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Vliv odrudy a skladovani plodii na expresi izoalergent
Mal d 1 ve slupce a duzniné jablek

Souhrn

Konzumace Cerstvych jable¢nych plodd (Malus x domestica) muze u citlivych jedinct
vyvolat alergickou reakci. VétSinou se jedna pouze o lehké lokalni symptomy Vv okoli dutiny
ustni, nazyvané ustni alergicky syndrom. Alergie na jablka je predevsim ve stiedni a severni
Evropé Casto spojovana s alergii na pyl bfizy. To je dano podobnou strukturou hlavniho
jable¢ného alergenu Mal d 1 s alergenu biezového pylu Bet v 1 a zkfizenou reaktivitou IgE

protilatek, které zptisobuji alergické reakce.

Tato diplomova prace vznikla na zaklad¢€ vyzkumu vlivu odridy a skladovéani na expresi
izoalergenli Mal d 1 ve slupce a duznin¢ jablek. Aby byla jablka dostupna po cely rok, musi byt
vétsina z nich dlouhodobé skladovana. Podminky a délka skladovani mohou vyrazné ovlivnit
alergenicitu plodi. Byla zkoumana exprese 4 izoforem alergenu Mal d 1 u 14 odrid jabloni
z experimentalnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.o. ihned po sklizni a po 12 tydnech
skladovani pti 5 °C. Exprese genu byla zkoumana pomoci kvantitativni Real-time
polymerazové fetézové reakce (QRT-PCR). Pfed samotnou qRT-PCR musela byt extrahovana
RNA zrostlinnych tkani, kterd byla nasledné reverzni transkripci pfevedena do cDNA.
K vyhodnoceni relativni exprese jednotlivych izoforem Mal d 1 byly pouzity hodnoty ACq
a AACq, vztazené k referen¢nimu genu pro aktin 7 a referen¢nimu vzorku odriidy Golden

Delicious, ktera slouzila jako kalibrator.

Z vysledku vyplyva, ze skladovanim po dobu 12 tydnu pfi teploté 5 °C byla zvysena
exprese vétsiny izoforem Mal d 1. Mira zvySeni exprese po skladovani zavisi na
skladovatelnosti odridy a mlzZe byt také ovlivnéna piisobenim stresovych faktor. Majoritni
podil na celkové expresi Mal d 1 maji ze 4 zkoumanych izoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02.
Vsechny izoformy jsou celkové vice exprimovany ve slupce nez v duzniné. Nejvyssi miru

celkové exprese zkoumanych izoforem vykazovala odrida Jonagold.

Tato diplomova prace vznikla za podpory grantového projektu NAZV Mze CR
QJ1510354.

Klicova slova: jablon, Malus x domestica, izoalergeny, Mal d 1, exprese, qRT-PCR, skladovani

plodi



Effect of variety and storage of fruits on expression of
Mald 1 isoalegens in apple peel and pulp

Summary

Consumption of fresh apple fruits (Malus x domestica) can cause an allergic reaction in
sensitive individuals. Patients generally develop only mild local symptoms arend the oral
cavity, called oral allergy syndrome. Apple allergy is often associated with birch pollen in
Central and Northern Europe. This is due to the similar structure of the Mal d 1, main apple
allergen with the birch pollen allergen Bet 1, and the cross reactivity of IgE antibodies that

cause allergic reactions.

This diploma thesis was based on the research of effect of variety and storage of fruits
on expression of Mald 1 isoalegens in apple peel and pulp. As apples are available throughout
the year, a significant number of consumed fruit had been stored for several wees or mounths.
Conditions and length of storage can significantly affect the allergenicity of the fruits. The
expression of 4 Mal d 1 allergen isoforms in 14 apple varieties from experimental plots of
VSUO Holovousy s.r.o. immediately after harvest and after 12 weeks of storage at 5 © C has
been investigated. Gene expression was investigated using a quantitative Real-Time PCR (qRT-
PCR). First, RNA from plant tissues had to be extracted, which was subsequently converted to
cDNA by reverse transcription. To evaluate the relative expression of each Mal d 1 isoform,
the ACq and ACCq values were used relative to the reference gene for actin 7 and the reference
sample of Golden Delicious, which was used as a calibrator.

The results show that the most of isoforms Mald 1 showed increased expression after
storage for 12 weeks at 5 © C. The rate of increase in expression after storage depends on the
variety's shelf life and may also be affected by stress factors. The majority of Mal d 1 total
expression has Mal d 1.01 and Mal d 1.02 of the 4 isoforms studied. All isoforms are generally
more expressed in peel than in pulp. The highest level of isoalergen expression was by the

Jonagold variety.

The diploma thesis was created with the support of the grant project NAZV MZe CR
QJ1510354.

Keywords: apple tree, Malus x domestica, isoalergens, Mal d 1, expression, qRT-PCR, storage

of fruit
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Seznam pouzitych zkratek

PCR = polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
RT-PCR = reverzn¢ transkriptazova PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction)
Real-time PCR = PCR v realném cCase

RCF = relativni centrifuga¢ni zrychleni
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1 Uvod

Jablka jsou nejvice konzumovanym ovocem a zdrojem mnoha prospéSnych latek ve
vyziveé evropské populace (Bolhaar et al., 2005). Diky rozsifenému péstovani jabloni v mirném
zemépisném pasu jsou pro nas snadno dostupnd. Oblibend jsou hlavné pro ptijemnou sveézi
a lehce sladkou chut. Za hlavni vyhody konzumace jable¢nych plodii mizeme povazovat
pfedevsim snadnou stravitelnost, nizkou kalorickou hodnotu a obsah prospésnych mineralnich
latek, vitamint a vlakniny, ktera podnécuje peristaltiku stfev a tim napoméha spravnému
zazivani. Dalo by se fici, Ze jablko je pro Stiedoevropana idedlnim ovocem. Ve spolecnosti ale

bohuzel stale ptibyva jedinct, kteii si toto ovoce z diivodu alergie doptat nemohou.

Rostlinnd strava je obvyklym plivodcem potravinovych alergii. Velmi €asto se projevuji
alergické reakce na ovoce z ¢eledi Rosaceae, nejcastéji prave na jablka. U pacientil se projevuji
vétSinou mirnymi orofaryngedlnimi symptomy, které zname jako tzv. ordlni alergicky syndrom

(OAS). Casto se tyto alergie vyskytuji zkiizené s alergii na pyl (Fernandez-Rivas et al., 2006).

Podle tdaju z roku 1999 se potravinové alergie tykaly vice nez 8 % déti mladsich 3 let
a piiblizné 2 % dospélé populace (Sampson, 1999). Posledni dobou vsak alergikt stale piibyva.
Dle Fernandez-Rivas et al. (2006) ¢i Novaka a Novakové (2010) trpi nékterou z alergii téméer
kazdé treti dit¢ a kazdy paty dospély (statistiky uvadéji cca 20 %). Alergie na jablka se
vyskytuje ptedevsim ve stfedni a severni Evropé, a to vice nez u 2 % mistni populace (Bolhaar
et al., 2005; Fernandez-Rivas et al., 2006 a dalsi). Vyzkum alergii pfinasi neustale mnoho
novych vysledki,, coz vede k vyvoji novych farmaceutickych preparati pusobicich proti
latkam, které se na alergickych reakcich podileji. Existuje mnoho preparata, které dokazi

alergickou reakci zmirnit nebo potlacit, ale ne ji zcela vymytit.

Skutecnost, Ze alergicka onemocnéni se ve vEétsi mife vyskytuji ve vyspélych zemich,
by se dala odivodnit vysokymi naroky na hygienu. Dusevné pracujici lidé zijici ve méstech,
ktefi se vétSinou pohybuji v téméf sterilnim prostfedi, byvaji podle nékterych tvrzeni
k alergickym onemocnénim nachylnéjsi. Musime ale brat v potaz, ze lidé v méné vyspélych
zemich Casto nemaji moznost ziskat dostateCnou lékaiskou péci, takze je mozné, ze v jejich
ptipadé€ neni Casto alergie ani diagnostikovana. Svoju roli zde jist¢ hraje geneticka predispozice.
Diskutuje se také o vlivu zhorSujiciho se zivotniho prostiedi, zméné zivotniho stylu, globalizace

nebo cestovani (Novak et Novakova, 2010).



2 Védecké hypotézy a cile prace

2.1 Védecké hypotézy:

V této diplomové praci se vychazi z nésledujicich hypotéz:

1.

Rozdily v expresi jable¢nych izoalergentt Mal d 1 u plodti z obdobné oslunénych
¢asti koruny nejsou mezi jednotlivymi plody statisticky vyznamné a lze tak
navrhnout spolehlivy metodicky postup piipravy smésného vzorku.

Sekvenacnimi analyzami lze prokazat, Ze neexistuji rozdily u studovanych izoforem
Mal d 1 mezi zahrani¢nimi odrtidami a odridami vyslechténymi v Ceské republice.
Skladovéani plodil v chladicim boxu s nefizenou atmosférou zvysi intenzitu exprese

izoalergent ve slupce 1 v duzning plodu.

2.2 Cile prace:

Z uvedenych hypotéz vyplyvaji nasledujici cile prace:

a.

Ziskat kolekci plodl alesponi 10 odrtd jabloni, které byly vypéstovany v identickych
agrotechnickych podminkach experimentélnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.o.
Optimalizovat metodicky postup pfipravy smésného vzorku slupky a duzniny
S cilem spolehlivé reprezentace hodnocené odridy.

Pomoci kvantitativni PCR stanovit relativni expresi vybranych izoforem ve slupce
i duzniné plodti okamzité po sklizni a po skladovani v chladicim boxu po dobu 12
tydni.

Provést statistické vyhodnoceni vysledkti zohlednujici vliv odridy, hodnocené ¢asti

plodu a skladovani na expresi Mal d 1 izoalergend.



3 Literarni reSerse

3.1 Jablon domaci (Malus x domestica Borkh.)

Rod Malus patti do tadu razokvétych (Rosales), celedi ruzovitych (Rosaceae)
a podceledi jablonovitych (Maloideae). Celkoveé rod Malus ¢ita asi 35 druhti opadavych, asto
okrasnych stromti nebo statnych kei rostoucich v lesich a kiovinach v Evrop¢, Asii a Severni
Americe. Jsou to dfeviny svétlomilné, ne pfili§ naroéné na padu (Brickell, 2008; Koblizek
2006).

Malus x domestica Borkh je v Evropé velmi rozsitena dievina, fadi se sem vSechny
Kulturni odridy rodu Malus. Jedna se o zahradni hybrid, ktery vznikl kombinaci né€kolika
evropskych a asijskych druhti (Coombes et al., 1996). Péstuje se jiz od pradavna pro své jedlé
plody a v soucasné dob¢ je Malus x domestica hojné rozsifena v mirném pasu Eurasie a Severni
Ameriky, kde je Casto péstovana pro komerc¢ni ti¢ely. Existuje asi 10 000 kultivart (odrud),
z toho jen v CR asi 1500 (Koblizek, 2006). Jiny zdroj uvadi niz$i mnozstvi znamych odriid, a to
néco pies 7 500 (Pareek et al., 2016). Toto Cislo ale neni piili§ zasadni, protoze se neustale
meni, vlivem registrace nové Slechténych odriid a zadnikem téch starych, jiz nevyhovujicich.
Komer¢nim péstovanim se celkovy vzhled jabloni zna¢n¢ zménil z diivodu snahy dosahnout co
nejveétsiho vynosu plodii na co nejmensi plose sadu. Piivodni habitus dosahoval vysky kolem
10 m a mél Siroce rozvétveny tvar (Koblizek, 2006), takové jabloné& jiz v dnesnich sadech stézi
nalezneme. Pro zadouci nizky tvar stromd se vyuziva slabé rostoucich podnozi a celkovy

habitus stromi je predevsim v konvenc¢nim péstovani zna¢n€ ovlivnén lidskou ¢innosti.

Listy jablon¢ domaci jsou vejcité az Siroce eliptické, aZ 12 cm dlouhé a 7,5 cm Siroké,
zubaté, zlutavé zelené, pozdéji na lici tmavozelené, obvykle pyfité, alespoil na rubu. Kira je
Sedohnéda aZ purpurové hnéda a loupe se v malych tenkych platcich. Oboupohlavné kvéty jsou
az 5 cm Siroké, bilé s riizovym zabarvenim, s péti korunnimi listky, rodi se v chomaccich na
konci jara. Plody jsou rozmanité, kulovité, sladké az kyselé, jedlé, v praiméru az 10 cm i vice,

rizné zbarvené, Casto zelené, zluté, naCervenalé i upln€ do Cervena (Coombes et al., 1996).

Jablonim se dobfe dafi na pidach hlubokych, stfedné tézkych, hlinitych az
jilovitohlinitych. V pfili§ lehkych plidach vyZaduji zavlahu. Optimalni podminky pro péstovani
jsou u nas v nadmotské vysce 200-350 m, s primérnou rocni teplotou nad 7,5 °C a S ronim
uhrnem srazek 500-800 mm. Péstovani je vSak mozné i ve vyssich polohéach. Péstované odridy

jabloni jsou cizosprasné. VétSina odrid je diploidni a jsou dobymi opylovaci (maji dobte klicivy



pyl). Existuji ale i triploidni odridy, jako je napt. Jonagold nebo Booskopské ¢ervené (Dlouha
etal., 1991).

V Evropé se mnozstvi zkonzumovanych jablek pohybuje mezi 20-25 kg na obyvatele
za 1ok, coz je celkem vice nez 10 milioni metrickych tun. Mezi 6 nejcastéjSich odrtd, které
tvoii 79 % podil na trhu, patfi Golden Delicious, Jonagold, Red Delicious, Gala, Elstar a Granny
Smith (Cook, 2003).

3.1.1 Ruist a zrani jable¢nych plodi

Rust plodi za¢ind z botanického hlediska vytvofenim zygoty a konci dozravanim
semen. Mineralni ziviny pro spravny rast a vyvoj jsou do pletiv semen a ploda transportovany
prostiednictvim asimilati na zakladé koncentracniho spadu, ktery je fizen fytohormony. Plody
jabloni rostou po celou dobu vegetace pomérné stejnoméerné. ZvétSovani semeniku je spojeno
sdélenim a prodluzovanim bunék a se zvétSovanim mezibunéénych prostort.
Nejintenzivnéj$im obdobim ristu je konec kvétna a Cerven, kdy se v plodech rychle déli bunky.
Koncem cervna a zacatkem Cervence se jiz bunky prestavaji délit a silné se zvétsuje jejich
objem, pievazuje prodluzovani bun¢k nad délenim (Dvofak, 1987; Prochazka et al., 1998).
Uprostied léta vyrazné klesa transport auxint do rostoucich organti jablong, a proto v této dobé
dochazi k opadu plodti, pokud nejsou dostate¢né zasobovany hormony z listii a kofenii. Postiik
listd a plodii roztoky alfanaftyloctové a giberelové kyseliny v koncentraci 100 mg I vyrazné
podporuje udrzeni plodii. Soucasné s asimiléty se v dospivajicich semenech a plodech hromadi
také inhibicni latky, jako je napf. kyselina abscisova (ABA), ktera spolecné s dalSimi latkami
zavadi predevsim ve druhé poloviné vegetace vyrazné inhibice v semenech a plodech. ABA
ucinné reguluje pribéh transpirace, omezuje vadnuti listti, opad kvétt a plodi. Jeji koncentrace
se pii nedostatku vody v rostliné zvySuje. Déle také navozuje dormanci, brani kliceni semen
artstu embryi. Inhibuje syntézu hydrolytickych enzymd, které se podileji na pfeméné

zasobnich latek v semenech (Prochazka, 1998).

Prochazka et al. (1998) uvadi, ze malvice jabloné zvétsi sviij objem behem 20 tydnti
600krat. Rust plodl a zejména zrani je znacné ovliviiovano prostfedim a podnozi. (Dvorak,
1987). Koncem ristu a zacatkem senescence dochazi k procesu zrani (Pareek et al., 2016).

Zrani je velmi dulezity proces v zivotnim cyklu plodi a také zésadni z pohledu
konzumenta. Veskeré dospé€lé ovoce musi projit zranim, coz je koordinovany proces

doprovazeny mnohymi zménami, jako jsou zmény pigmentace chuti, aroma. Také se zvySuje

intenzita dychédni, produkce ethylenu, plody méknou a slddnou (méni se obsah cukru
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a organickych kyselin) (Pareek et al., 2016). Jedna se o kontrolovany proces, béhem kterého je
velmi diillezitd komunikace mezi buiikami plodu, stejné jako vliv ristovych regulatorii a signala
z vnéjsiho prostfedi (Cruz-Hernandez et Paredes-Lopez, 2012). Biosyntéza fytohormonu
ethylenu ma vliv na nasledné méknuti plodu a jejich skladovatelnost (Sancho et al., 2006).
Jablka fadime mezi tzv. klimakterické plody, které se vyznacuji pravé zvysenou produkei

ethylenu a vys$§i mirou respirace béhem zrani (Pareek et al., 2016).

Z genetického hlediska je zrani pomérné slozity proces, ktery ovliviiuje mira exprese
mnoha specifickych genl. Béhem zrani dochazi ke zménam ve specifickych molekulach
MRNA a k de novo syntézam proteinti. Zmény v expresi gentt mohou byt pozitivni i negativni
a tykaji se genti obsazenych v jadre i plastidech a exprese nékterych z nich mtize byt vazana na
zrani ovocnych pletiv (Pareek et al., 2016). Zmény v pribéhu dozravani tedy obecné zahrnuji
modifikaci struktury bunéénych stén, pfeménu §krobu na cukry, zmény biosyntézy a akumulace

pigmentu a zvySeni hladiny aromatickych a t€kavych latek (Seymour et al., 2013).

3.1.2 Chemické sloZeni jable¢nych plodu

Chemické slozeni jablek velmi kolisd s rozmanitosti odrid a podle klimatickych,
pudnich, a také péstitelskych podminek. Zalezi ptimo na zralosti plodd, jejich velikosti a také

na zpusobu uskladnéni (Dvorak, 1987).

Nejvice zastoupenou slozkou jable¢né duzniny tvoii samoziejmé voda. Jeji obsah se dle
Stavnatosti pohybuje vétsinou mezi 79-91 % (Dvotak, 1987). Jedna se jak o vodu volnou,
kterou Ize odstranit suSenim ¢i odStavnénim, tak o vodu pevné vazanou na koloidni ¢astecky

plodu (Pareek et al., 2016).

Z vyzivového hlediska jsou nejzastoupen€j$i makrozivinou sacharidy, které jsou pro
lidsky organismus snadno vstiebatelné. V pribéhu zrani jejich obsah velmi kolisa. Jedna se

hlavné 0 monosacharidy, fruktozu, sacharozu a glukozu (Dvorak, 1987).

Hodnota pH jable¢nych plodi se pohybuje v rozmezi 2,5-5. Kyseliny zastupuje nejvice
kyselina jable¢nd a citronova, dale v mensi mife kyselina salycilova a Stavelova. Jablka jsou
bohata na mineralni latky, které kyselost naopak reguluji a maji pro lidsky organismus velky
vyznam. Jedna se predevsim o K20, Na,O, CaO, MgO, F203 a P20. Z dalsich latek mizeme
jmenovat napt. pektiny, tfisloviny nebo celul6zu. Chut'ové vlastnosti dopliiuje také viin€ jablek,

kterou zptsobuji predevsim estery kyselin, aldehydy a silice (Dvotak, 1987).



Dale jsou v jablk4ch obsazeny enzymy, které pozitivné plsobi na lidské traveni, a také
vyznamné vitaminy. Nejvice je zastoupen vitamin C (kyselina askorbova). Dvorak (1987) uvadi
obsah vitaminu C v rozmezi 1,5 — 50 mg ve 100 g Cerstvé duzniny. Samoziejmé zalezi na
konkrétni odrtdé, ale i napt. na délce skladovani, proto je rozmezi obsahu vitaminu C tak
vysoké. Obecné muzeme fici, Ze Kyselejsi plody obsahuji vitaminu C vice. V mensi mife jablka

obsahuji vitaminy A, B1a Ba.

Je zndmo, ze ve slupce je daleko vétsi zastoupeni prospéSnych mineralii a vitamind nez
v duzning, a proto z vyzivového hlediska neni vhodné jablka loupat. Existuji ale také divody
Kk odstranéni jablecné slupky z divodu vétsiho zastoupeni rezidui pesticida ¢i alergend. Slupka
je také bohatym zdrojem sloucenin, které jsou silnymi antioxidanty, jako jsou antokyany,
chitosany a flavonoly, jejichZ pfijem v lidské stravé je Casto spojovan s niz§im vyskytem

rakoviny a srde¢niho onemocnéni (Gallus et al., 2005).

3.2 Exprese genu

Dle Rozsypala a kol. (1983) expresi genu rozumime vyjadieni genetické informace genu
V primarni struktufe a funkci polypeptidu (v pfipadé strukturniho genu), v primarni struktufe
a funkci RNA neurcené k translaci (v ptipadé genli pro RNA) nebo vyjadieni regulacni oblasti

Vv jejich ¢innosti a funkci.

Expresi genu je tfeba chépat jako proces, ktery u strukturniho genu zahrnuje tyto dil¢i
déje: transkripci, poptipadé¢ posttranskripcni Upravy, translaci, poptipadé€ posttranslacni Gpravy,
ucast translacniho produktu genu na tvorbé vysokomolekuldrnich struktur a jeho biologickou
funkci (napf. enzymovou, hormonalni, imunologickou aj.). U gent pro RNA zahrnuje pouze
transkripci, pfipadné posttranskripéni tpravy, kterymi vznikaji funkéni typy RNA (tRNA,
rRNA aj.) a tvorbou vysokoFmolekularnich struktur, coz se tyka tucasti rRNA na
samosestavovani ribozémul. VSechny tyto procesy ptedstavuji rizné urovné exprese genu.
Regulaéni oblast se vyjadii zastavenim nebo zahgjenim urc¢itého molekularniho déje (napf.
transkripce) tim, Ze se navaze specificky protein (proteiny) nebo se z ni uvolni (Rozsypal a kol.,

1983).

Béhem transkripce je informace obsazena v genové DNA zkopirovana do molekuly
RNA. Ta je sestavovana postupné podle jednoho z vlaken dvouvldknové DNA. Pfi tomto
procesu se klasicky paruji baze nukleotidii A (adenin) — T (thymin) a G (guanin) — C (cytosin),
S tim rozdilem, ze na strané¢ RNA je T nahrazen U (uracil). Vysledny transkript se po piepisu

oddéli od templatového vldkna DNA a Casto jeSt¢ podléhd posttranskripénim Upravam.
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Finalnim vysledkem je medidtorova (messenger) RNA, neboli mRNA, ktera obsahuje veskerou

informaci potfebnou pro syntézu polypeptidu (Snustad et Simmons et Relichova, 2017).

Translaci rozumime druhou fazi genové exprese, kde pusobi genova mRNA jako
templat pro syntézu polypeptidu. Triplet sousednich nukleotidd tvoii kodon, ktery urcuje
zaclenéni konkrétni aminokyseliny do polypeptidového fetézce. Kdyz je polypeptid dokoncen,
disociuje od mRNA a shaluje se do piesného trojrozmérného tvaru a pak plni svoji tlohu

Vv bunce (Snustad et Simmons et Relichova, 2017).

