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Abstrakt

Cilem této prace je zhodnotit miru exprese genu pro protein ze skupiny dehydrint
ERD10 a genu transkrip¢niho faktoru ICE1 u fepky, které jsou potencialné zapojené v
reakci na stres chladem. Ackoliv fepka pomérné dobfe odolava chladovym
podminkam, v CR patii pravé chlad mezi dilezité prvky snizujici jeji vynosnost.
Expresni analyza byla provedena metodou RT qPCR u rostlin odrtid Cadeli a Navajo,

které byly vystaveny stresu chladem a vykazuji odlisnou reakci na stres chladem.

Klicova slova:
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Summary

The aim of this work is to evaluate the expression of the ERD10 gene for dehydrin
protein and ICE1 transcription factor gene in oilseed rape, which are potentially
connected to the cold stress reaction in oilseed rape. Eventhough the oilseed rape is
relatively cold resistant, cold stress is an significant element reducing its yield in the
Czech Republic. The analysis of expression was done using RT qgPCR method in cold
stressed plants of Cadeli and Navajo varieties which both show a different cold stress

reaction.
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Motivace a cil prace

Hypotéza

1) gRT-PCR je vhodna metoda pro sledovani zmén v genové expresi genu
BnICE1 a BnERD10

2) Stres chladem zvySuje relativni genovou expresi genu ERD10.

3) Chladu odolna odriida bude mit odlisnou expresi gentt BnICE1 a BhnERD10 v

porovnani s odrtidou nachylnou.

Cil prace

Cilem mé prace bylo:
1) provést piesny chladovy experiment
2) u fepky vystavené chladu provést expresni analyzu na trovni genu pomoci
gRT-PCR
3) vyhodnotit expresi sledovanych genti u dvou odlisné na chlad reagujicich

odrad v riznych fazich stresu.

Motivace

Stres chladem je druh abiotického stresu, ktery negativné ovliviiuje rlist a vyvoj rostlin.
Postizena je zejména zivotaschopnost a reprodukceschopnost rostliny vystavené
stresu. Resit odolnost rostlin viiéi stresu je potfeba zejména u zemédélskych plodin.
Stresované rostliny mivaji ¢asto potlacenou schopnost projevit naplno svilj geneticky
potencidl a tim miZe byt vyrazné sniZen jejich vynos. Kvili globalnim klimatickym
zménam jsou rostliny podrobovany stdle silnéjSimu stresovému tlaku, zejména
abiotickému. Jednim z nejvaznéjSich problému tohoto témata je velmi kratky a teply
podzim, béhem néhoZ nejsou rostliny schopny se v€as aklimatizovat a pfipravit na
pfichazejici zimu. Z tohoto ditvodu je Slechténi na odolnost viici stresu chladem stale
aktudlnéjSim Slechtitelskym cilem i v nasich zemé&pisnych Sitkach. Aby bylo Slechténi
na odolnost vii¢i stresu chladem co moZna nejucinnéjsi, je potfeba znat rostlinny

mechanismus obrany vii¢i nému co mozna nejdikladnéji.



Uvod

V podminkach mirného klima je brukev fepka plodinou se znaénym péstitelskym
vyznamem, a to zejména pro vysoky vytézek oleje ze semene. Jeji ozima a jarni forma
vyhovuje pro péstovani témér v celé Evrope. Diky své vétsi vynosnosti je v Evropé
mnohem vice péstovana ozima forma. Jarni forma se vyuziva jako nahrada za
vymrzlou, &i jinak zlikvidovanou fepku ozimou. Dale je jeji péstovani dalezité v Cing
a jihovychodni Asii (Baranyk, 2007). V Ceské republice je fepka olejka, zv1aste jeji
ozima forma nejpéstovanéjsi olejninou (Baranyk, 2017). Jeji nejvyznamnéjsi vyuziti
v CR spo¢ivd ve zpracovani jejiho oleje na bionaftu, popiipadé jeho vyuziti
V potravinarstvi, ¢i technickych oborech. Dal§i moznosti je zpracovani na extrahované
Sroty a ruzné vylisky, které se vyuzivaji v krmivarstvi (Baranyk, 2007). Jedna tfetina
celkové plochy na Zemi je povazovdna za potencidlné uZziteCnou plochou
pro zemédé@lstvi. Ve skutecnosti je pravidéln€ obdélavano zhruba 10 % z celkovych 13
miliard hektart na Zemi. Déje se tak zejména kvili abiotického stresu, kterému jsou
rostliny vystavovany a ktery nedokazou na vétsin€ potencialnich orebnich ploch piezit.
Jeden z nejkriti¢téjsich abiotickych stresort je teplota, jez vyznamné ovliviiuje jaké
plodiny je mozné v dané lokalité péstovat. Vyssi rostliny si pro boj s riznymi stresory
vybudovaly metabolismus, ktery béhem Zzivota miZze byt rlizné¢ upravovan podle
okolniho prosttedi — je plasticky. Vyzkum této plasticity je klicovy pro tvofeni novych,
odolngjsich odrad (Chinnusamy, 2007). Mezi proteiny zapojené do odolnosti rostlin
vuci chladu patii naptiklad dehydriny, jejichz expresi podminuji geny ICE1 a ERD10.
U modelovych rostlin, jako je husenicek rolni, je exprese téchto genli prozkoumana
dobfe. Neni tomu tak u fepky olejky (Channakeshavaiah, 2014; Channakeshavaiah,
2017). Touto praci chci piispét do problematiky odolnosti fepky olejky chladu,
porovnanim exprese téchto genii u dvou odrud kontrastnich v odolnosti vici chladu —
Cadeli (nizsi odolnost) a Navajo (vyssi odolnost). Odolnost ke stresu byla ovéfena

pokusem na pracovisti VURV v Ruzyni (Jelinkova, 2017).



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Repka olejna (Brassica napus L.)

Je Zlutokvéta rostlina. Spolu s hoi¢ici, tufinem, vodnici nebo brukvi zelnou patii
do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Vyskytuje se v jarni i ozimé formé. Pro kli¢eni
je semenu zapotieba dodat 60 % hmotnostnich vody, minimalni teplotu 1 °C, pfi¢emz
optimalni se pohybuje v rozumezi od 20 do 25 °C. Délka lodyhy lezi obvykle
vrozmezi 125 — 200 cm. Cast nadzemni miaze mit dvoji faze: listové riZice
(vegetativni), nebo fazi rychlého ristu (generativni). Jedna se o fakultativné
cizosprasnou rostlinu. Jeji plod je SeSule, kterd obsahuje v pruméru 15 — 20 semen,
které jsou velmi drobné (HTS = 3,75 — 6,5 g) (Baranyk, 2007). Repka olejka je
K nizkym teplotam relativné tolerantni a tim se hodi pro péstovani v chladnych

oblastech (Issariyakul, 2014).

1.1.1 Pivod a historie péstovani

Podle genetické analyzy rodu brukev je druh Brassica napus L. vysledek
zpétného kiizeni a zdvojeni po¢tu chromozomu druhu B. rapa L., syn. B. campestris
(brukev tepice) a B. oleracea L. (brukev zelna) (Prakash, 1980; Jahreis, 2011). Timto
vzniknul amfidiploid s 38 chromozomy - B. napus (Baranyk, 2007; Song, 1992).
K vyslechténi doSlo pomérné neddvno, nejspiSe ve Stiedozemi a severni Evropé

(Goémez-Campo, 1999; Lin, 2013) a nejsou znamé plané formy (Kole, 2007).
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Obrizek 1: Vynosy fepky olejky v CR v letech 1985-2017.
Obrazek znazoriuje vynos zma v tunach na hektar plochy (Baranyk, 2017)
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Rostliny rodu Brassicaceae byly dfive pomérné nezajimavy druh. Vysoka mira
jejich genotypové a fenotypové mnohotvarnosti dala pozdéji za vznik tvorbé riznych
druhti zelenin, diky selektivnimu kiizeni. Mimo klasické pouziti — oleje pro technické
zpracovani, slouzi tyto rostliny také pro vyzivu zvitat i lidi (Schmidt, 2011). Podle
zminek z 16. stoleti byly dfive olejniny, jako napiiklad fepka, vyuzivany, spiSe nez
jako potravina, pro sviceni a vyrobu mydla. V 17. stoleti, béhem riistu velkych mést
se péstovani vyznamne¢ rozsifovalo. Od roku 1868 dale jsou uz znamé osevni plochy
jejich vyvoj je zprvu pozvolny a pozdéji velmi strmé rostouci (Baranyk, 2007).
Znacéného posunu v péstovani fepky pro olejnata semena, bylo dosazeno vyslechténim
tzv. ,,00 linii, které maji vyrazné snizenou slozku 2 vyznamnych antinutri¢nich latek
v oleji — kyseliny erukové a glukosinolatt (Shahidi, 1990). Na obrazku 1 je zobrazen
vyvoj vynosi fepky olejky v Ceské republice od roku 1985 do r. 2017.
Zacatkem 90. let vlivem restrukturalizace zemédélstvi doslo k mirnému propadu,
pozdéji doslo k dalsimu propadu vynost v roce 2002 a 2003. Divodem tehdy byl
vysoky vyskyt houbovych chorob a bejlomorky kapustové. Od té doby dochazi takika
K neustale stoupavému trendu s extrémné dobrymi roky — 2004 a 2014 (Baranyk,
2017).

