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ABSTRACT

The aim of this work was to create a plasmid costwhich should induce the resistance of pea
plants to viral diseases and insects after thestoamation withAgrobacterium tumefacien¥he
final construct pWELL14 is based on the plasmid pWEL, which was constructed in the vector
system pGREEN. pWELL11 contained a serine protéaisibitor gene SPI2 fused with GFP
reporter sequence, driven by 35S promoter (Tripjeakd the OCS terminator. Furthermore
PWELL11 carried the selection gehar for resistance to phosphinothricimptll gene for bacterial
resistance to kanamycin and fhglucuronidase reporter gen&A Into this recombinant plasmid
a part of the construct pWELL12 was inserted cagyiDNA fragments of the coat proteins (CP)
of pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) and peatienamosaic virus (PEMV) and a fragment of
MP (PEMV) cDNA in sense / antisense orientatiomieein the 35S promoter and OCS terminator.
This cassette should produce after transcriptibaigoin RNA conformation (hpRNA) which plays
a key role in induction of post-transcriptional gesilencing (PTGS) causing in the transformed
plants resistance to both viruses. The expresdictheoSPI2 gene for a protease inhibitor should
cause resistance in the transformed plant to ingests. The created pWELL14 construct was
tested by transformation of tobacco leaf disks artsequent GUS test with positive results.
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uvoD

Hrach sety Risum sativumL.) pafi k nejroz&fensjSim luskovindm a vyzrmje se cennymi
agronomickymi vlastnostmi. Luskoviny jsou obéatobrou pedplodinou pedevSim pro pSenici
a predstavuji vyznamny zdroj rostlinnych bilkovin a gejich Uzky pongr k sachariim jsou

dulezitou slozkou v krmnych sgmich Ziv@iSné vyroby neboip piimém konzumu v lidské vyzév

(Candrakova 2009). V zemklstvi jsou kladeny stalestsi naroky na objem a kvalitu produkce.

Jednou z népstjSich vir6z hrachu setého GR je ena&ni mozaika hrachu (PEMV)gasto
v komplexu se semeneniigmosnou mozaikou hrachu (PSbMV). Tyto mohou hittipou az 80%
ztraty na vynosu semen. Jednimier@aseén téchto virdz je kyjatka hrachovad€yrthosiphon pisum
Harris), pré¢ ztohoto dvodu je vnimana jako nejzavafi hmyzi 3Rdce hrachu ¥R
(Seidenglanz 2011). DalSitad hmyzich Skdch jsou tasrénky (Thripidae), listopascarkovany

(Sitona lineatus L), nebo zrnokaz hrachov(uchus pisorum [.

Chemicka ochrana rostlin proti &kcim a patogefim je zn&né nakladna a méa negativni vliv na
zivotni prostedi. VhodijSi je pistovani rezistentnich ot zengdelskych plodin.

Jednou z metod pouzivanou genovym inZenyrstvimtymtbu rezistentnich rostlintii virovym
onemocknim je vyuZivani posttranskiipiho utiSeni gei invertovanymi sekvencemi (PTGS),
ktery ve své praci popsal Berstein et. al., (20@%).vneseni fragmeftgeni viri do genomu
rostlin v sense/antisense orientaci dochazi k wegivio viasenkové hairpinRNA (hpRNA). Jako
vnasené sekvence se datji vyuzivaji fragmenty gei pro plagové proteiny viru. Vznikla
dvouviaknova hpRNA je &pena dsRNazou na 21-23 nukleotidové siRNA (smadérfiering
RNA). SiRNA je poté zéenéna do nukledzového komplexu RISC (RNA-induced sikem
complex), ktery podle siRNA sekvence degraduje RN stejnou sekvenci. Tim by selan

indukovat virova rezistence u rostlin.