3.3 Imunitni reakce ¢lovéka a alergie

Imunita znamend zjednodusené odolnost vici infekcim. Jako obranné opatieni
organismu vznika imunitni reakce, na jejimz vzniku se podileji 3 typy bunék: T-lymfocyty, B-

lymfocyty a makrofagy (Macak et al., 2012).

Latka, vyvolavajici imunitni reakci se nazyva antigen. Obvykle se jednd o chemické
latky s velkou molekulou, ¢asto cizorodé bilkoviny, polysacharidy, ale i lipidy a lipoproteiny.
Rozeznavame exoantigeny, které se do organismu dostavaji  z vnéjSiho prostiedi
a autoantigeny, které pochéazeji z vlastniho organismu. Organismus se antigenli zbavuje
nespecifickou nebo specifickou imunitni odpovédi. Specifickda imunitni odpoveéd je
zprostiedkovana jednak protilatkami, které tvoii plazmatické buiiky a riizné typy B-lymfocytt
— humoralni imunita, jednak buiikami, které protilatky netvoii a patii k T-fad¢ lymfocytl —

celularni imunita (Macék et al., 2012).

B-lymfocyty vytvéateji 5 hlavnich tfid imunoglobulint: 19gG, IgA, IgM, IgD a IgE

(sefazeny pode jejich sestupné koncentrace v séru) (Macék et al., 2012).

Pti opakovaném setkani organismu s tymz antigenem probihaji imunitni reakce rychleji
neZ pii prvnim setkani (anamnesticka reakce). Lymfocyty maji tzv. imunologickou pamét’, diky
které je organismus na antigen piipraven. Reakce na antigen miiZze byt v né¢kterych piipadech
nepiimérené silna, ¢imz vznikd alergie (Macak et al., 2012). Za ur€itych okolnosti mize
imunitni reakce vyvolat vice ¢i méné zavazné poskozeni organismu. V takovych piipadech
hovofime o imunopatologickych reakcich, jako je alergie, hypersenzitivita nebo autoimunitni

reakce (Hofejsi et al., 2013).

Alergie se tedy projevuje imunopatologickou reakci, ktera je vysledkem neadekvatni
reakce na neSkodné vnéjsi antigeny (Hotejsi et al., 2013). Je zprosttedkovana imunoglobulinem

E (IgE), jedna se vlastné o alergen specifické protilatky (LiSka, 2012). Protilatky se vaZzou na



konkrétni oblasti antigenu, tzv. epitopy. Alergicti pacienti maji IgE protilatky, které jsou
sméfovany proti vice riznym konformacim (izoformam) potravinovych alergent (Laffer et al.,
1996). U potravinovych alergii pravdépodobné souvisi vys$si pomér alergen specifickych
protilatek IgGa oproti IgE s vys$i potravinovou toleranci, protoze IgGs potencialné blokuje

vazbu IgE na potravinové alergeny (Geroldinger-Simic et al., 2011).

3.3.1 Typy imunopatologickych reakci

Hoftejsi et al. (2013) 1 Macak et al. (2012) déli imunopatologické reakce podle
klasifikace zavedené Coombsem a Gelllem do ctyt zakladnich typa, které vSak dle HotejSiho
et al. (2013) nepostihuji vSechny dnes znamé imunopatologické reakce. Jedna se
0 anafylakticky, cytotoxicky, komplexovy typ a bunéfnou imunitni odpovéd’. Prvni tii jsou
zprosttedkovany protilatkami (humoralni imunita) a reakce na alergen nastava rychle. Ctvrty

typ je zprostiedkovan lymfocyty, které protilatky netvoii a reakce je pozdni.

3.3.1.1 Anafylakticky typ alergie (reakce I. typu)

Anafylakticky I. typ alergie se projevuje bud’ mirngjsi lokalni formou (na kizi nebo na
sliznicich dychaciho a zazivaciho systému) nebo ve formé celkové bouflivé reakce organismu,
kterd mlze byt zpisobena 1 velmi malym mnozstvim alergenu a miize koncit 1 smrti. V tomto
pfipadé se jedna o zavaznou systémovou reakci, tzv. anafylakticky Sok. Mezi symptomy
anafylaktického Soku patfi zvraceni, prijmy, pokles krevniho tlaku, nékdy dokonce srdecni
zastava. Podstatou anafylaktické reakce je nadmeérna tvorba IgE v B-lymfocytech (Macék et al.,
2012). Tato reakce se oznacuje také jako precitlivélost ¢asného typu, nebot’ k reakci dochazi
velmi rychle po kontaktu s alergenem (béhem nékolika minut). Jde o jediny typ
imunopatologické reakce, ktery se nevyskytuje u autoimunitnich onemocnéni. Jedinci, kteti na
alergeny reaguji produkei IgE jsou nazyvani atopici, a proto je alergie 1. typu nékdy nazyvéana

také atopie. (Hoftejsi et al., 2013).

Casto vyskytujici se alergie na rostlinné potraviny, zkiizené reagujici s alergii na
bfezovy pyl (alergen Bet v 1), se projevuji vétSinou pouze mirnymi lokalnimi projevy v okoli
dutiny ustni nebo na sliznici, které jsou nazyvany jako ustni alergicky syndrom (OAS) (Bolhaar
et al.,, 2005). OAS je typickym piikladem lokalni formy této imunopatologické reakce
zprostifedkované protilatkami IgE. Pfi silnéjsi alergii se po konzumaci alergennich rostlinnych
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jiz zminény anafylakticky Sok (Geroldinger-Simic et al., 2011).



Pfi prvnim setkani s antigenem (alergenem) dochazi k sezibilizaci pacienta. B-
lymfocyty sekretuji protilatky IgE. Protilatky IgE vytvofené plazmatickou butikou se vazi na
IgE receptory zirnych bundk (mastocytl) a bazofyli. Zirné buiiky se nachazi v celém
organismu, predevsim ale ve sliznicich a v kiizi. Obsahuji v plazmé mnozstvi granuli velmi
aktivnich latek. Po opakovaném setkani s multivalentnim alergenem muze dojit k pfemosténi
molekul IgE a tim k agregaci receptorti téchto bunék. Pfi reakci protildtek navazanych na
povrchu bun¢k s antigenem dochazi k degranulaci aktivnich latek zirnych bunék a jejich
uvolnéni do krevniho ob&éhu. Uvoliuji se nejprve mediatory jako je histamin ¢i heparin (1. faze
alergické reakce), nasledné dochazi k tvorb¢ a sekreci metabolitl kyseliny arachidonové, jako
jsou napt. leukotrieny (2. faze alergické reakce). Tyto latky zptisobuji spasmy hladké svaloviny
bronchi, coz mize vést k dusnosti, protoze se do plic dostava mélo vzduchu. Dale dochazi ke
zvySené propustnosti cév, pfedevsim kapildr a vzniku edému (Hotejsi et al., 2013; Macék et al.,

2012).

Anafylakticky Sok tedy nastava v ptipad¢€, Ze alergen zptisobi hromadnou degranulaci
bazofylii a mastocytli, poté, co je ve vétSim mnozstvi roznesen krvi do celého organismu.
Uvolnéné mediatory zpisobi zvySenou permeabilitu cév, vedouci k poklesu krevniho tlaku se
vSemi dusledky (otok plic, ischemie mozku a v kone¢né fazi multiorgdnové selhani) (Hotejsi

etal., 2013).

Soucasna strategie prevence alergii spo€iva ve vyhybani se problematickym alergennim
potravinam s vyuZitim zachrannych 1€k, v pfipad¢ nutnosti. Efekt na kvalitu Zivota pacient
je evidentni, a proto se ti S mirn€j$imi lokalnimi projevy nékdy rozhodnou, i ptes svoji alergii
napf. na jablka, tyto potraviny konzumovat a riskovat tak zhorseni své alergie. VétSina pacientt
se alergenim z mnoha druhli ovoce a zeleniny vyhybd, ¢imz se ochuzuji o dilezity zdroj

vitaminl, mineralt a vlakniny (Bolhaar et al., 2005).

3.3.1.2 Dalsi typy imunopatologickych reakci

Druhym typem imunopatologické reakce je cytotoxickd imunitni odpovéd’, jejiz
podstatou je poskozeni bunék protilatkami zaméfenymi proti antigenlim, nachdzejicim se na
jejich povrchu. K tomu, aby protilatka mohla cilovou buniku zni¢it, potiebuje spoluucast
komplementu, ktery je obsazen v krvi a v misté navazani protilatky se aktivuje, aby mohl cilové
bunky znicit. Protilatky tedy pouze oznaci misto, které ma byt zni¢eno. To se mizZe stat napf.

pfi podani krve inkompatibilni krve pacientovi nebo u autoimunitnich anémii. Né&které



komplementy mohou také vazbou na protilatku napf. usnadiiovat fagocytézu makrofagy

(Magak et al., 2012).

U komplexové imunitni odpovédi vznikaji pti spojeni protilatky s antigenem imunitni
komplexy, které jsou ale obvykle z ob&hu rychle vychytany systémem mononuklearnich
fagocytd. Nékdy ale mohou imunokomplexy utkvét ve sténach cév, kde dojde k aktivaci
komplementu, coz mize mit za nasledek nahromadéni neutrofilnich leukocytii v tomto miste.

To je typicky piiklad akutniho zanétu (Macak et al., 2012).

Posledim, ¢tvrtym typem imunopatologické reakce je tzv. bunééna imunitni odpovéd’.
Jedna se o reakci oddaleného typu, ktera se také nékdy oznacuje jako DTH (delayed type
hypersensitivity). Lokalni reakce je zptisobena zanétlivou reakci zavislou na TH1-lymfocytech,
monocytech a makrofdzich. Alergenem jsou bakterie, plisné, viry a jejich produkty (Hotejsi et

al., 2013).

3.4 Alergeny
Alergen je vlastné antigen vyvolavajici alergickou reakci (Macak et al., 2012).

Do organismu se mohou alergeny dostat vdechnutim, pozitim nebo kontaktem
a proniknutim do ktize, takze se podle plisobeni na organismus a podle reakce rozliSuji na

inhala¢ni, kontaktni a potravinové (Novak et Novakova, 2010).

3.4.1 Inhalaéni alergeny

Mezi inhalacni alergeny fadime predevsim pylové alergeny. V severni a stfedni Evropé
je nejcastéjsim pylovym alergenem Bet v 1, pochazejici z pylu biizy. Mnoho lidi trpi zk#izenou
alergii na pyl a zaroven na nékteré potraviny, jedna se o tzv. pylové potravinovy syndrom (PFS),
ktery se obvykle projevuje mirnymi lokalnimi symptomy na sliznici dutiny Ustni ¢i v jejim okoli
jako tzv. tUstni alergicky syndrom (OAS) (Rashid et al., 2011). Pyl btizy je jednou
Z nejcastéjSich pficin vzniku alergické rymy a astmatu Vv severni a stiedni Evrop€ a Severni

Americe (Geroldinger-Simic et al., 2011).

3.4.2 Kontaktni alergeny

Kontaktni alergeny vyvolavaji alergickou reakci jiz pii kontaktu s kuzi, casto se jedna
0 alergie na latex riznych rostlin. I u této kategorie alergent se miiZe objevit zkfiZzena reaktivita
protilatek, které zaroven reaguji na potravinové alergeny. Tzv. latexo-ovocny syndrom (LFS)

je dalsi znamou chorobou projevujici se OAS (Kondo et Urisu, 2009).
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3.4.3 Potravinové alergeny

Vzhledem ke klinickym projeviim a zakladnim imunologickym mechanismim alergie
na potraviny je tieba rozliSovat 2 formy potravinové alergie. U potravinovych alergii 1. tfidy
nastava proces senzibilizace v travicim traktu. Alergeny projevujici se alergii 1. tfidy byvaji
rezistentni vi¢i Zaludeénim travicim enzymim. Radime sem alergeny jako je kravské mléko,
slepi¢i vejce nebo lusténiny. U dospélych se projevuje ziidka, u déti mize vyvolat atopicky

syndrom (Breiteneder et Ebner, 2000).

Potravinova alergie 2. tfidy se Castéji vyskytuje u dospé€lych, a to predevsim jako
nasledek alergické senzibilizace na inhala¢ni alergeny. Imunologickym zakladem pro tyto

potravinové¢ alergie je zktizena reaktivita IgE protilatek, kterd se miize nebo nemusi klinicky

vvvvvv

U alergent 2. tfidy se vétSina rostlinnych proteinti slozitéji extrahuje a je vysoce labilni. Tomuto
typu potravinové alergie je posledni dobou vénovana vysokd pozornost, protoze vyskyt
zktizen€ plsobicich inhala¢nich alergii neustale vzrista. Projevuje se pfevazné symptomy jako
je mirny OAS, ale mize dojit i kK zavaznému anafylaktickému Soku. (Breiteneder et Ebner,
2000).

Konkrétni potravinové alergeny, predev§$im jablecné, budou podrobnéji rozebrany

Vv nasledujicich kapitolach.

3.4.4 Nazvoslovi alergenti

Nazvoslovi alergenti se tvoii dle latinského nazvu jeho ptivodce a na konci je kazdy
alergen oznacen c¢islici, kterd udava, o kolikaty gen daného druhu se jednd. Prvni ¢ast tvoii
prvni 3 pismena z rodového jména, druhou prvni pismeno jména druhového. Mal d 1 je tedy

1. alergen z Malus x domestica Borkh (Novak et Novakova, 2010).

3.4.5 ZKkiizené alergie

Zkiizené alergie ve svych studiich podrobnéji rozebiraji Fernandez-Rivas et al. (2006),
Ebner et al. (1995) a dalsi.

Jak jiz bylo uvedeno, hlavni jable¢ny alergen Mal d 1 je homologni s alergenem
bfezového pylu Bet v 1 a mnoho alergickych pacientii reaguje na oba tyto alergeny. Casty
vyskyt zvySené citlivosti na oba zminéné alergeny je predevSim v oblastech severni a stfedni

Evropy, kde se bfizy hojné vyskytuji. Odtud také pochézeji prvni klinicky popsané alergie na
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jablka. Muzeme tedy hovotit o tzv. zkiizenych alergiich (Fernandez-Rivas et al., 2006). Také
v Severni Americe je mnoho pacienti alergickych na bfezovy pyl, ktefi posléze zjistili
intoleranci na rizné druhy ovoce a zeleniny (Ballmer-Weber, 2015). Laffer at al. (1996) uvadi,
ze alergen Bet v 1 a homologni proteiny patii mezi hlavni zkiiZzen¢ reagujici alergeny pro vice
nez 95 % jedinca alergickych na pyl, ovoce nebo zeleninu. Zkiizena reaktivita mezi t€mito
alergeny miize byt vysvétlena témét shodnou molekulovou strukturou homolognich alergeni

(Ahammer et al., 2017).

U alergenu Mal d 3, ktery se rovnéz podili na klinickém projevu alergie na jablka, byla
zjisténa spolureakce S alergeny pylu btizy, z pylu ¢ernobylu (Artemisia vulgaris) a platanu

(Platanus acerifolia) (Fernandez-Rivas et al., 2006).

Podle Fernandez-Rivas et al. (2006) se alergické reakce na pyl biizy vyskytuji celkoveé
s vétsi frekvenci neZz na jablka. Podle Geroldinger-Simic et al. (2011) trpi vice nez 70 %
pacienti alergickych na biezovy pyl zkfizenou alergii na jablka, zplisobenou zktizenou reakci
IgE protilatek na Bet v 1 a Mal d 1. Tato zkiiZena alergie je tedy velmi Casta a vétSinou trvala.
Sancho et al. (2006) uvadi vycéet dalSich rostlinnych potravin problematickych pro pacienty
s ptedchozi zvySenou citlivosti na pyl, pfedevs§im pyl bfizy. Z ovoce jsou zde kromé jablek
uvedeny také hrusky, merunky, tfe$né a Svestky, ze zeleniny celer, brambory a mrkev
a z ofechu liskovy a vlassky. Vzhledem k vhodnym podminkdm pro péstovani téchto plodin
jsou v Evropé tyto rostlinné potraviny konzumovany velmi ¢asto. Tyto potraviny fadime mezi
tzv. birch pollen-related foods, fadi se sem vySe jmenované a mnohé dalsi potraviny rostlinného
puvodu, pfedev§sim mnoho druhli ovoce a zeleniny. Obsahuji proteiny vysoce homologni
s pylovymi alergeny, a proto jsou povazovany za potencialni hrozbu pro pacienty s pylovou
alergii (Ebner et al., 1995). Nejcasté&jsi zkiizen¢ alergenni potravinou, kterou fadime mezi birch
pollen-related foods jsou pravé jablka (Geroldinger-Simic et al., 2011). Frekvence vyskytu
alergie na pyl v poslednich letech silné€ vzrista (Beuning et al., 2004). Tyto zk¥izené reagujici
potravinové alergeny mimo jiné u pacientl casto zhorSuji nebo vyvolavaji atopickou
dermatitidu (Wittmann et al., 1999). Mohou se stat pro pacienty pozivatelnymi po tepelné

uprave, ale jsou i takové, které jsou k varu rezistentni (Kondo et Urisu, 2009).

V oblastech, kde se biezovy pyl nevyskytuje, napt. ve Spanélsku, je ovocem nejéastgji
vyvolavajicim alergické reakce broskev, hned za ni nasleduje jablko. U pacientii ze Spanélska
se alergie na pyl projevuje 0 8 az 9 % méné nez u pacientt z Nizozemi, Rakouska a Italie, kde
se vyskytuje piedev§im pyl bfizy, zatimco ve Spanélsku prevazuje pyl trav. Bylo zjisténo, Ze

Spanélé reaguji na alergeny Mal d 1 nebo Bet v 1 méné neZ pacienti ze zbylych 3 zemi. Naopak
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nejvice protilatek IgE vytvaii Spanélé proti alergenu Mal d 3, ktery je davan také do souvislosti

se zdejSim nejproblematictéjsim alergenem broskve Pru p 3 (Fernandez-Rivas et al., 2006).

Alergie na jablka se muze zkiizen¢ projevit napf. spolecné s alergii na broskve
(Spanélsko) nebo na liskové ofechy (Nizozemi, Rakousko) (Fernandez-Rivas et al., 2006).
Frekvence vyskytu alergii na rostlinné potraviny v riznych ¢astech Evropy tedy pravdépodobné
souvisi s vyskytem alergennich rostlin, a to i téch, které reaguji zkiizené, jako tzv. zkiizené

alergeny.

3.4.5.1 Pylové potravinovy syndrom

Podle Fernandez-Rivas et al. (2006), Sancho et al. (2006), Kondo et Urisu (2009)
a dalsich nemusi byt alergie na rostlinné potraviny vysledkem ¢isté ptimé citlivosti na dané
potravinové alergeny, ale mohou byt také disledkem primarni citlivosti na inhala¢ni ¢i jiné

alergeny (nepf. pyl nebo latex).

Pylové potravinovy syndrom neboli Pollen-food syndrome (PFS) se vyskytuje u lidi
alergickych na pyl a zaroven trpicich alergii na n€které druhy ovoce nebo zeleniny. Jiny termin
pouzivany pro tento syndrom je Gstni alergicky syndrom (OAS), ale ne v§echny symptomy PFS
se musi projevit jako OAS a OAS mohu také zptisobovat jiné¢ syndromy. Naptiklad latexo-

ovocny syndrom (LFS) je dalsi znamou chorobou projevujici se OAS (Kondo et Urisu, 2009).

PFS vznika pti zvySené citlivosti vii¢i panalergeniim. Panalergeny obsahuji strukturné
stejné molekuly vyskytujici se jak v pylu, tak v nékterych jedlych rostlinnych produktech. Mezi
alergenni molekuly zodpovédné za PFS fadime 3 skupiny proteind: Bet v 1 / PR-10, profiliny
ansLTP. Typické pro PFS jsou alergické symptomy projevujici se na Ustni dutiné po kontaktu
s ovocem z ¢eledi Rosaceae (Rashid et al., 2011). Jak jiz bylo uvedeno, mnoho lidi alergickych
na jablka, ma soucasné alergii na pyl biizy, z divodu zki#izené reakce IgE protilatek mezi
s homolognimi alergeny Mal d 1 a Bet v 1 (Bolhaar et al., 2005). Miuzeme tedy tyto zkiizené
alergie nazvat jako pylové potravinovy syndrom (Kondo et Urisu, 2009). Z diagnostického
a terapeutického hlediska je dilezité rozeznavat zkiizené reagujici skupiny alergenii a ptipadné
aplikovat ,,zktizenou terapii* (Breiteneder et Ebner, 2000).

Rashid et al. (2011) a Fernandez-Rivas et al. (2006) se shoduji, Ze citlivost pacientl
s PFS na jednotlivé panalergeny je v ramci Evropy geograficky odlisna. PR-10 (pathogenesis-

related) (Bet v 1) proteiny jsou dominantnimi alergeny v severni Evropé, nsLTP (nonspecific

lipid transfer protein) pfevazuji zase na jihu. Klinické projevy PFS se 1i§i v zavislosti na
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konkrétnim alergenu. Neékteti alergici mohou dokonce reagovat zvysenou citlivosti na vice

téchto alergent najednou.

U lidi alergickych na profiliny je ¢asto Skala potravin zptisobujici problémy S$irsi, mize
se jednat napf. o alergie na citrusy, banany, papaju, melouny nebo rajcata (Asero et al., 2008).
V Britanii byla potvrzena souvislost PFS pfedevsim se zvysenou citlivosti na PR-10 proteiny,

Vv druhé fad¢ na profiliny a u nsLTP byla souvislost nejista (Rashid et al., 2011).
3.4.6 Jablecné alergeny

3.4.6.1 Typy jable¢nych alergent

Nejvyznamnéj$im jablecnym alergenem je Mal d 1, protein o molekulové hmotnosti
17,5 kDa, ktery zktizen¢ reaguje s homolognim senzibilizujicim alergenem pylu btizy Bet v 1
(Gao et al., 2005; Ahammer et al., 2017). Rozdilnd alergenicita jablecnych plodi zavisi
predevsim na rozdilné expresi tohoto hlavniho alergenu (Son et al., 1999). Tento alergen je
termolabilni, vafenim tedy muZeme jeho aktivitu potladit. Dale je také nachylny k oxidaci
a proteolytickému traveni (Sancho et al., 2006). Dle Bolhaar et al. (2005) nepfezije tento labilni
alergen vétSinu procesii zpracovani jako je var ¢i vyroba §tavy, a proto se alergie projevuje
pfevazné po konzumaci Cerstvého, ptipadné skladovaného, nezpracovaného ovoce. Alergen
Mal d 1 se vyskytuje jak ve slupce, tak i v duzniné. Vlivem skladovani na miru jeho exprese ¢i

porovnanim miry exprese ve slupce a duzniné se budeme dale zabyvat.