1.1.2 Slechténi

Repka olejka byla lidmi objevena zhruba 2000 let pted Kristem. Obsahovala
vysoké procento kyseliny erukové ve svém oleji — az kolem 40 % (Lin, 2013). Proto
byla zprvu péstovana spiSe nepotravinarské ucely (sviceni, mazani) (Lin, 2013;
Dupont, 1989; Kramer, 1983). V roce 1976 byla v Kanad¢ vyslechténa odrida
umozhujici bezpeéné pouziti fepkového oleje, v potravinaistvi (Busch, 1994; Mag,
1983). Dnesni odridy obsahuji <2 % kyseliny erukové a <25 umol / g (bez tukové
susiny) glukosinolatt (Lin, 2013).
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1.1.3 Vyuziti

Repka je péstovana pro jedly olej (celosvétové), krmivo hospodaiskych zvifat,
koteni, vyrobu bionafty a jeji listy jsou (obzvlasté v Asii) konzumovany jako zelenina
(Jahreis, 2011). Je to rostlina s druhym nejvétsim vytézkem oleje na svéte, je z ni
produkovano 14 % svétové produkce olejii. Mezi lety 2014 a 2015 byl svétovy vytézek
biomasy odhadovan na 70 miliond tun. Vice nez 85 % fepkového oleje je vyrobeno ve
27 zemich Evropské Unie. Vyuziti vyrobeného oleje je v potravinatstvi (67 %), pro
vyrobu biopaliv (27 %), oleochemie (3 %), ostatni (3 %). Vzhledem k neustéle se
zvySujici lidské populaci je tieba nepfetrzité uspokojovat poptavku po vSech
tepkovych komoditach. Do roku 2025 by se poptdvka méla zvysit na 250 miliont tun.
obsahem glukosinolatd a kyseliny erukové (FU, 2016). Diky svému sloZeni se jedna
0 jeden z nejzdravéjSich rostlinnych oleji, ve smyslu jeho biologické funkce,
schopnosti branit vzniku riznych chorob a udrzovani dobrého zdravi (Lin, 2013).

Druhy nejvyhledavanéjsi produkt z fepky olejky je bionafta. Kvili rychlému
rustu svétové ekonomiky jsou stale vice pouzivana fosilni paliva. To ma za nasledek
zhorSovani zivotniho prostredi, globalni oteplovani, sklenikovy efekt a podobné¢. Proto
je pfedmétem zkoumani, jak fosilni paliva nahradit a alesponl trochu uleh¢it ptirod¢.
Bionafta vyrobena z fepky olejky je vhodna pro nejlepsi vytézek oleje na jednotku
plochy (Ge, 2017). V budoucnu se o¢ekava zvyseni poptavky bionafty jako aditiva do
klasického dieselu (Issariyakul, 2014).
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1.2 Stres chladem

Stres je vyvolany riznymi vnéjSimi podminkami, které naruSuji rovnovahu
Vv organismu. Termin stres miZe mit mnoho vyznami, z fyziologického hlediska se
jedna o odpoveéd’ organismu na rizné podminky, kterym je vystaven. Flexibilita
metabolismu dovoluje rostlinam patfi¢né reagovat na zmény prostiedi, které mirné
kolisaji a jsou pfedvidatelné (béhem dne, nebo celych obdobi) (Jaleel, 2009). Rostliny
jsou organismy prisedlé, neschopné pohybu. Proto museji byt schopny adaptovat sviyj
metabolismus tak, aby je dany stres poskodil co mozna nejméné (Hughes, 1990). Ne
kazdé vyboc€eni z normalu je vSak stres. O stresu hovofime tehdy, je-li na obvykly
metabolismus vyvinut piili§ velky tlak, ktery zpiisobi poskozeni nebo nemoc. Rostliny
jsou béhem svého rustu ve volné ptirodé vystavovany mnoha stresovym faktoriim
(abiotickym 1 biotickym). Mezi takové se fadi naptiklad: sucho, nizké teploty, vysoké
koncentrace soli, zaplavy, teplo, oxidativni stres a toxicita tézkymi kovy (Jaleel, 2009).
Rostliny na stres reaguji riznymi biochemickymi a fyziologickymi zménami, za
ucelem ziskani tolerance k danému stresoru. Dlouhotrvajici stres obvykle vyusti
Vv rizné potize, naptiklad porucham riistu a zpomalenému vyvoji. Dé&je se tak, protoze
rostlina pfesméruje vice energie do obrany proti stresu (Zhu, 2002).

U mnoha piezimujicich druhti rostlin zvySuje vystaveni teplotdm tésn¢é nad bod
mrazu, odolnost vici teplotam pod bodem mrazu (Lee, 2005). Tento proces se nazyva
aklimatizace chladem a je to velmi komplexni mechanismus vyvolavajici mnoho
biochemickych a fyziologickych zmén (Hughes, 1996). Je to kvantitativni znak,
zpusobovany mnoha geny malého ucinku (Thomashow, 1999). Dale existuji
pfezimujici (ozime) rostliny, které po vysazeni na podzim, pieckavaji zimu —
jarovizuji. Jarovizace brani rostlinam v piechodu do generativni faze riistu do skon¢eni
zimy. Zimu pteckavaji jako sazeni¢ky (Chinnusamy, 2007). Chlad v rostlinnych
bunkach zpisobuje naptiklad: zvySenou koncentraci cukrili, rozpustnych proteind,
organickych kyselin a také zmény ve slozeni bunééné stény (Hughes, 1990; Huang,
2008). Coz ma za nasledek zmény struktury, vlastnosti a funkci mnoha enzymi
(Chinnusamy, 2007). Tyto zmény jsou zpusobeny rozdilnou genovou expresi v bunce
po vystaveni stresu (Hughes, 1990). Napiiklad zito, které neproslo aklimatizaci
chladem je zniceno teplotou ~ -5 °C. Po vystaveni rostlin nizkym teplotam tésné nad

bodem mrazu pieziva i teploty kolem -30 °C (Thomashow, 1999).
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Misto, kde rostlina utrpi nejvice poSkozeni chladem je cytoplazmaticka
membrana (Steponkus, 1984) a to dehydrataci (Bray, 1993a). Jakmile teplota klesne
pod 0 °C, za¢nou se, nejdiive v mezibunécnych prostorech tvofit ledové krystalky.
V mezibunécnych prostorech je nizsi koncentrace rozpusténych latek a tim je vyssi
teplota tuhnuti. Protoze je chemicky potencial ledu niz$i nez chemicky potencial vody
Vv tekutém stavu, dojde k pohybu vody z vnitinich prostor bunky do vnéjsich,
mezibunéénych prostor. Tim dochazi k vysuSovani bunék mrazem (Thomashow,
1999). Dalsi nebezpeci pro bunku plyne z poskozeni membran radikaly kysliku
(McKersie, 1997), naruseni bunétné stény krystalky ledu (Olien, 1977) nebo
denaturace nékterych proteinii chladem (Guy, 1998). Mezi vnégjsi pfiznaky poskozeni
chladem patii Spatné kli¢eni, zakrnélé sazenicky, Zloutnuti listl, vadnuti odnoZzi nebo

snizend schopnost odnozovani. V generativni fazi hlavné pylova sterilita (Suzuki,

2008).

1.2.1 Prenos stresového signalu — ovlivnéni genové exprese

Chlad zptisobuje vyssi viskozitu bunééného obsahu. Pravdépodobné je zména
genové exprese (GE) spojena s: propustnosti membran, konformaci proteinit a
nukleovych kyselin, koncentraci metabolitii a redoxnim stavem buiky (Chinnusamy,
2007). Rostliny vnimaji stres chladem pravdépodobné pomoci bunééné
cytoplazmatické membrany — jejim tuhnutim, coz indukuje expresi s chladem
asociovanych genti, které pomahaji rostling se aklimatizovat (Orvar, 2000). Jako prvni
reaguji na chlad pfislusné receptory na membrané bunék, ty spoustéji celou tadu
signalnich drah. Zodpové&dné molekuly jsou: ionty vapniku, reaktivni formy kysliku,
kindzy, fosfatazy kyselina abscisova a lipidové signalni drahy.

Zmény v koncentraci vapenatych iontli (Ca?*) jsou rozpoznany proteiny
vazajici vapnik, které nemaji enzymatickou aktivitu, ale podléhaji konformacnim
zménam po navazani Ca®*. Kdyz probéhne konformacéni zména, na proteiny s Ca?* se
vazou jiné proteiny, coz spusti fosforyla¢ni kaskadu (Chinnusamy, 2007). Na konci
této kaskady se spousti exprese transkripCnich faktord, jejich produkty dokazou
ovlivitovat expresi jinych genu (Snustad, 2009). I piesto, ze takto budou reagovat
buiiky, naptiklad jenom na nékterych listech, zmény se projevi synergicky v celé
rostlin€. To ovliviiuji rostlinné hormony — kyselina abscisova, kyselina salicylové a

ethylen (Chinnusamy, 2007). Kyselina abscisova je dilezity fytohormon, ktery se
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ucastni mnoha dilezitych pochodii v rostliné, zejména reakce na abioticky stres

(Verslues, 2005).

1.2.2 Role genu ICEL1 p¥i stresu chladem

U rostlin rodu Arabidopsis byla identifikovana rodina genit CBF-DREB1, které
funguji jako transkrip¢ni faktory — vazou se na specifické sekvence v promotorech
gent reagujicich na chlad a tim podporuji jejich expresi (Rihan, 2017; obr.2).

ICE1 (angl. Inducer of CBF Expression) je transkripéni faktor skupiny MYC,
pattici do bHLH rodiny transkripénich faktort a hraje zasadni roli v reakci rostliny na
stres chladem (Chinnusamy, 2003). Protein ICE1 reguluje expresi mnoha jinych
transkripcnich faktord, které mohou indukovat expresi na chlad reagujicich proteinti
(Lee, 2005). Napiiklad je zodpovédny za regulaci COR (COIld Regulated) genti
(Gilmour, 1998), které se tcasti reakce rostliny na chlad a patii mezi dehydriny (Close,
1997).
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Transkripce CBF-DREB1 genti se pozorovatelné¢ zvysila jiz po 15 minutach od

vystaveni rostlin chladu, nasledované akumulaci COR transkriptii. Takto rychla reakce

naznacuje, Ze rostlinny ,teplomér“ — ICE1, bude nejspiSe v builkdch ptitomny

neustale, bez ohledu na prostiedi, ve kterém se rostlina pravé nachazi. Aktivuje se

snizenim teploty (Gilmour, 1998).
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Obrazek 2: Schématické zobrazeni reakee rostliny na stres chladem (Chinnusamy, 2007)
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1.2.3 Dehydriny

Jsou vysoce hydrofilni, dobfe rozpustné proteiny patiici do II. skupiny LEA (Late
Embryogenesis Abundant) rodiny proteinii (Kosova, 2010; Bray, 1993b). Jsou obecné
bohaté na glycin a hydrofilni aminokyseliny, nejvice pak threonin. Naopak témé&f
postradaji cystein a tryptofan, coz jim propujcuje neobvyklé vlastnosti. Jsou velmi
dobfie rozpustné ve vodnych roztocich a ziistavaji rozpustné i po bodu varu. V roztoku
utvaii nahodné smycky tim, ze tvofi vodikové mustky s molekulami vody (Kosova,
2010).

