktivnim misté. Specifita k ur€itym druhiim proteinaz je

ur¢ena aminokyselinovym zbytkem v misté P1 (Kellenberg et al., 1995).

Funkéni SPI-2 byl identifikovan jako nejkrat$i proteazovy inhibitor Kazalového
typu u Zivoc¢ichl. Zatimco inhibitory Kazalového typu jsou zpravidla slozeny z vice
domén, které sestavaji z 50 - 60 aminokyselin, SPI-2 je tvofen jedinou doménou
s 36 aminokyselinovymi zbytky a mé velikost 3993 Da. Kromé své velikosti ma i dalsi
unikatni znaky. Volny segment na N-konci je redukovan na jeden aminokyselinovy
zbytek. Neptitomnost zbytkti Cysl a CysV vylucuje formaci A-kruhu a umoziuje vétsi
flexibilitu C-kruhu. Dale nepfitomnost nékolika aminokyselinovych zbytki okolo mista,
kde se CysV zpravidla nachdzi, ma zanasledek zkraceni a zménu a-helixového
segmentu. Ze struktury Ize soudit, ze délka a uspotfadani B-kruhu, v¢etné expozice mista
P1 apozice C-konce vici B-smycce jsou pro aktivitu inhibitord Kazalového typu

urcujici (Kellenberg et al., 1995).
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Jelikoz bylo prokazano, ze Skudci jsou schopni se adaptovat na inhibitory
proteaz exprimované v rostlinach tim, Zze zacnou produkovat proteazy necitlivé
Kk inhibitoram (McManus et al., 1994, DeLeo et al., 1998), mize byt pouziti tohoto
hmyziho genu, kodujiciho protein s unikatnimi vlastnostmi, vyhodné, nebot’ se s jeho
produktem patogeny a Skudci jes$té nesetkali asnizi se tim pravdépodobnost, Ze Si
vuci nému rychle vyvinou rezistenci. Navic jsou pro testovani rezistence rostlin
k dispozici linie bramboru transformované dvéma variantami genu SPI-2, jejichz
produkty maji mirn¢ odlisné vlastnosti pravé diky rozdilné aminokyselin¢ v misté P1.
Protein SPI-2-T je diky Thr v mist¢ P1 U¢inny pfedevsim pii inhibici bakterialni
proteazy subtilizinu a houbové proteinazy K (Nirmala et al., 2001). SPI-2-Y obsahuje
vV P1 misté Tyr, coz mirné zeslabuje jeho inhibi¢ni vlastnosti proteinazy K a subtilizinu,
ale proptjcuje mu i schopnost slabé inhibovat trypsin (Sehnal et al., nepublikované
vysledky). Serinové protedazy obecné jsou nejcastéjSim typem protedz u motyli
(Lepidoptera) a dvoukiidlych (Diptera, Matsumoto et al., 1995, Srinivasan et al., 2006).
To naznacuje, Ze ob¢ varianty proteinti maji vysoky potencial pro vyuziti vici Sirokému

spektru béznych patogenti a skudcu lilku bramboru.

Transformace lilku bramboru zakladni formou genu SPI-2 (obsahujici
pouze hexa-Histidinovou kotvu) v ptedchozich pokusech jinych ¢lent tymu se ukazala
byt neucinna. Rostliny vykazovaly pouze malou aproménlivou rezistenci a protein
SPI-2 se nepodafilo detekovat aniizolovat (Fischer, Sehnal et al., nepublikované
vysledky). Jelikoz hladina transkriptu byla v transformovanych liniich vysoka, moznou

pfi¢inou nizké hladiny proteinu SPI-2 mohl byt nevhodny sekven¢ni kontext v okoli

.....