Mal d 1 se vyskytuje ve vice moznych izoformach, které jsou kodovany geny skupiny
Ypr 10. Promotorovou aktivitou tohoto genu a jeho indukovatelnosti ve svém produktu Mal d

1 se zabyval Piihringer et al. (2000), ktery se zabyval studiem vlivu stresu na expresi Mal d 1.

Struktura Mal d 1 byla analyzovana pomoci 3D NMR spektroskopie. Tento protein je
slozen ze sedmivlaknového antiparalelniho B-listu tfi a-helixd, které tvofi velkou vnitini dutinu.
Tato struktura je podobna Bet v 1 a dal$im zfizené reagujicim potravinovym alergenim

(Ahammer et al., 2017).

Mezi dalsi jable¢né alergeny patii také Mal d 2 (TLP = Thaumatin like protein), Mal d
3 (nsLTP = Nonspecific lipid transfer protein) a Mal d 4 (profilin). TLP a nsLTP jsou tfidy
rostlinnych alergent vyznacujici se velkou stabilitou. Maji velmi kompaktni strukturu
stabilizovanou disulfidickymi mustky (Fernandez-Rivas et al., 2006). LTP proteiny (Mal d 3)

jsou na rozdil od Mal d 1 odolné proteolytickému traveni (Asero et al., 2000). Profilin je
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polypeptid, patfici mezi tzv. panalergeny, ktery je pfitomny v pylu, ale i v riznych druzich

ovoce a zeleniny (Macak et al., 2012).

V¢tSina zminénych jable¢nych alergenti je homologni s tzv. PR (pathogenesis-related)
proteiny, jejichz vznik je indukovan patogeny, zranénim nebo dalSimi stresy z prostiedi.
Nepatii sem pouze alergen Mal d 4, ktery fadime mezi profiliny. V roce 1994 vznikla
nomenklatura sjednocujici PR proteiny do skupin na zaklad¢ sekvence aminokyselin nebo
jejich enzymatické ¢i biologické aktivity (Van Loon et al., 1994). Seznam PR proteinti byl
pozdéji rozsifen a klasifikovan do 14 skupin (PR-1 — PR-14) (Breiteneder et Ebner, 2000).

TLP proteiny nachézejici se napf. v tfeSnich nebo jablkach (Mal d 2) jsou homologni se
skupinou PR-5, Mal d 1 (Bet v 1) jsou homologni se skupinou PR-10 a LTP nachézejici se
Vv jablkach (Mal d 3), broskvich (Pru p 3) a dal§im ovoci nebo v obilovindch jsou homologni se

skupinou PR-14 (Breiteneder et Ebner, 2000).

Dle Fernandez-Rivas et al. (2006) jsou za klinicky projev alergie na jablka zodpovédné
protilatky IgE reagujici predevsim na alergeny Mal d 1 a Mal d 3. Zvysena citlivost na Mal d 3
v této studii nesla riziko zavaznych systémovych alergickych reakci. Alergen Mal d 3 se

Vv trznich jableénych plodech vyskytuje v mensi mife (Sancho et al., 2006).

3.4.6.2 lzoformy alergenu Mal d 1

Alergen Mal d 1 mtizeme podle tvaru dale rozdélit na 4 skupiny (Mal d 1.01/Mal d 1a
az Mal d 1.04/Mad d 1d), obsahujici 18 izoforem tohoto alergenu. Exprese jednotlivych
izoalergeni mize byt vlivem mnoha faktori znacn€ variabilni. Také vazebna kapacita
jednotlivych izoforem Mal d 1 na molekuly IgE se muze lisit (Sancho et al., 2006). Podle Son
et al. (1999) imunologické vySetteni pfirozené se vyskytujicich izoforem Mal d 1 odhalilo
pouze malé rozdily v jejich IgE vazebné kapacité a odliSnosti projevi jsou pfevazné zptisobeny
rozdilnou mirou exprese Mal d 1. Marzban et al. (2005) uvadi, ze pfi vySetfovani alergenicity

izoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ukazala vyssi IgE vazebnou kapacitu pro Mal d 1.01.

Pfi pozorovani exprese tii hlavnich izoforem Mal d 1 v pribéhu skladovani pomoci
gRT-PCR byla nejvice exprimovana izoforma Mal d 1.02 (Sancho et al., 2006; Marzban et al.,
2005). Mal d 1.02 byla nasledovana téméf desetkrat méné exprimovanou izoformou alergenu

Mal d 1.01 a exprese Mal d 1.03 byla vyrazné nejnizsi (Marzban et al., 2005).

Pti studii 3D struktury Mal d 1 a vazebnych mist (epitopit) IgE, kterd je podobna
struktufe Bet v 1 a dalSich PR-10 proteind, byly pomoci NMR spektroskopie zkoumany
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klonované izoformy Mal d 1.0101 z odridy Granny Smith a Mal d 1.0102 z Golden Delicious
(Ahammer et al., 2017). Jde o prvni izoformy, u kterych byla urCena sekvence DNA, ktera je

identicka s Bet v 1 na arovni aminokyselin (Vanek-Krebitz et al., 1995).

3.4.6.3 Projevy alergie na jablka

Alergické reakce na hlavni jable¢ny alergen Mal d 1 Casto vychazeji z pocatecni
citlivosti na alergen pylu bfizy Bet v 1, coz je zplisobeno jiz zminénou zkiizenou imunitni
reakci Bet v 1-specifickych IgE protilatek s Mal d 1 po konzumaci jable¢nych ploda (Ahammer
et al., 2017). Nékdy se ale u pacienti trpicich alergii na pyl a vykazujicich IgE reaktivitu na
homologni potravinové alergeny (pollen-related allergens) nemusi po konzumaci téchto
potravin projevit zadné klinické symptomy, coz mize byt zplisobeno jiz zmiflovanym vyss$im
obsahem IgGs protilatek, které blokuji navazani IgE na potravinové alergeny, tzv. Bet v 1-
related food allergens (Geroldinger-Simic et al., 2011).

Nejcastéji se objevujici lokalni symptom, OAS (Oral Allergy Syndrome) se projevuje
orofaryngealnimi projevy, nejcastéji na rtech, jazyku a na sliznici jicnu (Sancho et al., 2006).
OAS se objevuje jiz béhem nékolika minut po konzumaci jablek. Pomérn¢ ¢asto se také miize
objevit alergicka ryma (Geroldinger-Simic et al., 2011). Fernandez-Rivas et al. (2006)
klasifikuji symptomy, projevujici se u alergickych pacientii béhem konzumece jable¢nych
plodt, do 2 skupin. Lokalni symptomy, projevujici se pouze na kiiZi a sliznici, a systémové,
popsan v piedchozi kapitole. Dle Kondo et Urisu (2009) symptomy OAS, zpisobené
protilatkami IgE, jsou lokalizovany na sliznici dutiny Ustni a jsou také zavislé na labilité
antigenu. OAS se proto objevuje v souvislosti s labilngjsim a zaroven nejéastéjsim jable¢nym
alergenem Mal d 1. Tento alergen se jevi jako problematicky piedev§im v severni a stiedni
Evropé. Naopak reakce na rizikovéjsi Mal d 3 se vice vyskytuji spiSe u jiznéji zijicich pacientd
(Bolhaar et al., 2005). Anafylakticky Sok byl popsan v pfedchozi podkapitole. Objevuje se
Casteji v souvislosti s reakci na alergen Mal d 3 (LTP) (Asero et al., 2000). Zavazny
anafylakticky Sok byl hlasen napf. u pacienti s IgE proti LTP (Pru p 3) ve studii, tykajici se
vyzkumu alergie na broskve u pacientl ze Spanélska (Fernandez-Rivas et al., 2005). U vzorku
frekvenci nez u pacienti Italie, Rakouska a Nizozemi, i V pfipad¢ jable¢nych alergent
(Fernandez-Rivas et al., 2006). To vypovida o skutecnosti, ze na konkrétni alergeny mohou

obyvatel¢ z riznych ¢asti Evropy reagovat jinak, coz potvrzuje také Rashid et al. (2011) a dalsi.
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3.4.6.4 Stanoveni exprese jable¢nych alergent a jejich detekce

Expresi alergenti v jable¢né duzniné ¢i slupce lze stanovit z RNA, extrahované ze
zmrzlych vzorkl rostlinného materidlu, pomoci kvantitativni polymerazové tfetézové reakce
(QRT-PCR), ktera bude podrobnéji rozebrana v nasledujici kapitole. Touto metodou mohou byt
napf. analyzovany rtizné miry projevu alergenu Mal d 1 zptsobené regulaci genové exprese na

urovni transkripce (Sancho et al., 2006).

Antigen je mozné detekovat také pomoci imunologické testovaci metody ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) s vyuzitim monoklonalni protilatky BIP-1. Tento test
se ukazal jako ucinny pfi stanoveni hladiny Mal d 1 v jable¢né duznin¢ (Sancho et al., 2006).
Podle Laffer et al. (1996) byla charakterizovana specificka monoklonalni protilatka BIP-1 pro
studium interakce mezi alergenem Bet v 1 a imunitnim systémem c¢lovéka. U BIP-1 byla
objevena zk¥izena reaktivita s homolognimi alergeny srovnatelna s reaktivitou IgE protilatek

alergickych pacientt. Bylo tak prokazano, ze BIP-1 zkiizené reaguje také s Mal d 1.

3.4.6.5 Faktory ovliviiujici miru exprese jableénych alergent

Mira exprese alergenu miize byt ovlivnéna vice faktory, jako je odriida, doba skladovani
¢i pusobeni stresu. Odli$na mira exprese je evidentni také mezi jable¢nou slupkou a duzninou
(Fernandez-Rivas et al., 2006; Sancho et al., 2006). Podle Sancho et al. (2006), Schmitz-
Eiberger et Matthes (2011) a dalsich nebyla mira exprese alergenu Mal d 1 ovlivnéna stupném

zralosti pfi sklizni.

3.4.6.5.1 Odruda

Jednotlivé odridy jable¢nych plodt se vyrazné 1iSi svoji alergenicitou. Znalost
genetického zakladu téchto rozdild by mohla vést k rozvoji slechténi hypoalergennich odrud
(Gao et al., 2005). Diky znalosti miry alergenicity jednotlivych jable¢nych odrid je také mozna
selekce odrid méné alergennich (Bolhaar et al., 2005). Variabilni alergenicita jednotlivych
odrid mize byt zpusobena odliSnou mirou exprese nékteré z izoforem alergenu Mal d 1. Je
evidentni, Ze genetické faktory hraji vyznamnou roli v alergenicité jablek (Sancho et al., 2006).
Podle nekolika studii se v jablkach vyskytuji smésy izoforem Mal d 1 a tyto izoformy nejsou
odridové specifické (Marzban et al., 2005; Helsper et al., 2002; Son et al., 1999) a rozdily mezi
transkripty Mal d 1 jsou pozorovany v riznych odrididch. Nicméné, vzor exprese hlavnich

izoforem Mal d 1 se zda byt podobny (Marzban et al., 2005).

17



Odlisnosti v alergenicité odrid byly zkoumany také pomoci vysetiovaci imunologické
metody, kozniho prick testu (SPT). Mira alergenicCity u pacientd hodnocena SPT testem je
znacn¢ individualni v zavislosti na citlivosti pacienta. Pomoci SPT testu bylo testovano 21
odrid skladovanych po dobu 6 mésica pii teploté 2 °C na 9 pacientech. Vysoka alergenicita
byla pozorovana u 7 odrud, stiedni u 10 a mala u 4 odrid. Jako vysoce alergenni odrtida byla

vyhodnocena Golden Delicious, nasledovana odridou Gala. Naopak Santana byla vyhodnocena

cv w7

3.4.6.5.2 Rozdily v expresi alergeni mezi slupkou a duzninou

Smés izoforem alergenu Mal d 1 se projevuje v jable¢né slupce a duznin¢ odlisné, ale
se stejnym vzorcem exprese v ruznych odridach (Sancho et al., 2006). Ve slupce se alergeny
exprimuji ve vétsi mife nez v duzning, a proto je vhodné u citlivych jedincti slupku oloupat,
prestoze z vyzivového hlediska obsahuje vice vitamind, minerald a antioxidantd. Na jablecnou
slupku byla pfi koznim prick testu (SPT) zjisténa vétsi alergicka rekce nez na duzninu

(Fernandez-Rivas et al., 2006).

3.4.6.5.3 Skladovani

Skladovanim v fizené i nefizené atmosféte obecné dochazi k vyssi expresi alergenu Mal
d 1 (Beuning, e al., 2004; Sancho et al., 2006). Vliv riznych podminek skladovani na expresi

jable¢nych alergenli bude podrobnéji rozebran v kapitole vénujici se skladovani plodi.

3.4.6.5.4 Stres

Vyssi rostliny ve stresu akumuluji vySe zminéné PR proteiny, které jsou homologni
s vétSinou jablecnych alergeni. PR proteiny jsou kodovany geny hostitelské rostliny
a indukovany Vv piipadé patogeneze nebo v situacich s patogenezi souvisejicich. Stresové
podminky jsou vyvolany klasickymi patogeny nebo aplikaci chemikalii, které napodobuji efekt
infekce nebo vyvolavaji stres (Van Loon et al., 1994). Béhem logistického procesu cesty jablka
od stromu ke spotiebiteli mize byt mnoha zptisoby ovlivnén obsah PR proteinti v tomto ovoci.
Vliv miize mit zpiisob péstovani (organicke vs. konvencni) S riznou mirou napadeni a frekvenci
pouziti chemickych ochrannych prostfedkd, ale také zplsob sklizné ¢i pfepravy a néasledné
skladovaci podminky To vS§e miZe potencialn€ zvysit stupen alergenicity ploda (Bolhaar et al.,
2005).

Abioticky a bioticky stres piisobici na jablon¢ a jablka muze mit efekt na vysledny

projev alergenu Mal d 1. Ruzna rostlinna pletiva mohou na stresové podnéty reagovat jinak a
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Mal d 1 mize byt také pod kontrolou riiznych promotort (Sancho et al., 2006). Kontrola exprese
alergenu Mal d 1 (PR-10) a Mal d 3 (nsLTP/PR-14) se 1isi (Van Loon et al., 1994).

Bylo zjisténo, ze bioticky stres navySuje expresi Mal d 1 také v listech. Virovou infekci
u transgennich rostlin tabaku byla siln¢ indukovana exprese transgenu Yprl0a, ktery koduje
alergen Mal d 1. Po osetieni houbovym elicitorem vzrostla exprese Mal d 1 v mladych listech
tabaku i jablon& (Piihringer et al., 2000).

3.5 Kbvantitativni polymerazova ietézova reakce (QRT-PCR)

Kvantitativni PCR nebo také Real-Time PCR je vykonny nastroj pro kvantitativni
analyzu nukleovych kyselin. Technologie gRT-PCR je vlastné zdokonaleni pivodni PCR,
vyvinuté Kary B. Mullisem a jeho spolupracovniky v roce 1985 (Saiky et al., 1985). Za tento
objev ziskal Kary Mullis v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii (Kubista et al., 2006).

Pomoci PCR lze v podstaté¢ amplifikovat (zmnozit) jakoukoliv sekvenci nukleové
kyseliny, ptitomnou V komplexnim vzorku. Amplifikace probiha v cyklech, béhem kterych se
generuje velké mnozstvi identickych kopii dané sekvence, které 1ze snadno analyzovat. To
umoznilo napiiklad manipulaci s DNA pro tucely klonovani, genetického inzenyrstvi
a sekvenovani. Jako analytickd technologie vSak méla plvodni PCR vaZznd omezeni.
Amplifikace DNA sekvence a jeji nasledna kvantitativni analyza byla diive velmi obtizna,
protoze vytézek PCR produktu nebyl zavisly na mnozstvi ptiivodni templatové DNA, ktera byla
ptitomna ve vzorku (Kubista et al., 2006). Zjednodusené feceno bylo pomoci puvodni PCR
mozné dany usek nukleové kyseliny pouze zmnozit (amplifikovat) do mnohych kopii, nikoliv
v§ak pfesné analyzovat. Reseni tohoto omezeni piinesl R. Higuchi et al. (1992) objevem metody
PCR v realném case (Real-time PCR). Diky tomuto objevu je mozné soubézné s amplifikaci
také specifické DNA sekvence detekovat. Pfidanim fluorescenéniho ethidium bromidu (EtBr)
mohla byt amplifikace jednoduse externé monitorovdna. Fluorescence EtBr se totiz
Vv piitomnosti dvouvlaknové DNA (ds DNA) zvySuje. Zvyseni fluorescence tedy znamena

pozitivni PCR amplifikaci, jejiz prubéh muze byt sledovan. (Higuchi et al., 1992).

Sledovanim fluorescence barviv nebo sond, zavedenych do PCR reakce, je tedy mozné
monitorovat mnozstvi vytvofené¢ho produktu a pocet amplifikacnich cykld, pottebnych
k ziskani uréitého mnozstvi molekul DNA. Za pfedpokladu znamé tc¢innosti amplifikace, ktera
zhruba odpovida zdvojeni poctu molekul za amplifikacni cyklus, je mozné vypocitat pocet
molekul amplifikované DNA v ptivodnim vzorku (Kubista et al., 2006). Béhem amplifikace

roste mnozstvi DNA diky dvéma primertim, navdazanym na ob¢ vlakna denaturované DNA,
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geometrickou fadou. V idealnim piipadé (100 % ucinnost amplifikace) by mnozstvi molekul
amplifikované DNA v exponencialni fazi reakce $lo vyjadiit jako 2", kde n je pofadi cyklu.
Tento exponencidlni riist vSak nemuize trvat vécné. Po ur¢itém poctu cykla (cca 30), ktery zavisi
na mnoha faktorech, se tempo zpomali a reakce vstoupi do linearni faze, kde uz se templat
kompletné nezdvojnadsobi. Na zavér vstupuje reakce do tzv. plateau faze, ve které je amplifikace

zastavena (Stephenson, 2016).
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Obrazek 1 Faze RT-PCR zobrazené na reakéni k¥ivee (Stephenson, 2016).
Diky vysoce u¢innym detekénim metodam a citlivym pfistrojim, které jsou dnes bézné
dostupné, mize byt pocet molekul DNA konkrétni sekvence v komplexnim vzorku urcen

s nebyvalou pfesnosti, dostatecnou k detekci jedné molekuly (Kubista et al., 2006).

3.5.1 PCR amplifikace

Amplifikace je vlastné zmnozeni tseku DNA do mnoha kopii. DNA templat pro PCR
muze byt jedno nebo dvoutetézcovy. K amplifikaci jsou dale potieba piredevsim dva
oligonukleotidové primery, které ozna¢i DNA sekvenci, ktera ma byt amplifikovana, dale volné
nukleotidy dNTPs (deoxynukleotid trifosfaty), termostabilni polymeradza a hotfecnaté ionty
v pufru. Béhem reakce je velmi dilezity spravny teplotni cyklus. Kazda ze 3 fazi cyklu
(denaturace, annealing, elongace) vyzaduje specifickou teplotu. Nejprve je nutné navodit

teplotu dostate¢né vysokou, aby doslo k denaturaci dvouietézcové templatové DNA, poté je na
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vzorek plisobeno niz§i, tzv. anelacni teplotou, vhodnou k nasedani primert na specifickd mista
denaturované DNA, a na zavér pusobi teplota kolem 72 °C, coz je optimum pro piisobeni
termostabilni polymerazy, ktera rozsifuje primery zacleiiovanim volnych nukleotidd dNTPs,
¢imz dochazi k elongaci, prodluzovani amplikonu. Tvorba nového komplementarniho fetézce
DNA probihd ve sméru od 5' konce ke 3' konci. Amplifikace probiha v cyklech, kterych je
vétsinou kolem 30 (Kubista et al., 2006).

Teplota pro denaturaci, tzv. melting temperature se pohybuje cca kolem 95 °C. Tato
teplota musi byt dostate¢na Kk rozruseni vodikovych miustki dvouSroubovice DNA, ¢imz se
kompletné oddé€li vlakna templatu. Pti ¢astecné separaci vldken by se po sniZeni teploty vlakna
opét spojila a nedoslo by k nasednuti primerti. Pfesna teplota a délka denaturace je zavisla na
vice faktorech, jako je délka templétu, parametry pouzitého piistroje nebo materidl pouzitych
reakénich zkumavek. Dosazeni pfesné teploty potiebné k denaturaci je dilezité predevSim
v n¢kolika prvnich cyklech, protoze pivodni templat byvd mnohem del$i nez amplikony, které
pozd¢ji pievazuji. Teplota pro nasedani primeri, tzv. anelacni teplota zavisi na pouzitych
primerech a pohybuje se kolem 50-65 °C. Po nasednuti jejich nasednuti se na primery navaze
termostabilni DNA polymeraza, ktera stabilizuje komplex. Optimalni teplota pro elongaci
zavisi na pouzité termostabilni DNA polymeraze, u Casto pouzivané Taq polymerazy je to
kolem 72 °C. Vzajemné komplementarni ¢asti templatu mohou zpiisobit problémy vznikem
vlasenek a jinych struktur, které mohou elongaci narusit. Stejné riziko problému je i u primera.
Komplementarita primert, zvlast€ jejich 3¢ koncl zpiisobuje komplikace vznikem komplexi
primer-dimer (PD). Je dilezité se vzniku PD vyhnout, pfedev§im u vzorkt obsahujicich pouze
nékolik cilovych molekul, protoze PD v PCR reakci t¢émto molekuldm konkuruji (Kubista et
al., 2006).
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Obrazek 2 Teplotni cyklus PCR (Kubista et al., 2006)

3.5.2 Real-time monitoring PCR

Inovace v pfistrojové technice a v chemii fluorescen¢nich barviv podnitily rychly vyvoj
metod detekujicich PCR produkty v realném case (Stephenson, 2016). V Real-time PCR je
nutna ptritomnost fluorescen¢niho substratu, ktery se vaze na vznikly produkt, jehoz pfitomnost
oznamuje vyzatenim fluorescence. Substrat je tedy fluorescencné aktivni aZ po navazani na
DNA. Existuje n¢kolik dostupnych fluorescencnich sond a barviv. Substratem je generovan
fluorescencni signal, ktery odrazi mnozstvi vytvoreného produktu. Zpocatku je signal slaby
a nelze dobte odlisit od pozadi. AZ po nahromadéni vétsiho mnozstvi produktu fluorescenéni
signal exponencialné roste. Po néjaké dobé se signal nasyti a vypne, coz je vétS§inou zptisobeno
vyCerpanim nékterého z kritickych komponentt, jako jsou primery, fluorescencni substrat nebo
volné nukleotidy. A tak mnoZstvi vzniklych molekul miiZze byt limitovano zpisobem, kterym
exponencialni amplifikace pfejde k linearni amplifikaci. V klasickych PCR experimentech se
vSechny reakcéni kiivky nasyti na stejné urovni. Konec PCR méfeni tedy nevypovida nic
0 pocate¢nim mnozstvi cilovych molekul ve vzorku. Jednotlivé reakéni kiivky se vSak 1isi
pocatecni fazi exponencialniho ristu reakce, coz poukazuje na rozdily v pocate¢nim mnozstvi
templatovych molekul. Rozdil je kvantifikovan porovnanim poctu amplifika¢nich cykli
potiebnych k tomu, aby reakéni kiivka vzorku dosahla urcité mezni hranice fluorescenéniho
signalu. Pocet cykli potiebny k dosdhnuti této mezni hodnoty je oznacovan jako cycle

threshold, zkracené hodnota C+ (Kubista et al., 2006).
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Obrazek 3 Real-time PCR reakéni kiivky. Prahova uroven je nastavena dostateéné nad pozadi a pocet poti‘ebnych
cykla k dosazZeni této urovné, CT, je zaznamenavan (Kubista et al., 2006).

