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MATERIALS AND FOODSTUFFS

Pavel Han&ek', Michal Rohret, Vilém ReinoH| Stanislav ProchazkaDana Saffové,
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ABSTRACT

Pests and diseases of crop plants can be a sa@mm®mical problem. There are several
approaches to control them, the most common of themg the application of pesticides
which in turn causes potential contamination ofdf@ooducts. To avoid this risk breeding for
resistance could be used, but the process is lergith sometimes the resistance sources are
not available.

This study presents the results of testing of dermdtive approach — the use of genetic
modification to achieve the induction of resistangeviral diseases and insect pests. Gene
constructs were prepared and pea plants were oramsfl by cloning fragments of the coat
protein €p) gene sequences to induce posttranscriptional géeacing (PTGS), those
appeared to be resistant to Pea Enation Mosaics\Vand Pea Seed-born Mosaic Virus.
Furthermore, studies are in progress for develop@gsgenic plants expressing tBenSPI12
(Galleria mellonellasilk protease inhibitor) to induce resistance magfainsect pests and
perhaps also fungal diseases.

Keywords: transformation, pea, PEMV, PSbMV, proteinase inbiib viral diseases, insect
pests

UvoD

Moderni konvetni zengdélstvi vyZaduje nariné vstupy chemickych ffpravki, z nichz
vyznamnou skupinu tvo pesticidy. Jejich masivni pouzivani vSak zvyj&lady a rezidua
pesticidi mohou kontaminovat finalni zewuklské (potravinégské) suroviny. Alternativnim
zpasobem hospodani nize byt biologickd ochrana rostlin, kterd je vSak ipvazivnim
napadeni chorobanii Skadci mérg U¢inna, nebo Slechihi zengdélskych plodin s tolerandi
rezistenci uc¢i patogerim. Tato cesta je vSalaso¥ nara@na a ne vzdy technicky sidina,
nagiklad diky neexistenci vhodnych genetickych zangzistence.

Jednou z dalSich moZnosti je vyuZiti transgennidfido V sotasnosti je v Evropské unii
povolena pro uvokni do zivotniho progedi a tedy pro ¢stovani pouze Bt-kukice
(produkujici Cry protein z bakteri®acillus thuringiensigrezistentni uc¢i hmyzim Skdcim
(zavijet kukuricny). Ve s¥teé je Bt-toxin vyuzit také na ochranu baviniku a expentalre se
zkousi jeho vyuZiti u dalSich plodin. U luskoviroysv zasad popsany i mozné typy
rezistence k hmyzu: (1) strukturalni obranné meismay (trichomy, morfologie lusku a
semene), (2) sekundarni metabolity (taniny, saponaikaloidy), (3) antinutini latky
(lektiny, nebilkovinné aminokyseliny). Do skupinpteautricnich latek pai také inhibitory
proteaz inhibujici protedzové enzymy v travicinktuehmyzu, picemz specializovani 8kci
je prekonavaji vlastnimi proteazami, necitlivymia®v témto inhibitofim. Proteadzové
inhibitory taxonomicky vzdalenych driihjsou povaZzovany za potenciélni transgeny pro
navozeni rezistencai$i hmyzu(Edwards a Singh 2006)mohou vSak fsobit inhib&né i na
rast houbovych patogén(Hraska et al. 2006) Takovymto potencidlnim transgenem pro
praci s hrachem a jeho hmyzimiagki je GmSPI2 (Galleria mellonella silk protease
inhibitor) zavij&e voskového produkujici inhibitor proteaz hypotetidunkeni u Sirsiho
spektra hmyzich druh ale také bakterii a hublirmala et al. 2001)
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Intenzivré se pracuje také na tvartgeneticky modifikovanych plodin rezistentnicliév
virozam, které snizuji z& predevsim absenci pouziti inekticidnickippavki viaci hmyzim
pirenaSéam virdz. Pro indukci rezistenceidi viram jsou vyuZzivany fedevSim transgeny
nesouci gen pro plédvy protein pislusného viru (u hrachi«Chowrira et al. 1998
Timmerman-Vaughan et al. 200} nebo pro virovou replikdzWénes et al. 1998 Ve swté
jsou tyto GM plodiny rezistentnit¢i virbzam znané rozStené. Komefné vyuzivany jsou
plodiny Usgsre indukovanou rezistenci nédklad u papaje — virus krouzkovitosti papaje
(PRSV), Svestky — virus Sarky Svestky (PPV), braraboY virus bramboru (PVY) a virus
svinutky bramboru (PLRV), dgn— virus mozaiky okurek (CMV), virus mozaiky vodnih
melounu (WMV) a virus Zluté mozaiky cukety (ZYMWyicemz existuje linie dyhnCZW3
rezistentni uci vSem tem virovym chorobam.

