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SOUHRN

Jelikoz jednim ze $lechtitelskych cili v procesu §lechténi merunék v Ceské
republice je vyssi odolnost vic¢i mrazu, je také dilezité hlubsi pochopeni genetickych
zéklada regulace vystupu kvétnich pupentt merunék z endogenni dormance. Odolnost viici
mrazu totiZz po vystupu kvétnich pupent z endogenni dormance vyznamné klesa. Vysledky
této prace by mély pfispét k lep§imu pochopeni determinace vystupu pletiv z dormance.
Jelikoz se jednd o slozitou problematikou zahrnujici rizné fyziologické pochody
probihajici v rostlingé, byl v praci ovéfovan vyvoj koncentrace nékterych konkrétnich
kandidétnich substanci, stejné€ jako byly hledany geny, u kterych vyvoj jejich exprese mize
naznaCovat vliv na proces vystupu zendogenni dormance. Termin vystupu kvétnich
pupent z dormance byl stanoven metodou pocitanim vykvetlych kvétnich pupenti po
pfeneseni odebranych vyhonti do laboratornich podminek. Dale byl sledovén stav
produkce etylénu, etanu a CO, odebranymi vyhony s kvétnimi a listovymi pupeny. DalSim
sledovanym fyziologickym parametrem byla hladina kyseliny abscisové v kvétnich
pupenech a jejich vaha v prubéhu odebirani vzorkd v obdobi okolo terminu vystupu

kvétnich pupenil z endogenni dormance.

Pro hlubsi pochopeni genetického pozadi vystupu kvétnich pupent z endogenni
dormance, byla na ¢tyfech zkoumanych odridéach ("Sundrop’, SEO, "Vestra” a "‘Betinka’)
provedena analyza transkriptomu metodou cDNA-AFLP. Ziskané transkrip¢ni profily byly
vyhodnoceny hodnoticimi schématy, pomoci nichz byly nalezeny fragmenty genti, které
vykazovaly zmény ve své expresi v prubéhu sledovaného obdobi. Tyto vybrané fragmenty
byly sekvenovany a vysledné sekvence byly srovnany s referen¢nimi nukleotidovymi
sekvencemi Vv elektronickych databazich (NCBI a TIGR). Vysledky srovnavani vedly
k identifikaci mnohych ze sekvenovanych gend. Vysledky potvrdily vhodnost pouziti
metody cDNA-AFLP K identifikaci kandidatnich genti a nastinéni hlavnich molekularnich
mechanisml odehravajicich se v obdobi vystupu kvétnich pupenii z endogenni dormance.
Vhodnost pouzitého postupu v praci potvrzuje shoda sekvenovanych usekti geni, s geny
V literatuie popsanymi v souvislosti s vystupem rostlin z endogenni dormance a s procesy
v rostlinach, v souvislosti s dormanci, probihajicimi (napf. gen kodujici akvaporin, GTP-
vazebné proteiny, elongacni faktor 1 alfa, ubikvitin a xyloglucan endotransglykosylaza
hydrolaza (EXGT-AL)).



Vysledky sledovani Casové zéavislosti koncentrace vybranych substanci v prubéhu
vystupu z endogenni dormance neumoziuji jednoznacné zavéry o jejich vlivu na tento dg;.
Naopak bylo identifikovano nékolik gent, které by mohly byt kandidaty markerG pro
zjistovani nacasovani vystupu pupent z endogenni dormance a poskytuji dobry vychozi

bod pro dalsi védecky vyzkum V této oblasti.



SUMMARY

As achieving higher frost resistance is one of the apricot breeding goals in the
Czech Republic, it is important to obtain a deeper understanding of the genetic background
of the exit from endogenous dormancy for apricot flower buds. The reason is that frost
resistance of flower buds is significantly reduced after exit from endogenous dormancy.
The aim of this work was to contribute to the understanding of the process of exit of
various plant tissues from dormancy, as the problem is very complex and containing a
number of physiological processes that are controlled by the function and regulation of

many various substances and corresponding genes.

The time of exit of flower buds from endogenous dormancy was established by
counting of flowering buds on sampled twigs after their transport to laboratory conditions.
Furthermore, the production of ethylene, ethane, and CO, was monitored for sampled
twigs with flower and leaf buds. Other physiological parameters monitored during the
course of this study were the level of abscisic acid in flower buds and their weigh during

the sampling close to the period of exit from endogenous dormancy.

An analysis of transcriptome using the cDNA-AFLP method was carried out on
four apricot variants ('Sundrop’, SEO, "Vestra” a 'Betinka’) to achieve a deeper
understanding of the genetic background of exit of flower buds from endogenous
dormancy. The transcription profiles obtained from this experiment were evaluated for
changes in the expression profiles and fragments of genes with modified expression during
the monitored period were sequenced identified. Obtained sequences were compared with
sequences in electronic databases (NCBI and TIGR). The results of this comparison led to
the identification of a number of the sequenced genes. The results of this study confirmed
the suitability of use of the cDNA-AFLP method for the identification of gene candidates
and getting a preliminary picture of the main molecular mechanisms taking place during
the time of exit of flower buds from endogenous dormancy. The suitability of the used
procedure was confirmed by the match between the genes identified from the sequencing
and genes already described in the literature as being linked to the exit of plants from
endogenous dormancy (e.g. gene coding for acquaporin, GTP-binding proteins, elongation

factor 1 alpha, ubiquitin, and xyloglucan endotransglycosylase hydrolase).