Real-time PCR se teda opira o schopnost pfistroje (Light Cycler) detekovat dil¢i cyklus
amplifikace, ve kterém se nahromadilo dostatecné mnoZstvi PCR produktu, aby jeho signal
mohl byt odliSen od fluorescencniho Sumu pozadi (signal v limitech pfistrojové detekce
kolisajici v po&ateénich cyklech amplifikace). Cim vétsi mnozstvi templéatu, tim vétsi mnozstvi
produktu a také tim diivejsi dosazeni detekéni mezni hranice a tim niz§i hodnota Cr
(Stephenson, 2016). To znamena, ze Ct hodnota je nepfimo imérna mnozstvi amplikonu

Vv reakci, tj. nizs$i Ct hodnota znamena vétsi mnozstvi amplikonu (Schmittgen et Livak, 2008).

3.5.2.1 ACT porovnavaci kvantifika¢ni metoda

Hodnotou Ct (=Cq) je tedy udavan pocet PCR cyklu potiebnych k dosazeni mezni
hranice fluorescen¢niho signalu, tzv. Threshold line. Tato mezni hranice muze byt urcena
automaticky nebo nastavena ru¢n€. Ct hodnota lze odecist z grafu v misté pruseciku Threshold
line a reakéni kiivky (viz. obr. 3) a je automaticky vyhodnocena softwarem pfistroje, na kterém
reakce probiha. Nachazi se ve fazi reakce, kdy amplifikacni kiivka za¢ina exponencialné rust
a Vv reakci je pritomné dostatecné mnozstvi vSech reak¢nich slozek. Kolikanasobna je zména

v hodnotach Ct 1ze matematicky vyjadfit jako 24T (Stephenson, 2016).
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Problem 9.1 Two DNA samples, A and B, are run in a real-time PCR
experiment in which the §-actin gene is assayed. Sample A yields a C¢
value of 21.8. Sample Byields a G value of 23.2. What is the fold increase in
the amount of target in Sample A over Sample B?

Solution 9.1
The fold increase is given by
Fold increase = 278G

The AC, the difference between the two Gy values, is

ﬁCT = 21.8—-23.2 = —1.4
The fold increase is then
278G _ (14 _ 14 oy

Therefore, there is a 2.64-fold difference in the amount of amplified
product in sample A compared to sample B.

Obrazek 4 Ukazka vypoctu, kolikrat je vice amplifikovaného produktu ve vzorku A (niz8i hodnota Ct) neZ u vzorku B
(Stephenson, 2016).

3.5.2.2 Méreni genové exprese pomoci qRT-PCR

Mgéfeni rozdild genové exprese sebou nese potencial velké variability, kterd muze byt
zpusobena napi. chybami v pipetovani, zménou G¢innosti bud’ PCR amplifikace nebo reverzni
transkripce pfi pfepisu mRNA do cDNA a mnoha dal$imi diivody. Z tohoto diivodu je vhodné
vyuZiti vnitini kontroly. PouZiva se k normalizaci rozdilti v mnoZstvi totalni RNA, pfidané do
Real-time PCR reakce. Nejéastéji se jako vnitini kontrola pouzivaji housekeepingové geny, tyto
geny jsou vzdy exprimovany ve viceméné konstantni mite ve vétsing pletiv ¢i tkani organismu
a jejich exprese je pro builku zpravidla esencialni. Jako ptiklady téchto referencnich gent
muzeme uvést B-actin, GAPDH (glyceraldehyde 3-phospahte dehydrogenase) a 18 S RNA
(Stephenson, 2016).

Kvantifikace genové exprese miize byt provadéna dvéma zptsoby. Cast&jsim zptisobem
je relativni kvantifikace, méné Castym kvantifikace absolutni. Absolutni kvantifikaci je ur€ovan
pocet kopii genu porovnanim PCR fluorescencniho signalu se standartni kiivkou. Data jsou
obvykle vyjadiena jako mnozstvi kopii na buiiku. Absolutni kvantifikace je vyuzivana

v piipadech, kdy je poZadovana piesna kvantita amplikonu, napt. pii pocitani virové zatéze.
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Nevyhodou je absolutni kvantifikace je nutnost vénovat velké usili vytvoteni standartni kiivky.
Navic vétSinou neni nutné prezentovat data jako absolutni pocet kopii a postaci relativni
vyjadieni (kolikrat se zvySila Ci snizila exprese genu). Relativni exprese genu zajmu je
vyhodnocovana relativné k referen¢nimu genu, ktery slouzi jako vnitini kontrola (Schmittgen

et Livak, 2008).

M¢fteni genové exprese se tedy nejéastéji provadi jako relativni test. To znamena, ze
neni nutné piesné védét, kolik molekul mRNA vznika z konkrétniho genu, sta¢i znat mnozstvi
transkriptu v porovnani s jinym referenénim genem. Relativni méfeni genové exprese se
pouziva napf. pti porovnani exprese konkrétniho genu v riznych typech pletiv. Méfeny gen
byva oznacovan jako target (gen zajmu) a jeho exprese je porovnavana s referenénim genem,
ktery byva oznaCovan jako calibrator, gen s konzistentni Grovni exprese ve vSech
experimentalnich vzorcich. Existuje nékolik zplsobli méfeni relativni kvantifikace

(Stephenson, 2016).

Aby mohl byt vystup z RT-PCR prezentovan, musi byt déle statisticky zpracovan.
Jednotliva data, kterd maji byt prezentovana jako samostatné udaje by méla byt vyjadiena jako
22T nebo 2T, spise nez surovou Ct hodnotou. Pii prezentaci dat ze studie profilu genové
exprese by méla byt data vzdy normalizovana vnitini kontrolou, takze v tomto ptipadé je
vhodné expresi vyjadtit jako 2T, kde ACt = (Ct genu z4jmu — Cr referenéniho genu)

(Schmittgen et Livak, 2008).

3.5.2.3 AACT metoda relativni kvantifikace

Srovnavaci Ct metoda neboli AACt (=AACq) metoda je v soucasné dobé nejpouzivané;si
kvantifikaéni metodou pro studie zmén exprese genl v porovnani s referenénim genem,
tj. relativni genové exprese. Stejné jako pro vSechny ostatni metody relativni kvantifikace musi
byt i pro tuto metodu splnény dvé zakladni podminky. Za prvé ti¢innost jednotlivych testd musi
byt konzistentni od jednoho cyklu k druhému, a tedy celkova efektivita PCR blizkd 100 %. Za
druhé tc¢inek jakychkoliv zmén na hodnotu Ct musi byt ekvivalentni pro referen¢ni geny a geny
z4jmu. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost a schopnost vyjadrit data jako ndsobnou

zménu v expresi genu (Schmittgen et Livak, 2008).

Fold change = 2744

Tato rovnice mize byt pouzita k porovnani genové exprese ve dvou raznych vzorcich.

KaZzdy vzorek se vztahuje ke genu vnitini kontroly (k referenénimu genu). NezaleZi, ktery rozdil
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Ct hodnot (ACr) je v rovnici na prvnim a ktery na druhém misté, potfadi pouze ovliviiuje

interpretaci vysledka (Schmittgen et Livak, 2008).

AACy =[(Cr gene of interest — Cr internal control)sample A

— (Cr gene of interest — Cr internal control)sample B)]

Je nutné zdiraznit, ze data vstupujici do statistickych testi by méla byt vzdy
transformovana do podoby 244€T 24T neho 2°CT, nikdy by neméla byt vstupni data v podobé

surové Ct hodnoty (Schmittgen et Livak, 2008).

3.5.3 SYBR Green

SYBR Green je nejvyuzivanéjSim fluorescen¢nim substratem v gRT-PCR. Jedna se
0 fluorescenéni barvivo, které se vaze pouze na dvouvlaknovou DNA, nikoliv na
jednovldknovou, a po navazani fluoreskuje. Béhem cyklické reakce roste mira fluorescencniho
signalu s mnozstvim vytvofeného dvoufetézcového produktu, na ktery je SYBR Green
navazan. Mnozstvi fluorescence je tedy v urcité chvili reakce pfimo imérné poctu molekul
dvoufetézcové DNA piitomné ve vzorku. Nevyhodou SYBR Greenu je, Ze se vaze nespecificky
na vSechny dvoufetézcové produkty. Vztah mezi intenzitou fluorescenéniho signalu
a mnozstvim templatu v qRT-PCR je spolehlivym prostfedkem pro kvantifikaci nukleovych
kyselin a pro stanoveni pfitomnosti €i nepfitomnosti specifickych genovych sekvenci
(Stephenson, 2016).

Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvoufetézcovou
] DNA, tak vydavaiji fluorescenci
DENATURACE DNA
Uvolfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA
@ @ fluorescence klesa
@ reverse
NASEDANI PRIMERU pnmer
O @ Nasedani molekul SYBR Greenu na vzrikajici
@ dvoufetézcové molekuly DNA: fluorescence se zvySuje
forward @

primer l

SYNTEZA DNA

Mira fluorescence je dvounasobna oproti pivodnimu templatu

Obrazek 5 Navazani SYBR Greenu na dvouretézcové molekuly DNA, zdroj: <http://labguide.cz/sybergreen/>
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3.5.4 Vyuziti Real-time PCR

Mezi typické vyuziti Real-time PCR patii detekce patogenu, analyzy genové exprese,
bodovych mutaci (SNP = single nucleotide polymorphism), chromozomovych aberaci nebo

detekce proteint pomoci Real-Time Immuno PCR (Kubista et al., 2006).

Real-time PCR je velmi u¢inny nastroj pro kvantifikaci genové exprese ma mnoho
vyhod (Schmittgen et Livak, 2008). Jedna se o velmi citlivou metodu s takovou schopnosti
detekce, kterou lze identifikovat i jen jednu kopii specifického transkriptu. Ma schopnost
vytvaret data Sirokého rozsahu (presnéd detekce malého i velkého mnozstvi transkriptu), miize
zpracovavat soucasné mnoho vzorkll a rozezna rozdil mezi transkripty, které maji velmi

podobné sekvence (Stephenson, 2016).

3.6 Skladovani jable¢nych plodu

Riizné odriidy maji rizné naroky na podminky skladovani. Optimalni podminky pro
skladovani se mohou lisit i v ramci jedné odridy v zavislosti na stanovisti, na kterém byla
jablka vypéstovana. Skladovani vice odrud v jednom prostoru by se mélo fidit nejslabsim
(Jelen, 1976). Bylo zjisténo, Ze skladovani jable¢nych plodl zvySuje expresi alergenu Mal d 1
na translacni i transkripéni urovni (Sancho et al., 2006). To znamena, ze delsi dobu skladovana
jablka jsou pro citlivé jedince, trpici ¢asto zkiizenou alergii na jablka a pyl bfizy, rizikovéjsi,
a proto je pro alergiky vhodngjsi konzumace Cerstvé utrzenych jablek. Jablka jsou ale pro
komer¢ni ucely sklizena ve skliziiové zralosti a dobrych chut'ovych vlastnosti dosahuji az ve

zralosti konzumni, ktera ale bézn¢ nastava az po urcité dob¢ skladovani.

Aby plody vydrZely i delsi skladovani, ¢imZ muize znacné stoupnout jejich trzni
hodnota, musi se nejprve vcas sklidit a nasledné zamezit rychlému dozravani a senescenci.
Kromé rané sklizné se vyuZziva metod jako je rapidni zchlazeni, fizeni teploty a atmosféry,

ptipadné oSetfeni inhibitorem ethylenu (Pareek et al., 2016).

vvvvvv

mnohé efekty, zplsobujici ztratu kvality plodd. Je to rostlinny ristovy regulator, ktery je
pfirozené produkovan pii zrani a starnuti plodi. Jeho produkce také souvisi s abiotickym ¢i
biotickym stresem (Saltveit, 1999). Ethylen je produkovan v methioninovém cyklu (Matto et

Liberman, 1977). Spole¢né skladovani ploda s odlisnou mirou produkce ethylenu mtize mit za
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nasledek rychlejsi starnuti a degradaci plodu, které¢ produkuji ethylenu méné (Pareek et al.,
2016).

3.6.1 Zivotni pochody ve sklizenych plodech

3.6.1.1 Vypar

Obsah vody v Cerstvych rostlinnych vyrobcich mize byt az 95 %. Béhem skladovani
dochdzi k transpiraci, coz u ovoce vede ke znacnému zhorSeni jakosti, projevujici se napf.
svraskanim slupky. Tvrdsi ovoce, jako jsou jablka nebo hrusky je vyparem ohrozeno mén¢ nez
mékké ovoce (napf. jahody, maliny atd.) z davodu silnéjsi kutikuly, ktera tvoii ochrannou
vrstvu lamelovité struktury, ve které je voda také uloZena. Nejvice transpiracni vody je z ploda
uvolnovano skrz lenticely (Jelen, 1976). Existuje cela fada faktord, ktera ovliviiuje odolnost
plodu vici ztraté vody, jako napt. slozeni a tloustka slupky, pocet stomat nebo morfologicka

struktura plodu (objem, tvar) (Tovinen, 2003).

3.6.1.2 Dychani

Jablka tadime mezi klimakterické plody, které se vyznacuji rapidnim zvySenim
respirace béhem zrani na stromé i po sklizni (Pareek et al., 2016). Z okolniho vzduchu si plody
odebiraji kyslik (O2), nasledné zpét vydechuji oxid uhli¢ity (CO2) a zaroven uvoliuji teplo.
Rovnéz dochézi k vedlejsim procestim, pii nichZ se do okolniho vzduchu uvoliiuje napt. ethylen
a dal$i aromatické latky (Jelen, 1976). Cilem pfi skladovani jablek je dosahnout redukce miry
respirace a enzymatické aktivity, coZ mize zna¢né prodlouzit Zivotnost ploda pii skladovani

a tim i udrzet dostupnost jablek tak dlouho, jak je ekonomicky zadano (Sancho et al., 2006).
3.6.1.3 Pieména zasobnich latek v plodech

3.6.1.3.1 Sacharidy

V prub¢hu rustu vznikaji v listech asimilaéni cukry, které se v plodech spojuji do
velkych molekul skrobu. Pfi zrani se tento zadsobni material rozpadd znovu na cukry a teprve
pak je ovoce vhodné ke konzumaci. Cast cukril se postupné spotiebovava prodychanim (Jelen,
1976).

3.6.1.3.2 Proteiny

Bilkoviny skladajici se z riznych aminokyselin maji u naSich druht ovoce vétSinou

druhotadou ulohu. Maji ale velky vyznam, protoze jsou dilezitou sloZzkou enzymii. Obsah
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aminokyselin podléha béhem riistu neustalym zménam, které jsou v tomto obdobi do znacné

miry zavislé na ptijmu zivin (Jelen, 1976).

3.6.1.3.3 Pektiny

Pektiny jsou ,,tmelici slozkou* bunécnych pletiv. Udrzuji bunééné svazky pohromadé
a maji proto vyznamny vliv na charakter ovoce. lonty vapniku zde maji pojici ucinek, ionty
drasliku naopak ucinek rozpoustivy. Béhem skladovani jsou pektiny odbouravany,

skladovanim v tizené atmosféie (CA) je mozné tento proces zpomalit (Jelen, 1976).

3.6.1.4 Zmény zbarveni plodu

Zbarveni jable¢né slupky zplsobuji ptredevSim antokyany, které patii do tfidy
flavonoidi a zpusobuji Cervené zbarveni plodt (Gallus et al., 2005). Stupen koncentrace
antokyanu je ovlivnén mirou exprese alespon péti gentt (MdCHS, MdF3H, pDFR, MdANS,
and pUFGIUT), zodpovédnych za biosyntézu téchto barviv (Ubi et al., 2006). Akumulace
antokyani mize byt také ovlivnéna teplotou a UV zafenim. Intenzita zbarveni plodd v dobé
zralosti je také dulezita z ekonomického hlediska, protoze muize zna¢né ovlivnit jejich prodejni

hodnotu (Pareek et al., 2016).

Kromé¢ antokyanti se ve slupce vyskytuje také zeleny chlorofyl, ktery je béhem zrani na
stromé 1 po sklizni odbourdvan a objevuje se Zluta barva. Skladovanim v fizené¢ atmosféie (CA)

je mozné udrzet chlorofyl po pomérné dlouhou dobu (Jelen, 1976).
3.6.2 Faktory ovliviiujici skladovatelnost plodi

3.6.2.1 Teplota

Teplota vyznamné ovliviiuje rychlost vSech metabolickych procest, véetné dychani
ale nesmi byt teplota natolik nizk4, aby vzniklo riziko poskozeni plodii. Vhodné také je snizovat
teplotu postupné. Kazdy stupen teploty zpomaluje dychéni, a tim odbouravani cukri, kyselin,
pektintl a dalsich latek. Cim je teplota skladovani niZsi, tim vétsi je nebezpeéi piili§ nizké
vihkosti vzduchu (Jelen, 1976). Idealni teplota pro skladovani jablek je ovlivnhéna mnoha

faktory slozeni vzduchu, uvadi vétSinou v rozmezi 1-5 °C (Bolhaar et al., 2005).
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3.6.2.2 VIhkost

vvvvvv

regulovat poskliziové fyziologické zmény v ovoci. Pokud je vlhkost vzduchu pfili§ nizka,

dochazi k rychlé transpiraci a znehodnocovani ploda (Pareek et al., 2016).

Aby bylo mozné vyskladnit ovoce co nejcerstvéjsiho vzhledu, instaluji se ¢asto ve
skladech jadrového ovoce zvlhcovace vzduchu, idedlné na principu vhanéni vodni pary. Jablka
svraskaji, jakmile piekro¢i ztrata hmotnosti cca 5 % (Jelen, 1976). Neni-li ztrata vody
kontrolovéana, dochazi kromé& ztraty turgoru a nezadoucimu svraskani také k dalSim pro
skladovani nezadoucim metabolickym zménam, jako je zvySena produkce ethylenu (Tovinen,
2003).

3.6.2.3 Slozeni vzduchu

vvvvvv

rychlost respirace, kterou se pfi skladovani snazime snizit na minimum, aby se zpomalilo
starnuti plodi. Z tohoto diivodu se v fizenych atmosférach snizuje obsah Oz a zvySuje obsah

CO- (Pareek et al., 2016; Tovinen, 2003).

3.6.3 Skladovani plodii v Fizené atmosféie

Rizena atmosféra (CA) pro skladovani plodii spodiva predevsim v regulaci mnoZstvi
CO2 a Oz scilem co nejdelsiho uchovani Cerstvosti ovoce. Skladovanim v prostorach se
sniZzenou koncentraci Oz a naopak se zvysenou koncentraci CO2 mliiZeme snizit miru senescence
a oddalit ztratu kvality ovoce. CA snizuje ztratu chlorofylu, zmék€ovani a tvorbu té¢kavych
latek, které ptispivaji k lepsi chuti. DileZité je také kontrolovat vlhkost vzduchu, kterd musi byt

dostate¢né velka, aby nedochazelo k velkym ztratam transpiraci (Pareek et al., 2016).

Dle Sancho et al. (2006) skladovanim jablek v fizené atmosféfe po dobu 5 mésicii
vyrazn¢ vzrostla exprese alergenu Mal d 1.
3.6.4 Vliv skladovani na expresi jableCnych alergenii

Podle Sancho et al. (2006) byl pozorovan vzrist obsahu alergenu Mal d 1 bé¢hem
skladovani po dobu 5 mésicii ve tfech riznych podminkach (fizend a nefizena atmosféra
a pokojova teplota 20 °C) u vSech zkousenych odrid. I pti mnohem kratsi dob¢ skladovani bylo

pozorovano navyseni exprese Mal d 1 na transkripéni urovni. Konkrétné¢ u odridy Golden
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Delicious a dalsich a to pii skladovani po dobu 2 tydnt pti pokojové teploté 20 °C (Beuning et
al., 2004).

Pii studiu vlivu skladovacich podminek na alergenicitu 5 jable¢nych odrid pomoci
vySetiovaci alergologické metody SPT (skin prick test) byla v fizené atmosféie (2,5 % O2: 1 %
COy) pti 3 °C pozorovana o 15 % nizsi alergenicita v porovnani se skladovanim v netizené
atmosféte pii 2 °C. Plody byly skladovany po dobu 6 mésict. Porovnani vysledkt tohoto SPT
testu u jednotlivych odrad v fizenych a nefizenych skladovacich podminkach je graficky

zobrazeno na obrazku ¢. 6 (Bolhaar et al., 2005).

- Uncontrolled - 2.5% 0O, ; 1% CO,

—=a— (Golden
0.9 4 Delicious
—o— (ala
0.4
—#— Bracbumn
£
= 071 —&— Fuji
E - . —e— Santana
o <-g -~ Mean
0.5 1
=--=- Lineair (Mean)
0.4 1
0.3 T ' '

Uncontrolled  2.5% O 1% CO,

Cultivars

FIG 4. Effect of storage conditions: comparison of cold storage
under normal conditions with controlled atmosphere conditions
(2.5% oxygen and 1% carbon dioxide). There is 15% (P < .001)
lower allergenicity under controlled storage conditions.

Obrazek 6 Vysledky SPT testu porovnavajici zménu alergenicity vlivem skladovani v nefizené a Fizené atmosféie
(Bolhaar et al., 2005).

Oxidativni reakce béhem zrdni a skladovani plodid jsou katalyzovdny enzymem

polyfenoloxidaza a/nebo peroxidazou, které mohou interagovat s alergennimi proteiny
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a snizovat jejich alergenicitu. Reakce chinonil s alergennimi proteiny totiz méni jejich tercialni
strukturu, coz ma za nésledek ztratu epitopi, kam se mohou navézat IgE protilatky, zodpovédné

za alergickou reakci (Schmitz-Eiberger et Matthes, 2011).
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4 Material a metody

Byla ziskana kolekce plodt ze 14 odrtd jabloni, které byly vypéstovany v identickych
agrotechnickych podminkéach experimentalnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.0. Analyzované
plody pochazely ze sklizné¢ v zafi roku 2016. Od kazdé odridy byly odebrany 3 plody, které
byly nasledn¢ vyuzity k vyzkumu vlivu odriidy a skladovani na expresi izoalergenit Mal d 1 ve

slupce a duzniné.

Ve vzorcich slupky i duzniny téchto plodt byla zjistovana exprese izoalergentt Mal d
1 pomoci kvantitativni polymerdzové fetézové reakce (QRT-PCR). Vzorky byly ke zkoumani
alergenové exprese pouzity okamzité po sklizni a po skladovani v chladicim boxu pfi 5 °C
(nefizend atmosféra) po dobu 12 tydnili. Ze ziskanych udaji byl statisticky vyhodnocen vliv

odridy a skladovani na miru exprese izoalergentt Mal d 1.