.....

sekvence, ktera usnadiiuje rozpoznani startovniho kodonu malou ribozomalni
podjednotkou a usnadnuje tak iniciaci translace, ¢imz by meéla zvySovat hladinu
translatovanych proteinti. Tato sekvence byla pojmenovana podle Marilyn Kozak, ktera
Ji zkoumala u obratlovcl (Kozak, 1987). V rostlinach je konsenzualni sekvence
AACAAUGGC (Liitcke et al., 1987). Ta byla pouzita pro upravu zakladni formy genu
SPI-2 svyjimkou posledniho C, které bylo zaménéno za T, aby nedoslo ke zméné

sekvence proteinu.

V této praci byl nejprve jednou variantou genu SPI-2 (SPI-2-T) transientné

transformovan tabak pomoci agroinfiltrace. Tato metoda se osvédCila jako rychla
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a efektivni  pfi zhodnocovani exprese aucinku potencidlnich genli rezistence
vyuzitelnych pfi transformaci rostlin, napf. genu pro inhibitor serinovych proteaz
z brukve zelené (BoPI, Brassica oleracea proteinase inhibitor, Leckie & Stewart, 2011).
Mezi vyhody této metody patii také eliminace rizika, ze se zaclenénim transgenu
ovlivni jiné geny, kter¢ by ovlivnily vysledek. Protein SPI-2-T se
vSak Vv transformovanych rostlinach tabaku detekovat nepodafilo. [kdyz analyza
transkriptu nebyla provedena, nelze vyloudit, ze divod nepfitomnosti proteinu je stejny

jako pfi transformaci lilku bramboru, o které je pojednano dale.

Pti analyze proteinli z transformovanych rostlin bramboru byly pouzity proteiny
z netransformované linie bramboru jako negativni kontrola, a protein NtHsp90 _MT
s hexa-Histidinovou  kotvou avzorek proteinti izolovanych z A. tumefaciens
transformovaného genem SPI-2-T jako pozitivni kontrola. Nepodafilo se v$ak detekovat
protein SPI-2 ani u jedné z transformovanych linii ani u agrobaktéria, neboli hladina
SPI-2 byla niz8i nez je detekéni limit pouzité metody. Bud’'to byl priméarné technicky
problém v samotné detekci pomérné kratkého His-taggovaného proteinu (cca 4 kDa),
¢emuz by nasvédCovala i absence signalu z extraktu z agrobaktéria, nebo je skuteéné

hladina proteinu SPI-2 jak u agrobaktéria, tak u rostlin velmi nizka.

Jelikoz provedend  analyza  transripti  ukdzala, Ze minimalné¢ u ¢asti
transformovanych linii bramboru je dosahovana vysoka hladina mRNA genu SPI-2, je
pravdépodobné, Ze nizkd hladina proteinu je zplisobena bud net¢innou translaci

anebo nestabilitou proteinu.

Pti analyzach moZnych pficin nizké hladiny ¢i nepfitomnosti proteinu SPI-2
Vv transformovanych rostlinach bylo testovano 1 dalsi alternativni
vysvétleni, ze A. tumefaciens nesouci plazmid s SPI-2 bylo negativné ovlivnéno
vznikajicim proteinem SPI-2. V tom piipadé by probihala selekce na bakterie nesouci
plazmid s mutaci, ktera by branila tvorbé funkéniho proteinu SPI-2. V pfipadé posunové
mutace ¢i mutace vedouci ke vzniku predcasného terminacniho kodonu by sice byl
detekovan transkript, ale nevznikal by z n&j funkéni protein. Byla proto izolovana DNA
z transformované linie bramboru, ktera vykazovala vysokou hladinu transkriptu genu
SPI-2, Dbyla provedena PCR sprimery 35S metyl aSPI-2-R anamnozeny usek
obsahujici téméf celou expresni kazetu byl sekvenovan s primerem 35S metyl.