Proteolytické enzymy katalyzuji &teni molekuly bilkoviny na mensetézce a posléze az na
jednotlivé aminokyseliny. Serinové proteasy bylyemany v zazivacim traktu mnohych zastupc
hmyzu, zejménarddu motyli (Lepidopterd, ktery zahrnuje celodadu vyznamnych $idci
kulturnich rostlin. Inhibitory proteas inhibuji peasovou aktivitugchto travicich enzyiha snizuji
tak mnozstvi stravenych protéininhibice proteas zaroiievede k nadprodukci travicich enzgm
€0z ma za nasledek &srpani rezerv sirnych aminokyselin. Vysledkeithto pochod je oslabeni
hmyzu, jeho omezeny vyvoj &sto i smrt. Inhibitory serinovych proteas majiim@tni pH

prostedi 9-11, coz koresponduje s obvyklym pHeehiho traktuiady zastupi Lepidoptera
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(HraSka 2006). Jednim z vhodnych @i@mo navozeni rezistence rostliicvpoZzerovému hmyzu je

SPI2izolovany ze zavijee voskovéhoGalleria mellonellaL.) (Nirmala et al., 2001).

V této praci bylo vyuzito jak PTGS, tak i inhibifoproteas k vytvieni transgennich rostlin hrachu,
s predpokladem vzniku rezistence rostlitéivviram PSbMV a PEMV a rowz také vici hmyzim
Skadcim.

MATERIAL A METODIKA

V Préace byla roztlena na dv ¢asti. Prvnicast spéivala v tvorlé konstruktu pWELL12 obsahujici
sekvence genpla¥ovych proteiri vira semenem jf@nosné mozaiky hrachu (PSbMV) a &ma
mozaiky hrachu (PEMV) v sense/antisense orienfetipz T-DNA inkorporovana do genomu
rostliny by n€la navodit rezistencii&i obéma vir6zam. Druh&ast prace zahrnovalagmeseni
kazety se sekvencemi derpla¥ovych proteifi viri v sense/antisense orientaci mezi 35S
promotorem a OCS terminatorem z pWELL12 do jivel vytvaeného konstruktu pWELL11B,
ktery obsahuje genSPI2 pro inhibitor serinovych proteas. Tento gen byl nmavodit

u transformované rostliny rezistendicvpozerovému hmyzu.

Konstrukt pWELL12 byl vytvéen na zaklatl vektorového systému pGREEN II. V praci byla
pouzita verze pGREEN Il 229, ktera obsahuje &ivrseleRni gen bar pro rezistenci

k fosfinotricinu (glufosinat - &nna latka komeinich herbicid Liberty-Link®, Bast&, Final&,
Radicale), gemptl pro bakterialni rezistenci k antibiotiku kanamyeittaké reportérovy gemdA,
ktery produkuje B-glukuroniddzu. Mezi restrini misto Notl byla vlozena kazeta
35S::cpPSbMV:cpPEMV:mpPEMV. Pro sestavovani téteeka byly vybrany sekvence cDNA
virih PSbMV a PEMV s ohledem na ustalenost sekvenézmych kme# vira a s ohledem na
pouzité restrikni enzymy a to: fragmenty cDNA gémpro cp (coat protein) virPEMV (131 bp)

a PSbMV (137 bp) afragment cDNA genu mp (movenmmotein) PEMV (149 bp). Ty byly
amplifikovany pomoci PCR za pouziti primieobsahujicich fidané cilové sekvence pro vhodné
restrikéni endonukledzy. Produkty PCR byly po agarézovételforéze purifikovany z gelu
pomoci kitu Invisorb Fragment CleanUp (Invitek) ankentrace DNA byla stanovena
fluorimetricky. Jednotlivé fragmenty byly pomoci BNigazy vloZzeny do vektoru pGEM-T
(Promega). Elektroporaci byly plazmidy pGEM-T tfamsiovany elektrokompetentni iky
Escherichia colikmen Top 10 a klonovany. Pomoci modro/bilé seldikgg vybrany pozitivni
kolonie E. coli a ty byly geneseny do roztoku Tris/ MgQOi50mM MgChb, 50 mM Tis Cl pH 7),
kde byly jednotlivé kolonieE. coli kratkodold uchovany v chladiice a zarovie poslouzily jako
templat pro kontrolni PCR. Vybrané kolonie byly makeny v tekutém LB mediu a pomoci
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) z nichabiglolovana plazmidova DNA, ktera byla
testovana pomoci PCR a restrikanalyzy a poté sekvenovana.