4.1 Rostlinny material

Z kazdé ze 14 odrud jabloni byly pouzity 3 plody, ze kterych byl odebran vzorek pletiva
slupky a duzniny. Slupka i duznina byla odebirana z vice mist na plose plodu. Pfed odbérem
vzorku slupky a duzniny byly plody, néstroje, pracovni plocha i rukavice dikladné oSetfeny
inhibitorem RNazy, konkrétné piipravkem RNaseZAP TM od firmy Sigma. Slupka byla
rovnomeérné seskrabnuta v co nejmensi mozné vrstvé z celého obvodu plodu. Kousky duzniny
byly vyfiznuty na n€kolika mistech z riiznych stran plodu. Vzorky slupky a duzniny ze vsech
plodu byly vlozeny do velkych polypropylenovych zkumavek, které byly ihned po naplnéni
a uzavieni Sroubovacim vickem zamraZeny v tekutém dusiku a nésledné skladovany pfi teploté

-80 °C. Hluboce zamrazené vzorky byly postupné odebirany pro extrakci RNA.

4.1.1 Pouzité odridy

1. Nikoleta

Pivod: Jonadel x Rubin (VSUO Holovousy s.r.0.,
reg. 2015)
Popis odrudy: Vzristnost sttedn€ bujna az bujna, typ

rozvétveny, habitus rozlozity. Nasazeni plodi na

kratkych a tlustych vyhonech jednotlivé i ve shlucich.

7  odrida Nikolta, zdroj:
] ] <http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_
znatelnym Zebrovanim a stfedné znatelnymi svalci na  2016.pdf>

Plod po probirce velky, tvar kuzelovity, se stiedné Obrazek
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vrcholu. Zakladni barva plodu zlutd, kryci cervena, typ celoplosny s vyraznym zihanim.
Slupka stiedné tlustd, hladka se stfednim ojinénim a stfedni rzivosti okolo stopecné jamky.
Duznina Zlutavé barvy, m&kka az sttedné pevna, stiedné $tavnata, v chuti nasladla. Stopka
tlusta a kratka. Skliznova zralost ke konci zafi, konzumni zralost od listopadu. Skladovat 1ze

do poloviny tinora (zimni odrtida). Je sttedné odolna k houbovym chorobam (Nesrsta et Jan,
2016).

2. Frosta

Pivod: Florina x "Cox Orange pippin” x A 467-74
(VSUO Holovousy s.r.0., reg. 2012)

Popis odridy: Vzristnost bujna, typ rozvétveny,
habitus rozlozity, nasazeni plodi na kratkych

a dlouhych vyhonech ve shlucich. Plod po probirce

sttedn¢ velky az velky, tvar elipsovity, se stfednim

Obrazek 8 odrida  Frosta, zdroj:
<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce
_2016.pdf>

zebrovanim a stfedné vyraznymi masitymi svalci na
vrcholu. Zakladni barva plodu Zlutd, kryci barva
cervend, plosna a skvrnitd. Slupka stfedné tlustd aZ tlustd, suchd, se stfednim az vysokym
poctem stfedné velkych lenticel. Duznina zlutavé barvy, tuhd, stfedné¢ Stavnata a sladka.
Stopka stfedn¢ tlusta az tlusta a kratkd az stfedné dlouha. Skliziiova zralost koncem zafi,
konzumni zralost od poloviny fijna, skladovatelnost do listopadu (podzimni odriida).

Rezistentni proti napadeni strupovitosti (Nesrsta et Jan, 2016).

3. Jonagold Marnika
Pivod: fizena mutace odriidy Jonagold

Popis odrudy: Vzristnost zpo¢atku bujna,
pozdg¢ji stiedni. Plody jsou stfedné velké az
vétsi, nékdy nevyrovnané, odolné proti

otlakiim. Tvar kulovity, nékdy s mirnymi

zebry. Slupka stiedné silna, pevna, hladka,

. g e
, i , w: ., Obrazek 9 odrida Jonagold Marnika, zdroj:
lehce mastna. Zakladni barva zelenoZlut, <http://www.ovoceploskovice.cz/portfolio/detail/jonagold>

piekryta oranzové Cervenou barvou, ktera
je nanesend formou mramorovani a nékdy 1 vyrazného zihani. DuZnina stfedné pevna, jemna,

§tavnatd. Chut je pfijemné sladce navinula, velmi aromaticka. Skliziiova zralost nastava

34



v prvni dekad¢ fijna, konzumni zralost v listopadu. Dobfe uskladnéna vydrzi az do bfezna

(zimni odrada). Citlivéjsi vic¢i mrazu v dobé€ kvétu (Dlouha et al., 1991).

4, Topaz

Pivod: Rubin x Vanda (Ustav experimentalni

botaniky AVCR, Stiizovice)

Popis odridy: Plody sttedné velké, plose kulovité
az kuZelovité. Barva bohaté¢ cervené Zzihana.
Duznina pevna a Stavnatd. Chut’ piijemné sladce
navinula. Skliziiova zralost v fijnu, konzumni

LI , r Obrazek 10 odruda Topaz, zdroj:
zralost v prosinci. V  dobrych skladovacich <http:/Awww.ovocne.stromky.czitopaz. p72s

podminkach vydrzi az do dubna (zimni odrada).

Rezistentni proti strupovitosti a vysoce odolna proti padli (Richter, 2013).

5. Meteor
Piivod: Melrose x Megumi (VSUO Holovousy s.r.0.)

Popis odrudy: Vzristnost stfedné bujna az bujna,
habitus stromu rozlozity, plodi jednotlivé na kratkém
plodonosném obrostu rostoucim na stfedné dlouhych

vyhonech. Plod velky az velmi velky, tvar plose

kulovity, Zebrovani a masité svalce na vrcholu slabé.

Obrazek 11 odrida Meteor, zdroj:
<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_
2016.pdf>

Zakladni barva slupky zelenozluta, kryci barva
cervena, rozmyta. Slupka tlusta, na povrchu hladka,
slab& mastna, rzivost okolo stopecné jamky nizka. DuZnina Zlutava, stfedné tuhd, jemna, vice
Stavnatd, navinule sladka. Stopka tlusta a kratka. Skliziova zralost na pfelomu zaii a fijna,
konzumni zralost od listopadu, skladovatelnost do dubna (zimni odrtida). Odolnost proti

napadeni strupovitosti je nizka, vici padli stfedni (Nesrsta et Jan, 2016).
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6. Flordika

Piivod: Discovery x Florina (VSUO Holovousy
s.r.0., reg. 2010)

Popis odridy: Vzristnost stiedné bujnd, typ
rozvétveny, habitus rozlozity, nasazeni plodii na

kratkém obrostu ve shlucich i jednotlivé. Plod po

probirce sttedné velky az velky, tvar plose kulovity,
Obrazek 12 odrida Flordika, zdroj:

bez Zzebrovani. Zakladni barva plodu zlutozelend, <http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce
kryci barva Cervena celoplo$né rozmyta. Slupka tlusta, end

na povrchu hladka, s velkou rzivosti okolo stopené jamky, stiedné mastnd. Duznina
krémové barvy, sttedné pevnd, Stavnatd, sladce navinuld. Stopka stiedné tlustd a stfedné
dlouha. Skliziiova zralost koncem zafi, konzumni zralost od listopadu, skladovatelnost do
unora (zimni odrtida). Rezistentni proti napadeni strupovitosti, odolnost vici padli stiedni

(Nesrsta et Jan, 2016).

7. Artiga

Piavod: Angold x HL782 (Rubin X Priscilla)
(VSUO Holovousy s.r.0., reg. 2015)

Popis odridy: Vzristnost bujnd, typ rozvétveny,
habitus rozlozity. Pfevladajici barva kvétu v balonové

fazi svétle r0Zova. Nasazeni plodl na kratkych,

sttedné tlustych az tlustych vyhonech jednotliveé i ve

; p , v ., Obrazek 13 odrida Artiga, zdroj:
shlucich. Plod po probirce velky, tvar kuzelovity, bez <1 /eagri.cz/publiciveb/file/493584/0Ovoce

zeber a svalcl na vrcholu. Zékladni barva plodu 2016
zlutozelena, kryci Cervena ve form¢ celoploSné mramorované. Slupka stiedné tlusta, hladka,
na povrchu nerovnd, bez ojinéni a rzivosti, na skladce stfedn¢€ mastna. Duznina zlutavé barvy,
sttedn¢ pevna, vice Stavnatd, navinule sladka. Stopka stfedné tlusta az tlusté a stfredn¢ dlouha
az dlouhd. Sklizilova zralost koncem fijna, konzumni zralost od ledna (zimni odrtida).
Skladovat Ize do dubna. Odrtda je vice odolna proti houbovym chorobam (Nesrsta et Jan,

2016).
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8. Jonagold Supra
Pivod: fizend mutace odridy Jonagold (Belgie)

Popis odridy: Vzristnost bujna, habitus stromu
vzptimeny az rozlozity, plodi ve shlucich i jednotlivé

na kratkém drevé. Plod velky, vysoce kulovitého

tvaru, bez Zeber, se slabymi svalci nad mélkou kali$ni

- v v ’ , , , ’ 7{ ‘y,‘ \ p
jamkou. Slupka stiedné tlusta, hladka, sucha. Zakladni Obrizek 14 odrida Jonagold Supra, zdroj:

barva zelenozluta kryci Servena. forma rozmyté. <https://www.zahradnictvi-spomysl.cz/jablon-
’ ? jonagored-supra/>

DuzZnina krémové barvy, navinulé sladké chuti, stfedn¢ Stavnatd. Konzistence duzniny

jemna, kiehka, sttedné tuha. Stopka stfedné tlusta az tlusta, stfedné dlouhda. Skliziiova zralost

zacatkem zafi, konzumni v listopadu se skladovatelnosti do tinora (zimni odrtda) (Vyslouzil,
2015).

9. Rucla
Piivod: Clivia x Rubin (VSUO Holovousy s.r.0.)

Popis odridy: Vzrlstnost stiedné¢ bujna az bujna,
habitus stromu rozlozity az pievisly, plodi jednotlivé
na dlouhém obrostu. Plod stfedné velky az velky, tvar

kulovity, bez zebrovani. Zéakladni barva slupky

zelenozluta, kryci barva purpurovd, celoplo$na.

Obrazek 15 odruda Rucla, zdroj:
<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce
_2016.pdf>

Slupka sttedné tlustd, na povrchu hladka, sucha,
rzivost okolo stopeéné jamky nizkd az stfedni.
Duznina krémova, tuhd, Stavnatd, navinule sladka. Stopka stfedné tlusta, sttedn¢ dlouha az
dlouha. Skliziiova zralost zacatkem fijna, konzumni zralost koncem listopadu,
skladovatelnost do bfezna (zimni odrida). Odrida je stfedn€ odolna proti napadeni

strupovitosti a padli (Nesrsta et Jan, 2016).
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10. Idared
Puvod: Wagenerovo x Jonathan (USA, 1935)

Popis odrudy: Rust stfedné bujny, pozdéji v plné
plodnosti slaby. Habitus vzdusny s plose
kulovitou korunou. Plody stiedné velké az vétsi,

kulovit¢ az plose kulovité, tupé zebrované,

vyrovnané. Slupka hladka, leskld a tuha. Barva

Obrazek 16 odrida Idared, zdroj:

nezelenale zluta, kryta jasné Cervenou barvou. <http-/fwww.zemcheba.czinode/33>

Duznina nazloutle bila, kiehkd, jemna, Stavnata,
nasladla a malo aromatickd. Skliziiova zralost ve druhé poloviné fijna, konzumni zralost
Vv prosinci, skladovatelna az do dubna (zimni odrtida). Odolnost proti mrazu ve dievé stiedni,

v kvétu nizka. Casto napadana strupovitosti a padlim (Dlouha et al., 1991).

11. Lady Silvia

Piivod: Zvonkové x Sampion (VSUO Holovousy
s.r.0., reg. 2015)

Popis odriady: Vzristnost stfedné bujna, typ
rozvétveny, habitus rozlozity, plodnost na kratkych

a dlouhych stfedné tlustych vyhonech pfevazné ve

shlucich. Plod po probirce stfedné velky az velky,
tvar elipsovity, bez Zebrovani a svalci na vrcholu. <http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_
Zakladni barva plodu Zlutozelena, kryci ¢ervena, typ 2016.paf>
plosny, zihany a skvrnity. Slupka tenka az stfedné tlustd, bez ojinéni a rzivosti, s cetnymi
lenticelami, byva stfedné¢ mastna. Duznina zlutavé barvy, mekka az sttedné pevnd, stfedné
Stavnatd, v chuti sladce navinula. Stopka stfedné tlustd azZ tlusta, kratka az stfedn€ dlouha.
Skliziiova zralost ke konci zafi, konzumni zralost od poloviny listopadu. Skladovat Ize do

ledna (zimni odriida). Odolnost k houbovym chorobam je stiedni (Nesrsta et Jan, 2016).
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12. Reluga

Piivod: Golida x Topaz (VSUO Holovousy s.r.0., reg.
2015)
Popis odridy: Vzristnost stfedné¢ bujnd, typ

rozvétveny, habitus rozlozity plodi na kratkych a sttedné

tlustych az tlustych vyhonech ptevazné ve shlucich. . : )
Plod po probirce velky, tvar kuzelovity se stfedné Obrizek 18 odrida Reluga, zdroj:
<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovo
Znatelnym zebrovanim bez svalcti na vrcholu. Zakladni ce_2016.pdf>
barva plodu Zlutozelend, kryci ¢ervena ve form¢ celoplo$né s vyraznym zihdnim. Slupka
tlusta, hladka, bez ojinéni a rzivosti, na sklddce nemasti. Duznina zelenavé barvy, sttedné
pevnd, stfedné Stavnatd, sladce navinuld. Stopka tlusta a stfedn¢ dlouhd. Skliziova zralost
zacatkem fijna, konzumni zralost od ledna (zimni odrida). Skladovat 1ze do dubna. Odriida

je rezistentni proti napadeni strupovitosti (Nesrsta et Jan, 2016).

13. Jonagold

Piavod: Golden Delicious x Jonathan (USA,
1943)

Popis odrudy: Vzristnost bujna, pozd¢ji stiedni.
Habitus kulovity, pozdéji zahustény s velkym

podilem listové plochy. Plody stiedné velké az

velké, kulovité az vysoce kulovité. Zakladni

., v e, wee o1 ., Obrazek 19 odriida Jonagold, zdroj:
barva zpocitku zelenavé zlutd, pozdé€ji zluta. <http://www.zemcheba.cz/cz/jonagold-jonagored>

Kryci barva oranzové cCervena, nanesena

mramorovanim a nepravidelnym Zihdnim v primeéru asi na 50 % povrchu. DuZnina Zlutavé
barvy, dosti jemna, stfedné pevna a $tavnata. Chut’ ma sladce navinulou, mirné aromatickou.
Skliziiova zralost zaatkem fijna, konzumni od prosince (zimni odrida). Stiedni citlivost ke

strupovitosti, vyssi citlivost k padli (Vyslouzil, 2015).
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14. Golden Delicious
Pivod: ndhodny semendc (USA, 1890)

Popis odridy: Vzristnost zpoc¢atku bujna, v plné plodnosti
rust slabne. Plody stfedn¢ velké, kulovité az kuZzelovité,
mirné zebernaté. Barva zelenozluta az zlatozluté, bez kryciho |

zabarveni, n¢kdy s oranzovym lickem. DuZnina je Zlutava,

navinule sladkd kiehka a aromaticka. Skliztiova zralost

Vv fijnu, konzumni zralost od prosince, skladovatelnost do Obrizek 20  odrida  Golden
Delicious, zdroj:

bfezna (zimni odrida). Odolnost proti strupovitosti nizka, <https://www.starkbros.com/produc
ts/fruit-trees/apple-trees/stark-

proti padli vysoka (Dlouha et al., 1991; Vyslouzil, 2015). golden-delicious-apple>

4.2 Extrakce RNA

Extrakce RNA byla provedena pomoci Spectum Plant Total RNA Kitu od firmy Sigma.
Tento kit slouzi k extrakci totalni ¢isté RNA z rostlinnych pletiv, které jsou nejprve v tekutém
dusiku rozemlety na jemny prasek. Poté dochazi k rozpadu téchto pletiv v lyza¢nim roztoku
(Lysis solution), ktery z nich uvolni RNA a zaroven inaktivuje ribonukleazy a interferujici
sekundarni metabolity. Po odstranéni bunécného odpadu je RNA zachycena v kolonce za
pouziti specialniho roztoku (Binding Solution), ktery efektivné zabrani polysacharidiim a stejné
dobie genomické DNA v zanaSeni kolonky. Vétsina rezidualni genomické DNA a dalsi
necistoty jsou nasledné odstranény promyvacim roztokem (Wash Solution). Pro citlivé
technologie jako gRT-PCR, ktera byla v naSem pokusu pouzita pro zkoumani miry exprese
izoalergend, je nutné odstranit i stopova mnozstvi DNA, a proto byl proces extrakce RNA
obohacen o krok, ve kterém byla pfidina DNaza. K tomuto tc¢elu byl pouzit On-Column DNase
1 Digest Set také od firmy Sigma. Na zavér je vyc¢isténa RNA vyluhovana pomoci elu¢niho
roztoku (Elution Solution). Takto vycisténa RNA byla nasledné pfevedena do cDNA, ktera byla
pouzita pro qRT-PCR.

Béhem extrakce RNA je duilezité se vyhnout kontaminaci vSudypfitomnymi a velmi
stabilnimi enzymy, tzv. RNazami. RNazy také nazyvané ribonukledzy katalyzuji degradaci
RNA na malé komponenty. Je diileZité vyhnout se kontaminaci RN4zami z vné&jSiho prostiedi
béhem preparace RNA, pfedevSim béhem findlni promyvaci faze. Vnitini RNazy jsou
denaturovany lyzacnim roztokem b&hem extrakce. Aby bylo pracovni prostiedi Cisté a bez

RNaz, byl pii praci v laboratofi pouzit specialni pfipravek inhibujici RNazy RNaseZAP TM od
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firmy Sigma, kterym byl oSetien povrch pracovni plochy, laboratornich nastroji i rukavic. Byly
pouzity pomoci autoklavu vysterilizované laboratorni nastroje a nové Cisté plastové zkumavky

a Spicky na pipety.
4.2.1 Priprava vzorku a potiebnych roztokii

4.2.1.1 Priprava vzorku rostlinného pletiva

Predem zmrzly vzorek jable¢né slupky nebo duzniny byl ditkkladné rozdrcen pomoci
tloucku a tfeci misky za soustavného pfilévani tekutého dusiku. Tteci miska s tlouckem byla
piredem vyautokldvovéana a oSetfena sprejem inhibujicim RNazu, stejn¢ jako pracovni povrch
a rukavice. Poté bylo do sterilnich 2ml zkumavek navazeno 100 mg jemné rozdrceného vzorku,

ktery byl v uzaviené zkumavce vlozen do nadoby s tekutym dusikem.

4.2.1.2 Priprava lyza¢niho pufru

Do lyza¢niho roztoku (Lysis Solution) bylo nutné pted pouzitim piidat 2-
merkaptoethanol (2-ME) v poméru 100:1. Mnozstvi pfipravovaného pufru bylo vyhodnoceno
dle poétu vzorki. Na kazdy vzorek pufr obsahoval 500 ul Lysis Solution a 5 pl 2-ME.

4.2.1.3 Ptiprava promyvaciho roztoku Wash Solution 2

Tento promyvaci roztok je v kitu dodavan jako koncentrat a je nutné ho natedit
patfiénym mnozstvim (uréeno dle tabulky podle velikosti pouzivané¢ho kitu) 96 % ethanolu,
ktery napomahé vysrazeni RNA a jeji navazani na kolonku. Promyvaci roztok byl po zfedéni
ethanolem lehce promichdn a uchovavan v tésné uzaviené nadobé, aby nedochazelo

K odpatovani ethanolu.
4.2.2 Proces extrakce

4.2.2.1 Rozklad pletiv a odstranéni bunéénych zbytki

Ke kazdému vzorku s rozemletym pletivem bylo pfidano 500 pul ptipraveného lyza¢niho
pufru (Lysis solution + 2-ME) a poté byly vzorky dikladné promichany na vibra¢ni tiepacce
po dobu alespon 30 sekund. Poté byla provedena inkubace vzorka po dobu 3 minuty pii 56 °C
v termocykleru a nasledné jejich centrifugace po dobu 10 minut. Centrifuga byla nastavena na
12 000 RCF a teplotu 10 °C. Mezitim byly pfipraveny nové sterilni 2ml zkumavky s filtra¢nimi
kolonkami, do kterych byla nésledné pielita tekutina nad sedimentem (supernatant). PO

uzavieni zkumavek s filtraénimi kolonkami byly vzorky 1 minutu pfi 20 °C na 12 000 RCF
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centrifugovany, aby vzorek prosel filtrem, na kterém se zachytily bunécné zbytky, které byly

nasledné i s filtraénimi kolonkami zlikvidovany.

4.2.2.2 Vysrazeni RNA a jeji zachyceni v kolonce

Do zkumavek s vycisténym vzorkem, které byly umistény na led (do chladiciho stojanu
s ledem), bylo pfidano 750 ul roztoku na vysrazeni nukleové kyseliny (Binding solution). Poté
byly zkumavky se smési alespon Skrat kratce promichany na vibra¢ni tfepacce a navraceny na
led. Do piipravenych a popsanych sterilnich 2 ml zkumavek s kolonkami pro zachyceni RNA
(Binding Column) bylo pfidano 600 ul z promichaného vzorku. Po uzavieni byly vzorky
1 minutu na 12 000 RCF pti 20 °C centrifugovany, aby se na kolonky navazala RNA a mohla
protéct zbyla kapalina, kterd byla po centrifugaci odlita a zkumavky byly osuseny na Cisté
buni¢ing. Do stejnych zkumavek byly zpét vlozeny kolonky a do nich byla pfidana zbyvajici

¢ast ptislusného ptivodniho vzorku. Poté byl zopakovan proces centrifugace a odliti filtratu.