Celd tato rodina je asociovana s rostlinnou toleranci vii¢i chladu suchu a
vysokému obsahu soli, ale jejich vyskyt byl prokazéan i ve vegetativnich tkanich béhem
normalnich ristovych podminek (Jaleel, 2009). Vyskytuji se v fadé organismi,
napiiklad mikroorganismech, vys$$ich rostlinach, kvasinkach, fasach a cyanobakteriich
(Rorat, 2006). Jejich ptesny G¢inek neni znam, ale je predpoklad, Ze jde o molekularni
chaperony (Goyal, 2005). Byly nalezeny v mnoha buné¢nych kompartmentech —
cytosolu, jadru, mitochondriich, vakuolach a v okoli cytoplasmatické membrany, ale
nejvice v cytoplasmé a jadru. Vyznacuji se tfemi specidlnimi motivy. K segment, ktery
obsahuje 15 aminokyselin a je na lysin bohaty. Vyskytuje se pti C-konci dehydrinové
molekuly a je tam obsazen v 1-11 kopiich. (Kosova, 2010; Rorat, 2006) Pti nedostatku
vody formuje amfipatickou (hydrofilni i hydrofobni charakter zaroven) Sroubovici
(Close, 1997). Miru amfipaticity urCuje aminokyselinovy fetézec K-segmentu
(Kosova, 2010). Po vytvoteni Sroubovice dochazi k navazani na povrch castecné
dehydratovaného proteinu nebo membrany a tim je dehydriny chrani pred dalsi ztratou
vody, coz by vedlo k jejich denaturaci (Jelinkova, 2014; Kosova, 2010). Dalsim
konzervovanym Usekem je Y-segment. Nachdzi se na N-konci proteinového fetézce a
je bohaty na aminokyselinu tyrosin. Posledni je S-segment, tvofeny 4-10 serinovymi
rezidui (Kosova, 2010). Pomoci sloZeni segmenti v proteinu se dehydriny déli do
n¢kolika podkupin: Kn; SKn; KnS; YnKn a YnSK, (Close, 1997).
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1.2.4 Role genu ERD10 p¥i stresu chladem

Gen ERD10 (Early Responsive to Dehydration) je dalsi z genu, které se vysoce
exprimuji pii stresu chladem (Kim, 2010). ERD10 patii do SKy skupiny dehydrint
(Kosova, 2010). Pavodné byla celd ERD rodina genii oznacovana za geny, které se
rychle indukuji chladem (Kiyosue, 1994). Ukazalo se, Ze tento gen je stejné tak jako
ICEL zapotiebi pro spravnou aktivaci genit CBF/DREB1 — u jedinct bez genu ERD10
nedoslo k aktivaci CBF/DREBI genti vibec.

ERD10 (u Arabidopsis thaliana) je schopny chladem indukované fosforylace
svého S-segmentu. Pokud dojde k fosforylaci, je protein schopny vazat Ca2+ ionty —
coz patrné néjak souvisi s tim, Ze vépenaty iont slouzi jako druhy posel v signélnich
drahach reakce na stres (Kosova, 2010). BhERD10 vykazuje velmi podobné slozeni
ve srovnani s ostatnimi SK, dehydriny (AtERD10, BnCOR25, PgDhnl...),
pravdépodobné se svym jednim S segmentem a dvéma K segmenty patii do SKy
skupiny dehydrint (Deng, 2009).

Akumulace transkriptu ERD10 je patrné dulezita pro spravny vyvoj semen —
stabilizuje membranové struktury. Semena postradajici tento gen méla abnormalni tvar
a redukované kliceni. ERD10 pravdépodobné hraje roli v ochrané proti riznym
stresim a vyvoji semene a kliceni. ERD10 spolu s ERD14 disponuji chaperonovou
aktivitou — jsou schopny zabranit teplem indukovanému shlukovani nebo inaktivaci
rozli¢nych substratd (lysozym, alkohol dehydrogenazy) (Kovacs, 2008).

Jesté neni znamy presny mechanismus ucinku genu ERD10, ale je
pravdépodobné, ze funguje jako ochrana transkripti gend reagujicich na stres chladem
(chaperonova aktivita) a zaroven jako stabilizator membranovych struktur (Kim,

2010).
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2 Pouzité metody

2.1 Reverzni transkripce

Je prepis vyizolované RNA, respektive mRNA, do komplementarni DNA (cDNA).
D¢je se tak pomoci enzymu izolovaného z retroviri — reverzni transkriptazy. Ta se
vyznacuje RNA-dependentni DNA polymeracni aktivitou a pro svou funkci
nepotiebuje primer, ale pro specifi¢téjsi vysledky je vhodné primer pouzit (Stahlberg,
2004). Existuji specifické a nespecifické primery. Napiiklad ,,random hexamer
primers™ — coz je 6 za sebou jdoucich nukleotidl, které ve smési zahrnuji vSechny
mozné zpusoby jejich sefazeni. Dale oligo(dT) primery — primery vyhradné
Z thyminovych nukleotidd, které se vazi na polyA konec. Ten md jen mRNA. Pouzitim
oligo(dT) primera je vyloucen piepis jinych druhtt RNA (Freeman, 1999). Prub¢h

reakce zobrazen na obrazku 3.

A
mRNA o 2l
l Oligo(dT)n
5
TTIT P T
AGAUCGCUAGUCCGUGCAACGGAGCUAAAAAAAA
[t e s s ]
dXTP l reverzni transkriptaza
DNA ¥
CLRNS TCTAGCGATCAGGCACGTTGCCTCGATTTTTTTT
mRNA e m M m e mommm e ameuomomameoemmomwoe . oww e ¥
duplex

syntéza druhého fetézce
za soucasného pusobeni
1.RNéazy H

2. DNA-polymerazy |

3. DNA-ligazy

- i ]
dvouretézcova 5

TCTAGCGATCAGGCACGTTGCCTCGATTTTTTTT
cDNA st i efitalon Sl N U g LT S R

AGATCGCTAGTCCGTGCAACGGAGCTAAAAAAAA
5 g

Obrazek 3: Pribéh reverzni transkripce (Snustad, 2009).
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2.2 Polymerase chain reaction — PCR

Touto in vitro technikou je mozné amplifikovat specifické tseky genomové
DNA (gDNA), ktera byla ptedtim vyizolovana z riznych zdroji. Neni dilezity zdroj
gDNA, ale jeji cistota. Amplifikaci jedné molekuly DNA ziskdvame az miliardu
stejnych kopii (Ishmael, 2008).

2.2.1 Historie

Historie genetiky, jako védniho oboru, se zacala psat, kdyz Johann Friedrich
Miescher v roce 1869 jako prvni vyizoloval deoxyribonukleovou kyselinu (DNA)
Z lososiho spermatu. DalSim velkym krokem bylo, vroce 1953, popsani
dvousroubovice DNA Watsonem a Crickem (Dahm, 2005). Stejné tak velky objev
jako ptedchozi dva je ptedstaveni polymerazové fetézové reakce (PCR).

Objevil ji v roce 1983 americky chemik Kary Mullis, v roce 1993 byl za sviij
objev ocenén Nobelovou cenou za chemii. Pivodné méla metoda slouzit jako

vylepseni uz tehdy zndmého Southern blottingu (Maheaswari, 2016).

2.2.2 Princip

Kazda PCR reakce vyzaduje ptitomnost templatové DNA, primert, nukleotida
a DNA polymerdzy. Templatovda DNA miize byt gDNA vyizolovana z tkané, ale je

mozné pouzit i komplementarni DNA (cDNA), ziskanou reverzni transkripci z RNA.

Introns
Promoter ! f / M
L 1 ——| 2 f=——3" | 1. Genomic DNA

™

Exons

!
mMRNA

5 we{ 1 [ 2 |j=3
Reverse Transcription

5 = 1 [ 2 = 3’ | 2. cDNA

Obrazek 4: gDNA obsahuje introny, které burika pii transkripci do mRNA vystiiha. Po provedeni reverzni
transkripce je ziskana cDNA, kde jsou za sebou fazeny jenom geny, bez oddé€lovani introny. (Ishmael, 2008)
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Rozdil mezi gDNA a ¢cDNA viz obrazek 4 — cDNA neobsahuje introny (Ishmael,
2008).

DNA polymeraza je klicovy enzym, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy k sob¢,
aby vytvorila amplikon (Ishmael, 2008). Pouziva se termostabilni DNA polymeraza,
vyizolovana z bakterie Zijici v horkych viidlech — Thermus aquaticus, proto oznaceni
Taq polymeraza. Tato polymeraza vydrzi neposkozena kolisani teplot béhem PCR
reakce (Mullis, 1990). Syntéza nového vlakna probiha ve sméru 5¢ > 3.

Pouzivaji se 4 zakladni DNA nukleotidy — adenin, thymin, guanin a cytosin.
Ty slouzi jako stavebni kameny pro tvorbu nového amplikonu. Primery ohranicuji
specificky produkt, ktery bude amplifikovan. Jsou to kratké oligonukleotidy, které se
komplementarn€ vazi k mistu na templatové DNA a slouzi jako start misto pro DNA
polymerazu (Mullis, 1990; Rosypal, 2002) Primery jsou 20-30 base pair (bp) dlouhé
oligonukleotidy, odvozené od koncovych sekvenci zadaného amplikonu (Rosypal,
2002). Jsou vyrobené umélou syntézou a komplementarné nasedaji na templatovou
DNA, kde specificky ohranicuji vybrany usek, ten je zapocat a ukoncen 3° koncem
primeru. Posledni slozkou jsou voda a Mg?* ionty, které zpeviuji vazbu polymeraza-
DNA.

Ptipravend reakéni smés se podrobi amplifikaci. Ta probiha v pfistroji, zvaném
thermocycler. V principu jde o pét krokl, pfi¢emz 3 znich se opakuji v cyklech
(obrazek 5). Pro kazdy krok je zapotiebi individualni teplota, kterou thermocycler

dokaze velmi rychle a piesné ménit (Ishmael, 2008).

1. Krok — pocate¢ni denaturace [~ 90 °C / ~ 2 minuty]
Dojde krozpleteni celé templatové DNA, proto je Casové delsi. Dojde
K rozpleteni celé templatové DNA.

