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ABSTRACT

In recent years, biotechnology has permitted regumaof the expression of endogenous plant
genes to improve agronomically important traitsn&g modification of crops has benefited from
emerging knowledge of new genes, especially gemaseixhibit novel functiond?ea seed-borne
mosaic virus (PSbMV), a member of the geRasyvirus family Potyviridag is currently one of

the most frequent viral pathogen causes yield sos$degumes. Beside aphid vectors, PSbMV is
transmitted by infected seed batches. These lassede easily prevented by growing resistant
cultivars. In pea Kisum sativury recessive resistance genes to several potygirhage been
mapped genetically to linkage groups Il and VI. iBasice to the common strains of PSbMV is
conferred by a single recessive geel4E localized on linkage group VIsfm-1 locus).
HomologueselF4E(iso) gene was found in close relation gbm- 2locus (on linkage group I1).
Eukaryotic translation initiation factor 4EIF4E) and its isoformelF4E(iso)play a key role during
virus infection in plants. ThelF4E(iso)genes from several pea lines were isolated angesegd.

Full genomic fragments o&IF4E(iso) were obtained and protein sequences were deduced.
Mutations ofelF4E(iso)between resistant and susceptible genotypes tesre identified but are
not yet functionally assigned. Selected genotypes aurrently tested by L1 (P2) PSbMV
pathotype. Using the RACE method, sequences ofd354dTR regions, were obtained and used
for specific primers design to detect any diffees\between resistant and susceptible genotypes.
Quantitative expression analysis is conducted éth lgenes.
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uvoD

Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV¥ipaezi RNA viry, dodelediPotyviridae roduPotyvirus
Spolu s virem enmi mozaiky hrachu (Pea enation mosaic virus, PEMMWjrem Zluté mozaiky
hrachu (Bean yellow mosaic virus, BYMV) fi¥drojici hlavnich virovych patogein zpisobujicich
hospodé#sky vyznamné Skody na porostech hrachutlktemych dalSich zastupduskovin. Virus
PSbMV je gendSen semenem, mechanicky a hmyzimu vektory (mBicé hlavnim symptorim
napadeni PSbMV péatnapadné svinovani oktgjtvorba listové mozaiky, prostlovani listovych
zilek, tvorba zkracenych internodii &zny stupé zakrslosti rostliny. U napadenych rostlin dochazi
k pozajSimu kveteni. Kty jsoucasto deformované, mohou ale vykvést za vzniku defeanych
luski. Nasled jsou také postizena semena, s typickou mozaikosnizena jejich zivotaschopnost
a kvalita. NejdinngjSim nastrojem pro omezeni vyskytu je vyuZziti reignich genotyip které jiz
byly v minulosti v genovych kolekcich identifikoware jsou dnes vyuZzivanytipSlecheni.

U hrachu bylo popsanoékolik lokusi rezistence k virovym patogém rodu Potyvirus Tyto
lokusy tvdi dva shluky recesivnich g&machazejicich se ve dvou odliSnych vazebnych sghi
(chromozomech)Vazebna skupina VI obsahuje shluk recesivnichigem-1, sbm-3, sbm-4, cyv-
2 awlv, které zodpovidaji za rezistenci k PSbMV P1, RB,@over yellow vein virugClYVV)
aBean yellow mosaic virusmen white lupin (BYMV-W). DalSi shluk je umit na vazebné
skupirg Il a zahrnujebcm, cyv-1, mo, pma sbm-2zprostedkujici rezistence Bean common
mosaic virus Clover yellow vein virugClYVV), Bean yellow mosaic viry$’ea mosaic virus
PSbMV P2 (Provvidenti et al., 1990). Lokusbm-1(LG-VI) odpovida eukaryoticky transiaf

Obr. 1 Schéma genomickych sekvenci u vybranychi delédi Fabaceae
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U vird ¢eledi Potyviridaeje na 5° konci RNA vldkna mist&epicky piipojen protein VPg (viral
protein genomelinked), ktery jéipniciaci translace rozeznan rostlinnyet-4E jako ¢epitka a tim
dochazi k translaci virové RNA. Pokud je aleldc4E mutovana gbm-) v tzv. "oblasti vazajici
Sepicku" (cap binding pocket), nedochazi k jejimu nawhzda VPg a polypeptid ndrbe byt
vytvoien, protoZze nedojde k tSmému slozeni ribozomu. Blizkost lokusbhm-2a elF4E(iso)
naznduje, ze P3 &IF4E(iso)spolu interaguji podoléjako VPg eelFAE

V roce 2010 byly publikovany uplné genomické seloesriF4E u hrachu, vetns piimych markek

pro MAS (Marker assisted selection), které jsowzahy na nukleotidovych mutacich vedoucich
k zdmeéné aminokyselin v primarnimftetzci polypeptidu a umaiiji identifikaci, jak
homozygotnich nachylnych nebo rezistentnich jedise 100 % spolehlivosti, tak zaréve
identifikaci heterozygdt (Smykal et al., 2010).