4.2.2.3 Promyvaci faze (odstranéni necistot)

Bé&hem promyvaci faze, ve které byly pouZity promyvaci roztoky Wash Solution 1 a 2
byla z RNA zachycené na kolonkach odstranéna vétSina rezidualni DNA a dal$i necistoty. Pro
dikladné odstranéni vSech zbytkti DNA, kter¢ je v nasSem ptipadé nutné, byl proces obohacen
o krok, ve kterém byla ptidana smé€s DNazy a pufru. Do zkumavek s kolonkami se zachycenou
RNA bylo ptidano nejprve po 300 pl 1. promyvaciho roztoku (Wash solution 1). Po uzavieni
zkumavek byly vzorky 1 minutu na 12 000 RCF pii 20 °C centrifugovany, poté byla odlita
rezidualni tekutina a po osuSeni zbytkl tekutiny na zkumavkach o Cistou buni¢inu byly kolonky
navraceny zpét do zkumavek. Pro kompletni odstranéni zbytkit DNA byl namichan smésny
roztok obsahujici 10 ul DNazy (DNase I) a 70 pl pufru (DNase digestion buffer) na kazdy
vzorek. Po smichani patii¢cného mnozstvi téchto 2 slozek byla smés jemné promichana pipetou.
Na stied kolonky kazdého vzorku bylo ptidano 80 pl ptipraveného roztoku DNazy, ktera byla
ponechéna v uzavienych zkumavkach 15 minut pii pokojové teploté. Po uplynuti 15 minut byl
zopakovan stejny proces jako pii 1. promyvani, s rozdilem v mnozstvi Wash Solution 1, které
bylo tentokrat na kazdou kolonku pfidano 500 pl, dale byla opét provedena minutova
centrifugace na 12 000 RCF pti 20 °C, odlita rezidualni kapalina s rozlozenou DNA a kolonky
navraceny do prazdné osuSené zkumavky. Stejny postup promyvani byl poté jesté dvakrat
zopakovan s pfedem namichanym 2. promyvacim roztokem (Wash Solution 2). Na zavér této
faze byly zkumavky s kolonkami naposledy 1 minutu na 12 000 RCF pti 20 °C centifugovany

na sucho s cilem odstranéni zbytkti promyvaciho roztoku.
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4.2.2.4 Vyluhovani vy¢isténé RNA z kolonky

Kolonky byly ptemistény do novych sterilnich 2 ml zkumavek a nasledné bylo na stfed
filtru kolonek piidano po 50 pl elu¢niho roztoku (Elution Solution). Zkumavky byly poté
uzavieny a ponechdny 5 minut pfi pokojové teploté v klidu. Po klidové fazi byly zkumavky
s kolonkami a elu¢nim roztokem 1 minutu na 12 000 RCF pii 20 °C centrifugovany. Abychom
méli jistotu co nejvétsiho vytézku a dukladného promyti kolonky od RNA, byl roztok ze

zkumavky znovu piidan na stejnou kolonku a proces centrifugace opakovan.

4.2.2.5 Finalni produkt extrakce RNA

Findlnim produktem celého procesu extrakce pomoci kitu byla Cistd totdlni RNA
extrahovand z rostlinného materidlu. Vytézek extrakce z jednotlivych vzorkti byl zmétfen na
UV spektrofotometru, konkrétné Slo o NanoPhotometer od firmy Implen, a vysledné
koncentrace RNA zaznamenany. Roztok s RNA byl nejprve lehce promichan pipetou a poté
z n¢j byla nanesena 3 ul kapka na kyvetu spektrofotometru, ktery byl nastaven na vinovou délku
260 nm. Po zjisténi vytézku z jednotlivych variant byly vSechny 3 varianty od jedné odrudy
zceleny do zkumavky. Extrahovanou RNA je nutné skladovat v mrazaku (kratkodobé

skladovani v -20 °C), v naSem piipad¢ vSak byly vzorky vétSinou rovnou prevedeny do cDNA.

4.3 Piepis RNA do cDNA

Proces piepisu zralé mRNA (po sestiihu, tj. bez intronli a nekddujicich sekvenci) do
cDNA nazyvame zpétnd (reverzni) transkripce a je katalyzovan enzymem reverzni
transkriptazou. Piepis byl realizovan pomoci Transcription First Strand CDNA Synthesis Kitu
od firmy Roche a univerzalniho polyA primeru. Na polyA konec mRNA se nejprve musi
navazat oligo(dT)1s primer, ktery byl pouzit v koncentraci 2,5 pM. Nami vytvofeny vzorek o
znamé koncentaci RNA (primérna koncentrace zcelenych vzorki od 1 odridy) je nutné natedit
ve spravném poméru Vodou PCR H20 od firmy Roche (RNase free), aby do samotné PCR
vstupoval vzdy 1 pg cisté templatové RNA. Celkovy objem nafedéného smésného vzorku je
13 pl. V tomto procesu je velmi dilezity teplotni cyklus, a proto byl ptepis realizovan pomoci

termocykleru metodou RT-PCR.

Nejprve byl vzorek inkubovan po dobu 10 minut pii teploté 60 °C, pii které dochazi
k denaturaci RNA a tim k degradaci sekundarnich struktur jako jsou vlasenky, které¢ by mohly
branit spravnému prubehu reakce. Poté byl vzorek rychle ochlazen a byly ptidany komponenty

potiebné pro reverzni transkripci, jako je pufr, deoxynukleotidy, inhibitor RNazy a reverzni
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transkriptaza. Mnozstvi téchto komponentti na 1 vzorek je uvedeno tabulce 1. Po¢tem vzorka
vstupujicich do reverzni transkripce (plus rezerva cca 2 vzorky) pomoci RT-PCR bylo
vynasobeno mnozstvi jednotlivych komponentt, ze kterych byla pfipravena smés. Z této smesi

bylo pak ke kazdému vzorku ptidano odpovidajici celkové mnozstvi, tj. 7 pl.

Cislo zkumavky | Nizev komponentu od firmy Roche potitebného pro RT- | Mnoistvi na 1 vzorek
s komponentem | PCR (reverzni transkripce)
2 Transcriptor RT Reaction Buffer 4 Hl
3 Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
4 dNTP Mix 2 ul
1 Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 ul
Celkovy objem namichané smési komponentii na 1 vzorek: 7l

Tabulka 1 Komponenty od firmy Roche potiebné pro reverzni transkripci a jejich mnozstvi na 1 vzorek

Vzorky byly vlozeny do termocykleru a bylo na né ptisobeno teplotou 50 °C po dobu
60 minut. Béhem této doby byla RNA prepsana diky plisobeni reverzni transkriptazy a dalSich
komponentti do cDNA. Po dokonc¢eni procesu zpétné transkripce byla po dobu 5 minut teplota
zvySena na 85 °C, aby doSlo k inaktivaci reverzni transkriptizy. Vysledkem reverzni
transkripce je stabilnéjsi dvoutetézcova nukleova kyselina cDNA, kterd miize byt nasledné dale
pouzita pro Real-time PCR. V pfipad¢ skladovani musela byt cDNA skladovana pfi teploté
-80 °C.

4.4 Kvantitativni Real-time PCR (QRT-PCR)

Vzorky pro Real-time PCR amplifikaci byly pro vstup do samotné reakce piipaveny
pomoci kitu FastStart Essential DNA Green Master od firmy Roche. Do gRT-PCR vstupuje
nafedéna cDNA, kterd byla vytvofena reverzni transkripci pfi RT-PCR (reverzné
transkriptazova PCR) z ptivodni RNA extrahované z rostlinného materialu. V' 1 pl roztoku
cDNA, ktery vstupuje do reakce, je obsazen produkt reverzni transkripce, vznikly z 0,25 ng
celkové extrahované RNA. VSechny potiebné komponenty pro Real-time PCR kromé primert

jsou obsazeny ve specialnim roztoku, tzv. Mastermixu. Do jedné zkumavky, ktera je soucasti
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stripu vstupujiciho do reakce, byly tedy pfidany 4 ul natfedéné cDNA urcité odridy a 6 pl
premixu, coz je pfedem pfipravena smés dalSich komponentli v danych pomérech

prepocitanych na pocet vzorku.

Primery byly nejprve nafedény vodou tak, aby vznikly roztoky o koncentraci 10 uM.
V premixu bylo obsazeno 5 pl Mastermixu, 0,5 pul roztoku F-primeru (forwardovy p.) a 0,5 pl
roztoku R-primeru (reverzovy p.) na 1 zkumavku. Po smichani jednotlivych komponent

vV mnozstvi pfepocitaném na pocet vzorku byl premix promichan na vibrac¢ni tiepacce.

Vzhledem k tomu, Ze pomoci qRT-PCR zjistujeme relativni expresi gend, je nutné pro
vnitini kontrolu pouzit tzv. referencni (srovnévaci) gen. K tomuto ucelu se vyuzivaji tzv.
housekeepingové geny. V nasem piipad¢ byl jako referenéni gen pouzit aktin 7, jehoz exprese
byla posléze relativné porovnavana s expresi nékterého z izoalergeni Mal d 1. Aby mohly byt
miry exprese téchto 2 genil porovnany, musi do reakce vstupovat 2 varianty vzorkd s odlisnymi
primery. V jedné varianté byly do premixu pfidany primery komplementarni na gen pro -actin,

ve druhé primery komplementarni na gen kodujici konkrétni izoalergen.

Vzorky ptipravené pro vstup do qRT-PCR byly napipetovany do 4 stripi oznacenych
A-D po 8 vzorcich. Do reakce tedy vstupovalo celkem 32 vzorkd, na 2 stripech (16 vzorki)
byla zkoumana mira exprese aktinu 7 a na dalSich 2 stripech mira exprese konkrétniho
izoalergenu. Vzdy byla v reakci pouzita odrida Golden Delicious, ktera slouzila jako kalibrator
(slupka ze sklizn€ 2016, exprese Mal d 1.01 okamzité po sklizni) a PCR H20 (také v mnozstvi
4 ul na vzorek), kterd slouzila jako negativni kontrola. Nafedénd cDNA jednotlivych odrid
vstupovala do reakce ve vice (v naSem ptipad¢ 3 — viz. obr. 21) variantach. Stripy byly po
naplnéni pevné uzavieny a vlozeny do LightCycler Nano Instrument od firmy Roche, ve kterém

podstoupily Real-time PCR se vS§emi teplotnimi fazemi.
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Stripy se vzorky cDNA odrud,
u kterych byla pomoci qRT-PCR zkoumana

relativni exprese izoalergenu Mal d 1.02

POOOO® OO
DOOOEEe
POOPOOOON.
eI IC] " retorencri gem)

GD = Golden Delicious

Cilovy gen pro Mal D 1.02

Ni = Nikoleta
na 1 vzorek 4 pl cDNA dané Fr = Frosta
odrudy + 6 pl premixu Ma = Marnika

Obrazek 21 Priklad obsazeni jamek stripi se vzorky, které byly vloZeny do Nano Light Cycleru, kde podstoupily gRT-
PCR, zdroj: <vlastni obrazek>

LightCycler Nano Instrument je specialni typ termocykleru, ktery je schopen detekovat
miru fluorescence, kterou vydava fluorescenéni substrat navdzany na dvoufetézcvou
amplifikovanou molekulu DNA a tim monitoruje jeji pribyvajici mnozstvi. Je propojen
S pocitacovym programem, ve kterém byla pfedem nastavena lokace jednotlivych odrid
avariant vramci stript. LightCycler musel nejprve vzorky zahtat na teplotu 95 °C pro
denaturaci a aktivaci Taq DNA polymerazy (zména teploty: 5 °C/s) po dobu 10 minut. Dale
nasledovala amplifikace ve 3 fazich. Nejprve byly vzorky vystaveny teploté 95 °C po dobu 20
sekund (zména teploty: 5 °C/s), poté teploté 61 °C pro vSechny primerové pary také po dobu
20 s. (zména teploty 4 °C/s) a na zaveér 20 s. pii 72 °C (zména teploty: 5 °C/s). Tyto 3 faze
amplifikace byly zopakovéany celkem ve 40 cyklech.

Mira exprese zkoumanych genl byla programem vyhodnocena graficky v podobé
reak¢nich kiivek a zaznamenanim Cq hodnot. Pro statistické vyhodnoceni vysledki je nutné

tyto udaje dale zpracovat (viz. metoda relativni kvantifikace ACqa AACQ).
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Primerové pary pouzité pro amplifikaci 4 vybranych izoforem alergenu Mal d 1 (Mal d

1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.06A a Mal d 1.06B) a referen¢niho genu aktinu jsou uvedeny

v tabulce 2.
Izoforma Oznaceni primeru | Sekvence primeru 5°-3"
podle Pagliarani et
al. (2013)
Mal d 1.01 |gMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
qMd1.01R GTAATGACTGATGCTCTTGATGG
Mal d 1.02 |gqMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
qMd1.02R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA
Mal d 1.06A | qMd1.06 AF CTATAGCTATAGCTTGATTGAAGGG
qMd1.06AR TTCCAACCTTAACATGTTCTTCT
Mal d 1.06B | gMd1.06BF AAACCGAATACGCATCCATT
qMd1.06BR ACAGTTTTGACTGCTTGTGGAG
Aktin 7 actin F CTATGTTCCCTGGTATTGCAGACC
actinR GCCACAACCTTGTTTTTCATGC

Tabulka 2 Primerové pary pouzité pro amplifikaci vybranych geni v qRT-PCR (Pagliarani et al., 2013).

4.5 Zpracovani dat z qRT-PCR

4.5.1 Stanoveni parametri relativni kvantifikace exprese Ratio ACq a AACq

Jak jiz bylo zminéno, vychozi data (hodnoty Cq) z pfistroje LightCycler Nano, na
Kterém probihala qRT-PCR slouzila jako vstupni hodnoty pro vypocet vlastnich parametrt
relativni kvantifikace exprese studovanych izoforem. Relativni exprese byla sledovana na
zéklad¢ 2 typi normalizaci. Prvni normalizace ptfedstavovala vyjadieni relativni exprese
vstazené k expresi referencniho genu pro aktin 7. Tento zplsob vyjadieni relativni exprese je
Vv diplomové praci charakterizovan jako parametr Rato ACq. Druhym zpisobem vyjadieni
relativni exprese byla normalizace vztaZzena k expresi izoformy Mal d 1.01 ve slupce ploda
v odriidé Golden Delicious z VSUO Holovousy analyzované bezprostfedné po sklizni. Tento
parametr v diplomové praci ptredstavuje hodnoty Ratio AACq. Pro pouziti metody AACq je
nutné, aby se hodnoty eficienci amplifikaci studovanych izoforem a aktinu 7 vzdjemné
minimalng liily. Toto prokazala studentka FAPPZ CZU v Praze Tereza Zunova pii feSeni své
diplomova prace (Zunova, 2018). Pro vypocet potfebnych parametrii Ratio ACq a Ratio AACq

byl vyuzit program Microsoft Excel, ve kterém byl vytvofen program na zaklad¢ algoritmii,
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které uvadi napt. Perkins et al. (2012), kam byla pribézné zadavéana vychozi data z programu

LightCycleru.

4.6 Ovéreni reprezentativnosti pripravy smésného vzorku

Pro tento experiment bylo ndhodné vybrano 5 plodl z rtizné ¢asti koruny 1 stomu
odriidy Golden Delicious z vysadeb VSUO Holovousy sklizné v zaii 2016. Pro experiment byla
pouzita slupka odebirand okamzité po sklizni. Byla extrahovand RNA ze smésného vzorku
tvofeného ekvivalentnimi navazkami vSech 5ti plodi. Tento smésny vzorek je v diplomové
praci oznacen pismenem S. Dale byla extrahovana RNA ze smésnych vzorkil odpovidajicim

vSem 10 moznym kombinacim 3 rtiznych plodi. Tyto smésné vzorky jsou oznaceny ¢isly 1-10.

4.7 Sekvenacni analyza

Byla provedena sekvenaéni analyza studovanych izoforem Mal d 1 u zahrani¢nich odrad
a odriid vypéstonanych v Ceské republice. Pro tuto analyzu byly vybrany 3 odriidy vyslechténé
ve VSUO Holovousy s.r.o., konkrétné Nikoleta, Reluga a Frosta a ty byly porovnavany
s americkou odrtidou Golden Delicious. Amplikony studovanych izoforem byly separovany ve
2 % agarozovém gelu v TBE pufru. Nasledné byl pro extrakci DNA pouZit GeneJET Gel
Extraction Kit od firmy Termo SCIENTIFIC. Sekvenace kazdého amplikonu byla provedena
ve 3 kopiich od obou primerti, na coz byl vyuzit 3.1 Cycle Sequencing Kit od firmy Termo
SCIENTIFIC, konkrétn¢€ Big Dye Terminator a kapilarni elektroforéza ABI PRISM 310 rovnéz
od firmy Thermo SCIENTIFIC. Vysledné sekvence byly porovnavany pomoci programu
BioEdit version 7.2.5 s mezinarodni nukleotidovou databazi NCBI (Hall, 1999).

4.8 Statistické zpracovani vysledku

Jak jiz bylo uvedeno, pii prezentaci dat ze studie profilu genové exprese by méla byt
data vzdy normalizovana vnitini kontrolou (Schmittgen et Livak, 2008). Pro statistické
zpracovani byly tedy pouzity relativni parametry Ratio ACq a Ratio AACq vypocitané
v tabulkdch programu Microsoft Excel. Byla hodnocena relativni exprese jednotlivych
izoalergent vzhledem k referen¢nimu genu pro aktin 7, ktera je vyjadiena hodnotou Ratio ACq.
Tyto hodnoty byly setfidény dle 4 faktorti, typu pletiva (duznina nebo slupka), doby analyzy
plodt (pted nebo po skladovani), typu izoformy alergenu Mal d 1 (Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal
d 1.06A a Mal d 1.06B) a dle odridy (celkem 14 odrid — viz. tabulka pouzitych odrad). Hodnoty
Ratio ACq a Ratio AACq byly graficky vyhodnoceny sloZzenymi sloupcovymi grafy v programu

Microsoft Excel. Kromé programu Microsoft Excel byl pro statistickou analyzu pozit také
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program program Dell Statistica version 13 (Dell Inc. 2015), piedev§im pro porovnani
statisticky vyznamnych rozdili hodnot Ratio ACqQ Vv ramci jednotlivych ttidicich faktort.
V tomto programu bylo provedeno testovani homogenity rozptyli vSech tiidicich kritérii
pomoci Cochranova, Hartletova, Bartleyova a Leveneova testu na hladiné vyznamnosti o =
0,05. Na zaklad¢ testu normality rozdéleni hodnot Ratio ACq pomoci histogramu a P-grafu, ze
kterého vyslo najevo, Ze vstupni data normalnimu rozdéleni neodpovidaji, byl pro statistickou
analyzu vybran Kruskal-Wallistv test, kterym bylo hodnoceno, zda jsou rozdily téchto hodnot
v ramci tfidicich parametra statisticky vyznamné ¢i nikoliv. Kruskal-Wallisuv test byl rovnéz
pouzit pro vyhodnoceni experimentu zaméfeného na piipravu smésného reprezentativniho
vzorku. Tyto analyzy byly rovnéz provedeny pomoci programu Dell Statistica version 13 (Dell
Inc. 2015). Pomoci tohoto programu byla také vyhodnocena zavislost exprese izoforem Mal d 1

na skladovani (regresni a korela¢ni analyza).
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5 Vysledky

Celkem bylo ziskano 2016 hodnot Ratio ACq, které vypovidaji o relativni expresi 4
izoforem alergenu Mal d 1 vzhledem k referenénimu genu pro aktin 7, a stejny pocet hodnot
Ratio AACq, které byly normalizovany k referenc¢nimu genotypu odriidy Golden Delicious
(slupka ze sklizné 2016, exprese Mal d 1.01 okamZité po sklizni), ktera slouzila jako kalibrator.
Téchto 2016 hodnot zahrnuje 224 rlznych variant kombinaci jednotlivych tiidicich faktort
(odrada, typ pletiva, izoforma a skladovani) v 9 méfenich. Z téchto 9 méifeni byl pomoci
programu Microsoft Excel vypocitan medidn. Pomoci tohoto programu byly také vypocitany
samotné hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq z pivodnich Cq hodnot vychazejicich z programu
Light Cycleru.

Na obrazku 22 je pro pfedstavu zobrazena ukézka, jak vypadaly amplifikacni kiivky
v grafickém vystupu programu LightCycleru. Ktivky, které ptechazi diive do exponencidlni
faze (niz8i Cq hodnota), obecné patii vice exprimovanym geniim. V tomto piipad¢ se jedna
o izoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02, které se v porovnani s dal§imi dvéma testovanymi
izoformami (Mal d 1.06A a Mal d 1.06B) exprimuji mnohem vice. Jedné se o vystup testovani

ruznych izoforem Mal d 1 charakterizujici jejich expresi ve slupce odridy Golden Delicious.