Measurements of concentration of selected substances during exit from endogenous
dormancy do not allow definite conclusions about their influence on this process. On the
other hand were identified several genes that might be candidates for markers identifying
the output timing of endogenous dormancy of buds and provide a good starting point for

further scientific research in this field.
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1 UVOD

Endogenni dormance slouzi vytrvalym rostlinnym druhiim Kk ochrané pred
nepfiznivymi podminkami vngj$iho prostfedi (Samish, 1954). Mrazuodolnost merunék
v obdobi hlubokého vegetacniho klidu (endogenni dormance) je vysoka a kvétni pupeny
snesou 1 déle trvajici mrazy az do - 20 °C. Po kratkou dobu nékolika hodin snesou
dormantni pupeny i teploty az - 30 °C (Blazek et al., 1998). Z tohoto divodu je termin
vystupu kvétnich pupen z endogenni dormance dilezity (Sebanek in Prochazka et al.,
2003). Na vystup pupent z dormance maji vliv také nékteré z vnéjsich podminek prostiedi.
Mezi tyto faktory vnéjsiho prostiedi ovlivitujici dormanci patii mnoZstvi denniho osvétleni
1998). Hladina fytohormonii rovnéz ovliviiuje prubéh endogenni dormance. Vyznamny
vliv na endogenni dormanci maji dva fytohormony: kyselina abscisova (ABA) a etylén

(Eagles et Wareing, 1964; Nitsch, 1957; Sylvén, 1940; Weiser, 1970).

Kvétni pupeny merunék byvaji nejcastéji poSkozovany mrazy v obdobi po vystupu
z endogenni dormance, a to zejména po predchozim otepleni (Necas et al., 2004).
Poskozeni kvétnich pupenli mrazem mé4 mimo jiné vliv na kolisavou plodnost merunék.
Toto zplisobuje problémy pievazné v oblastech stiedni Evropy (Ceské republiky), jelikoz
jde o nejsevern€jsi polohu komeréniho péstovani merun¢k v Evropé. Z vyzkuml bylo
zjisténo, ze termin kveteni je dédicnym znakem. JelikoZ se jedna o kvantitativni znak,
muze velky pocet lokust, ktery jej determinuje, pfispivat k jeho variaci (Topp, 2008).
Proto Slechténi genotypii se zamérem pozdnéjSitho raSeni pupenli na jafe, potaZzmo
pozdnéjsiho vystupu pupenit z endogenni dormance, muze vézt ke snizeni poskozeni
pupentt mrazy (Hannerz, 1999). Proces Slechténi by usnadnila znalost molekularniho
pozadi vystupu pupentl z endogenni dormance, nebo dostupnost molekularniho markeru, ¢i
markeri se silnym vlivem na tento proces. K problematice genetické determinace
dormance byly v posledni dobé publikovany nové studie. Cilem téchto praci bylo Sifeji
popsat molekularn€¢ genetickou podstatu, popiipadé obecny biologicky mechanismus
tohoto procesu (Arora et al., 2003; Horvath et al., 2008; Jiménez et al., 2009; Jiménez et
al., 2010b; Leida et al., 2010; Li et al., 2009; Rohde et al., 1999; Ruttink et al., 2007,
Yamane et al., 2006). Nicmén¢ uroven poznani procesu, které se odehravaji béhem
vystupu dievin z endogenni dormance, je stale pomérné nizka. Mezi dieviny fadime i ndmi

studovanou merunku obecnou (Prunus armeniaca L.). Nové informace k tématu dormance
12



u rodu Prunus pfinesla prace s mutantnim genotypem bez dormance (oznacovan jako evg;
z anglického ,,non-dormant ever growing“) a jeho transkripénimi faktory (,,Dormancy
Associated MADS-box transcription factors® — tzv. ,,DAM genes). Nékteré z téchto gent
byly exprimovany v zimnim obdobi, coz naznacuje redlnou roli téchto gent v procesu

endogenni dormance (Jiménez et al., 2010Db).

Pro studium transkrip¢nich profili se vyuziva velké mnozstvi metod. Napiiklad
substraktivni hybridizace vyuziva srovnavani dvou populaci mRNA a umoziuje
identifikaci rozdiln¢ exprimovanych gent. Tato metoda byla pouZita i pifi studiu raného
kveteni, nebo dormantnich pletiv (Jia et al., 2006; Kawabata et al., 2009). Dal$i moznou
metodou umoziujici studium transkriptomu je metoda oznacovand jako CDNA
microarrays. Tato metoda byla pouzita naptiklad pfi studiu formovani apikélniho pupenu a
indukce dormance u topolu (Ruttink et al., 2007). Tyto piistupy piinaseji obvykle velké
mnozstvi vysledkt,, ale vyzaduji predchozi znalosti genovych sekvenci zkoumaného
rostlinného druhu. Tato skutecnost meruiku dlouhou dobu znevyhodiovala, nebot’ jeji
genom nebyl az do nedavna plné sekvenovén. V piipadé, Ze genom neni dosud cely
osekvenovany, coz byl ptipad pocatki této studie, je vhodné pouzit metodu cDNA-AFLP
(,,cDNA-Amplified Fragment Length Polymorphism*). Tato metoda je jednou z mala,
ktera je schopna najit i geny, které dosud nebyly popsany (Bachem et al., 1998; Breyne et
al., 2003; Qin et al., 2001). Metoda je zaloZena na analyze a porovnani transkriptomi
Vv riznych podminkach (rizny stres, rizné rostlinné pletiva, rtizné terminy odbéru vzorkd,
aj.). Hlavnimi nevyhodami této metody je jeji pracnost a také skuteCnost, ze analyza
transkriptomu neni komplexni. OvSem na rozdil od metod zaloZzenych na sekvenovani
transkriptomu, které jsou finanéné nakladné a naro¢né s ohledem na vyhodnoceni velkého
mnozstvi ziskanych dat, je metoda CONA-AFLP pomérné levna a po strance vyhodnoceni
dat méné narocna.

V této studii byly studovany zmény Vv expresnich profilech bezprostfedné pied,
béhem a po vystupu z endogenni dormance kvétnich pupeni merunék. Jako studijni
material byly zvoleny odridy meruné€k s rozdilnou ranosti vystupu z endogenni dormance.
Jednalo se o odriidy: "Sundrop’, SEO, "Vestar” a ‘Betinka’. Ke studiu transkriptomu byla
pouzita pravé metoda CDNA-AFLP. Cilem této prace bylo porovnat transkripéni profily a
podle, v praci navrzenych, hodnoticich schémat vybrat fragmenty s rozdilnou mirou
exprese V jednotlivych terminech. Vybrané fragmenty byly dale sekvenovany a ziskané

sekvence byly srovnavany s dostupnymi informacemi v elektronické databazi NCBI
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(»National Center for Biotechnology Information®) a databazi TIGR (,,Plant Transcript

Assemblies®).