Cilem této prace je s pomoci molekutariologickych metod stanovit celkovou genomovou
sekvenci genelF4E(iso)u vybranych polozek hrach®isum sativuni.), diive popsanych jako
rezistentni¢i senzitivni k patotypu P2 PSbMV. Vysledky porovmatdosud publikovanymi
sekvencemi cDNA tohoto genu a provést predikci arimh struktury proteiin V piipadt zjistni
polymorfismi vazanych na rezistentni genotypy navrhnout jedcwglumarkerovaci systém pro
detekci chto alel, jez by mohl byt vyuZzitelnyigMAS.

MATERIAL A METODY

Rostlinny material: Semena hrachu byla ziskdnannfgadové kolekce USDA-ARS Western
Regional Plant Introduction Unit, Pullman, WA, USA.

Izolace genomové DNA a RNA: Izolace nukleovych Hlyséyla provedena pomoci kondeg
dodavanych kit. Genomova DNA byla izolovana z jednotlivych sudingemen pomoci DNEasy
Plant Mini Kit (Qiagen). 1zolace RNA byla provedemanladych lish za pouziti RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) dle protokolu vyrobce.

PCR amplifikace fragmefitelF4E(iso) PCR amplifikace byla provedena v 25ul objemu2nd,
zkumavkach. Slozeni PCR reéak snsi bylo podle standardniho protokolu vyrobce s jitguaz
Green GoTaq polymerazy (Promega). Seznam pouzR¥&R primei viz tab. 1. Teplotni profil
PCR reakce, g@teini denaturace 94°C: 3 minuty, 30 aykB4°C/30s, 55°C/30s, 72°C/1min 30s
a zavretna elongace 72°C po dobu 10 minut. Sekvence 5'UBRst byla ziskana pomoci
SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kitu (Clontech). é&dleni PCR produkt bylo
provedeno horizontalni gelovou elektroforézou na dgarosovém gelu (Bioline, Velka Britanie)
v 1 x TAE pufru. Separace probihala 30-45 miniit7p-120 V, detekce probihala pomoci EtBR,
vizualizace na UV transluminatoru a Gel Documentafystem (Vilber Lourmat, Francie).
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Klonovani PCR produktu: iP klonovani fragmerit bylo postupovano dle navodu k produktu
pGEM-T Vector System (Promega) za pouziti origifdinroztoki. Elektroporace kompetentnich
burgk byla provedena dle Ausubela et al. (1992). NeevyBurgk E.coli TOP 10 byly pouZzity
Petriho misky s pevnym LB médiem a selekci na ailiipia komponenty pro blue/white selekci.
Pro testovani pozitivnich kménE.coli nesoucich pGEM-T s inzertem byla pouzita PCR ragny
T7 a SP6.I1zolace plazmidové DNA byla provedena pomoci Gefeftasmid Miniprep Kit
(Fermentas). Sekvenovani bylo provedeno pomoci ygDerminator kitu (Appliediosystems)

v Macrogene Korea a Laborgitsekvenace DNA #F UK v Praze.

Tab. 1 Seznam pouzitych primaer

Nazev primeru Sekvence (5°- 3") v eIP FOZIIEC(?SO) Orientace
elF4E-isoM-F GTGTAGTTGCGAGTGTACGCCAGTG 786-710 F| F
elF4E-isoM-R CACTGGCGTACACTCGCAACTACAC 786-710 R R
Ps- elF4Eiso-F ATATGGCAACAACAGAACCACTCG 0-22 F F
sbm2-3UTR-Rev3 GATTTATGATTGTACAATCAACACAAC 3'UTR R

VYSLEDKY A DISKUZE

Sekvenaci byla ziskana Gplna genomova sekvel@tE (iso)vybranych polozek hrachu. Exonové
oblasti (cDNA) ziskanyclelF4E(iso) fragmenti byly porovnany s cDNA sekvenci dostupnou
v databazi NCBI, konkrétns genotypem Bonneville. @nalyzovanych poloZzek nebyl v oblasti
exoni nalezen zadny délkovy polymorfismus, byly v nickak zjiSény substituce v pozici 149
(C—A), 306,307 (TF>GA), 405 (C-A), 416 (G-G) a 521 (G-A). Délkovy polymorfismus byl
naopak nalezen vintronové oblasti, zejména u f&jue intronu 3. Podobny délkovy
polymorfismus, zaloZzeny na opakované repeticijjidypopsan v intronu 3 u gerelF4E ve vazlg
na rezistentni alelu a bylo jej vyuZito pro tvonmarkefi (Smykal et al., 2010). Introny jsou sice
béhem posttranskrimich Gprav vystzeny a nemaji tedy vliv na primarni strukturu piod, ¢asto
v8ak mohou slouZzit jako regulatory genové expresencz je polymorfismus introin vhodnym
zakladem pro tvorbu markeryuzitelnych ve Sleckhi na rezistenci.
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Tab.2 Seznam analyzovanych polozek s vemyani mutacemi v kodujici oblasti