2. Krok — Denaturace [~ 90 °C /~ 30 sekund]
Dvousroubovice DNA (dsDNA) je rozpletena na dvé jednovlaknové molekuly
DNA (ssDNA)

3. Krok — Annealing [50-60 °C / ~ 30 sekund]
Rozpletend ssDNA je inkubovana s nadbytkem primerti v reakéni smési. Ty na
ni hybridizuji podle komplementarity bazi. Teplota a délka se liSi v zavislosti

na pouzitych primerech — je pro kazdy par primert jedine¢na.
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4. Krok — Elongace [70-72 °C / ~ 1,5 minuty]
V optimalni pracovni teploté pouzité polymerazy se zahaji prodluzovaci krok.
Polymeraza zah4ji syntézu nového vldkna. Jako startovaci bod jsou pouzity
primery a do fetézce jsou inkorporovany nukleotidy podle komplementarity
bazi. Syntéza probiha ve sméru 5 > 3°.
5. Krok — Zavérecna elongace [70-72 °C / ~ 6 minut]
Zarucuje kompletaci vSech amplikont v PCR smési.
Po probéhnuti prvniho kroku jsou kroky 2, 3 a 4 opakovany za sebou v cyklech. Po
kazdém dokonceni 4. kroku je mnozstvi amplikonti ve zkumavce zdvojnasoben. Pocet
amplikonii 1ze, za idealnich podminek, vyjadfit jako 2", kde n = pocet cykli. Obvykle
se provadi 30-40 cykli (Ishmael, 2008; Snustad, 2009). PCR je schopna
naamplifikovat DNA jen z jedné templatové kopie nad detekovatelnou hranici. To se
osvédcilo pii detekei viru HIV pomoci této metody (Palmer, 2003).
(o S TN O vk

RO,
of Denaturace, napt. 95 °C po dobu 15 sekund.

RO,
e Pfipojeni oligonukleotidovych primerd,

napf. 55 °C po dobu 30 sekund.

1. cyklus
3 HO plaledebeleleebelolblolodell 5
primer

“Ro,
F ani primer pl Tagq
napf. 70 °C po dobu 1,5 minuty.

2 molekuly
L R0
¢ °+ Denaturace.
+Ro.
¢ o Pripojeni oligonukleotidovych primerd.
§ mmmq’
3 HO ~pledebededullebelodo bbbl LLL® 5
3 primer
rimer
B ST = o
3 / / PESSERNENERRENENEN] /|
5 ATTTTTTTTTTTITTTTIT / / 3
3 HO elelelbedebededodeludulolu 5
primer primer
SAPPITTTTTTTTTTTITITN OH & =
3'WM PMMMW
b RO,
2. cyklus l o" Zovéni primerd pb i Tag s
=
4 molekuly

3 cykly-8 molekul
cyklické opakovani 4 cykly—16 molekul
krokt 1-3

5 cykli—32 molekul

|
|
{
l |

30 cykli-1 073 741 766 molekul

Obrazek 5: Schématické zobrazeni PCR reakce (Snustad, 2009).
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2.3 Real-time PCR

Neboli kvantitativni PCR (qPCR) je modifikace konven¢ni PCR, ktera dokaze
po kazdém probéhlém cyklu proméfit mnozstvi naamplifikované DNA. Tato technika
se dnes, mimo jiné, vyuzivd pro: detekci patogenli, analyzu genové exprese,
jednonukleotidové polymorfizmy, analyzu chromozomovych aberaci. Je to vysoce
citliva a pii pouziti specifickych znaéeni i vysoce specifickd metoda (Kubista, 2006).
gPCR byla objevena v roce 1992 jako modifikace PCR tymem védcu z Kalifornie
(Higuchi, 1992).

2.3.1 Analyza genové exprese

Analyza probiha porovnadvanim genové exprese sledovaného vzorku
s genovou expresi referencniho genu (RG). Exprese RG musi byt ve vSech tkédnich
organismu stejnd a nesmi byt experimentem ovliviiovana. Proto je vybér RG pro
stanoveni relativni genové exprese pomoci qPCR naprosto klicovy. Pro experimenty
sledujici genovou expresi u riznych odriid, kde jsou vzorky odebirany ze stejné tkané,
je dostacujici vybirat RG provéfené jinymi pracemi. U komplexnéjSich studii
porovnavajicich GE v riiznych tkanich je vhodné mit k dispozici vypracovanou studii

vénujici se vybéru vhodného RG (Brunner, 2004).

2.3.2 Princip gPCR

Do reakéni smési je, obdobné jako u PCR, zapotiebi pfidat: templatovou DNA,
par oligonukleotidovych primert, volné nukleotidy (adenin, thymin, cytosin, guanin),
termostabilni DNA-dependentni DNA polymerazu a Mg?* ionty. Navic se piidava
reportér, ktery oznaci amplifikovanou DNA, obvykle fluorescencné. Reportér vydava
vzorku — signal se promé&fi po kazdém probéhlém cyklu. Prvnich nékolik cykla je
signal velmi slaby, neptekona rusSeni okoli. ZvySovanim koncentrace amplikonu se
exponencialné zvySuje i sila signalu. Konec¢na fluorescence, po poslednim cyklu
reakce, neprozradi nic o pocatecni koncentraci DNA ve vzorku, pouze fekne, jestli
reakce probéhla, nebo ne. Pro to se pouziva odecet od tzv. thresholdu. Algoritmus
pfistroje vypocte threshold, coz je pfimka kolma na osu Y. Urluje statisticky

nejvyhodnéjsi pozici pro odecet hodnoty Ct (cycle of threshold). Hodnota Ct udava
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pocet cykl, kterymi vzorek musi projit, aby dosahnul thresholdu. Amplifikacni kiivky

jednotlivych vzorkt by mély byt paralelni v rastu (Kubista, 2006).

Reakce probiha ve ¢tyfech hlavnich fazich — viz obrazek 6.

ARN

1.

55

5.0

Linearni faze

Tato faze trva obvykle 10-15 cykli, amplifikace pomalu startuje a neni zatim
mozné sledovat statisticky vyznamny rist kiivky (ruseni z pozadi). Na zakladé
této faze je urcen threshold.

Brzka exponencialni faze

V této fazi protne kiivka threshold. Fluorescence v této fazi nejvérngji
vypovida o pocate¢nim mnozstvi templatové DNA ve vzorku. Cyklus, ve
kterém vzorek protnul threshold se nazyva Ct a je to hodnota, ze které se
vyvozuji vysledky.

Exponencialni faze

Zdvojnasobeni mnozstvi produktu kazdym cyklem.

Plat6 faze

Pribéh reakce limituji vycerpané komponenty. Reakce neni tak Uc¢inna,
probiha pomaleji, nebo viibec (Wong, 2005). Hodnoty z této faze jsou pro
vyzkum nevhodné (Bustin, 2000).

Amplification Plot

Threshold

Obrazek 6: Faze qPCR reakce.
1 = Lineami faze

2 =Brzka exponencialni faze

3 =Exponencialni faze

4 =Platé faze
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2.3.3 Znacéeni DNA

Pro znaceni amplifikované DNA je mozné pouzivat specifické a nespecifické
metody (Kubista, 2006). Higuchi (1992) ve své praci, ktera jako prvni popisovala

pouziti qPCR, pouzil barvivo ethidium bromid, ktery po nespecifickém navazani na

. , . v 520
dsDNA a ozareni UV svétlem fluoreskuje. Diky jednodusSimu g, 480 %20
pouziti a bezpecnosti se od ethidia ustoupilo a dnes se jako
nespecifické interkalacni barvivo pouziva spiSe SYBR .

Green | (SG) (Zipper, 2004). Volné v roztoku neni vydavana
Obrazek 7: SYBR grenn |

témef zadna fluoresence. Po navazani na jakoukoliv dSDNA
ve vzorku vydava SG fluorescenéni zateni 1000x silnéjsi, nez volny SG. Pfijima zafeni
o vlnové délce 480 nm a zaroven vydava zafeni o délce 520 nm (Valasek, 2005,
obrazek 7).

SG se vaze nespecificky na vSechny dsDNA, tedy i na kontaminujici dsSDNA
a primer-dimery. Pro zji$téni ¢istoty vzorku se pouziva analyza kiivky tani (melt curve
analysis). Ta se proméfuje po prob&hnuti vSech cykli reakce. Dochazi k postupnému

zahtivani vzorkl a kontinudln€ s tim je prométovana jejich fluorescence. Po dosahnuti

teploty tani dsDNA, dojde k poklesu signalu a v grafu se vytvoii pik (Kubista, 2006).

2.3.4 Vyhodnoceni ziskanych dat

Existuji dva pfistupy, jak data vyhodnotit — absolutni a relativni kvantifikace
genové exprese. Absolutni kvantifikace poskytuje informace o ptresném mnozstvi
pivodni templatové DNA, dosazenim ziskanych dat do pfedem piipravené a
proméiené kalibra¢ni kiivky (Livak, 2001). Pouziva se v piipadech, kdy je potieba
zjistit presné mnozstvi RNA / DNA na bunku (Schmittgen, 2008). Naptiklad pii
kvantifikaci virové zatéze (Niesters, 2001). Nevyhody této metody: mnohem vice
préce pfi ptipravé vyzkumu a fakt, ze pro vétSinu praci staci pouze relativni porovnani
— gen A se exprimuje 5x vice, nez gen B (Schmittgen, 2008; Livak, 2001).

Zakladni metoda vypoctu relativni genové exprese je komparativni AACt
kvantifikace. Ta mezi sebou porovnava hodnoty genové exprese sledovaného a
referencniho (Bustin, 2009) (také housekeeping) genu. Kalibra¢ni vzorek mize byt
neoSetiena kontrolni rostlina nebo odbér v ¢ase 0 (Livak, 2001). Vyhoda spociva

v relativné jednoduchém provedeni a schopnosti data uvést jako nasobek genové
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exprese proti jinému (kalibraénimu) vzorku. Nevyhodou je, Ze do vypoctu nezahrnuje
uc¢innost reakce. (Schmittgen, 2008).