Z divodu piehlednosti prace jsou vSechny vysledky (tabulky, grafy i obrazky)
prace umistény do pfiloh. Z divodu velkého rozsahu ptiloh jsou v ramci piiloh stranky

Cislovany.
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2 CIL PRACE

Cilem této disertacni prace bylo provést analyzu transkriptomu metodou cDNA-
AFLP u vybranych vzorkli kvétnich pupenti merunék odebranych v rtiznych terminech
kolem vystupu pupent z endogenni dormance. Pro tuto praci byly vybrany Ctyii odrady
merunék ("Sundrop’, SEO, "Vestar’, ‘Betinka") s diive ovéfenymi rozdilnymi terminy pro
vystup z endogenni dormance. Zamérem bylo zkoumat a porovnavat transkriptomy u
riznych odrid v riznych terminech odbéru, ale v ptiblizné stejném fyziologickém stavu,
coz by mélo mit nejvétsi vypovidajici hodnotu o shodach v genové expresi odehravajici se

u rtiznych odrid v obdobi vystupu kvétnich pupentt merunék z endogenni dormance.
K tomuto hlavnimu cili vedly nésledujici dil¢i cile.

Shromazdéni dostupné literatury zabyvajici se dormanci uovocnych dievin

a metodami analyzy transkriptomu u rostlinnych pletiv.

Odbér vzorkt kvétnich pupeni merunék vySe uvedenych odrid V terminech
pokryvajicich obdobi endogenni dormance, vystupu z ni a v terminech tésné po vystupu

z endogenni dormance.
Stanoveni vystupu kvétnich pupenti merunék z endogenni dormance.
Izolace celkové RNA z kvétnich pupent u vybranych odebranych vzork.

Optimalizace ptipravy ds cDNA, jejiz kvalita a kvantita je rozhodujici pro zajisténi

kvality analyzy transkriptomu metodou cODNA-AFLP.

Dalsim dil¢im cilem bylo na vybranych vzorcich provést metodou cDNA-AFLP a
na zakladé analyzy transkripCnich profild v riznych terminech odbéru vzorkd vytipovat
fragmenty smoznou souvislosti s vystupem kvétnich pupenii merunék z endogenni

dormance.

Sekvenace vybranych fragmentd ajejich identifikace na zakladé srovnani

ziskanych sekvenci s databazemi.

Vybér genli s moznou souvislosti s vystupem kvétnich pupenlt z endogenni
dormance a, Vv ptipadné ze to bude mozné, ovéfit jejich expresi v delSim Casovém

horizontu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Merunika — Prunus armeniaca L.

Nejstarsi pisemna zminka o péstovani merungk pochazi z Ciny. Dnesni izemi Ciny
predstavuje oblast prvotniho genového centra merunék. Stfedni Asie tvofi oblast mladsiho
druhotného genového centra (Vachiin, 1999). Prvni pisemné zminky o péstovani merunck
na uzemi Ceské republiky pochazi z 15. stol., kam se dostaly riznymi cestami, naptiklad
pies Moldavii, Rumunsko a Mad’arsko (Tetera, 1995). Botanicky se meruiky fadi do fadu
Rosales, celedi Rosaceae, podceledi Prunoideae, rodu Prunus L., podrodu Prunophora
Neck.) a sekce Armeniaca (Mill.) Koch (Blaha et al., 1966; Rehder, 2001). Merunka
obecna, latinsky Prunus armeniaca L. (syn. Armeniaca vulgaris Lam.) je diploidnim
druhem (2n = 16) s pom&rn& malym genomem (5,9 x 10° bp/2n) (Arumuganathan et Earle,
1991). Jelikoz se meruiika geneticky vyvijela v oblasti s kontinentalnim klimatem, ma
kratkou, ale zato hlubokou endogenni dormanci. Po kratkou dobu nékolika hodin, snesou
pupeny i teploty do - 25 °C az - 30 °C (Blazek et al., 1998; Kalasek et Richter, 1989).

Drievina muze rust ve formé kefe do vysky 2 m nebo ve stromové formé s vyskou
10-15 m. Borka kmene ma nacervenalou barvu. Tvar koruny se déli podle intenzity rastu.
Odrtdy slabé rostouci maji korunu malou kuZelovitou nebo ptevislou. Odridy silné
rostouci maji korunu stfedné velkou, kulatou, kuzelovitou nebo ptevislou. Odridy velmi
siln€ rostouci maji korunu velkou, kuzelovitou, plochou nebo pievislou. Kotenova
soustava merunky zavisi na typu pouzité¢ podnoze, ale obecné jeji plocha presahuje 1,5% az
2x pramér koruny. Plocha sacich kofenil je vétsi, neZ listova plocha. Listy ma meruiika
velké lysé, na bazi mirné srdCité, u Spicky zaSpi€atélé, husté pilovité, vej¢itého nebo
kulovité vej¢itého tvaru. Rapik je zavality a Zlaznaty. Doba kvétu merunky zavisi na
teplotach vzduchu, které musi byt po dobu nékolika dni 10 °C a vice. Kvete pied rasenim,
kvéty jsou samostatné a vyrlstaji z laterdlnich pupenii vyhonll z pfedchozi vegetace.
Kalisni listky jsou tmavé Cervené a objevuji se ihned po zaatku zvétSovani se kvétnich
pupent. Korunni platky jsou vétSinou bilé, u nékterych odrid mohou byt rizové a az
Vv plném kvétu bilé. Plodem je peckovice, pro kterou jsou typickymi odridovymi znaky
barva a ochmyfeni slupky, velikost a tvar plodu, barva a pevnost duzniny a jeji
odlucitelnost od pecky, dale tvar a velikost pecky a chut’ jadra. Barva plodu byva vétSinou

zlutd nebo belava, prekryta nacervenalou barvou. Plody kulturnich odrid dosahuji
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hmotnosti 40-50 g, vyjimeéné¢ az 100 g. Pecka byva mirn¢ zplostéla, hladka
s vroubkovanym okrajem a hotkym nebo sladkym jadrem. Diilezitou vlastnosti duzniny je
jeji pevnost, Stavnatost a barva. Dale kofenitost, viin¢ a chut, které se posuzuji podle
obsahu cukri, kyselin a aromatickych latek. Podle téchto parametrti se odriidy merunck
déli na vhodné pro pfimy konzum a pro zpracovani — konzervovani, mrazeni, suSeni

a k destilaci (Bazant et al., 2004; Cifrani¢, 1986; Hladik et al., 1966).