Intensity versus Time Intensity versus Acquisition
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Obrazek 22 Graficky vystup z programu pristroje LightCycler Nano Instrument od firmy Roche

50



5.1 Celkovy prehled stanovenych hodnot Ratio ACq a AACq

Na nasledujicich strankach se nachazeji tabulky (tabulka 3 a 4) mediant ziskanych
hodnot Ratio ACq, Ratio AACq a jejich variability urené variaénim koeficientem (%). Dale
jsou zde pro srovnani vyobrazeny skladanymi sloupcovymi grafy (graf 1 az 8), které vyjadiuji
miru exprese zkoumanych izoforem alergenu Mal d 1 pted a po skladovani. Tyto vysledky jsou
pro lepsi piehlednost rozdéleny do 2 ¢asti podle zkoumaného rostlinného pletiva (duznina
aslupka). Tabulka 3 a nasledujici grafy (graf 1 az 4) jsou vénovany duzning, tabulka 4
a nasledujici grafy (graf 5 az 8) jsou vénovany slupce. Mira exprese je tedy znazornéna ve 4
grafech pro kazdy typ pletiva, u kazdého typu 2 grafy (pfed a po skladovani) relativnich hodnot
Ratio ACq a 2 grafy (pted a po skladovani) normalizovanych hodnot Ratio AACQ. Jednotlivé
odrudy jsou ve sloupcovych grafech sefazeny dle souc¢tu hodnot Ratio ACq a Ratio AACq

Cv v

Témér ze vSech grafu je evidentni zna¢né vyssi exprese prvnich dvou izoforem, Mal d
1.01 a Mal d 1.02, v porovnani s izoformami Mal d 1.06A a Mal d 1.06B, coz souvisi s tim, Ze

ziskané hodnoty neodpovidaji normalnimu rozd¢leni.
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Izoformy Mal d 1

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
Odridda Skladovani* | acq | vk[%] | aacq | vk[%] | acq | vk[%] | ancq | vk[%] | Aacq | vk[%] | aacq | vk[%] | Acq | vk[%] | aacq | vk[%]
Artiga A 36,721 | 3,723| 58260 3,671| 32,062| 1,314 50,867 1,640 0,125 1,239 0,199 1,587 0,317 1,237 0503 1,586
Artiga B 25571 1,382 40,570 1,689| 22,296| 0,788| 35373 1,306 0,059 0,487 0,094 1,168 0,035 0,863 0,055 1,348
Flordika A 9671 0997| 15344| 1,428| 22,560| 0,859| 35793| 1,346 o0,211| 1,089| 0,176 1,486| 0,281| 1,358| 0445 1,672
Flordika B 28,921 | 0,695| 45,884 1,258| 37,602| 1,000( 59,657 1,429 1,007 1,220 1,740 1,574 0,348| 1,314 0,552 1,640
Frosta A 12,542| 0,481| 19,898 | 1,166| 19,604| ©0,921| 31,002| 1,381| 1,148| 1,090| 1,821| 1,487| 0,053| 1,907| 0,084| 2,095
Frosta B 96,249 0,682 152,703 1,252 89,975 1,360 142,749 1,673 22,287 1,267 35359 1,607 0,217 0,789 o0,186| 1,307
Golden Delicious | A 25,999 | 1,043| 41,249| 1,456| 59,939| 1,239| 95096| 1,587| 2,257| 1,633 3,580| 1,878 o0,676| 1,233| 1,072| 1,583
Golden Delicious |B 29,407 | 1,004| 46,655| 1,432| 62,699| 0,814| 99,475 1,320| 10,841| 1,148 17,200 1,525| 0,041| 41,564 0,066| 1,825
Idared A 18,534 | 1,200| 29,405| 1,560| 43,900| 1,448| 69,648| 1,738| 2,928| 0913| 4646| 1,376| 0,080| 1,415| 0,126]| 1,713
Idared B 58,298 | 0,788 | 92,492 1,306| 80,000 1,325| 126,939 1,648 23,941 1,198 37,984| 1,559 0,027 1,180 0,043| 1,547
Jonagold A 65,801 | 0,683 104,395| 1,253| 80,879| 0,620| 128,318 1,223| 4,805| 1,018 7,623| 1,441| o0580| 1,232 0,920 1,582
Jonagold B 76,767 | 1,068| 121,793 | 1,472| 94,012| 1,253 | 149,153 | 1,597| 3,657| 1,066 5802| 1,471| o0,261| 1,133| 0415| 1,515
Jonagold Marnika | A 24314| 0,992 38576| 1,425| 45,007| 1,003 71,405 1,432 o,613| 1,630 0972 1,875 0,020 1,157 0,031 1,531
Jonagold Marnika | B 110,492 | 1,449| 175300 1,738| 87,069 1,138 | 138,138 | 1,518| 11,493| 0,352 18,234| 1,124| 0,083| 1,613 0,131| 1,862

*A = Pfed skladovanim / B = Po skladovani

Tabulka 3 Mediany vyslednych hodnot Ratio ACq a Ratio AACq a jejich varia¢ni koeficienty u analyzovanych vzorki duZniny plodi pi‘ed a po skladovani - 1. ¢ast
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Izoformy Mal d 1

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
Odruda Skladovani* ACq | Vk[%] | aacq | vk[%] ACq | Vk[%] | AACq | Vk[%] ACq | Vvk[%] | AAcq | Vk[%] ACq | Vk[%] | AACq | Vk[%]
Jonagold Supra | A 28,821| 0,984| 45,726 1,420| 68995| 1,148| 109,463| 1,525 1,586| 1,273| 2,516| 1,611| 0,82 1,455| 0,289| 1,743
Jonagold Supra |B 68,470 | 1,042| 108,631 1,456| 93,791| 0,883 | 148,804| 1,359 18641 2,598| 29,575| 2,675| 0,187 1,904| 0,297| 2,092
Lady Silvia A 9,913| 0,665| 15728| 1,244| 30,492 0,760| 48,377| 1,291| 4610| 1,144 7,314| 1,523| 1,636| 1,678 2,596 1,913
Lady Silvia B 39,922 | 1,349| 63,338 1,665| 56916| 1,227| 90,300| 1,579 27,368 | 1,250| 43,421| 1,595 0,499 1,231| 0,792| 1,582
Meteor A 19,423 0,784 30,816| 1,304| 48,215| 1,005| 76,494 1,433| 4,392| 1,059| 6,967 1,467| 0954| 1,038| 1,514 1,453
Meteor B 41,800 | 1,200| 66,317| 1,560| 78,271| 1,122 124,181| 1,508 6,981 0,826| 11,075| 1,327| ©0,301| 1,427| 0477| 1,722
Nikoleta A 27,411| 0,430| 43,489 1,148| 31,803| 1,070 50456 1,474| 0,219 1,416 0348 1,713 0,022 1,294 0,035 1,556
Nikoleta B 58,541| 0,827| 92,878 1,327| 67,870| 0,792| 107,679| 1,308 0,537| 1,044| o0,851| 1,457 0,232 1,331| 0368 1,652
Reluga A 22,378| 0,332| 35,5504 1,019 23,438| 1,254| 37,185| 1,598 1,143| 1,094| 1,813| 1,489| 1,562 1,468| 2,478| 1,752
Reluga B 71,526 | 0,977 113,479 1,415| 43,614| 0,894| 69,195| 1,366| 10,375| 0678| 16,460| 1,250 0,456 0,977| 0,724| 1,415
Rucla A 16,823 0,932 26,691| 1,388| 10,603| 1,181| 16,822 1,547| 0,029| 1,484| 0046 1,764| 0044 1,331| 0,070 1,652
Rucla B 59,756 | 0,504| 94,806 1,175| 24,505| 0,710 38879| 1,266 0,311| 0,791| 0,494 1,308 0,036| 1,491| 0,057| 1,769
Topaz A 9,171 1,025| 14550| 1,445| 26,417| 0935| 41,911| 1,390 o0,004| 1,009| o0006| 1,435| 0030| 1,28| 0048 1,622
Topaz B 39,627| 1,065| 62,870 1,470| 71,941| 1,021| 114,137| 1,443 0658| 0867| 1,044| 1350 0,057 1,187| 0,091 1,552

*A = Pfed skladovanim / B = Po skladovani

Tabulka 3 Mediany vyslednych hodnot Ratio ACq a Ratio AACq a jejich varia¢ni koeficienty u analyzovanych vzorkii duZniny plodii pi‘ed a po skladovani - 2. ¢ast
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pred skladovanim
(hodnoty Ratio ACq)
350
300
250
200
150 —

Ratio ACq

R I N
QQO O O g i \}é

Mal d 1.01 Mald 1. 02 Mald 1.06A mMald 1.06B

Graf 1 Soucet hodnot Ratio ACq stanovenych v duZiné pi‘ed skladovanim
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Graf 2 Soucet hodnot Ratio ACq stanovenych v duZiné po skladovani
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Mira exprese vSech izoalergent v duzniné

pred skladovanim
(hodnoty Ratio AACq)
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Graf 3 Soucet hodnot Ratio AACq stanovenych v duZiné pied skladovanim
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Graf 4 Soucet hodnot Ratio AACq stanovenych v duziné po skladovani
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Izoformy Mal d 1

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
Odrida Skladovani* [ acq | vk[%] | aacq | vk[%] | acq | vk[%] | aacq | vk[%] | acq | vk[%] | aacq | vk[%] | Acq | Vvk[%] | AACq | Vk[%]
Artiga A 59,884 | 1,303| 95009| 1,632| 78,034| 0,737 123,804| 1,280 2,253 1,203 | 3,575 1,562 1,204 | 1,207 1,911 1,565
Artiga B ‘ 59,415 1,163 | 94,264| 1,535| 2,143 o0881| 3,400 1,358| 0,308| 1,415| 0,489 1,713
Flordika A 46,638 1,322 73,994| 1646| 1,346 0,830| 2,136 1,329 2,906 1,074| 4611 1,477
Flordika B 73,434| 0,832| 116,506| 1,330| 8,015| 0,610| 12,716| 1,219 2,001| 0,903| 3,175 1,371
Frosta A 71,993 1,303 | 114,219| 1,632| 14,147 1,017 | 22,444| 1,440| 2,250| 1,337| 3,569 1,656
Frosta B 73,878 1,132 | 117,211| 1,514| 31,227 0,792| 49,542| 1,308| 0,632 0,578| 1,003 1,205
Golden Delicious | A 67,526 | 0,834| 107,133| 1,331| 8,854| 0,519| 14,047 1,180| 2,915 0,896| 4,625 1,367
Golden Delicious |B 64,927 1,132 | 103,009 1,515| 46,593 0,809| 73,922| 1,318| 0,193| 0,736| 0,307 1,279
Idared A 98,843 1,029 | 156,818 | 1,448| 6,466 1,513 | 10,258 1,786| 0,624 1,846| 0,990| 2,045
Idared B ‘ 60,260 | 1,417| 95,605| 1,715| 12,121 1,183 | 19,230| 1,548 1,421 1,604| 2,254| 1,855
Jonagold A 130,786 1,023 | 207,498 | 1,444| 34,488 0,821| 54,717 1,324| 4,216 1,453| 6,689 1,741
Jonagold B ‘ 90,684 | 1,305| 143,874| 1,633| 19,947 1,132 | 31,646| 1,515 1,083 1,420 1,718 1,717
Jonagold Marnika | A 129,821 | 0,815| 205966| 1,321 21,817| 0,771| 34,613 1,297 | 2,451| 0,691| 3,413 1,257
Jonagold Marnika | B ‘ 78,564 | 1,449 124,645| 1,738| 16,127| 0,790| 25,586| 1,307| 0,189| 1,698| 0,301 1,928

*A = Pfed skladovanim / B = Po skladovani

Tabulka 4 Mediany vyslednych hodnot Ratio ACq a Ratio AACq a jejich varia¢ni koeficienty u analyzovanych vzorki slupky plodii pi‘ed a po skladovani - 1. ¢ast
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Izoformy Mal d 1

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
Odruda Skladovani* ACq | Vk[%] | aacq | vk[%] | Acqg | vk[%] | ancq | vk[%] | Acqg | vk[%] | ancq | vk[%] | Acq | vk[%] | AAcq | Vk[%]
Jonagold Supra | A 55,769 | 0,971| 88,480 1,411| 82,721 1,671 131,240 1,907| 9,866| 1,215| 15652| 1,571| 1,195| 1,534| 1,896| 1,802
Jonagold Supra | B \ 86,627 | 1,051 | 137436| 1,462 130,122 0919 206,444 1,380| 1,218| 1,312| 1,774| 1,638
Lady Silvia A 85,810 1,103 | 136,141| 1,495| 12,818 1,110| 20,336| 1,500 3,846 1,460 6,202 1,746
Lady Silvia B 124,073 | 0,864 | 196,847 | 1,348| 73,267| 1,142 116,240| 1,521| 3,750| 1,117| 5,950| 1,504
Meteor A 177,311 | 1,460| 281,311| 1,746| 27,545| 0,757| 43,701| 1,290| 6,307| 0,675| 10,007 | 1,249
Meteor B 92,184 | 1,323 | 146,254| 1,646| 16,481| 0,856| 26,147| 1,344| 2,042| 0,773| 3,239| 1,298
Nikoleta A 83,139 1,402 131,904| 1,703| 3,464 1,333| 5496 1,653 25596 0544 4118 1,191
Nikoleta B 106,236 | 1,388 | 168,547| 1,693| 5420| 0978| 8600| 1,416| 4625| 1,375| 7,338| 1,684
Reluga A 104,457 | 1,240| 165,725| 1,588| 7,119| 0,770| 11,295 1,296| 2,343| 1,156| 3,717| 1,530
Reluga B ‘ 74,880 1,619| 118,799| 1,867| 8241 1,507 13,075 1,781 1,320 0,628 1,777 1,227
Rucla A 107,025 1,448| 169,799| 1,737| 3,203| 1,207| 5,082| 1565| 1,714| 1,507| 2,719 1,782
Rucla B \ 64,242 1,271| 101,922 1,609| 7,581| 0,939 12,028 1,392 0,231 1,223 0,207 1,508
Topaz A 110,564 | 1,066| 175414| 1,471| 2,094| 1,135| 3,323| 1516| 1,642| 1,095| 2,604| 1,490
Topaz B ‘ 98,370 | 1,483 | 156,067| 1,763| 6,709| 1,026| 10644| 1,445| 0,419 0847| 0664 1,339

*A = Pfed skladovanim / B = Po skladovani

Tabulka 4 Mediany vyslednych hodnot Ratio ACq a Ratio AACq a jejich varia¢ni koeficienty u analyzovanych vzorku slupky plodii pi‘ed a po skladovani - 2. ¢ast
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Graf 5 Soudet hodnot Ratio ACq stanovenych ve slupce pi‘ed skladovanim
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Graf 6 Soucet hodnot Ratio ACq stanovenych ve slupce po skladovani
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Graf 7 Soudet hodnot Ratio AACq stanovenych ve slupce pied skladovani

Mira exprese vSech izoalergenu ve slupce

po skladovani
(hodnoty Ratio AACq)

600

500 +— —

400

300

Ratio A ACq

200

B Mald1.01 mMald1.02 Mald 1.06A ®EMald 1.06B

Graf 8 Soucet hodnot Ratio AACq stanovenych v duziné po skladovani
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5.2 Hodnoceni statisticky vyznamnych rozdili hodnot Ratio ACq

Aby mohla byt zvolena vhodna statistickd analyza, musi se nejprve provézt hodnoceni
homogenity rozptylii hodnot Ratio ACq. Nulova hypotéza na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05
nebyla potvrzena, takze rozptyly téchto vstupnich hodnot nejsou homogenni a hodnoty
neodpovidaji Gaussovu normalnimu rozdéleni, coz je patrné zgrafai 9 a 10. To je
pravdépodobné zpisobeno vysokou mirou exprese prvnich 2 izoforem Mal d 1, které je ve
vetsing piipadi dokonce nékolikandsobné vyssi nez u dalSich izoforem. Na grafu 2 jsou navic

dobie vidét vice odlehlé hodnoty Ratio ACq, které jsou zdlraznény osamocenym krouzkem.

Histogram: distribuce viech stanovenych hodnot Ratic A Cqg V&.skupiny
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-20 o 20 40 60 80 100 120 140 160 130 200
Ratio A Cq

Graf 9 Histogram vSech stanovenych hodnot Ratio ACq v porovnani s Gaussovou kiivkou normalniho rozdéleni
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P-graf sestaveny na zakladé viech ziskanych hodnot Ratio A Cq V& skupiny

Ctekavané normalni hodnoty

-20 o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Pozorovany kvantil

Graf 10 P-graf v§ech stanovenych hodnot Ratio ACq v porovnani s o¢ekavanym pribéhem normalniho rozdélenim

Z grafti 1 a 2 tedy vyplyva, Ze pro statistickou analyzu nelze pouzit klasickhi ANOVA
(analyza rozptylu) vicenasobného tfidéni a jako vhodny zptsob statistické analyzy byl proto
vybran neparametricky Kruskal-Wallistv test, ktery byl proveden pomoci programu Dell
Statistica version 13 (Dell Inc. 2015). V tomto testu byl hodnocen median vSech hodnot Ratio
ACq ziskany z 9 opakovanych méteni pro konkrétni faktory. Vysledky Kruskal-Wallisova testu
jsou znazornény v tabulkdch a krabicovych grafech v nasledujici ¢asti diplomové prace.
Z celkovych 2016 naméfenych Ratio ACq hodnot bylo tedy ziskano 224 hodnot mediant pro
vSechny mozné tiidici faktory (odrida, izoalergen, pletivo a skladovani). Tabulky (tabulka 3

a 4) s témito hodnotami jsou umistény v predchozi podkapitole této diplomové prace.
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5.2.1 Analyza rozdila dle typu pletiva

Z tabulky 5 je patrné, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti
a = 0,05 v mife exprese izoalergeni Mal d 1 vyjadiené hodnotami medianti Ratio ACq mezi

duzninou a slupkou.

duznina 0,000
slupka

Tabulka 5 Pravdépodobnost shody hodnot mediani Ratio ACq mezi duZninou a slupkou dle Kruskal-Wallisova testu.

Na krabicovém grafu 11 je pro lepsi pfedstavu vyobrazen rozdil mediand, rozptyl

a oblast, ve které se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq mezi duzninou a slupkou.

Analyzovana ¢ast plodi
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Graf 11 Porovnani rozdili hodnot mediani Ratio ACq mezi duZninou a slupkou dle Kruskal-Wallisova testu.
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5.2.2 Analyza rozdili dle skladovani

Z tabulky 6 je patrné, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 v mife exprese izoalergenti Mal d 1 vyjadiené hodnotami mediani Ratio ACq mezi

plody analyzovanymi ihned po sklizni a po skladovani (12 tydnd pii 5 °C, netfizena atmosféra).

| Pred skladovanim 0,000

Po
skladovani

Tabulka 6 Pravdépodobnost shody hodnot Ratio ACq pi‘ed a po skladovani dle Kruskal-Wallisova testu.

Na krabicovém grafu 12 je pro lepsi pfedstavu vyobrazen rozdil mediand, rozptyl

a oblast, ve které se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq mezi vzorky pted a po skladovani.
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Graf 12 Porovnani rozdili mediani Ratio ACq mezi vzorky pi‘ed a po skladovani dle Kruskal-Wallisova testu.
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5.2.3 Analyza rozdila dle izoformy Mal d 1

Z tabulky 7 je patrné, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 v mife exprese izoalergenti Mal d 1 vyjadiené hodnotami mediani Ratio ACq mezi

vSemi analyzovanymi izoformami Mal d 1.

Mal d 1.02 0,021

Mal d 1.06A 0,000 0,000

Mal d 1.06B 0,000 0,000 0,000
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A

Tabulka 7 Pravdépodobnost shody hodnot Ratio ACq mezi analyzovanymi izoformami dle Kruskal-Wallisova testu

Na krabicovém grafu 13 je pro lepsi pfedstavu vyobrazen rozdil medidnd, rozptyl

a oblast, ve které se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq mezi analyzovanymi izoformami.

lzoformy Mal d 1
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Graf 13 Porovnani rozdili hodnot mediani Ratio ACq mezi analyzovanymi izoformami dle Kruskal-Wallisova testu.
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5.2.4 Analyza rozdili dle odriudy

Z vysledki Kruskal-Wallisova testu vychazi dvojice zkoumanych odrid, mezi kterymi
je statisticky vyznamny rozdil v hodnotach medidnii Ratio ACq. Jako nejvice odlisné byly
vyhodnoceny odriudy Artiga, Flordika a Rucla, u kazdé z nich byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil s dal§imi 5 odridami. Naopak u odrad Nikoleta, Frosta, Golden Delicious,

Idared a Reluga nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil s zadnymi dalSimi odrtidami.

VSechny tyto odridy muZzeme najit vtabulce 8. Je zde CcCervené vyznacena
pravdépodobnost shody u odriid, u kterych byl vyhodnocen rozdil v hodnotach medidna Ratio

A Cq na hlading a = 0,05 za statisticky vyznamny.

Na krabicovém grafu 14 je pro lepsi piedstavu vyobrazen rozdil medianu, rozptyl

a oblast, ve které se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq mezi jednotlivymi odridami.
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Graf 14 Porovnani rozdili hodnot mediani Ratio ACq mezi jednotlivymi odriidami dle Kruskal-Wallisova testu.

65



Frosta 1,000

Jonagold Marnika 1,000 | 1,000

Topaz 1,000 | 1,000 | 0,421

Meteor 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,069

Flordika 1,000 | 0,428 | 0,020 | 1,000 | 0,002

Artiga 1,000 | 0,362 | 0,016 | 1,000 | 0,002 | 1,000

Jonagold Supra 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,036 | 1,000 | 0,001 | 0,001

Rucla 1,000 | 0,637 | 0,033 | 1,000 | 0,004 | 1,000 | 1,000 | 0,002

Idared 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

Lady Silvia 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,071 | 1,000 | 0,002 | 0,002 | 1,000 | 0,004 | 1,000

Reluga 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,374 | 0,316 | 1,000 | 0,560 | 1,000 | 1,000

Jonagold 0,054 | 0,947 | 1,000 | 0,001 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000 | O,000 | 0,087 | 1,000 | 1,000

Golden Delicious 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 21,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,193
o « | Za . o © g . T
8 | 2 'sf| 8| 58| £ |8 |sg| 2|8 |2]8]c¢:
c | & || 5| & | 2| € |53 | 5|2|3/|°¢
= L o= [ s T < gw x o § & S

Tabulka 8 Pravdépodobnost shody hodnot Ratio ACq mezi jednotlivymi odridami dle Kruskal-Wallisova testu.
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5.3 Hodnoceni zavislosti exprese izoforem Mal d 1 pred a po skladovani

Pro hodnoceni zavislosti exprese izoforem Mal d 1 pied a po skladovani byla pouzita
regresni a korela¢ni analyza, ktera byla vyhodnocena pomoci programu Dell Statistica version
13 (Dell Inc. 2015). Jako vstupni data regresni a korelaéni analyzy byly pouzity hodnoty Ratio
ACq. Vysledkem této analyzy je nasledujicich 5 grafa (graf 15-19), na kterych se na ose x
(nezavisle proménnd) nachazi hodnoty Ratio ACq pted skladovanim a na ose y (zavisle
proménnd) hodnoty po skladovani. Na grafech je zobrazena mira zavislosti hodnot pied a po
skladovani, uvedena rovnice piimky a korelacni koeficient (r). Statisticky vyznamna zavislost
miry exprese izoalergeni ptred skladovanim a po skladovéani na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05
byla prokézana u vS§ech zkoumanych izoforem kromé izoformy Mal d 1.06A, kde neni zavislost

statisticky vyznamna.

Mal d 1.01 + Mal d 1.02 + mal d 1.06A + Mal d 1.06B
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Graf 15 Zavislost exprese zkoumanych izoforem Mal d 1 pi‘ed a po skladovani.
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Graf 17 Zavislost exprese izoformy Mal d 1.02 pred a po skladovani.
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Mal d 1.06A
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Graf 18 Zavislost exprese izoformy Mal d 1.06A pied a po skladovani.
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Graf 19 Zavislost exprese izoformy Mal d 1.06B pred a po skladovani.
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5.4 Testovani vhodnosti metodického postupu pripravy smésného vzorku

Jak jiz bylo uvedeno v metodice, jednim zukolu této diplomové prace bylo
optimalizovat vhodny metodicky postup piipravy smésného vzorku. Smésny vzorek ze
slupky 5 plodt z riznych ¢asti koruny jednoho stromu odridy Golden Delicious s 10 vzorky
kombinaci utvoienych ze 3 riznych plodu, které jsou souéasti smésného vzorku, byly testovany
rovnéz pomoci Kruskal-Wallisova testu, jehoZz vysledkem je nasledujici graficky vystup
programu Dell Statistica version 13 (Dell Inc. 2015). Na krabicovém grafu je vyobrazeno, ze
mezi mediany hodnot Ratio ACq vyjadiujicich expresi izoformy Mal d 1.01 u vzorkd z 10
moznych kombinaci 3 plodi a smésného vzorku ze vSech 5 plodii neni statisticky vyznamny

rozdil na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.
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Graf 20 Porovnani rozdili hodnot mediani Ratio ACq vyjadi‘ujicich expresi Mal d 1.01 u 10 vzorki ze 3 plodi ve vSech
moznych kombinacich a smésného vzorku (S).
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5.5 Ovéreni specifity amplifikace sekvenac¢ni analyzou

Z obrazku 23 je patrné, Ze tfi testované Ceské odridy (Frosta, Nikoleta a Reluga) vykazovaly zcela identické sekvence u vSech ctyfech

analyzovanych gend, jako referen¢ni odriida Golden Delicious pochazejici z USA.
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Obrazek 23 Vysledek sekvena¢ni analyzy
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6 Diskuze

6.1 Rostlinny material

Prvnim cilem této diplomové prace bylo ziskat alespont 10 odrd jabloni, které¢ byly
vypéstovany v identickych agrotechnickych podminkach experimentalnich vysadeb VSUO
Holovousy s.r.o0. Nakonec byly ziskany plody z celkem 14 odrud jabloni, z toho bylo 13 odrad
zimnich a 1 podzimni. Plody dodané k analyze pochézely ze sklizné v zaii 2016. Na zaklade
mnoha studii nebyly pozorovany statisticky prikazné rozdily v mife exprese Mal d 1
Vv souvislosti se skliziiovou zralosti jablek (terminem sklizné) (Sancho et al., 2006; Schmitz-
Eiberger et Matthes, 2011), tudiz faktor ptesného terminu sklizné nebyl v nasem vyzkumu
zohlediiovan. Slo pfedeviim o analyzu vlivu skladovéani plodt, sklizenych v obvyklé skliziiové
zralosti, na expresi izoalergenu Mal d 1. Vzorky byly analyzovany ihned po sklizni a po 12

tydnech skladovani pii 5 °C v chladicim boxu.