Pro vypocet staci surova data, exportovana z qPCR programu do tabulkového
editoru — Microsoft Excel. Pro vypocet je vhodné sefadit vzorky — napiiklad podle
¢asu odbéru. Postupuje se podle vzorce:

2744CT Kkde

AACT = (CT,vzorku - CT,ref.genu)v tase X — (CT,vzorku - CT,ref.genu)v ¢ase 0

Respektive lze rovnici rozepsat do c¢tyf logickych krokt, pro lepsi piehlednost

v tabulkovém editoru (viz tabulka 1).

ACTv tase X = (CT,vzorku - CT,ref.genu)v tase X

ACTy ¢ase 0 = (CT,UZOTku - CT;Tef-ge”u)v tase 0

AACT = ACT,, ¢qse x — ACT y, ¢ase o

2~ (44CT) = pasobek exprese proti vzorku v ase 0

Tabulka 1: Vypocet relativni exprese z naméfenych hodnot CT
Jako kalibra¢ni byl pouZit vzorek 1, spravnosti provedenich méfent je potom jeho priimeér 22-(AA CT), ktery se musi
rovnat co nejblize 1. Kazdy vzorek byl proméfeny ve tfech opakovanich.

CcT
Cas odbéru [h] |Cislo vzorku | Cilovy gen |2 CT v ¢ase 0 - Cilovy gen|e CT v €ase O - referenéni gen| Referenéni gen [22-(AA CT)| PGmér 22-(AA CT)

0 Vzorek1 | 16,505 16,407 17,841 17,971 1,022
0 Vzorek 1 16,744 16,407 17,841 17,986 0,875 1,00504904
0 Vzorek1 | 15,972 16,407 17,841 17,566 1,117

0,5 Vzorek2 15,991 16,407 17,841 13,247 0,055

0,5 Vzorek 2 15,950 16,407 17,841 13,405 0,063 0,065755229

0,5 Vzorek2 | 15931 16,407 17,841 13,695 0,079
1 Vzorek 3 22,304 16,407 17,841 18,439 0,025
1 Vzorek3 | 22,033 16,407 17,841 18,445 0,031 0,025006758
1 Vzorek 3 22,518 16,407 17,841 18,222 0,019

Ditkazem spravné provedené qPCR reakce je hodnota 2~(44¢T) y vzorku
odebran¢ho v ¢ase 0. Ta by se méla v priméru vSech u né¢j naméfenych hodnot
pohybovat velmi blizko 1 (Livak, 2001). Tabulka 1 v ptekladu tika, Ze exprese vzorku
1 je jednonasobna proti expresi vzorku 1. Vzorek 2 ma ve expresi 0,065krat niz$i nez

vzorek 1 a exprese vzorku 3 je nizsi 0,025krat.
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24 PCRvsgPCR

Real-time PCR (qPCR) je modifikace konven¢ni PCR (cPCR). Napiiklad pro
vyzkum jiz zminované virové zatéze se qPCR ukézala jako mnohem citlivéj$i metoda.
Dokazala jednozna¢né identifikovat rhinoviry v desetkrat nizs$i koncentraci oproti
cPCR (Dagher, 2004).

Co se genové exprese tyce, qPCR je také povazovana za vhodnéjsi metodu.
Oproti cPCR je opakovatelnost experimentli mnohem lepsi (téméf se prekryvajici
kiivky), a také mnohem presnéjsi (velmi nizké smérodatné odchylky v replikatech).
qPCR je vSak zhruba 3,6x drazsi, ale neni tak pracnd a je méné Casové naro¢na. Pro
stanoveni genové exprese je zapotiebi pro obé metody zajistit spravny referencni gen
(Huber, 2003).

Existuje mnoho metod, pro uréeni pocatecniho obsahu templatové DNA ve
vzorku — North a South blotting, HPLC, scintillation proximity assay, PCR-ELISA,
PCR end-point systémy a rizné gelové elektroforézy. VSechny vsak maji velké
nevyhody, ztézujici jejich pouzivani — narocnost, velké riziko kontaminace, prace
s radioaktivnimi latkami a podobné. gPCR se vyznacuje vysokou citlivosti (<5 kopii
templatové DNA, za urcitych podminek staci 1), vysokou pfesnosti (<2 % smérodatna
odchylka) (Valasek, 2005) a rychlosti provedeni. Po prob&éhnuti qPCR reakce neni
obvykle tfeba provadét Zadné dalsi kroky (gelova elektroforéza apod.), tim se vylucuje
dalsi kontaminace (Klein, 2002; Valasek, 2005). qPCR umoznuje, na zakladné
pruabéhu amplifikaéni kiivky, odhadnout pivodni pocet templatovych kopii ve vzorku,
navic lze po prob&hnuti reakce, pomoci analyzy kiivky tani identifikovat kontaminace,
tvorbu primer-dimerd, ¢i jinych nespecifickych struktur. Podle analyzy kiivky tani Ize
vyhodnocovat ptfitomnost SNP’s nebo naptiklad rezistenci mikroorganismi

k antibiotikiim (Valasek, 2005).
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3 Material a metody

Pokusnou rostlinou byla zvolena brukev fepka olejka (Brassica napus L.),
konkrétn¢ odridy Cadeli a Navajo. Na zaklad¢ predchozich pokusi byly tyto dvé
odridy vybrany jako kontrastni v odolnosti vici chladu — Cadeli jako k chladu

nachylna, Navajo jako odolna (Jelinkova, 2017).

3.1 Podminky péstovani rostlin

Rostliny byly vysety do sadbovaci s univerzalnim zahradnickym substratem,
ktery byl piedtim promichan s perlitem v poméru 5:1. Nasledné bylo jesté ptidano
hnojivo Kristalon (AGRO CS a.s.), a to podle doporuceni vyrobce. Seminko bylo
poloZzeno na mirné utuzeny substrdt a zasypano tenkou vrstvou substratu. Pro
usnadnéni kliceni byla vrchni vrstva substratu navlhéena, déle byla zalivka provadéna
podmokem. Rostliny byly péstovany ve fytotronu pii nasledujicich podminkach:

- fotoperioda 14 / 10 hodin (svétlo/tma), intenzita 400 umol / m?/ s
- 21+ 2°C pftes den

- 19+ 2°C v noci

- Relativni vlhkost = 85 %

Stresovana skupina rostlin byla od kontrolnich oddélena po péti tydnech
(3—4 pravé listy). Byly dale péstovany pii 2 °C. Po dosaZeni této teploty ve fytotronu

byl zapocat odbér vzork.
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3.2 Odbéry vzorki

Kontrolni rostliny (K) byly odebirany 1. (ihned po dosazeni 2 °C u skupiny
stresovanych rostlin), 6. a 9. den - K1, K10 a K13.

Stresované rostliny (S) byly odebrany 1., 2., 3., 4., 7., 8., 10, 11,
a1l4.den - S 1-14.
Viz tabulka 2.

Tabulka 2: Odbéry vzorki
Stejnym systémem byly odebirany vzorky u odriidy Cadeli i Navajo.

Kontrolni rostliny (20 °C)
Cislo vzorku | Délka (hod)
1 0
10 144
13 216
Stresované rostliny (2 °C)
Cislo vzorku Délka stresu

(hod)
1 0
2 1,5
3 3
4 4,5
5 6
6 7,5
7 24
8 48
9 72
10 144
11 168
12 216
13 240
14 312

Odebrano bylo vzdy z nejmladsiho pln¢€ vyvinutého listu na rostliné do ptedem
popsané mikrozkumavky. Bezprostiedné po odbéru byl vzorek zmrazen vlozenim do

tekutého dusiku a dale uchovavan v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.
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3.3 lzolace RNA

Izolace celkové RNA (totalRNA) byla provedena ze 100 mg pletiva. Vzorek
byl homogenizovan v tekutém dusiku pfimo v mikrozkumavkach. Po homogenizaci
byl ke vzorku pfidan 1 ml ptfedehiatého roztoku TRI REAGENT®RT (Molecular
Research Center, INC; obr 8). Izolace byla provedena podle protokolu (piiloha 1). Pro
zpomaleni degradace RNA byl pifidan inhibitor RNaz: RNaseOUT™ (invitrogen;
obr. 8) Cistota izolace a mnoZstvi vyizolované RNA bylo zméfeno na pfistroji
BioSpec-nano (obr. 8; ptiloha 5). Po izolaci byla RNA uchovavana v mrazicim boxu,
pii teploté -80 °C. Pted provedenim dal$iho kroku je potieba vyizolovanou RNA
nafedit na koncentraci 50 ng*ult. Ktomu byly pouzity hodnoty koncentraci
jednotlivych vyizolovanych vzorkli. RNA byla fedéna DEPC vodou.

Cistota RNA je uréena pomérem abosrbanci pii vinovych délkach 260/280 a
260/230 nm. Pro RNA je obecné platné, Ze hodnota 260/280 by méla byt piiblizné 2,0
fenoll, vyss$i hodnota neni chybou. Pomér 260/230 je sekundarni ukazatel Cistoty
RNA. Jeho hodnota by se mé¢la optimalné pohybovat kolem 2,0 — 2,2. Nizs§i hodnoty
indikuji obsah naptiklad sacharidii, zbytki fenolickych latek, rezidua guanidinu nebo

glykogenu. Vyssi hodnoty potom znamenaji $patné zméteny blank, poptipadé Spatny

roztok pouzity pro kalibraci blanku (pH, voda namisto TE pufru apod.) (Matlock,
2015).

invitrogen [ 10777-019
"1"("-*"*’-“ Store at: 30°C X -10°C
RNaseQUT™
Ribonuclease Inhibitor
[Recombinant)
Qty: 5,000 U (40 U/pL) ST
o7 1827707 =5ep.
For Research Use Only.
sl 5791 Van Alen Woy Cartcbad CA 97008 MadenUSA
)%
XA,

24-hour Medical or Spill Emergency Response (Chemtrec)
North America +1 866 536 0631 / Other +1 301 431 8585

Obrizek 8: Vlevo TRI REAGENT®RT, uprostied BioSpec-nano, vpravo inhibitor RNaz.
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3.4 PreciSténi RNA a reverzni transkripce

RNA byla piecisténa od kontaminujici DNA pomoci kitu DNA-free™ DNA
Removal Kit (Invitrogen™; obr. 9). Po pfecisténi byl proveden piepis mRNA do
cDNA pomoci kitu ImProm-11™ Reverse Transcription System (Promega; obr- 9)

podle doporuceni vyrobce (protokol V piiloze 2).

