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ABSTRACT

The most common viruses that attack peas growhedrCzech Republic are — pea enation mosaic
virus (PEMV) and Pea seed-borne mosaic virus (PSpMWese viruses can cause serious
economic losses in the cultivation. This work isufeed on creating vector constructs that induce
resistance to viral diseases in plants and theesulent transformation of pea plants. CP cDNA
fragment of both viruses (PEMV and PSbMV) and cDRagment of Cell to Cell movement
protein (PEMV) were inserted in sense/antisensentation between the 35S promoter and OCS
terminator in the plasmid pHannibal and cloned iIA region of the vector system pGreen.
Sense/antisense orientation should be transcribéddhitpin RNA (hpRNA) which leads to post-
transcriptional gene silencing inducing resistat@doth viruses (PEMV and PSbMV). Plasmid
pGreen also contains a reporter gene for GUS Histoial test (uidA) and selection gene for
resistance to the herbicide phosphinotricin (b&injs construct was introduced by electroporation
into Agrobacterium tumefaciernvghich included pSoup (binary vector). The abilifytioe construct

to transform plants will be tested by transformatid tobacco leaf discs. The aim of this work is to

prepare transgenic pea plant resistant to PEM\PSMV.
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UvoD

Pri péstovani zerédélskych plodin dochazi Kili vir6zam ke znanym ekonomickym ztratam.
Zmirnit vyskyt vir6z Ize hubenimipnaset, péstovanim zdravého osiva &gpovanim rezistentnich
nebo tolerantnich ofd. V modernim Sleckhi se stalecastji objevuji metody a fistupy

genového inZenyrstvi.

U hrachu pstovaného Weské republice se rigjstji vyskytuji virus vyristkové mozaiky hrachu
(PEMV) avirus semenemignosné mozaiky hrachu (PSbMV). Jednou z metod pandu
genovym inZenyrstvim pro tvorbu rezistentnich img#é vyuzivani posttranskipiho utiSeni gein
invertovanymi sekvencemi (IR-PTGS)ii Pvneseni fragmefit geni virt do genomu rostlin

v sense/antisense orientaci dojde k vigwd vidsenkové hairpinRNA (hpRNA). Jako vnasené
sekvence se ngstji vyuzivaji fragmenty gein pro plasové proteiny viru. Vznikla dvouvldknovéa
hpRNA je Stpena dsRNazou na 21-23 nukleotidové siRNA (smadiriering RNA). SiRNA je
poté zd&leréna do nukledzového komplexu RISC (RNA-induced silem complex), ktery podle
siRNA sekvence degraduje ssRNA se stejnou sekvEémiby se mila indukovat virova rezistence

u rostlin.

Cilem této prace je vytv¥id konstrukt pro navozeni rezistence k PEMV a PSbNPéuzivané
metody transformace hrachu maji dosud velmi nizkdnnost. Tabak, jako modelova rostlina pro
transformaci pomocAgrobacterium tumefaciense transformuje snaginnez hrach, a proto je
Gginnost konstruktu testovana pomoci transformadceviyeh diski tabaku. Poté budefiptoupeno

k transformaci hrachu, coz by gmélo navodit rezistenci k PEMV a PSbMV.

MATERIAL A METODIKA

Pro tvorbu konstruktu indukujici rezistenci k PEMAVPSbMV u rostlin hrachu byly vybrany
sekvence cDNA obou virs ohledem na ustalenost sekvenaianych kmefi virt a s ohledem na
pouZzité restrikni enzymy a to: fragmenty cDNA gépro CP vifi PEMV (131 bp) a PSbMV (137
bp) a fragment cDNA genu cell to cell movement pPEMYV (149 bp). Ty byly amplifikovany
pomoci PCR za pouziti primerobsahujicich fidatné cilové sekvence pro vhodné reshik
endonukleazy. Produkty byly po agar6zové elektédferpurifikovany z gelu pomoci kitu Invisorb
Fragment CleanUp a koncentrace DNA byla stanoverairetricky. Kazdy fragment byl poté
ligovan s pGEM-T vektorem a klonovarBscherichia colikmenTop 10kultivované pi 37°C na
médiu LB s ampicilinem a X-gal (5-bromo-4-chlorargiolyl-beta-galaktopyranosid), coz je
aktivni slozka fi modrobilé selekci, pomoci které byly vybrany piezii kolonie E. coli. Ty byly
pieneseny do roztoku Tris/MgC50mM MgCI2, 50 mM Tis Cl pH 7), ve kterém bylydjeotlivé
kmenyE. coli kratkodols uchovany a zarovieposlouzily jako templéat pro kontrolni PCR. Vybrané
kolonie byly namnoZzeny pro izolaci plazmidové DNBeneJET Plasmid Miniprep Kit). I1zolované
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plazmidy byly testovany nejprve pomoci PCR, dalempoi restrikni analyzy a poté byly
sekvenovany.