Nadpoloviéni vétsina zkousenych odriid byla piivodem z Ceské republiky. Pievazné §lo
o odriidy vyslechténé ve VSUO Holovousy. Analyzované odriidy zahrani¢niho piivodu jsou

Golden Delicious, Idared, Jonagold a jeho mutace.

6.2 Metodicky postup izolace RNA, piepisu do cDNA a qRT-PCR

Pii extrakci RNA z rostlinného materialu byly pouzity produkty od firmy Sigma,
konkrétné¢ Spectum Plant Total RNA Kit, On-Column DNase 1 Digest Set pro odstranéni
kontaminujici DNA a pfipravek inhibujici RNazy RNaseZAP TM. Procesy homogenizace
rostlinnych pletiv v tekutém dusiku, kde byla pletiva rozemleta na jemny prasek, extrakce
v extrak¢énim pufru s merkaptoethanolem a nasledné inkubace vzorku byly az na malé rozdily
v teplotach a dob¢ inkubace podobné jako u Sancho et al. (2006), ktery vzorky dale tiikrat
purifikoval pomoci chloroform-isoamylalkoholu. Podobny postup extrakce za ucasti
chloroform-isoamylalkoholu popisuje také Gasic et al. (2004) nebo Chang et al. (1993), ktery
navrhl metodu extrakce bez toxickych a drahych chemikalii jako je fenol ¢i guanidin
hydrochlorid. Modernéjsi podrobny postup extrakce totalni RNA bez pouziti komeréniho kitu
popisuje napi. Bird (2005). V dnesni dobé je pro rychlost, pfesnost a usnadnéni prace
Vv laboratofi Casto vyuzivano komerénich kitt. Dal$imi komeréné vyrabénymi kity pro izolaci
RNA je napt. TRIzol Reagent od firmy Invitrogen (Deng et al., 2012) nebo RNAlater od firmy
Ambion (Yockteng et al., 2013). Pro izolaci Poly(A)'mRNA z totilni RNA extrahované

z rostlinné tkané maze byt pouzit napt. Oligotex Direct mMRNA kit od firmy Qiagen (Gasic et
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al., 2004). V této diplomové praci byly pfi extrakci pouzity kromé kitu dalsi dva vyse zminéné
produkty od firmy Sigma, které hlavni kit vhodné dopliuji a spolehlivé funguji, o ¢emz
vypovida dostate¢na vytéznost RNA, ktera byla zméfena na NanoPhotometru od firmy Implen.
Spektofotometrické méfeni 1ze pro ovéreni doplnit elektroforézou za pouziti ethidium bromidu

(Marzban et al., 2005), tento krok ale v praktické ¢asti této diplomové prace nebyl realizovan.

Pro ptepis do cDNA existuje rovnéz cela fada kitd. V naSem pokusu byl pouzit
Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit od firmy Roche, ktery obsahoval vSechny
potiebné komponenty pro reverzni transkripci pomoci RT-PCR v termocykleru LightCycler
Nano, rovnéz od firmy Roche. Naptiklad Botton et al. (2008) vyuzil ve své studii pro ptepis
extrahované RNA do cDNA stejné komponenty, ale od jiné firmy (MMLV reverse
transcriptase, 1X MMLYV buffer, RNasin jako inhibitor RNazy a ANTPs) a pro samotnou PCR
Gene Amp PCR Systém 9700 termocycler.

cDNA byla nasledné pouzita pro qRT-PCR, kde prob¢hla za ucasti vhodnych primerti
amplifikace. Samotna qRT-PCR probihala ve specialnim termocykleru LightCycler Nano od
firmy Roche a vzorky vstupujici do reakce byly piipraveny pomoci Kitu FastStart Essentials
DNA Green Master, také od firmy Roche. Pouzité primerové pary podle Pagliarani et al. (2013)
pro vSechny 4 zkoumané izoformy Mal d 1 jsou uvedeny v tabulce 2 v metodické ¢asti této
diplomové prace. Pro tyto izoformy mohou byt pouzity i primery o jinych nukledovych
sekvencich. Odlisné primerové pary pro izoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02, jejichz sekvenci

muzeme vidét na obrazku 23, pouzil napt. Botton et al. (2008).

Table 2. Sequences of Family- and Gene-Specific Primers Used To Quantify Allergen-Related Transcripts in Apple Fruit Tissues®

gene forward reverse size (bp) Tm (°C)
Mal d 1.01 5-AAGCTGAAATCCTTGAAGGAA-3’ 5-GTGCTCTTCCTTGATTTCAATG-3 275 79.0
Mal d 1.02 5-ACACCTCTGAGATTCCACCAC-3’ 5-CAACTTGGTYTCGTAAGAGAC-3 287 79.0

Obrazek 24 Primery pro izoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02 dle Botton et al. (2008)

6.3 Mira exprese izoalergenii vyjadirena hodnotami Ratio ACq a AACq

Pti prezentaci dat ze studie profilu genové exprese by méla byt data vzdy normalizovana
vnitini kontrolou (Schmittgen et Livak, 2008). Pro vyjadfeni miry exprese jednotlivych
izoforem Mal d 1 byly tedy pouzity hodnoty Ratio ACq a AACq vypocitané z Cq hodnot
(vychozi data programu LightCycleru) v programu Microsoft Excel. Z téchto hodnot byly
vytvofeny grafy (graf 1 az 8) umisténé na zacatku kapitoly s vysledky. Lze z nich vy¢ist rozdily

Vv expresi izoforem Mal d 1 u jednotlivych odrud.
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Hodnoty Ratio ACq jsou vlastn¢ hodnoty relativni exprese jednotlivych izoforem
Mal d 1 normalizované vzhledem K referenénimu genu pro aktin 7. Aktin patfi mezi tzv.
housekeepingové geny, které jsou k ucelu vyjadreni relativni exprese genu ¢asto vyuzivany
Casto vyuzivany. DalSimi geny housekeepingovymi geny, které je mozné vyuzi jako referencni
vnitini kontrolu jsou napt. f-actin, GAPDH (glyceraldehyde 3-phospahte dehydrogenase) a 18
S RNA (Schmittgen et Livak, 2008; Stephenson, 2016).

Hodnotami AACq se stanovuje relativni exprese genu V porovnani s kalibratorem,
kterym je odriida Golden Delicious (exprese Mal d 1.01 ve slupce po sklizni). Pro pouziti
metody AACq je nutné, aby se hodnoty eficienci amplifikaci studovanych izoforem a aktinu 7
vzajemné minimélné liily. Toto prokazala studentka FAPPZ CZU v Praze Tereza Zunova pii

feseni své diplomova prace (Zunova, 2018).

6.4 Optimalizace metodického postupu pripravy smésného vzorku

Dalsim cilem této diplomové prace bylo optimalizovat vhodny metodicky postup na
pripravu smésného vzorku. Byla zde pouzita slupka odridy Golden Delicious vykazujici
V porovnani s ostatnimi analyzovanymi odridami viceméné primérné hodnoty exprese
izoforem Mal d 1, které nejsou v porovnani s ostatnimi odriidami statisticky vyznamné odli$né.
Zpusob, kterym byl tento metodicky postup optimalizovan, je popsan v metodice této
diplomové préace. Podle grafu 20 (viz vysledky) bylo prokazano, ze u smésného vzorku ze vSech
5 plodl z rliznych ¢asti koruny, ani u riznych 10 vzorkl vS§ech moZznych kombinaci 3 plodd,
neexistuje statisticky vyznamny rozdil v expresi izoformy Mal d 1.01. To je celkové druha
nejvice exprimovand izoforma Mal d 1, zna¢n€ se podilejici na celkové alergenicité. To
znamena, ze u ploda z raznych, podobné oslunénych ¢asti koruny jsou rozdily v expresi Mal d

1.01 zanedbatelné.

6.5 Sekvenacni analyza

Sekvenaénimi analyzami lze prokézat, Ze neexistujii rozdily u studovanych izoforem
Mal d 1 mezi zahrani¢nimi odriidami a odriidami vypéstovanymi v Ceské republice. Z obrazku
23 v kapitole s vysledky je patrné, ze tfi testované Ceské odridy (Frosta, Nikoleta a Reluga),
vyslechténé ve VSUO Holovousy s.r.o., vykazovaly zcela identické sekvence u viech &tyfech

analyzovanych genti, jako referen¢ni odrida Golden Delicious pochazejici z USA.
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6.6 Vliv odridy na miru exprese izoforem Mal d 1

Plody asi nejrozsifené;jsi oblibené zimni odridy Golden Delicious (pivodem z USA) se
jevi jako pomérné vysoce alergenni (Beuning et al., 2004; Bolhaar et al., 2005; Sancho et al.,
2006; Schmitz-Eiberger et Matthes, 2011). Mira exprese izoforem Mal d 1 u této odrady byla
V této praci V porovnani s dalSimi 13 analyzovanymi odrtidami primérna az nizsi. Pouze
V duzniné plodii ihned po sklizni byla mira exprese u Golden Delicious vyhodnocena jako 3.
nejvyssi, hned za odrudou Jonagold a Jonagold Supra. Tato odrida v Kruskal-Wallisové testu
nevykazovala statisticky vyznamny rozdil v expresi (vyjadiené hodnotou medianu Ratio ACQ)
s zadnou dalsi zkouSenou odriidou. Zaroven byl u odridy Golden Delicious prokazan nejuzsi

rozptyl hodnot.

Podobn¢ jako Golden Delicious, také odridy Nikoleta, Frosta, Idared a Reluga
nevykazuji statisticky vyznamny rozdil s dal§imi odridami. Naopak odrudy Artiga, Flordika

a Rucla vykazuji statisticky vyznamny rozdil hned s 5 dal$imi odradami.

Z grafu 14, ktery je vystupem z Kruskal-Wallisova testu je patrné, Ze nejvétsi rozptyl
hodnot medianti Ratio ACq je u odridy Meteor. Nejvyse poloZeny median ma odriida Jonagold,
to znamena, ze tato odrtida dosdhla nejvyssi relativni miry exprese izoalergenti Mal d 1

V porovnani s referen¢nim genem pro aktin 7.

Jak jiz bylo uvedeno v literarni resersi, rizna alergenicita odrad muze také souviset
s obsahem polyfenolt a aktivitou polyfenoloxidazy (Schmitz-Eiberger et Matthes, 2011).
Pivodem Ceska zimni odrtida Topaz byla zkoumana také ve studii Schmitz-Eiberger et Matthes
(2011), jako odriida s vysokym obsahem polyfenolt. Topaz zde po 12 tydnech skladovani pii
2 °C vykazoval mnohem vys$si nartst obsahu Mal d 1 neZ odrtida Golden Delicious. Podobné
vysledky byly zjistény i v této diplomové praci, kde byl rovnéZ prokazan vétsi vliv skladovani

na expresi izoforem Mal d 1 u odridy Topaz Vv porovnani s odriidou Golden Delicious.

6.7 Vliv skladovani na miru exprese izoforem Mal d 1 u jednotlivych odrad

Vzrust miry exprese izoforem alergent Mal d 1 béhem skladovani byl pozorovan
v nékolika studiich, napf. u Sancho et al. (2006), Schmitz-Eiberger et Matthes (2011), kde byly
zkoumany riazné skladovaci podminky a délky skladovani. V této diplomové praci byl dle
Kruskal-Wallisova testu prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi mirou exprese izoforem

Mal d 1 pted a po sklizni. Byla potvrzena vyssi exprese téchto izoforem po sklizni.
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6.7.1 Teplota a zpiuisob skladovani

V této diplomové praci byl zkouman vliv skladovani v nefizené atmosféte v chladicim
boxu pfi 5 °C, coz je Casto udavana horni hranice optimalni teploty pro skladovani jablek. Pro
dlouhodobé skladovani se doporucuje spiSe niz$i teplota a fizend atmosféra. V ostatnich
studiich zkoumajicich vliv skladovani na expresi izoalergenii Mal d 1 byla pro nefizenou
atmosféru zvolena spiSe nizsi teplota, napf. u Schmitz-Eiberger et Matthes (2011) byly plody

skladovany rovnéz v chladicim boxu po dobu 12 tydnu, ale pfi teploté 2 °C.

Porovnani vlivu vice zplsobt skladovani na alergenicitu plodd v fizené a nefizené
atmosféte studovali napf. Bolhaar et al. (2005) nebo Sancho et al. (2006). Vysledky studii vlivu
riznych podminek skladovani vypovidaji o skute¢nosti, ze ¢im jsou skladovaci podminky
optimalné&jsi, jako je tomu napt. ve spravné fizené atmosféie, tim mén¢ se alergenicita plodi za
stejnou dobu zvysi. Dle Bolhaar et al. (2005) se projevila o 15 % vyssi alergenicita u ploda
skladovanych v netizené atmosféte pii 2 °C nez u plodii skladovanych stejnou dobu v fizené
atmosféte (2,5 % O2;1 % CO») pii 3 °C. Nejrychleji se zvysuje mira exprese izoforem Mal d 1
pii skladovani pti pokojové teploté (Sancho et al., 2006; Schmitz-Eiberger et Matthes, 2011).
To je pravdépodobné spojeno také s rychlejsi degradaci plodl a vétsim rizikem chorob pii
nevhodném skladovani. Skladovaci podminky aplikované v této diplomové praci jsou
srovnatelné se skladovanim plodt v bézné domaci chladnicce, kde se rovnéz teplota pohybuje

kolem 5 °C.

6.7.2 Doba skladovani

Plody byly skladované po dobu 12 tydna. Nekteré odriidy s kratsi skladovatelnosti jako
je napt. Frosta ¢i Jonagold a jeji mutace jiz jevily po uplynuti 12 tydni znacné znamky
prezralosti. Ostatni odridy byly vétSinou v konzumni zralosti a vSechny plody byly po
skladovani ve stavu, ktery nijak neznemoznoval piipravu vzorkd pro extrakci RNA. Dobu
skladovani 12 tydnt tedy mizeme povazovat za dobu adekvatni k tomu, aby vSechny plody
z kolekce 14 pouzitych odrud dosahly alespon zacatku konzumni zralosti a zaroven nebyly

degradovany natolik, aby je nebylo mozné dale analyzovat.

6.7.3 Stres v pribéhu skladovani

Mal d 1 je fazen k 10. skupiné PR (pathogenesis related) proteind, které jsou v rostlinach
aktivovany riznymi typy stresu (Fernandes et al., 2013). Jak jiz bylo uvedeno v literarni resersi,

u izoforem Mal d 1 z odrad Granny Smith a Golden Delicious byla zjisténa pomoci NMR
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spektroskopie velmi podobna struktura S témito proteiny, tudiz miru exprese alergentt mohou
ovlivnit i rizné patogeny, které se mohou S$ifit v pribéhu skladovani (Ahammer et al., 2017).
Také v této diplomové praci jevily nékteré plody hufe skladovatelnych, pfevazné podzimnich
odrid, po 12 tydnech skladovani v chladicim boxu pii 5 °C zndmky napadeni skladkovymi
chorobami. Pravé u téchto vzorki byl posléze zjistén razantni nardst exrese izoforem Mal d 1.
Spatny zdravotni stav a znamky piezralosti vykazovaly po skladovani pfedev§im odrady Frosta,
Jonagold, Jonagold Marnika a Jonagold Supra. Nejrazantnéj$i narust exprese zkoumanych
izoalergenu jevila podzimni odruda Frosta, ktera neni vhodna k dlouhému skladovani. Uvadi
se u ni skladovatelnost do listopadu (Nesrsta et Jan, 2016). Tato odrida po 12 tydnech
skladovani v chladicim boxu s nefizenou atmosférou pti 5 °C, byla vyhodnocena jako nevhodna
ke konzumaci. Odrida Frosta je v naSem vyzkumu jedinou vyloZené podzimni odridou,

vSechny ostatni zkoumané odrtidy byla odriidy zimni.

Jako prtiklad odrudy, ktera po 12 tydnech skladovani vykazovala pouze malé zvySeni
exprese izoforem Mal d 1 mizeme uvést napt. odriidu Golden Delicioius. Tato odriida snasi

skladovéni celkem dobie, béZné je skladovatelna do biezna (Vyslouzil, 2015).

6.7.4 Exprese jednotlivych izoforem v pribéhu skladovani

Vysledky regresni a korela¢ni analyzy vyhodnocené pomoci programu Dell Statistica
version 13 (Dell Inc. 2015) ukazuji statistickou zavislost exprese jednotlivych izoforem Mal d
1 pted a po skladovani. U vSech izoforem kromé Mal d 1.06A byla zjisténa statisticky
vyznamna zavislost hodnot Ratio ACq po skladovani na hodnotich Ratio ACq pied
skladovanim. U hodnoty Mal d 1.06A nebyla tato zavislost prokazana z divodu prudkého
zvySeni exprese této izoformy po skladovani ve slupce u odriid Jongold Supra a Lady Silvia.
Jonagold Supra tvoii také jedinou vyjimku, kde je nejvyssi hodnota exprese této izoformy.
U ostatnich odrtid, ve vSech ptipadech pievazuji Mal d .01 a Mal d 1.02. ZvySena exprese této
izoformy je pravdépodobné zplsobena znacné pokro€ilym stddiem zralosti a vysokou

pravdépodobnosti napadeni sklddkovymi chorobami pii skladovani.

6.8 Rozdily v mifFe exprese izoforem Mal d 1 mezi slupkou a duZninou

Dle Sancho et al. (2006) se smés izoforem alergenu Mal d 1 se projevuje v jablecné
slupce a duzniné odlisné, ale se stejnym vzorcem exprese v ruznych odridach. Ve slupce se
alergeny obecné exprimuji ve vétsi mife nez v duzning, coz potvrzuje také Fernandez-Rivas et

al. (2006), v jehoz studii byla na jable¢nou slupku pii koznim prick testu (SPT) zjisténa vetsi
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alergicka rekce nez na duzninu. Ke stejnému zavéru dosly také dalsi autofi (Pagliarani, 2013,;
Ahammer, 2016). Vyssi expresi alergenti ve slupce v porovnani s duZninou potvrzuje

i statisticka analyza provedena v této diplomové praci (krabicovy graf 11 v kapitole Vysledky).

JiZ zminény razantni narast exprese izoforem Mal d 1 po skladovani u odridy Frosta
byl pozorovan ptedev§im na vzorcich duzniny. Ve slozenych sloupcovych grafech (graf 1-4),
kde jsou odriidy sefazeny dle miry exprese vSech izoforem Mal d 1 v duzniné pted a po
skladovani, je zietelny velky narist hodnot Ratio ACq i AACq u této odrudy, ktera se z 12. mista
(3. nejnizsi exprese ze 14 odrid) dostala po 12 tydnech skladovani az na misto 2. odridy

s nejvyssi expresi zkoumanych izoalergeni, hned za odridu Jonagold Marnika.

6.9 Rozdily v mifFe exprese mezi zkoumanymi izoformami Mal d 1

Nejvice exprimovanovanymi zkoumanymi izoformami byly Mal d1.02 s nejvyse
polozenou hodnotou medidnu Ratio ACq a Mal d 1.01, kterd byla exprimovana v podobné mifte.
Tyto 2 izoformy se oproti dalsim dvéma testovanym izoformam (Mal d 1.06A a Mal d 1.06B)
exprimuji mnohem vice, a proto také vysledné hodnoty neodpovidaji normalnimu rozdélent,
jak jiZ bylo podrobnéji rozebrano ve vysledcich. Jedinou vyjimkou je odriida Jonagold Supra,
ktera vykazuje ve slupce po skladovani zna¢né zvySenou expresi izoformy Mal d 1.06A.
Nejvyssi expresi izoformy Mal d 1.02 ve svych studiich vyhodnotili také Sancho et al. (2006)
nebo Marzban et al. (2005). Dle Marzban et al. (2005) byla ale Mal d 1.02 nasledovana témé&f
desetkrat mén¢ exprimovanou izoformou alergenu Mal d 1.01. V naSem piipadé byl ale rozdil

mezi témito izoformami minimalni.
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7 Zavér

Jablka jsou u nas velmi oblibenym a rozSifenym ovocem a zaroven zdrojem
prospésnych vitaminll, minerald ¢i antioxidanti. Vzhledem k tomu, Ze jedinci trpici alergii na
tyto plody v posledni dob¢ piibyva, povazuji vyzkum alergenti za velmi dulezity. Alergenicita
odrtd je sice geneticky podminéna, ale miize byt ovlivnéna mnoha faktory béhem ristu a zrani
plodii. Miru exprese alergenit muze tedy kromé& genotypu ovlivnit také zpiisob péstovani,
manipulace s plody, pusobeni stresu nebo podminky a doba skladovani. Studium miry exprese
optimalizovat podminky péstovani pro snizeni alergenniho potencidlu plodu, ¢i Slechtitele, ktefi
se snazi o selekci hypoaleregennich odrid, ale 1 pro citlivé konzumenty plodi, ktefi mohou
ziskat cenné informace 0 tom, kterym plodiim se vyhnout a mozZnostech sniZeni rizika alergické

reakce pfi jejich konzumaci.

V této diplomové praci byly shrnuty faktory, které ovliviiuji miru expese izoforem
Mal d 1, pfedevsim vliv skladovani a odridy. Na zaklad¢ analyzy exprese 4 zkoumanych
izoforem Mal d 1 pomoci qRT-PCR a nasledného statistického vyhodnoceni vysledkt byla
zjisténa vyrazné vyssi exprese Mal d 1.01 a Mal d 1.02 u téméf vSech typu pletiv a odrid pied
I po skladovani. Jedinou vyjimkou, u které se ve slupce po skladovani projevila zna¢né zvysena
mira exprese izoformy Mal d 1.06 byla odriida Jonagold Supra, coz bylo pravdépodobné dano
jeji horsi skladovatelnosti a zhorSenym zdravotnim stavem. Jonagold Supra je mutace odridy
Jonagold s celkové nejvyssi stfedni hodnotou exprese vSech zkoumanych izoforem. U témé&f
vSech odrud byl pozorovan nardst v expresi izoalergent po skladovani. Nejvice razantni nartst
byl po skladovani u jediné podzimni odridy Frosta, kterd ma ze vSech plodi nejhorsi
skladovatelnost. Naopak méné patrny narust v expresi izoforem Mal d 1 byl pozorovan
u odridy Golden Delicious, ktera je povaZzovana za pomérné vysoce alergenni odriidu. V této
diplomové praci vS§ak mnoho odrtd, predevsim po skladovani, vykazovalo jesté vyssi hodnoty,

jako napt. Jonagold, Jonagold Supra nebo Lady Silvia.
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