= AM190

=122
Ambion® RNA by Life Technologies™
= &
DNase T

—

ImProm-1I™ Reverse <>

Transcription System <>
Slztfsor"ixbn“:"l.m v ?0 € [REF] A3800 [toT] 0000224490
Store at-20°C 3 "=, wef g 20171201

ambion T

For support visit
by /&'ﬁ technologies™ www.invitrogen.com/support

Obrizek 9: Vlevo kit pro ¢isténi RNA, vpravo kit pro reverzni transkripci.

3.5 Real Time PCR

Real Time qPCR analyza genové exprese byla provedena na pfistroji
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems — Life
Technologies; obr. 10). Data byla analyzovana pomoci programu
QuantStudio Real-Time PCR Systém v1.3 (Applied Biosystems — Life Technologies)
a zpracovana pomoci tabulkového editoru Microsoft Excel (Microsoft).

Reakce byla provedena ve 40 cyklech a zménou teplot 1,6 °C*s™. Pii
nasledujicich podminkach, doporuc¢enych vyrobcem:

1. 50°C/2 minuty
2. 95°C/ 10 minut

3 40 cykla
3. 95°C/ 15 sekund
4. 60°C/1 minuta
140 cyklat
5. zvySovani teploty z 60 °C na 95 °C rychlosti 0,05 °C*s™ — proméfeni kiivky

tani
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Jako referencni (housekeeping) gen byl pouzit BnAct, coz je velmi
konzervovany gen pro protein ktery se v burice ucastni velké fady riznych pochodi.
BnAct je laboratofi zavedeny referenéni gen pro fepku olejku. Zkoumana byla exprese
gentit BhERD10 a BnICE1 (sekvence primert: ptiloha 3). Primery pro studovany gen
BnERD10 a BnICE1l byly navrzeny v programu Primer Express 3.0
(Applied Biosystems). Relativni exprese byla vypoctena metodou komparativni
AACT kvantifikace (Livak, 2001).

Cadeli Stres 1, byl pouzit jako kalibra¢ni vzorek u obou zkoumanych gend.
Slozeni qPCR reakce: viz ptiloha 4. Pro ovéfeni spravnosti amplifikace, odhaleni
pripadné nespecifické amplifikace, byly nékteré vzorky separovany elektroforeticky —

2 % agarozovy gel + ethidium bromid, TBE pufr, 120 V, ~ 30 minut.

Obrazek 10: Pristroj pro Real-Time qPCR analyzu — QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems — Life Technologies).
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4 Vysledky

Pro zjednoduseni interpretace vysledki jsou pouzity tyto zkratky:

K = Kontrolni rostliny (20 °C)
S = Stresované rostliny (2 °C)
Cad = Odrtda Cadeli
Nav = Odrtda Navajo

4.1 Analyza kfivKky tani

Analyzou kiivky tani je ziskan obsah amplikoni Vv konecném produktu po
probéhnuti qPCR reakce. Nize (obrazek 11) je zobrazena kiivka tani u jednoho
souboru méfenych vzorku. Amplikon genu BnAct ma nizs$i ocekavanou teplotu tani
oproti genu ERDZ10. Primery pro BnAct pravdépodobné tvotily nespecifické
produkty — primerdimery. Ty se na kiivce tani projevuji velmi slabym pikem v rozmezi
teplot cca 74-75 °C. Tyto struktury jsou v§ak v mém méfeni zanedbatelné, vzhledem

Kk tomu, Ze nebyly pozorovatelné na elektroforetickém gelu — viz nize.

Melt Curve Plot

Detivative Reporter (—Rn")

85.0 700 75.0 80.0 850 600 050

Temperature (°C)

Obriazek 11: Analyza kifivky tani pro geny BnAct (78-79 °C) a ERD10 (80-81 °C), vzorky:
Cad S13;NavS13;NavK 1;Cad K1
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4.2 Zobrazeni amplikonu na gelu

Na gel bylo vyneseno pouze prvni méfeni pro ov€feni spravnosti amplifikace

pouzitych primert. Jako marker byl pouzit 100 bp ladder. Velikost fragmentt

odpovida ocekavané velikosti kolem 100 bp a je bez nespecifickych amplikonti (obr

13).

Obrazek 13: Elektroforeticka separace amplikonu po prob&hnuti gPCR reakce. E = ERD10, A = BnAct
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4.3 Relativni exprese genu ERD10

I Cadeli kontrola mmm Navajo Kontrola
I Cadeli stres . Navajo stres
200 o meeeeeees 2 per. klouzavého priméru (Cadelistres) ~ eeeecenns 2 per. klouzavého priméru (Navajo stres)

150

100

" -lﬂ .|ll. ................... ; i.. ...... . . || || ““ ij

Hodlna odberu

Relativni exprese ERD10

l ha A

168

Graf 1: Relativni exprese genu ERD10 u chladem stresovanych () a kontrolnich (i) rostlin chladu odolné odriidy Navajo a nachylné odriidy Cadeli stresovanych (JJf) a kontromich (Jili).

Sloupce vyjadiuji primémé hodnoty ze 3 nezavislych mefeni a Gisecky predstavuji standartni chybu méteni.
Do grafu jsou vneseny hodnoty klouzavého primeéru, které znazoriuji zménu exprese v ¢ase.
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Exprese genu BnERD10 (graf 1, jako referencni vzorek byl pouzit odbér v ¢ase
0 — vz. S1) se u obou stresovanych odriid ¢asem zvysuje, az do 48. hodiny, kde
maximum dosahuje 161nasobku u Nav S a 100nasobku u Cad S. Dale dochazi
k vyraznému poklesu v 72. hoding, aby se exprese opét pomalu zvedala do 216 hodiny.
Nasleduje dalsi propad a pozvolné zvySovani exprese stresovanych rostlin.

Chladu odolnéjsi odrida (Navajo) vykazuje témét v celé tfadé expresi genu
BnERD10 vyssi. K chladu nachylna odrida (Cadeli) ma vyssi expresi tohoto genu
oproti odrudé Navajo 6, 144 a 216 hodin po vystaveni stresu chladem.

Kontrolni rostliny byly odebirany 3x (0., 144. a 216. hodina), jejich exprese je
tedy pro ilustraci a snazs$i orientaci v grafu nakopirovana od 0. do 48. hodiny u nultého
odbéru, od 72. do 168. hodiny u 144. hod. odbéru a od 216. do 312. hodiny u 216.

odbéru. Jejich exprese se vyrazné v ¢ase neméni.
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4.4 Relativni exprese genu ICE1
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s Cad kontroly s Nav kontroly I Cad Stres EEE \av Stres — ceceeecee Linearni (Cad Stres) ~ eceeececes Linearni (Nav Stres)

Graf 2 Relativni exprese genu ICE1 u chladem stresovanych (-) a kontrolnich (-) rostlin chladu odolné odriidy Navajo a stresovanych (-) a kontrolnich (.) rostlin nachylné odriidy
Cadeli. Sloupce vyjadiuji primémé hodnoty z 3 provedenych méfeni, usecky stiedni chybu méfeni. Z pokusu byly vylou¢eny hodnoty pro Cad S v hodinach 7,5 a 312, jelikoZ se nepodafilo provést
statisticky piesné méfeni. Graf je proloZeny dvéma spojnicemi trendu, které znazoriiuji expresi v ¢ase —stoupavou u Nav S a klesavou u Cad S.
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Exprese genu BnICE1 (graf 2, jako referen¢ni vzorek byl pouzit odbér v ¢ase 0
—vz. S1) je celkové vyssi u k chladu nachylnéjsi odrudy — Cadeli, a to ve skupiné
kontrol i stresovanych rostlin. Celkové se exprese tohoto genu u Cadeli stresovanych
rostlin pohybuje kolem priméru 0,8nasobku exprese Cad S 1. Exprese genu BnICE1
u rostlin odridy Navajo se v priméru pohybuje kolem 0,48nasobku v porovnani s Cad
S1

K chladu nachylnéjsi odrida (Navajo) exprimuje gen BnICE1 zezacatku méné,
ovSem se stoupavou tendenci. K chladu nachylnéjsi odruda (Cadeli) exprimuje tento
gen, hlavné zpocatku, mnohem vice, ale v ¢ase se jeho exprese snizuje. Ob¢ odrudy
vykazuji v expresi genu BnICE1 velké vykyvy. Kontrolni rostliny byly odebirany 3x
(0., 144. a 216. hodina), jejich exprese je tedy nakopirovana od 0. do 48. hodiny u
nultého odbéru, od 72. do 144. hodiny u 144. odbéru a od 216. do 312. hodiny u 216.

odbéru.
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5 Diskuze

V poslednich letech se védecké prace v oblasti Slechténi rostlin stale vice zabyvaji
zlepSenim tolerance rostlin k rtiznym stresorim (Kosové, 2010). To s sebou nese rtizné
piekazky, zejména momentalni mald znalost mechanismu uc¢inku stresu na rostliny.
Pomérn¢ dobfe je prozkoumana rostlina husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), ktera
je zaroven i modelovym organismem V genetickém vyzkumu (Meinke, 1998). Naopak
fepka olejka je v tomto sméru prozkoumana o mnoho mén¢.

Vysledky expresni analyzy geni BnERD10 a BnlICE1l, které jsou spolecné
zapojeny do reakce rostliny na stres, naznauji rozdilnou reakci zkoumanych
odrad — Navajo a Cadeli, na stres chladem. Podle Denga (2009) je gen ERD10
exprimovan V celé rostling, nejvice zejména v listech, proto jsem kizolaci RNA a
naslednym analyzdm odebiral pravé listy.

Z vysledki mnou provadénych analyz vyplyva, Zze u stresovanych rostlin,
V porovnani s rostlinami kontrolnimi, je zvySend exprese genu ERD10. Navajo
dosahuje az 32x vyssi exprese (48 hodin od zacatku stresu) oproti kontrolnim
rostlindm. Exprese odriidy Cadeli se 48 hodin od zacatku stresu zvysSila oproti
kontrolnim rostlinam az 30nasobné. U vétsiny odbéra byla exprese genu ERD10 vyssi
u odridy Navajo, ta byla na zaklad¢ diivéjsSich polnich pokusli vybrana jako chladu
odolna odrida (Jelinkova, 2017, piiloha 7). V pribéhu stresu se u obou testovanych
odrid exprese tohoto genu spise zvySovala.