V této préaci jsou prezentovany vysledky experimigilé testovani indukce rezistencév
nejzavazyjsim virovym onemoctnim hrachu \CR - vynistkové mozaice hrachu (PEMV) a
semenem i@nosné mozaiky hrachu (PSbMV), vnesenim sekved&quiého proteinu vir
(PEMVcp resp. PSbMVcp) a dale pro indukci rezistemi¢i pozerovému hmyzu pomoci
inhibitoru hmyzich protedz GmSpi2, Sgadnou moZznosti vyvolat tak i odolnosticv
houbovym chorobam.

MATERIAL A METODY

Priprava a testovani konstrukt

Pro indukci rezistenceii vir6zam hrachu byly pouzity sekvence gemwo plagoveé proteiny
hospodésky nejvice Skodlivych vir (PEMV a PSbMV). Prvni z vektorovych konstriukt
vyvinutych na naSem pracovisti pWWELLO5 nese cetylgtirni gen pro pla®vy protein, ke
kterému byl pipojen 35S promotor a terminator a tato kazeta bylesena do vektoru pro
transformaci rostlin pGREENHgllens et al. 200D spolu se sel@kim genemnos::bar a
reportérenB5S::uidA DalSi konstrukty pWELLO7 a pWELLO8 nesou poutagfmenty gein
pro plagové proteiny PEMV a PSbMV které byly klonovany Jqee sense/antisense za
pouZziti systému pHannibal\esley et al. 200)La poté opt vneseny do konstruktu pGREEN
spolu se selakim genemos::bara reportéren35S::uidA(obrazek 1).
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Obrazek 1 Konstrukty pro navozeni virové rezistence u rasth - pWellO5B nesouci cely
cpPEMV;B — pWell07A-B nesouci fragment cpPSbMV v polozesséantisenses -
pWell08A-B nesouci fragment cpPEMV v poloze sendgedanse

Konstrukty pro indukci rezistenceud hmyzim SKidcam a houbovym patogém byly
piipravovany s vyuzitim genu pro inhibitor hmyzi préty SPI12, ktery byl izolovan z hedvabi
zavijee Galleria melonella(Nirmala et al. 200). Celkem byly vytvoéeny & varianty
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vektomi pro transformaci rostlin: pWell09 obsahuji@5S::SPI12 pWelll0 obsahuijici
35S::SPI2-histaga pWellll obsahuji8bS::SPI-GFP.VSechny konstrukty pouzité pro tuto
praci byly vytvadeny na zaklagl vektoru pPGREENII 0229 (John Innes Center, UK), ktery
obsahuje selaki gennos::barpro rezistenci k fosfinotricinu a také reporét@men35S::uidA
pro produkcip-glukuronidazy (obréazek 2).
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Obrazek 2 Konstrukty pro navozeni rezistenc&vhmyzim Skdcim u rostlin:A - pWell09
obsahu;jicB5S::SPI2B - pWell10 obsahujic35S::SPI2histagC - pWell11l obsahuijici
35S::SPI-GFP

Vytvorené vektorové konstrukty byly testovany restmik analyzou a sekvenaci a jejich
ucinnost byla testovana transformaci listovych diskbaku.