(+ substituce v dané pozici, - bez substituce)

Mutace v kédujici oblasti

Cislo polozky 149 306,307 405 410 416 521
C—A TT—-GA C—A A-T C-G G—oA

OSU 668 - - - - - -

P1 193835 - - - - - -

W6 15451

Pl 347464/Z

JI 3135

"

PI 347464/K ¥ - - - - :
;
+

Aa 134

VR-74-910-2

JI11794

T R
VIR 2523 + + - - - -
VIR 60-70 + +

VIR 2759 - - - - - -

VIR 3424 - - - - - -

Pl 347422 - - - - - -

Pl 193835R - - - - - -

PI 347492/10 - - - - - -

PI 347482 - - + + +

Pl 347528 - - - - R T

Role eukaryotnich trangfaich faktofi v rezistenci k virovym patogém rodu Potyvirusbyla jiz
popséana u &kolika druhi rostlin wetng salatu (Niciase et al., 2003), papriky (Ruffebét 2002),
rajcete (Parrela et al., 2002), fazolu (Naderpour et 2010), jémene (Stein et al., 2005),
Arabidopsis thaliangLellis et al., 2002) a hrachu (Gao et al., 2004ytace v transknim faktoru
mohou gerusit cyklus RNA viii, aniz by ovlivnily vyvoj rostliny. Vysledky pokiss Arabidopsis
thaliana ukazuji, ZeelF4E i elF4E(iso)jsou zapojeny doffozené rezistence rostlin k potyfn
(Sato et al., 2005). Tyto vysledky by mohly potviivodni domenku, kdy gerelF4E(iso)asbm-

2 lokus byly ozn#&eny za totozné. Tyto mutace Ize vyuZitiirgeené rezistenci rostlin k rychlé
analyze nebo identifikaci a ulghscreening genovych kolekci na pozadovany znakinZ se vSak
nepodailo najit takové rozdily mezi senzitivni a rezidtenalelou, které by se daly jako ¥ipad
sbm-1vyuzit pi MAS (Marker assisted selection). DalSi moznosithgedani polymorfismu mezi
nachylnymi a rezistentnimi genotypy jsou 5 a 3’UdRasti. V gedchozi praci jsme ziskali
pomoci 3" RACE postupu 3" UTR oblast, ktera semrigednoho genotypu vyskytovala vedh
délkow odliSnych forméach, jeji délka byla 292bp. MetodBSUuRACE byla ziskana 82bp dlouha
sekvence 5'UTR oblastIF4E(iso) Na z&atek UTR oblasti byly navrzeny primery, které jsme
vyuzili pfi hledani polymorfismu mezi nachylnymi a rezistémtingenotypy.
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ZAVER

Prace se zabyva sekvénaanalyzou transtaiho inicianiho faktoruelF4E(iso)u rodu Pisum
ktery se nachazi ve vazebné skdpina piedpoklada se, Ze je lokuseshm-2zodpovidajicim za
rezistenci k patotypu P2 PSbMV viru. Bylo analyzmeél8 polozek, zahrnujici liniové, krajové
a plané druhy hrachu setéhotive popsanych jako senzitiviii rezistentni k patotypu P2.
Sekevenovanim byla zjigta celkova délka genomické UseddfF4E(iso)a identifikovany mutace
v elF4E(iso)vedouci k aminokyselinové z&n¢ mezi rezistentnimi a nachylnymi genotypy. Tyto
mutace vSak nebyly dosud fufmk piifazeny, nelze je pra¥godobré spojovat s rezistenci, nebo
se vyskytuji na ojedittych pozicich a Ize je tedy spiSé¢iguzovat vnitrodruhové variabidit
Vybrané genotypy jsou testovany L1 (P2) PSbMV patetn. UZitim metody RACE byla ziskana
sekvence 5a 3'UTR oblasti, které byly vyuZzity knhé specifickych primér a studiu
sekverniho polymorfismu a genové exprese. R#&vnse budeme snazit o charakterizaci
dostupnych TILLING mutarit majicich nové alely obou studovanych iekteré by mohly byt
piimo pouzitelné ve Slechtitelské praxi.
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