Na podobné téma se zaméfovalo uz nékolik skupin védci, kteti maji podobné
vysledky. Podle Kosové (2010), zvyseni exprese chladem indukovanych genti ¢asto
(ale ne vzdy) koreluje se zvySenou odolnosti ke stresu a zvySeni akumulace transkriptu
nebo jeho proteinu piimo pozitivné ovlivituje odolnost rostliny ke stresu. Toto tvrzeni
se vSak casteCné¢ vylucuje stvrzenim Bustina (2009), ktery uvadi, Ze detekce
pfitomnosti mRNA neposkytuje Zadné informace o tom, zda bude mRNA podrobena
translaci a zda bude utvofen funkcni protein. Odolnost vi¢i chladu lze vSak
predpovédét kvantifikaci dehydrinovych proteind v listech (Klima, 2012).

V tomto ohledu jsou zajimavé i nase predchozi pozorovani narastu akumulace
proteinu ERD10 u odridy Cadeli po 42 dnech, u odrudy Navajo jiz po 11 dnech, a to
desetinasobné oproti kontrolnim rostlinam (Jelinkova, 2017, ptiloha 7). MU} soubor
vzorkli bohuzel nezahrnuje 11. den, avSak zahrnuje den 9. (216. hodina) a 10 (240.

hodina). V téchto dnech dochazi k vyraznému poklesu transkriptu v listech, coz mize
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byt zptsobeno pravé akumulaci proteinu, diky které rostlina nepotfebuje exprimovat
a translatovat dalsi. Tomu odpovida i zjisténi Havlickové (2013), ze rostliny fepky po
80denni jarovizaci pii 4 °C nevykazovaly zvysSenou expresi genu ERD 10.

hodinach stresu. Exprese po 48 hodinach se dale mirné zvySovala (pfiloha ¢. 6).
Stejnych vysledki jsem dosdhl i v mé praci. Stresované rostliny meély oproti
kontrolnim v 7,5 hodiné stresu (v 8. hodiné jsem neodebiral vzorek) pétinasobnou
(Cadeli) a osmindsobnou (Navajo) expresi. Rozdil stresovanych rostlin mezi 48. a 8.
hodinou je vice nez Snasobny (Cadeli) a 3ndsobny (Navajo).

Slechténi na zvyseni exprese genu ERD10 by mohlo byt patrné zajimavym
Slechtitelskym cilem. Zkoumdnim erdl0 mutantii bylo dokdzano, Ze rostliny
postradajici tento gen nejsou schopny dlouhodobé odolavat nizkym teplotam. Rostliny
fepky olejky byly vystaveny po dobu 24 hodin teploté 4 °C — erd10 mutant mél 70 %
celkové listové plochy poskozenou, zatimco kontrolni rostliny pouhych 40 %. Z toho
plyne, Ze tento gen se pravdépodobné vyrazné zapojuje do obranné reakce na chlad
(Kim, 2010).

Dal$i mnou studovany protein ICE1 se vyskytuje ve vSech tkéanich rostliny
(Budhagatapalli, 2016; Chinnusamy, 2003) a to neustale, bez ohledu na prostiedi, ve
kterém se rostlina pravé nachazi (Gilmour, 1998). Exprese genu ICE1 je ovliviiovana
chladem jen velmi mirn¢ (Chinnusamy, 2003), ¢emuz odpovidaji i moje vysledky.
V case se exprese razantné€ neménila. Exprese u odridy Cadeli sice dosahovala silnych
vykyvl v ramci jednotlivych méfeni, ale v priméru byla stale stejna. Odriida Navajo
méla vykyvy vexpresi ICEL mnohem slabsi, vyrovnanéj$i a zejména ke konci
experimentu s expresi mirn¢ stoupavou. Odruda Navajo dosdhla u kontrolnich i
stresovanych rostlin vyrazné niz$i exprese oproti odridé Cadeli, coZ by mohlo
paradoxné podtrhavat fakt, ze se jedna chladu odolnéjsi rostlinu. Z vysledkii expresni
analyzy genu ERD10 jsem dosel k zavéru, ze pfi snizovani exprese bylo v tkdnich
obsazeno vétsi mnozstvi dehydrint ERD10 (Jelinkova, 2017). Pokud bude stejny
princip fungovat i zde, mize nizsi exprese genu ICE1 patrné znamenat vyssi obsah
ICE1 proteint (transkripénich faktortl) v tkani rostliny, ¢imz by mohla byt zptisobena

1jeji chladuvzdornost, resp. jeji lepsi ptipravenost na ptichod chladného obdobi.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo provedeni piesného chladového experimentu a expresni
analyza gent BnICE1 a BnERD10 u fepky vystavené chladu v riznych fazich stresu.
Na zaklad¢ vysledkti mnou provedenych analyz jsem zjistil, Ze pomoci qRT-PCR je
mozné vyhodnotit relativni genovou expresi geni BnERD10 a BnICEL1 u fepky olejky.
Oproti kontrolnim rostlindm byla relativni genovéa exprese stresovanych rostlin znacné
zvySena, ¢imz se potvrdila hypotéza této prace. Podle dalsi hypotézy, na jejimz zaklad¢e
vznikla tato bakalaiska prace, by méla odolna odrida fepky mit odlisnou expresi genti
BnICE1 a BhnERD10 v porovnani s odridou nachylnou. Vysledky mnou provedenych
analyz tuto hypotézu také potvrdily.
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8 Prilohy

RNA extraction

Sample preparation

e Homogenize tissue samples in preheated 60 °C TRI Reagent (1 ml per 50-
100 mg of tissue) in appropriate homogenizer

e Allow samples to stand for 5 minutes at room temperature

Phase separation

e Centrifuge at 3 000 rpm at 4 °Cmfor 20 minutes. Transfer supernatant to a
new tube
Chloroform
e Add 0.2 ml of chloroform per ml of TRI Reagent used and vortex for 15
seconds and allow to stand for 2-15 minutes at room temperature.
Centrifugate the resulting mixture at 12 000 x g at 4 °C for 15 °C

e Repeat once.

Precipitation
e Transfer the aqueous phase to a fresh tube and add 0.5 volumes of 2-
propanol and 0.5 volume of 1.2 M NaCl. Mix and leave at room
temperature for 5-10 min. Centrifuge at 12 000 x g for 10 minutes at 4 °C.
Wash
e Remove the supernatant and wash the RNA pellet by adding a minimum of
1 ml of 75 % ethanol per 1 ml of TRI Reagent. VVortex the samples and then
centrifuge at 7 500 x g at 4 °C for 5 minutes.
e Briefly dry the RNA pellet for 5-10 minutes by air drying. Do not let the
RNA pellet dry completely, as this will greatly decrease its solubility.
e Repeat once.

Resuspension

e Add an appropriate volume of DEPC-MQ water (20 pl) to the RNA pellet
and add RNase inhibitor (1 ul). To facilitate dissolution, mix by repeated
pipetting with a micropipette and incubate at 37 °C for 10-15 minutes.

Priloha 1: Protokol pro izolaci RNA z rostlinné tkané.
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Precisténi RNA

- 1/10 objemu 10x DNAse | buffer + 1 ul rDNAse do mikrozkumavky

s vyizolovanou RNA
- 20 minut/ 37 °C

- 1/10 objemu DNAse inactivation reagent

- 2 minuty pfi pokojové teploté

- Centrifugace 10 000 rpm / 1,5 minuty

- Supernatant = ¢ista RNA

Reverzni transkripce

Navézani oligo(dT)15 primeru

- Nuclease free H.0O
- Oligo(dt)15 primer
- Precisténa RNA

ZAHRAT 5 MINUT /70 °C

- Nuclease free H.O
- dNTP

- 5x RxN Buffer

- MgCl

- RT enzym

- Vzorek RNA

ZAHRAT 5 MINUT /25 °C

4

ZAHRAT 1 HODINU /42 °C

1ul
1l
3ul

objem reakce =5 ul

6,6 ul
1l
4 ul
2,4 ul
1l
5ul

VSse provadét na ledu, enzym piidat nakonec (degraduje na teple).

M Wew

Priloha 2: Protokol pro piecisténi vyizolované RNA a jeji pi‘epis do cDNA.
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56
5‘

56
56

5‘
56

CAA
TGG

CAG
CGC

ATC
GTT

CGG
CAT

GTC
CGT

AGC
TCC

AAT
CAC

ACA
TTT

AAC
GTC

BnACT
CTC TCA
ACT TTC

BnERD10
GCG AGA
CTC CGT

BnICE1
TAT GGA
GAG AAC

GCT
TAC

AAC
CAC

GGC
CAT

cC
AA

CA

GT
CG

36
3‘

36
36

3‘
3‘

Priloha 3: Sekvence pouZitych primert.