Rostlinny material

Listové disky tabaku Nicotiana tabacumL. cv. Petit Havanna line SR-1) pouzité pro
transformaci byly izolovany z rostlin kultivovanyetaseptickych podminkach vitro.

Kultivary hrachu setéhd?{sum sativunt..) byly vybrany z kolekce genovych zdidjuskovin
firmy Agritec: Adept, Komet, Menhir, Merkur, Rama#@ekon. Semena byla povrchov
sterilizovana promyvanim v 96 % etanolu 30 s ag#islnamaena v 10 % w/v Chloramirfu

B (sodium N-chlorbenzensulfonamide, Bochemie LBbhumin, CZ) na 20 min. Poté byla
dukladn® promyta ve sterilni neionizované vod nasledé byla gedklicena v aseptickych
podminkachin vitro 4-5 dni bez fistupu s¥tla pi pokojové teplot ve 250 ml
Erlenmeyerovych he&kéch na vrsty buniité vaty gikryté navirtenym filtratnim papirem.
Explantaty hrachu byly pro transfortm experimenty izolovany z embryonalnich segraent
nezralych embryi (E), nodalnich segnientalych embryi (NS) a zralych nabobtnanyeh
semen (TS).

Transformace, uchovavani a mnozeni kultury Agrasach tumefaciens

VSemi vytvadenymi vektorovymi konstrukty byly spolu s pomocnyektorem pSoup (John
Innes Center, UK) transformovany elektroporaci ketaptni biiky Agrobacterium

tumefaciens kmen EHA 105. Kultura Agrobacterium byla uchovavana v 1.5 ml
mikrozkumavkach f -80°C v LK mediu Langley a Kado 1972 Obsah jedné
mikrozkumavky (1 ml) byl byl revitalizovanied pouzitim werstvém LK mediu (100 ml)
pies noc na horizontalnitepatce @i 120 rpm a 28°C. Suspenz&grobacterium byla

centrifugovana (15 min, 3000 g) a resuspendovarsejpém objemu (100 mierstvého LK

media. Optickad denzita tekuté kultury byla pro ktikaci upravenarednim na hodnotu
ODeoo:].,O.
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Transformace tabaku

Pro otestovani furtkosti no¥ vytvorenych vektorovych konstruktpro byla provedena
transformace tabaku jako modelové rostliny pro dfamaci rostlin. Tato metoda byla
provadna transformaci listovych digkabaku Dombrowski et al. 1994. Listové vysée o
praiméru 10 mm rostlin kultivovanychn vitro byly pondeny do suspenzni kultury
Agrobacteriumna jednu minutu a potégvedeny na kokultivani medium v Petriho misce.

Po tech dnech byly explantatyrgvedeny na medium s augmentinem a po dalSich 14-30
dnech byly pevedeny na medium s augmentinem a fosfinothricindistochemické GUS
testy byly provadny na c¢asti listovych disk po tech dnech kokultivace a dale pak na
regenerovanych rostlinach na selekn mediu.