Jednotlivé fragmenty virové cDNA byly, po namnozenkontrole, pomoci restrikce a nasledné
ligace postup® klonovany za sebe do vektoru pBluescript. Pét@mém namnoZzeni E. coli

a izolaci plazmidové DNA byla cela vlozena sekvemeaplifikovana pomoci PCR za pouZiti
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primeri s jinymi pidatnymi cilovymi sekvencemi pro restfik endonukleazy. To umoznilo
vloZeni obou &chto sekvenci do vektorového systému pHANNIBAL (RS) v orientaci
sense/antisense mezi 35S promotor a OCS termitatoaby mezi nimi byl intron. Bbézre bylo
provadno testovani pomoci PCR, restiik analyzy a poté byla provedena sekvenace. Nakonec
byla cela kazeta 35S:cpPSbMV:mpPEMV:cpPEMMtenesena do vektorového systému
pGREENII. Hotovy konstrukt byl nazvan pWELL12 (ORBj).

Po namnoZeni konstruktu pWELL12 a izolaci plazm&®@NA byly pomoci restriéni analyzy
odliSeny d¥ verze pWELL12A a pWELL12B v zavislosti na &méteni GUS genwidA

Elektroporaci byly konstruktem pWELL12 spolu s pamgm plazmidem pSoup transformovany
kompetentni biky Agrobacterium tumefacienkmen EHA 105. Pro a@¥eni funknosti byl
konstruktem pWELL12 transformovan tabak virginskyicptina tabacurh kmen SR-1, jako
modelova rostlina pro transformace pomécitumefaciensTabak byl transformovan metodou
transformace listovych difk Korkovrtem byly vyezany disky z list tabaku a ty byly mgeny
jednu minutu v suspenzni kuteuA. tumefaciensPo osuSeni byly listové disky dany na kukivia
médium MS 0,1/1. Poiéch dnech kultivace byli explantatyepedeny na medium MS 0,1/1
s augmentinem agkolik malo diski bylo pouzito na histochemicky GUS test podle Féte et al.
(1995). T az ctyri tydny staré regeneranty bylyigmeseny na selékim medium MS 0,1/1
s augmentinem a fosfinotricinem.

Dale byl vytvden konstrukt pWELL14B (Obr. 3). Ze zhotoveného knrdu pWELL12 byla
pomoci restrikni endonukleazyNotl vyjmuta kazeta 35S::cpPSbMV:mpPEMV:cpPEMV a poté
byla vlozena do jiz five zhotoveného konstruktu pWELL11B (Obr. 1). Tektmstrukt byl také
zaloZen na vektorovém systému pGREENII 0229 a ahsdmavic gen pro inhibitor serinovych
proteds SPI2 fazovany s reporterovym genem GFRy dya geny byly regulovany promotorem
35S (triple X) a terminatorem OCS. Hotovy konstrpdELL14B byl ogt prib&zné testovan
pomoci PCR, restriini analyzy, sekvenace a poté pomoci transformaténmych disk tabaku.
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VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni ¢asti této prace se pada na zaklad vektorového systému pGREENII 0229 wytito
konstrukt pWELL12, ktery nese fragmenty cDNA georo cp vii PEMV a PSbMV a fragment
cDNA genu mp PEMV v sense/antisense orientaci 1383i promotorem a OCS terminatorerti. P
tvorbe konstruktu byl vyuZzit plazmid pHANNIBAL. Wesley.edl., (2001) se ve své praci zmje

o vhodnosti plazmidu pHANNIBAL pro snagsi tvorbu konstrukt vyuZzivajicich posttranskripi
utiSeni gef a jeho pouzivaniipstudiu geri. Bylo zjiS€no, Ze intron mezi fragmenty poskladané
v sense/antisense orientaci amazvysuje @innost PTGS. Dale konstrukt obsahuje reportérovy
genuidAvhodny pro rychlé testovani transformovanych rogtiiagiklad pomoci histochemického
GUS testu), seleki gennos-barnavozujici rezistenci transgenni rostliny k hediim s &innou
latkou fosfinotricin, gerNptl pro bakterialni rezistenci k antibiotiku kanamydacZ gen kédujici
3-galaktosidazu pro modrobilou selekci bakterike cbbsahuje mnohonasobné klonovaci misto
(polylinker). Pro umozeni replikace \E. colia A tumefacienplazmid dale nese dwri mista.