Real Time gPCR reakéni smés

- cDNA
- Master mix
- HO

- Primer F

- PrimerR

3ul
12,5 ul
4,5 ul
1l
1ul

Priloha 4: PCR reakéni smés.
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Priloha 5, tabulka 3: Koncentrace a istota vyizolované RNA

Extrakce totalRNA ze vzorkl — proméreni na pfistroji Pomér abosrbance

NanoDrop [nm/nm]
Vzorek Koncentrace nukleové kyseliny oD oD
[ng / uL] 260/280 260/230
Cadeli — Kontrolni rostliny
76,21 1,91 2,08
1402,36 2,06 2,29
10 26,44 1,21 0,15
10 100,62 2,11 0,63
13 315,29 2,05 1,52
13 415,19 1,81 0,79
13 86,84 2,1 0,85
13 152,64 1,77 0,15
Cadeli — Stresované rostliny
16 28,56 1,42 0,55
1 91,02 1,95 0,2
1 74,88 1,91 0,34
2 265,91 1,94 1,14
2 282,82 2,09 1,07
3 97,3 2,07 0,84
3 873,17 2,04 2,24
4 235,01 2,04 1,85
4 506,01 2,12 2,35
5 190,32 2,02 1,38
5 262,25 2,04 0,82
6 1432,25 1,81 2,01
6 184,42 1,81 0,17
7 232,05 2,03 0,91
7 287,13 2,08 1,78
8 356,82 2,13 0,8
8 285,66 2,2 1,96
9 520,09 1,82 1,09
9 257,17 2,17 2,38
10 286,03 2,14 1,22
10 406,49 2,1 2,05
11 228,98 2,07 1,1
11 310,5 2,11 2,29
12 392,59 2,18 2,15
12 725,76 2,03 2,45
13 422,35 2,06 1,57
13 113,22 2,04 2,01
13 256,73 2,14 1,26
13 209,03 2,08 0,33
14 250,58 2,1 2,12




Navajo — Kontrolni rostliny

112,95 1,89 0,21

889,76 2,09 1,19
10 356,28 1,73 0,17
10 80,8 2,19 1,48
13 89,79 1,75 0,24
13 49,16 2,07 0,38
13 242,65 2,13 1,89
13 297,5 2,05 1,53
16 81,36 1,86 0,45

Navajo — Stresované rostliny

1 150,69 1,43 0,43
1 228,78 2,11 0,67
2 111,53 1,77 0,95
2 1048,97 2,1 2,22
3 453,38 2,13 2,31
3 239,16 2,06 1,96
4 176,28 2,17 1,34
4 871,62 2,13 2,03
5 212,6 1,97 0,55
5 151,5 2,14 2,25
6 386,81 2,1 2,34
6 24,68 2,25 2,02
7 175,24 1,9 0,79
7 84,83 1,98 0,79
8 381,3 2,18 2,38
8 279,72 2,13 2,32
9 160 2,12 2,18
9 45,31 2,04 0,03
10 401,72 2,09 2
10 167,99 2,15 2,17
11 442,12 2,16 1,75
11 330,29 2,16 2,12
12 324,18 2,1 1,61
12 291,61 2,17 1,13
13 444,12 2,13 1,75
13 442,97 2,06 1,74
13 470,71 2,16 2,46
13 265,5 2,18 2,04
14 9,84 3,92 1,75
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Priloha 6: Exprese genu ERD10 u fepky olejky po vystaveni stresu chladem.
Zobrazeno jako % z nejvyssi namérené Méreno v 0., 8. a 24. hodiné(Deng, 2009).
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Vyuziti metody rezonance povrchového plazmonu k selekei chladu
odolnych genotypa Fepky ozimé (Brassica napus subsp. napus)

Use of surface plasmon resonance method for cold stress tolerant genotyp esselection
Jelinkova L', Vrablova M.2, Harenéik J.!, Stoidl P.!, Curn V.!

!Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich, ZI
2Vysokd Skola Bdiiskd — Technicka univerzita Ostrava

Abstrakt

Rezonance povrchového plazmonu (SPR) je modemi opticka metoda, ktera umoziiuje studovat velmi
nizké koncentrace nativnich proteini i v pfitomnosti jinych latck, umoziiuje kvantifikaci konkrétnich
proteinu vazbou na specifické protilatky a u fepky ¢i jinych vyznamnych plodin nebyla doposud
pouzita. V této studii byla metoda SPR pouzita ke sledovani odli§né rcakec dvou kontrastnich odrid
fepky olejky na stres chladem a dosazené vysledky ukazuji na vhodnost pouZiti této metody.

Kli¢ova slova: Brassica napus, dehydriny, odolnost k chladu, fepka olejka

Abstract

Surface plasmon resonance method (SPR) is a novel optical method for study very low native protein
concentration even in the presence of other substances. It allows specific protein quantification by
specific antibody binding. This method has not been used in oilseed rape or other major crop before.
In this study, we used SPR for different cold stress reaction of two contrast genotypes of oilseed rape.
Key words: Brassica napus, dehydrins, cold stress tolerance

Uvod

Stres chladem zasadné ovliviiuje rast a vyvoj rostlin a tim snizuje zivotaschopnost a
reprodukceschopnost rostlin (Chinnusamy et al., 2007). V dusledku globalnich klimatickych
zmén je umociniovano pusobeni abiotického stresu na zemédélské plodiny, proto se Slechténi
na odolnost k témto neptiznivym faktorim prostiedi stava aktualnim i v nasich zemé&pisnych
sitkach. Pro Uspésné Slechténi novych, odolnych odrud je dulezita zejména znalost obrannych
mechanismu. Jednim z téchto obrannych mechanisma je aklimatizace. Jedna se o proces, pii
kterém rostlina nabyva odolnosti k mrazu vlivem pasobeni nizkych teplot po dobu nékolika
dni & tydnd (Orvar et al., 2000). V priibdhu aklimatizace dochazi k tadé fyziologickych a
biochemickych zmén, které jsou spojeny s akumulaci stresovych proteini indukovanych
chladem, napf. dehydrinG (Ingram and Bartels, 1996). Pro fepku olejku byly dehydriny
predstaveny jako vhodné indikatory urovné stresu chladem (Klima et al., 2012; Urban et al.,
2013). Ugast dehydrinovych proteinti v reakci na stres chladem byla ovéfena v experimentu u
desitek odrid fepky olejky (Urban et al, 2013). Autofi prokazali zvySenou intenzitu
akumulace dehydrini o velikosti 50 kDa v listech jednotlivych odrdd fepky po
nékolikatydennim exponovani chladu a suchu. ZvySena exprese dehydrind na trovni genu
byla také prokazana (Xu et al., 2007; Jelinkova et al., 2016), a to jiz n€kolik hodin po zac¢atku
stresu rostliny (Xu et al., 2007). Analyza exprese vétsiho spektra genli u genotypli potencialné
vyuzitelnych ve Slechténi je vSak velmi technicky a ¢asové naroénd a navic tyto analyzy
nejsou piesné, nebot’ expresni profil na drovni geni mize byt znaéné odlisny od expresniho
profilu na Grovni proteind, resp. od fenotypového projevu. Metodu rezonance povrchového
plazmonu jsme tedy zvolili pro jeji relativni ¢asovou, finanéni a technickou nenaro¢nost jako
metodu potencialné vyuzitelnou pro sledovani dynamiky reakce jednotlivych genotyplG na
stres chladem.
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Materidl a metody

V experimentu byly pouzity dvé odridy fepky olejky Navajo (odolna) a Cadeli (nachylna
k chladu), které byly na zakladé predchozich experimenti identifikovany jako kontrastni
v reakei na stres chladem. Sadbovade s rostlinami byly umistény do dvou fytotrona (14/10
hod. fotoperioda, 21°C ve dne, 19°C v noci, vlhkost 85 %) a rostliny byly péstovany po dobu
5 tydnt (3 — 4 pravé listy). Ve fytotronu ureném k simulaci stresu chladem byla po této dobé
pienastavena teplota na 2°C a po dosazeni této teploty byly zapocaty odbéry vzorki
v pravidelnych ¢asovych intervalech. Vzorky kontrolnich rostlin (teplota stejna po celou dobu
experimentu) byly odebirany v Casovych intervalech odpovidajicich DD (degree*days)
stresovanych rostlin.

Na zakladé ptedchozich experimentd a provedené literarni reSerSe byl jako vhodny kandidat
pro studium mechanismu reakce na stres chladem zvolen gen ERD/0 (NM_001315610.1). Na
zaklade jeho sekvence mRNA v databazi NCBI byla objednana protilatka od firmy Agrisera
(Svédsko).

Z kazdé varianty a odridy byly vzdy odebirany pIné vyvinuté listy 4 rostlin a nasledné byla
extrahovana smés dehydrini (Ashraf, Mehmood, 1990). Pro vlastni méfeni akumulace
proteinu ERD10 byl pouzit komeréné dodavany bio¢ip CS-LD (Horiba, Francie) s ukotvenou
protilatkou (Obr. 1a).

Obr. 1: a)

Ukazka

povrchu

bio¢ipu po
ukotveni
protilatky nebo
negativni
kontroly.
Jednotlivé protilatky (Cervené body) a pre-séra (modré
body) jsou na Cip umistovany v fadach. Méfeni pak probiha na vybranych bodech. b) CS-LD
biocip od vyrobce Horiba (Francie).

Vysledky a diskuze

Byly piipraveny extrakty dehydrind z listd rostlin dvou odrid fepky vystavenych stresu
chladem. Odezva bioCipu byla sledovana vzdy soucasné na bodech obsahujicich protilatku a
na negativni kontrole, nebot’ k odezvé dochazi i diky zméné indexu lomu prostiedi, pfipadné
interferencemi latek obsazenych ve vzorku. Vysledky pro obé& odridy fepky ukazuji rostouci
SPR signal u stresovanych rostlin (graf 1). U odridy Cadeli je tento narGst signalu
znamenajici zvy$enou akumulaci dehydrinu ERD10 pozorovatelny az po 42 dnech stresu. Po
11 dnech stresu chladem je akumulace tohoto dehydrinu u stresované rostliny srovnatelna
sjeho akumulaci u rostliny kontrolni. Naproti tomu u odridy Navajo, ktera byla
v piedchozich experimentech vytipovana jako odrida odolnd k chladu, je vyrazny (téméf
desetinasobny) narust akumulace dehydrinu ERD10 v porovnani s kontrolnimi rostlinami
pozorovatelny jiz po 11 dnech stresu chladem. Klima et al. (2012) uvadi, ze schopnost
jednotlivych genotypi fepky odolavat mrazu se da odhadnout na zakladé urovné akumulace
dehydrinti u chladem stresovanych jedincl. V ptipadé, ze hledame genotypy, které by mély
vynikat svou schopnosti prezimovat v ménicich se klimatickych podminkach CR, musime
sledovat také dynamiku aklimatizace, zejména schopnost aklimatizovat se i beéhem kratkého,
teplého podzimu. K témto studiim by tedy mohla velmi dobie poslouzit pravé metoda SPR.
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Graf 1: Normalizované odezvy SPR méfeni pro odriudy Navajo a Cadeli vystavené
pusobeni stresu po riznou dobu

10

Zavér

Pro sestaveni idealni metodiky pro selekci genotypti podle schopnosti aklimatizace a
nasledného prezimovani na zakladé metody SPR jsou na nasich pracovistich provadény dalsi
experimenty s vétsim poctem odolnych i neodolnych odrid. Tato metoda by na zakladé
nasich vysledkt mohla vhodné doplnit metody selekce genotypt v praktickém $lechténi fepky
v dobe, kdy se diky klimatickym zménam stava problém nedostatecného otuzeni rostlin pred
zimou a nasledné vymrzani porostt aktualnim.
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