Transformace hrachu

Zakladni transformani protokol byl provagh podleSvabova et al. (2005), Svabova 2008,
Svabova and Griga (2008)a Krej&i et al. (2007) Po 48 hodinové kokultivaci byly
explantaty proprany ve s MS media dopléného antibiotiky. Dale byly explantaty po
transformaci regenerovany do konce organogenezézngch mediich na kazdém z nich 3-4
tydny: pro ES — 3 byly aplikovany 3 typy medii - M&cro + micro, B5 s vitaminy + 5mg.|
TDZ; MS macro+micro, B5 s vitaminy bez fytohornipMS macro+micro, B5 s vitaminy +
0.1 uM NAA + 20uM BAP. Pro NS - MS macro+micro, B5vitaminy + 0.1 uM NAA +
20uM BAP a pro - TS ¥ MS macro+micro, B5 s vitamiogz fytohormofi. Seznam
pouzitych medii pro kazdy zregené&m&ch postup je shrnut vtabulce 1. Ve stadiu
zakaenovani byly regeneranty selektovany na mediu s riogficinem. Rezivajici rostliny
byly prevedeny do nesterilnich podminek a kultivovanyziskani semenného potomstva T1.
Kultivace in vitro stejreé jako pstovani v substratu probihaléi 20 + 2°C a 16/8h (den/noc)
fotoperiock.
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Tabulka 1 Kultivacni media pouZzita pro individualni regengrasystémy — ES, NS a TS.

Culture ES NS TS

Patéteini explantat Embryonalni segmgmiodalni segment Zralé nabobtnaniezy
nezralého embrya |zralého embrya semen

Indukéni medium MS macro+micro, BBMS macro+micro, B§ MS macro+micro, B5
svitaminy + 5mg |s vitaminy + 0.1 uM |s vitaminy bez
TDZ (2 tydny) NAA + 20 uM BAP [fytohormoni

(4 tydny) (4 tydny)

Regeneréni medium | MS macro+micro, By MS macro+micro, B§ MS macro+micro, B5
s vitaminy bez s vitaminy + 0.1 uM |[s vitaminy bez
fytohormoni NAA + 20 uM BAP |fytohormoni
(2 weeks); (4 tydny) (4 tydny)

MS macro+micro, B5
s vitaminy + 0.1 uM
NAA + 20 pM BAP

(4 tydny)
Zakarenovaci Y MS macro+micro, | ¥2 MS macro+micro, | %2 MS macro+micro,
medium B5 s vitaminy, 1 uM | B5 s vitaminy, 1 uM [ B5 s vitaminy, 1uM
NAA NAA NAA
(4 tydny) (4 tydny) (4 tydny)

Histochemicky GUS test pro detekéegpokladanych transformant

Histochemicky roztok pro barveni transgennich pldtyla gipravena podle Springer lab
manualu Futterer et al. 1995. Vzorky inkubované v barvicim roztoku byly vyseay
pusobeni vakua na 1 hodinu a inkubovatiy3Y°C pes noc. Hodnota pH byla upravena na
7,0 a do barvici sisi byl gidan 20 % v/v metanol jako prevence proti endogeabiS
expresi.

VYSLEDKY A DISKUSE

Prace probihala po dvou samostatnych liniich. Riasii se ¥novala navozeni rezistencécv
hlavnim vir6zam hrachu €R — viru vymistkové mozaiky hrachiPga enation mosaic virus,
PEMV) a viru mozaiky hrachuipnosné semenen®Péa seed-borne mosaic vifuBSbMV).
Dalsi ¢ast prace se émovala navozeni rezistence proti hmyzimidskm a houbovym
patogeim vyuZzitim genu pro inhibitor hmyzi proteaz@dlleria mellonelasilk protease
inhibitor —gmSPI2. Na zaklad vektorového systému pGREENII byly vytemy konstrukty
pro transformaci rostlin nesouci fragmenty @y@no obalové proteiny sledovanychiva gen
pro inhibitor hmyzi protedzy SPI2. VSechny #owytvoiené vektorové konstrukty byly
pozitivreé testovany restridni analyzou, sekvenovanim a jejich fdnkst byla owfena
transformaci listovych disktabaku, které byly aggré testovany pomoci histochemického
GUS testu.

Série transgennich linii hrachu selektovanych pndformaci konstrukty obsahujicimi
fragmenty get pro obalovy protein PEMVCcPPEMV) a PSbMV ¢pPSbMY byla testovana
metodou PCR a Southernblot. Pozitiestované linie byly v dalSich potomstvech (T3 a
vice) podrobeny sklenikovym biologickym té&st mechanickou inokulacitislusnym virem.