Z pGEM-T byly postup#é vSechnyii fragmenty
cDNA vyStpeny a vneseny do vektor
pBluescript SK+ mezi restréai mista Xbal,

EcoRl EcoRl Hindlll aHindlll, Clal. Po
klonovani VvE. coli byl rekombinantni plazmid
pBluescript izolovan. Pomoci PCR byly spojen
fragmenty amplifikovany za pouziti priners
odliSnymi gidavnymi restriknimi sekvencemi
(Xbal aClal byly nahrazeny Xhol aKpnl)
a klonovany 1,456,7,9,11,12,13 - pWell12A
v E. coli. Prib&zn¢ byly dlany testy pomoci PCR 2,3,8,10 — pWell12B

arestrikni analyzy pro o#feni spravného

z&tleréni fragment do plazmidového vektoru.

8§ 9 10 11 12 13

Obr. 1: Restrikni analyza (Xhol)
M — velikostni marker 1kb ladder

Oba spojené fragmenty cDNA byly vypeny

a vneseny do vektorového systému pHannibal
vV sense/antisense orientaci mezi 35S promotor
a OCS terminator tak, aby mezi nimi byl intron
(vétSi &innost PTGS). Po klonovaniB. coli

byl cely Usek vy&pen pomoci restrini
endonukledzyNotl avloZzen mezi restréai
misto Notl vektorového systému pGreen I,
ktery jiz obsahoval seléki gen bar (rezistence
vaéi fosfinotricinu) a reportérovy gen uidA
(histochemicky GUS test). Plazmid byl &p
klonovan vE. coli. Z vybranych kolonii byla
izolovana plazmidovd DNA. Pomoci restiik
analyzy (Stpeni restrikni endonukleazou
Xbal)(Obr. 1) byly vybrany kolonie s inzerty
vlozenymi okma  sméry  (pWelll2A

a pWelll2B) Obr. 2 aty byly sekvenovany.

pWell12B
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Obr. 2: mapa plazmidu pWell 12A a 12B

PWell12 byl pomoci elektroporace viozen Agrobacterium tumefacierlaneneEHA 105spolu

s plazmidem pSoup (PGREEN |1 je binarni vektoroygtém). TransformacA. tumefaciendyla
prowtena pomoci PCR. Vytwveny konstrukt pWell12 byl @é¥en pomoci transformace listovych
diskii tabaku, které byly 1 minutu reény v tekutém LB mediu A. tumefaciensbsahujici plazmid
pWell12.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Byly vytvoieny konstrukty pWell12A a pWell12B, které obsattgigmenty cDNA gef pro CP
viri PEMV a PSbMV a fragment cDNA genu cell to cell rement proteine PEMV

v sense/antisense orientaci mezi 35S promotorer@a @rminatorem. Déle obsahuje reportérovy
gen uidA pro histochemicky GUS test, seélek gen bar navozujici rezistenci k herbigid

s innou latkou fosfinotricin, geMptl pro bakterialni rezistenci k antibiotiku kanamydacZ gen
koédujici R-galaktosidazu pro modrobilou selekciaée bbsahuje mnohonasobné klonovaci misto
(polylinker) a ori mista (pthtky replikace uA. tumefaciensa E. col). PWell12B mé& oproti
pWell12A otaeny sngr ¢teni Useku mezi promotorem 35S a OCS terminatoRamoci &chto
konstrukti byly transformovény listové disky tabaku, na ktéryyl proveden histochemicky GUS
test s pozitivnim vysledken®pr. 3).

Obr. 3: Pozitivni GUS test

ZAVER
Vytvoienym konstruktem pWell12 Ize transformovat listadigky tabaku. V budoucnu budou

regenerovany a deptovany transgenni rostliny tabaku a dale budamsfeamovana kéini rostliny
hrachuin vivo metodou (Svabova et al., 2005).
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