Sekvenace vSak prokazala intaktnost kontrolované sekvence a tuto pfi¢inu vyloucila.
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genu tedy bud’ nebyly dostate¢né pro zvySeni iniciace translace, anebo protein SPI-2
neni v cytoplazmé stabilni. Vnitini prostifedi buiiky je velice dynamické a degradace
proteini je proces, ktery v bunce neustale probiha, at uz se jedna o regulaci
biologickych procesti v burice, nebo 0 odstrafovani abnormalnich proteini vzniklych
napf. pfi ptisobeni  stresu nebo vlivem mutaci. Degradace proteinit probiha
pomoci n¢kolika komplexnich proteolytickych cest v zdvislosti natom, V kterém
bunééném kompartmentu se protein, ktery ma byt degradovan, nachazi. V ptipadé
cytoplazmatického proteinu byva protein oznaCen ubiquitinem a poté transportovan
do proteazomu, kde jsou proteiny degradovany (Vierstra, 1996). Jelikoz protein SPI-2
mohl byt v cytoplazmé odbouravan, byl v rdmci diplomové prace vytvoren konstrukt
SPI1-2-T-apo, smétovany do apoplastu, kde by mohl byt protein stabilnéjsi a zaroven by
se mohl liSit imechanizmus jeho ucinku. Tento konstrukt je nyni pfipraven
pro transformaci rostlin. Zda je mozné touto cestou dosahnout vysSich hladin SPI-2
ajaky bude ucinek SPI-2 v apoplastickém prostoru ale ukaze az ptipadné testovani

V rostlinach.

| kdyz se tedy nepodafilo detekovat protein SPI-2, bylo by vhodné se
problematikou dale zabyvat a u transformovanych linii bramboru s vysokou mirou
transkripce provést bioeseje na odolnost viaci patogenim ¢i hmyzim  $kddcim,
nebot’ i nizka (nedetekovatelna) hladina proteinu by mohla rostlinam zajistit zvySenou

odolnost.

6.2. REGENERACE LISTU BRAMBORU PO TRANSFORMACI

Transformace pomoci A. tumefaciens, pidniho patogena dvoudéloznych rostlin,
je jedna z nejcastéji vyuzivanych metod pro transformaci rostlin. Za klasicky protokol
pro regeneraci bramboru po transformaci lze povazovat protokol od Dietze et al, 1995.
Listy rostliny jsou pii tomto postupu dva dny kokultivovany v médiu s pfidanou
suspenzi A. tumefaciens a poté nasleduje pienos na médium indukujici tvorbu kalusu
(CIM). Po tydnu nasleduje pienos na médium indukujici tvorbu prytd (SIM). CIM
I SIM obsahuji mimo jiné selek¢ni antibiotikum a claforan ve standardni koncentraci

300 mg/l. Claforan je Sirokospektré antibiotikum, které po kokultivaci zajistuje
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eliminaci  A. tumefaciens. Regenerace pryti zkalust je kritickym krokem

pfi transformaci a vétSinou trva minimalné 6 tydnda.

Jelikoz se objevily necekan¢ dobré vysledky pii pivodné omylem zménéném
slozeni CIM a SIM média a postkokultivaénim postupu, byl cely postup opakovan spolu
s analyzou vSech dil¢ich faktort, které na vysledek mohly mit vliv. Mohl to byt bud’
efekt zvySené hladiny claforanu, piidani rifarpicinu, delsi kokultivace list

s agrobaktériem, anebo néktera z kombinaci téchto faktort.

Ze sedmi zkoumanych variant byla jednoznacné nejefektivnéjsi varianta 7,
pfiniz byl jedinym zménénym faktorem zvysena koncentrace claforanu na 500 mg/l.
ale napovidaji tomu i dalsi tfi porovnavané parametry (pocet vyhonkd, pomér poctu
vyhonkil ku poctu kalusit a pomér poc¢tu odfezatelnych vyhonkl ku poctu kalusi)
z celkem péti porovnavanych parametri. Jelikoz pocet kalusii se vyznamné nelisil,
rozdily v oSetieni patrn¢ pusobily az na Grovni regenerace. Velmi zajimavym zjiSténim
bylo i to, ze standardni postup (varianta 1) dosahl u vSech parametrti nejhorSich
vysledki a jako jediny na konci 6tydenniho experimentu nedisponoval ani jednim
odiezatelnym vyhonkem. To naznauje, Ze kazdy z faktori zkoumanych v ostatnich
variantach mél zfeymé urcity pozitivni vliv. JelikoZ pocet odfezatelnych vyhonki je
nejdulezitéj$i parametr ispésnosti regenerace, 1ze soudit, Ze nejvetsi pozitivni vliv na ni
mél claforan. Efekt rifampicinu a delsi kokultivace listi s agrobaktériem byl slaby