Vhodné oblasti pro velkokapacitni péstovani merunék jsou na jizni Moravé —
v okresech Znojmo, Bfeclav, Hodonin, Uherské Hradisté a Brno venkov. Tyto oblasti jsou
v L. z6n¢ vhodnosti pro péstovani merun¢k s nadmoiskou vyskou do 200 m, primérnou
ro¢ni teplotou 9-10 °C a primérnym ro¢nim uhrnem srazek 550-600 mm. Vhodné pidy
pro péstovani merunck jsou sttedné tézké, hlinité az hlinitopiscité, sussi, z toho divodu je
vhodnou podnozi do téchto oblasti meruiikovy semena¢ (Hladik et al., 1966; Vachun,

1999).

Na Zahradnické fakulté¢ v Lednici se nachazi kolekce merunék, ktera slouzi ke
studiu nékterych vyznamnych znaki, jako je naptiklad mrazuodolnost, kvalita plodi a
odolnost viic¢i chorobdm. Vyuzivani genofondu merunék ve Slechténi zacalo intenzivné
koncem 70. let 20. stoleti. V soucasnosti je v genofondu merun€k 336 polozek, pficemz
aktualnimi Slechtitelskymi cili u merun€k jsou: mrazuodolnost kvétnich pupenti a kvéti,
rezistence k chorobam (PPV — Sarka — ,,Plum Pox Virus“; ESFY — evropska zloutenka
peckovin — ,,European Stone Fruit Yellow®), zlepSeni kvality znakd plodd merunék a
Slechténi podnozi. Ziskavani podrobnych informaci o jednotlivych genotypech
v genofondové kolekcei slouZzi k selekci polozek, které vykazuji znaky vySsi adaptace vici
prostiedi. Slechtitelim umozni tyto znalosti vybér vhodnych donorti potiebnych znaki
k dosazeni vySe uvedenych Slechtitelskych cilti. VSe vede k dosazeni vy$si adaptability

nove vyslechténych odrid a ke zvyseni trzni hodnoty plodia (Krska et al., 2004).

3.2 Dormance pupent vytrvalych dfevin

Vytrvalé dfevnaté rostliny se klimatickym podminkdm mirného pasma ptizplsobuji
vstupem do dormance (Chouard, 1960). Kvétni pupeny se zacinaji vyvijet v prubehu
podzimu, v zim¢& béhem dormance ve vyvoji pokracuji a dokoncuji jej. Po ukonceni vyvoje
mohou kvétni pupeny za pfiznivych podminek zacit riast (Rohde et Bhalerao, 2007).

Dormance pupent je periodicky opakujicim se obdobim odpocinku Vv Zivotnim cyklu
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rostliny, které pferusuje vegetacni fazi ristu (Cooke et al., 2012). K vytvofeni zivotni
cykli¢nosti vedla rostliny nutnost piezit neptiznivé klimatické podminky. V podminkéch
mirného pasma to znamena odolat v zimnim obdobi nizkym teplotim (Sebanek et
Kocourek, 1996). V poslednich letech se na regulaci dormance dievin pohlizi z dalsi
strany, a to z pohledu globalni zmény klimatu. Pro dfeviny je z hlediska jejich pteziti velmi
dilezité, aby se pfizpusobily ménicim se klimatickym podminkdm mirného pésu, a to
z pohledu harmonizace vegetaéniho cyklu. Tedy spravnému stfidani obdobi aktivity
(vegetace) a dormance dfevin, Sohledem na vhodné klimatické podminky k ristu
(Hénninen et Tanino, 2011). Za dormantni je povazovan takovy pupen, u n¢hoZ za
nepiiznivych podminek prostfedi neni meristém schopen rustu. Z pohledu této definice je
dormance pupent vlastnosti meristému (Rinne et al., 2010; Rohde et Bhalerao, 2007).
Lang (1987) ve své definici vice zohlediiuje fyziologické aspekty dormance s ohledem na
vstupy a puvod ukladanych podnéti plsobicich na dormanci, nez na stav dormance

vykazovany meristémem samotnym.

3.2.1 Déleni dormance

Z hlediska déleni dormance je podstatné, zda je docasné potlaceni rtstu zptisobeno
vnitinimi pfi¢inami ¢i vn&j§imi podminkami. Z tohoto pohledu se dormance déli na
odpocinek exogenni, neboli vynuceny (ektodormance ¢i kviescence), a endogenni

dormanci (endodormanci), téz hluboky vegetacni klid.

Ektodormance (ecedormancy) je zptsobena nepfiznivymi vnéj§imi podminkami,
které ve venkovnich podminkach brani raseni pupenii. Pokud ovSem umistime vyhony
natfezané v ektodormanci do tepla a nechame je v nddobach s vodou, za¢nou rasit, jelikoz
Jim z vnitiniho fytohormonalniho stavu Vv raseni nic nebrani. V tomto typu dormance se
pupeny nachazeji od doby vystupu z endogenni dormance ptiblizné do biezna (Crabbe et
Barnola, 1996; Horvath et al., 2003; Lang, 1987; Necas et al., 2004; Prochazka et al.,
1999; Sebanek et Kocourek, 1996).

Endogenni dormance se déli do tii stadii, a to na predormanci, vlastni dormanci

(hluboky vegetacni klid) a postdormanci.

Obdobi, kdy pupeny do dormance vstupuji, se nazyva predormance
(paradormancy). Ukoncuje se korelativni vztah mezi dospélymi listy a Gzlabnimi pupeny.
Dospélé listy tvorbou fytohormonti inhibuji rist svych tzlabnich pupend. Pokud by byl
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vV tomto obdobi zabranny vliv listi odstranén a doslo by k dekapitaci, pupeny by zacaly
rust v podminkéach k ristu vhodnych. U Sefiku nastava toto obdobi v kvétnu az cervnu.
Nasledné, piiblizné od cervence, jsou inhibitory postupné transportovany z listd do
uzlabnich pupenti do t¢ miry, ze pivodni korelativné riistova inhibice preroste do stadia
predormance, ve kterém je jiz tak vysokd hladina ABA (kyselina abscisova), ze jsou
pupeny zcela dormantni. Toto obdobi trva ptiblizné dva mésice, a to od poloviny srpna do

poloviny fijna.