V potomstvu se vyskytovaly rostliny s normalnim dstem i s projevy ustové deprese,
s normalni dobou kveteni i s opéh¢m nastupem kitu, a s #iznou intenzitou symptoin
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infekce PEMV a PSbMV (Obrazek 3). Urdveeplikace viru byla po inokulaci sledovana za
pomoci time-sequenced DAS-ELISA a real-time PCRenuw pary primet. V obou
variantdch konstrulit byly nalezeny transgenni linie vykazujici tolerakcmechanické
inokulaci gislusnym virem.

Obrazek 3 Rostliny hrachu po mechanické inokulaci virovynol&#em. A — PEMV (Al
netransgenni kontrola, A2 — linie 9781/1 bézpaki napadeni virem, A3 — linie 9688/2
s pfiznaky napadeni ), B — PSbMV (B1 - linie 1025/2 piéznaki napadeni virem, B2 — linie
1028/1 s fiznaky napadeni, B3 — netransgenni kontrola). o{ Batna Saféova)

Relativni koncentrace viru po mechanické inokutcpohybovala v gméru na arovni 30%
ve srovnani s netransgenni kontrolou (100%a)ktéré linie ngly prakticky nulovy obsah
virové RNA (tabulka 2).

roénik 4 277 mimoriadneéislo, februar/2010



potravinarstvo

Tabulka 2 Relativni koncentrace viru — adta Raman

Vzorek Relativni koncentrace viru Symptomy
(GM linie) (%)

10025/1 0,1 -

10025/2 0,1 -

10026 55,7 + zakrslost
10028/1 19,6 + zakrslost
10028/2 43,0 + zakrslost
10028/3 24,5 + zakrslost, svinutost
10028/4 46,4 + zakrslost
10029/2 16,6 ++ zakrslost
10029/3 27,1 ++ zakrslost
10029/4 28,9 ++ zakrslost

10030 6,6 + zakrslost

10031 32,8 + zakrslost

10062 48,1 ++ zakrslost

10063 25,4 ++ zakrslost, svinutost

10065 61,4 ++ zakrslost

10066 18,8 ++ zakrslost, svinutost

10073 74,5 ++ zakrslost

Cc2 100 ++ zakrslost

U linii odvozenych po transgenozi konstruktem segegmSPI2pro navozeni odolnosti
k hmyzim Skdcim a houbovym patogém byly prozatim selektovany linie pozitivni na
histochemicky test GUS a fluorescenci GFP (Obra4gkLinie jsou mnozeny a budou
testovany ve sklenikovych a laboratornich testeahodolnost k listopasu hrachovému
(Bruchus pisorury) mSici Acyrtosiphon pisuina k houbovym patogém (nag. Fusarium
solani, Ascochyta pisi

Obrazek 4: Fluorescence GFP v cytoplaznmezofylovych budk listu transgenni linie
hrachu po transformaci konstruktem pWell11b. (Rétdan Ondej)

ZAV ER

Poddilo se gipravit funkeni konstrukty s fragmenty sekvenci pro g@g& proteiny via
PEMV a PSbMV a uasfné provést transformaci rostlin hrachu. Molekuléiiologickymi
testy byla prokadzanaripomnost vnaseného transgenucéteré linie vykazovaly éekavanou
toleranci Wi¢i inokulaci gisluSnym virovym izolatem. Tyto linie jsou dale nieoy a
testovany a mohly by slouzit jako vyznamny Sleetgky material. Dale byly fipraveny
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konstrukty pro indukci odolnostii¢i hmyzim SKidcim a u ziskanych transgennich linii byly
provedeny molekularni analyzyifpmnosti transgenu. U&gnost pouziti sekvence inhibitoru
hmyzi protedzyosmSPI2bude ale potvrzena teprve biologickymi testy.
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