8 9 10 11 12 13

7000 bp 7
5000 bp
4000bp

Obr. 4: Restrikni analyza (Xhol) M — velikostni marker 1lkb ladde#,5,6,7,9,11,12,13 —
pWell12A 2,3,8,10 — pWell12B

Pomoci restriéni analyzy jsme rozliSili dv varianty konstruktu a to pWELL12A a pWELL12B
(Obr. 4). Tyto plazmidy se li§i ve $m ¢teni operonu nesoucihadA. Umisg&ni promotoru na
tomto genu by mohlo ovlivnit expresi i okolnich geV pribéhu prace byly provaghy kontroly
pomoci PCR, restrini analyzy a jednotlivé vkladané fragmenty byly sslovany pro odteni
absence mutaci. Hotovim konstruktem pWELL12 byEpoetodou transformace listovych disk
podle Dombrowského et al.(1994) transformovan tghléézto modelova rostlina pro transformace
pomoci Agrobacterium tumefacieng)spdnost transformace byla prokazana pomoci pozitivnih
GUS testu listovych disk tabaku. Po zregenerovani celych rostlin bude G opakovan
a doplrtn PCR. Tento konstrukt by dhu cilové rostliny, coz je hrach sety, ktery sedéu
transformovat metodou transformace hrachovych seimevitro podle Svabova et al., (2005),
vyvolat rezistenci &¢i viram PSbMV a PEMV zpsobenou vlivem posttranskéipiho utiSeni gein
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PTGS. O vyuzivani PTGSipochrarg rostlin proti virézam pojednava Kyrychenko et, §2007)

a Jones et al., (1998) jej vyuzil pvorbé hrachu odolnému k PSbMV.

V druhé ¢ésti prace byl vyuZit vytdeny konstrukt pWELL12 a iélre vytvdeny konstrukt
PWELL11B ktvork¥ vektoru, ktery by spojil indukci rezistence kidrm PSbMV a PEMV

s indukci rezistence proti pozerovému hmyzu vyvatéy konstruktem pWELL11B. Zhotoveny
vektor pWELL14B byl opt v pribéhu prace testovan pomoci PCR, restrik analyzy

a sekvenovani. Schopnost transformovat duloddé rostliny byla i tentokrat testovana pomoci
transformace listovych digkkabaku a nasledného GUS testu, ktery dal pozitiysiiedky (Obr. 5).
DalSi prace bude spivat v transformovani rostlin hrachu zhotovenymdtouktem pWELL14B.

Obr. 5: Pozitivni GUS test listovych distabaku

ZAVER

Poddilo se gipravit konstrukt pWELL12, ktery nese fragmenty c®Neni pro cp viii PEMV

a PSbMV a fragment cDNA genu mp PEMV v sense/amdiseorientaci mezi 35S promotorem
a OCS terminatorem a transformovat timto vektorestliny tabaku. Déle byl vytwen konstrukt
pWELL14B, ktery navic obsahuje gen pro inhibitorirsevych proted$SPI2a reportérovy gen pro
GFP taktéz pod regulaci trojnasobného 35S promaet@®CS terminatoru. Tento konstrukt spojuje
navozeni rezistenceidi hmyzim Skdcim a vir6zam, které by ¢hindukovat v transformovanych
rostlinach hrachu. Vzhledem k obtiznosti transfaren&rachu je to vyznamny krok k usnadhn
pripravy transgennich linii rezistentnicikvuvedenym chorobam a&cim.
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