Na toto obdobi navazuje obdobi vlastni dormance (hluboky vegetacni klid), které
probihd od poloviny fijna do poloviny prosince. Pupeny jsou v dormantnim stavu
udrzovany vysokou hladinou kyseliny abscisové. Pod vlivem puasobeni nizkych teplot
dochazi k postupnému snizovéani koncentrace kyseliny abscisové. Obecné jde o ruSeni

zimni dormance pusobenim teplot v rozmezi 0 °C az 10 °C po dobu 260 az 1 000 hodin.

Na obdobi vlastni dormance navazuje obdobi postdormance, kdy vlivem dostate¢né
sumy pusobicich nizkych teplot vystupuji pupeny z endogenni dormance. Hladina kyseliny
abscisové je vtomto obdobi uz velmi nizkd a pupeny pomalu ptechazeji do vynucené
dormance (ektodormance) zpisobené nepiiznivymi vnéjSimi podminkami pro raSeni

(Lang, 1987; Lang et al., 1987; Necas et al., 2004; Sebanek et Kocourek, 1996).

Endogenni dormance (endodormancy), nazyvana téz hlubokym vegetacnim klidem
(Vachtin et Hudy, 1974), je zpusobena vnitinimi, endogennimi p#icinami. Lang (1987)
definoval endogenni dormanci jako stav vyvolany vnimanim vnéjSich podminek nebo
vnittnich signalizacnich podnétli piisobicich na meristematickd pletiva. Vyhony nafezané
vV tomto obdobi po pfeneseni do tepla nerasi, jelikoz to neumoZznuji vnitini hladiny
fytohormonti (Prochazka et al., 2003). Pro pletiva v endodormanci je charakteristicky
utlum metabolismu, nizka rychlost respirace a velmi nizky obsah RNA. Velmi nizky obsah
RNA je v pletivech jesté nekolik tydni pfed rasenim, ale na konci postdormance se jeji
obsah zvy$uje. V podminkiach mirného pasma (Ceské republiky) zadind endogenni
dormance béhem srpna a konci z pravidla v prosinci. Nékteré dieviny vS8ak ukoncuji svou
endogenni dormanci az v prubéhu ledna (napt. Alnus glutinosa L., Tilia cordata Mill.,
Aesculus hippocastanum L.) a n¢které az v unoru (Fagus silvatica L.). U vétSiny kultivart
merunék se dd uptesnit vystup z endogenni dormance na konec prosince az polovinu ledna

(Necas et al., 2004; Prochazka et al., 1999; Prochazka et al., 2003).
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3.2.2  Vlivy prostiedi ptisobici na endogenni dormanci

Vnéjsi faktory, jako naptiklad fotoperioda, vodni a minerdlni deficit, teplota a
kvalita svétla, ovlivituji v mirném pasmu endodormanci. Navozuji vstup do dormance, jeji
stav a vystup zni. Chlad patrné¢ ovliviiuje pocatek genové exprese vedouci v pupenu

k obnoveni metabolismu a ukonceni dormance (Prochazka et al., 1999; Prochazka et al.,
2003).

Rozsah chladového pilisobeni na vystup pupent z dormance je dan geneticky
(Samish, 1954). Pozadavek jednotlivych odrtid na chladové pusobeni se obvykle hodnoti
jako pocet hodin v rozmezi 0 °C az 7 °C, které jsou nezbytné pro rozkveteni minimaln¢ 50
% kvétnich pupent v laboratornich podminkach (Crabbe et Barnola, 1996; Lang, 1987).
Ruiz et al. (2007) ve své praci sledoval pusobeni chladu na ukonceni dormance u deseti
odrid merunék. Zjistoval korelaci mezi terminem vystupu z dormance a terminem kveteni
u jednotlivych odrid. Odridy vybrané do pokusu pokryvaly celé obdobi kveteni u druhu
Prunus armeniaca L. Ve své praci dospél k zavéru, ze merunka vyzaduje od 596 CU (CU
— ,cilling units* — chladovych jednotek — hodiny plsobeni chladu pod 7 °C) u odridy
"Currot” az po 1266 CU u odridy ‘Orange Red’, a Ze mezi terminem vystupu pupenil
z dormance a terminem kveteni dochazi k negativni korelaci. Yamane et al. (2006)
stanovovala délku chladového puisobeni u dvou odrid merunék péstovanych v Japonsku.
Jednalo se o odridu "Nanko” (z mirného pasma Japonska) s poZzadavkem piiblizné 500
chladovych hodin (0 °C az 7 °C) pro vystup z dormance a odridu 'Ellching” (ze
subtropické ¢asti Taiwanu) s pozadavkem piiblizné 300 chladovych hodin (0 °C az 7 °C)
pro vystup z dormance. Mnoho dalsich studii zabyvajicich se vlivem chladového plisobeni
na vystup pupenll z dormance prokdzalo, Ze mezi riznymi odridami rtiznych ovocnych
dfevin je pro vystup kvétnich pupent z endogenni dormance Siroky rozsah chladovych
pozadavku (Alonso et al., 2005; Couvillon et Hendershott, 1974; Egea et al., 2003;
Jonkers, 1979; Kester et al., 1965).

Vliv kratkého dne (fotoperiody) v podzimnim obdobi, jakozto vné&j$iho vlivu
uvadéjiciho dreviny do dormance, bylo poprvé demonstrovano Garnerem a Allardem
(Ruhland, 1961). Pozd¢ji byla vyznamna role kratkodenni fotoperiody pii zavadéni Siroké
Skaly dfevin (stroml 1 kefll) do dormance dokumentovana mnoha dal§imi autory
(Bohlenius et al., 2006; Downs et Borthwick, 1956; Habjerg, 1978; Heide, 1974; Kramer,
1936; Nitsch, 1957; Wareing, 1956). Vlivem kratkého dne je do dormance zavadén
napiiklad rod: Betula L., Populus L., Salix L. a Picea L. (Cooke et al., 2012). Jde o reakci
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zprostiedkovanou fytochromem a v ptipad€ ptisobeni dlouhého dne nebo trvalého osvétleni
na dfeviny, vyzadujici pro navozeni endodormance kratky den, tyto rostliny rostou

nepietrzité (napi. Betula pubescens Ehrh., Robinia pseudoacacia L., Cornus sanguinea L.).