a pro jeho spolehlivé vyhodnoceni by byl nutny vétsi pocet opakovani experimentu.

Pozitivni efekt claforanu mohl byt zpisobem pfimo pusobenim claforanu
narostlinné mechanizmy regulace rustu. Claforan je Sirokospektré [-laktamové
antibiotikum. Patfi do skupiny penicilinii a jeho struktura je podobna carbenicilinu,
ktery ma strukturu podobnou auxinu a pti jeho degradaci vznika latka s podobnymi
efekty jako slaba PAA (phenylacetic acid, fenyloctovd kyselina, jeden ze zastupcl
auxinu, Ling et al, 1998; Robert et al, 1989). Jelikoz auxin je jednim z hlavnich aktéra
pfi regulaci rdstu, mohl by claforan ptimo putisobit na zrychlenou tvorbu vyhonkd

I zrychleny ruist regenerujicich pryta.

Zpétnou analyzou literarnich zdroji bylo zjiSténo, Ze pozitivni efekt zvySené
koncentrace claforanu byl jiz pozorovan, a to napi. u citrust (de Oliviera et al., 2010),

borovice (Humara & Ordas, 1999) a kukufice (Danilova & Dolgikh, 2004).
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Pti transformaci rostlin rodu Solanum byla zvySena koncentrace claforanu pouzivana
i jinymi vyzkumniky (Koivu et al., 1995). Avsak jeji pozitivni vliv na regeneraci

Solanum tuberosum podle dostupnych zdrojt ptimo zkouman nebyl.

Nelze ani vyloucit, ze claforan mél pozitivni vliv na regeneraci diky dukladnéjsi
eliminaci A. tumefaciens, které pro explantaty predstavuje stres. SniZzenim stresu se

mohla zvysit u€innost regenerace.
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7. ZAVERY

Upravenim zakladni formy genu SPI-2 byly vytvofeny tii konstrukty pro expresi
Vv rostlinach. SPI-2-T a SPI-2-Y pro lokalizaci proteinu do cytoplazmy a SPI-2-T-apo
se signalni sekvenci pro smétovani proteinu do apoplastu.
Konstrukt SPI-2-T byl pouzit pro transientni transformaci listt Nicotiana benthamiana.
Ptitomnost proteinu SPI-2-T se v tabaku nepodafilo prokézat.
Konstrukty SPI-2-T a SPI-2-Y byly pouzity pro stabilni transformaci Solanum
tuberosum. Protein SPI-2 se ani u jedné transformované linie nepodafilo detekovat,
pfestoze nckteré z linii vykazuji vysokou hladinu transkriptu genu SPI-2. Divody
selhani detekce proteinu mohou byt nasledujici:
o Upravy zékladni formy genu nebyly dostateéné a protein vznika ve velmi
malém mnoZzstvi.
o Absence detekce je zplsobena technickou nedostatecnosti pouzité
metody pro takto kratky protein (4 kDa).
o Protein je v cytoplazmé nestabilni.
Z dvodu moznych problémi se stabilitou proteinu SPI-2 v cytoplazmé byl vytvoren
konstrukt SP1-2-T-apo se signalni sekvenci pro sméfovani proteinu do apoplastu, kde by
mohl byt stabilnéjsi.
Pii transformacich bramboru byl zjistén vyrazny pozitivni efekt zvySené hladiny

claforanu (500 mg/1) na Gi¢innost a rychlost regenerace prytd z kalusi po transformaci.
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