U jinych rodii dfevin hraje vyznamnéjsi roli pfi jejich zavadéni do dormantnich
podminek nizka teplota. Tyto rody nejsou k fotoperiodickym podminkam citlivé (Nitsch,
1957). Jde o jabloné (Malus Mill.), hrusné¢ (Pyrus L.), jefaby (Sorbus L.) a peckoviny
z ¢eledi Rosaceae (Heide, 2008, 2011; Heide et Prestrud, 2005).

K dalsimu vlivu vnéj$iho prostfedi na ukonceni ristu a néstupu dreviny do
dormance patifi nedostatek zivin (zejména dusiku) a sucho. Tyto vlivy maji efekt pii
zavadéni dormance u biizy (Betula L.) a topolu (Populus L.). U druhu Picea abies L. maji
vliv 1 teplotni podminky béhem vyvoje semen. Tento epigeneticky efekt nebyl prokazan u

jiného druhu dievin (Cooke et al., 2012).

3.2.3 Vnitini vlivy pasobici na endogenni dormanci

Se stavem endogenni dormance koreluje i mnozstvi produkovaného etylénu
(plynny fytohormon). Jeho nizka produkce indikuje hlubokou dormanci. Vstup pupent do
endogenni dormance je charakterizovan nartstem obsahu nativnich inhibitorti, pfevazné
kyseliny abscisové (ABA), a poklesem hladiny endogennich giberelind, popiipadé
a nariistem obsahu giberelinii. Dormanci zesiluje rovnéZ vyssi hladina auxinli (Prochéazka
et al., 2003). Kyselina abscisova a etylén maji antagonistické funkce v procesu kontroly

rostlinného ristu a vyvoje (Cheng, 2009).

3.2.3.1 Dormance ve vztahu k plynnému hormonu etylénu

Jak jiz bylo uvedeno, nizké hladina produkovaného etylénu pupeny ukazuje na stav
hluboké dormance, a s klesajici dormanci (s blizicim se vystupem z endogenni dormance)
se mnoZzstvi vyprodukovaného etylénu rostlinou zvysSuje. Exogenni aplikovany etylén je za
pouziti optimalni koncentrace schopen rusit dormanci pupent (Prochazka et al., 2003).
Etylén je znam jako inhibitor ristu stonkd, listi a kofend (Abeles et al., 1992). Z tohoto
divodu miize hrat zvySeni jeho produkce pupeny roli pii piechodu z endogenni dormance

do dormance exogenni (ektodormance), zptisobené vnéj$§imi podminkami.
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Jak jiz bylo uvedeno, jiné rostlinné ¢asti (stonky, listy, kofeny) maji zcela opacné
reakce na mnozstvi etylénu nez endodormantni pupeny. Napiiklad u hliz bramboru
kultivovanych v in vitro podminkach dochazelo po celou dobu kultivace hlizy k tvorbé
nativniho etylénu a vypéstované hlizy byly v endogenni dormanci po dobu 12-15 tydnt
(Suttle, 1998). Ovsem pfi oSetfeni dormantnich hliz exogennim etylénem doslo ke dvéma
efektim. Pfi prodlouzené expozici oSetfeni etylénem doslo k vyraznému zkraceni délky
dormance, ale zaroven k inhibici prodluzovani klickt u skladovanych hliz (Rylski et al.,
1974). V piipadé chryzantém dochazelo pii pouziti exogenné aplikovaného etylénu
(ptipravek Etefon) k zavadéni standardnich odrid do dormance a zamezeni moznosti jejich
kveteni. U transgenniho typu chryzantémy, ktera vykazovala snizenou citlivost k plisobeni
etylénu, po aplikaci endogenniho etylénu nedoslo ke vstupu do dormance a rostlina byla
schopna kvést (Sumitomo et al., 2008). Podle vyzkumu provedenych na cibuli (Allium
cepa L.) zalezi na terminu aplikace exogenniho etylénu a na ¢asti rostliny, na kterou etylén
pusobi. Etefon aplikovany na vyvijejici se cibule na poli, snizoval prorustani cibule pfi
skladovéni, ale Etefon aplikovany na suché skladované cibule jejich prortstani zvySoval.
Z vyzkumu vyplyvd, ze ma etylén na cibuli dva Gcinky. Inhibuje prodluzovaci rist

vyhonk a prerusuje dormanci (Bufler, 2009).

Jansen et al. (2008) studovali zménu genové exprese pii ptisobeni etylénu na kvétni
pupeny jabloni od doby kveteni az do plné zralosti plodii. V préci bylo studovano 13 000
gent metodou ¢ipovych technologii (microarrays). Mezi geny se zménénou mirou exprese
byl mj. nalezen i gen oznaCovany jako ,,Dormancy/ auxin associated” (v ramci ,Apple

Genbankaccess" oznacovan jako CN917441).

3.2.3.2 Dormance ve vztahu k hormonu kyselina abscisova (ABA)

Izolace nativniho inhibitoru, ktery zavadi javor (Acer pseudoplatanus L.) do
dormance, vedlo k izolaci kyseliny abscisové (ABA). Pokusem s aplikaci tohoto inhibitoru
na listy javoru v podminkach dlouhého dne byla u javoru uméle zavedena endogenni
dormance (Prochazka et al., 2003), coz prokazalo souvislost ABA s endogenni dormanci a
pfedevSim se zavadénim dormance. Pouzitim exogennich inhibitori, z nichz
nejvyznamnéjsim je ABA, je mozné zvysit obsah nativnich inhibi¢nich latek v rostling€ a
tim urychlit vstup pupentt do endogenni dormance v srpnu. S dfivéjSim nastupem

dormance dojde i k opozdénému vystupu pupenti z endodormance, pozd¢jsimu raseni na
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jafe, ¢imz mohou kvéty uniknout pied jarnimi mraziky (Prochéazka et al., 2003). Pokusy
s mutantnimi rostlinami Arabidopsis thaliana L. s deficitem ABA v semenech vedly ke
zkraceni délky a intenzity dormance a ranému kli¢eni semen (Ghassemian et al., 2000).
Kromé toho, Zze ABA hraje vyznamnou roli pii rastu a vyvoji rostliny za podminek, které
nejsou pro rostlinu stresujici (kli€eni, vyvoj laterarnich kofenti, rdst sazenic, semenna
dormance, ptechod z vegetativni do generativni faze rostliny), hraje kli¢ovou roli také pfti
reakcich rostliny na abioticky stres (toleranci abiotického stresu). ABA pravdépodobné
reguluje reakci na abioticky zptlisobeny stres rostlin pomoci metylace DNA a cestou
Hkratkych interferujicich RNA“ (siRNA) a ,mikroRNA (miRNA)“ tzn. pomoci
genetickych a epigenetickych mechanismt. Na druhou stranu tyto epigenetické procesy
mohou regulovat hladinu ABA pfes zmény exprese geni zapojenych do metabolismu ABA

(Chinnusamy et al., 2008).

3.2.4 Endogenni dormance v souvislosti s mrazuodolnosti

Odolnost vi¢i mrazu je vyznamnym ukazatelem schopnosti adaptace vétSiny
ovocnych druhli danym ekogeografickym podminkdm. Mrazuodolnost zavisi na mnoha
C¢initelich, naptiklad na pribehu teplot, pribéhu morfologicko-fyziologického vyvoje a na
celkové odolnosti stroml. Délka endogenni dormance (hlubokého vegetacniho klidu)
kvétnich pupentt a termin jejiho ukonceni je rovnéz dileZitou soucasti celkové
mrazuodolnosti. Meruiiky byvaji mrazem nejcastéji poSkozovany v obdobi postdormance a
ektodormance, zejména po predchozim otepleni. Mrazuodolnost souvisi také s pomalym

vyvojem mikrosporogeneze (vyvoj pylovych bungk).

Kvétni pupeny merun¢k maji sviij vyvoj rozdélen do Sesti etap (Necas et al., 2004):
1. zacatek diferenciace, 2. vyvoj archesporia v prasnicich, 3. redukéni déleni, 4. tvorba
tetrad, 5. jednobunécéné pylové zrno, 6. dvoubunééné pylové zrno, 7. syntéza Skrobu
V pylovych zrnech. Kvétni pupeny merunék nejvice odolavaji mrazu v obdobi vyvoje
archesporidlniho pletiva. Z tohoto diivodu je dlouhy archesporialni vyvoj, a tedy 1 pomalé
tempo predjarniho vyvoje kvétnich pupentl, vyhleddvanym Slechtitelskym znakem spolu
s dlouhou etapou endogenni dormance. Odriidy merunck S t€émito vlastnostmi jsou méné
poskozovany mrazy v obdobi postdormance a ektodormance (Necas et al., 2004). Studiem
vyvoje tyCinek v kvétnich pupenech merun¢k ve vztahu k vystupu pupenti z endogenni

dormance merun¢k se zabyval i Julian et al. (2011). Stav vyvoje ty¢inek studovali
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cytochemicky. Zmény ve vyvoji tyCinek dévali do souvislosti Schladovymi naroky
zkoumané odriidy merunék (odrida "Monigui” vykazovala 1050-1150 CU a 779-956 hod.
pii teplotach pod 7 °C; Tabuenca, 1968; Tabuenca, 1979). Pii vystupu kvétnich pupent
z endogenni dormance na zaklad¢ akumulace chladového ptsobeni dochazi k akumulaci
Skrobu v prevaskuldrni oblasti nitky tycinky, coz piedchazi dalsi diferenciaci cévniho
svazku Vv této oblasti. Tento Skrob zmizel a vzniklo prokambium, které bylo aktivovano, a
vzniklo cévni propojeni vedouci do prasniku tyCinky. Zaroven byla pozorovana zvysena
aktivita ve sporangialnim pletivu prasSniku, coz ukazuje na zacatek meiodzy. Cévni spojeni
V nitce ty¢inky nebylo navazano pted vystupem z endogenni dormance (Julian et al.,
2011). Tyto vyvojové zmény probihajici v ty¢inkach kvétnich pupenti vedou ke snizeni

odolnosti via¢i mrazu (Julian et al., 2007).

3.2.5 Dormance u merunék

V puvodnich oblastech vyskytu druh rodu Armeniaca jsou zimy tuhé a kratkeé.
Piechod ze zimy do jara je rychly, bez vyrazngj$iho kolisani teplot. Odridy druhu
Armeniaca vulgaris Lam., tvofi vice jak 90 % produkénich ploch merunék na sveéte.
Vachin et Hudy (1975) studovali vegeta¢ni klid vybranych genotypi merunék v
podminkach CR. V praci byly srovnavany odriidy z riznych ekologicko-geografickych
skupin, u kterych byl zji$tén rozdilny prubéh vegeta¢niho klidu. Vysledky této studie jsou
velmi dilezité, protoze napiiklad rany nastup takzvaného vynuceného vegeta¢niho klidu
(ektodormance) v podminkach jizni Moravy, kde se vyskytuji zimy s kolisavymi teplotami,
muze zvySovat riziko poskozeni kvétnich pupenti mrazy a tim 1 Castéjsi vyskyt let s nizkou
urodou merunék nebo bez Urody. ZjiStovanim charakteru pribéhu vegetacniho klidu
(endogenni dormance) byly ziskany podklady Kk vybéru rodicovskych odrad
pro novoslechténi. V téchto a dalSich studiich vénujicich se prizkumu vegeta¢niho klidu
bylo zjisténo, ze jednotlivé odridy merunék nemaji pribéh obdobi vegeta¢niho klidu

stejny (Blazek et al., 1998; Vachtin et Hudy, 1971; Vachin et Hudy, 1975).

Odrida "Velkopavlovicka” ze skupiny sledovanych odrid se zafazenim Armeniaca
vulgaris occidentalis ukoncuje obvykle hluboky vegeta¢ni klid v poslednim tydnu
v prosinci. Na rozdil od ’Velkopavlovické” ukonCuje svou endodormanci odrida
"Oranzeva krasnyj” (ekologicko-geograficka skupina A. v. orientalis) o osm tydnu pozdéji

a odruda "Nachi¢¢evanskij krasnyj” (skupina A. v. caucasica) o Sest tydnt pozd¢ji. Naopak
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odriida "Cinska’ (ekologicko-geograficka skupina A. v. chinensis) ma hluboky vegetaéni
klid velmi kratky, ukoncuje jej nejpozdéji 14 dnt po A. v. occidentalis. Pro sviij pozvolny
pfechod z hlubokého vegeta¢niho klidu (endodormanci) k vynucenému (ektodormanci)
jsou genotypy A. v. caucasica a A. v. orientalis velmi cenné. Listové pupeny zkoumanych

genotypll maji o 1-4 tydny delsi vegetacni klid nez pupeny kvétni (Vachtin et Hudy, 1975).

V ramci geotypu occidentalis, u druhu Prunus armeniaca L., jsou V prib&hu
ukoncovani hlubokého vegetacniho klidu mezi jednotlivymi odridami vyznamné rozdily.
Nejdiive ze skupiny zkoumanych odrtid ukoncily odpocinek odridy ‘Cafona” a "Hatif
Colomer” (3-4 tydny pted odridou "Bergeron 2”). Do posledni dekady ledna byla ukoncéena
endogenni dormance (hluboky vegetacni klid) u vSech 12 zkoumanych odriid merunék

(Vachun et al., 1984).

Soubor hodnocenych merunék na ZF v Lednici byl rozdélen do 4 skupin podle
mrazuodolnosti kvétnich pupend a rychlosti mikrosporogeneze (Necas et al., 2004). 1.
skupina — odridy mrazuodolné s pomalou morfogenezi pylu (‘Bergeron’, ‘Lebela’,
‘Lejuna’, ‘Leskora’); 2. skupina — odridy mrazuodolné srychlou morfogenezi pylu
("Leala’); 3. skupina — odridy mén¢ mrazuodolné s pomalou morfogenezi pylu ("Ledana’,
"Lemira’); 4. skupina — odridy mén¢ mrazuodolné s rychlou morfogenezi pylu ('Legolda’,
"Lerosa’, ‘Marlen’, "Salach’, 'Hargrand’, "Velkopavlovicka LE 12/27). Pfi zkoumani
ukon¢ovani hlubokého vegetaéniho klidu u 12 odrid merun¢k geotypu occidentalis u
druhu Prunus armeniaca L. byla sledovana i odolnost kvétnich pupent vic¢i mrazu.
Nejvétsi uhyn pupent byl zjistén u odrid "Cafona” a "Hatif Colomer’, pficemz tyto odridy
maji nejkratsi dobu endodormance. U téchto odrid dosahl tthyn pupenti v roce 1981
hodnot 78,18 %-82,88 % a v roce 1982 100 %. Kratka endodormance u téchto odrid mutize
byt pfi¢inou neurody v letech svysokym poskozenim kvétnich pupenti mrazy. Jako
nejodolngjsi vici mrazu se v obou letech projevily odridy "'Bergeron 1°, 'Bergeron 2,

‘Rouge de Mauves” a "Stark Early Orange’ (Vachun et al., 1984).

Vyzkum ukoncovani hluboké dormance generativnich pupent vybranych kultivari
merun¢k v podminkach Stfedniho Povazi, patii mezi dalSi z mnoha studii potvrzujicich
vyznam zkoumani dynamiky jednotlivych fazi mikrosporogeneze a terminu ukoncovani
hluboké dormance kvétnich pupenti. V této praci je poukazovano na moznost uplatnéni
vice metod ke zkoumani ukoncovani hluboké dormance (Nitransky, 1981). Rozdily

v terminech vystupu z hluboké dormance, ovlivnéné jednotlivymi odridami, se pohybuji v
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rozmezi $esti tydnt (Nitransky, 1993). Sest tydnd uvadénych Nitranskym (1993) piiblizné
odpovida 30. az 40. dnim, které uvadi také Kariev (1987).

Z pohledu délky endodormance a ektodormance kvétnich pupent merunék a doby
kveteni bylo zkoumano také 40 odrad merunék v agro-ekologickych podminkach
Vojvodina (Duri¢, 1980). Vyzkum probihal v pribéhu zimniho obdobi 1978/79
a 1979/80. Hluboka dormance (endodormance) v kvétnich pupenech byla dokoncena
v rozmezi od 30. ledna do 20. unora, piesny termin zavisel na jednotlivych odridéach a
vnéjSich podminkéch. Trvani ekologické dormance (ektodormance) kvétnich pupent
merun¢k zaviselo hlavné na teplotach v pfirozenych podminkach. Pocatek a délka kveteni

zavisi na vnéjSich podminkéch a na jednotlivych kultivarech (Duri¢, 1980).

Pozdé&jsi vystup z hluboké dormance u merunék je kvantitativné dédénou vlastnosti.
Tato skuteCnost byla zjiSténa pii vyhodnocovani délky endogenni dormance dvou

potencialnich hybridnich kombinaci na Zahradnické fakulté v Lednici (Krska, 1999).

3.3 Metody analyzy transkriptomu u rostlinnych pletiv

Biologické procesy a vyvoj rostlin jsou kontrolovany precizni regulaci genové
exprese. Vysoké procento genli, které¢ hraji roli ve specifickych procesech, jsou
exprimovany béhem, nebo tésné pied fazi bunééného cyklu, ve které tento proces nastane,
ptfi¢emz jejich koregula¢ni geny maji stejny expresni profil. Studium genové exprese miize
vést k pochopeni téchto procesti. Analyzy transkriptomu jsou analyzy mRNA (RNA
kodujici strukturni a regulacni geny, tvoii 1-3 % celkové RNA). Pokud se pojednava o
genové expresi v uz$im smyslu, jde o transkripci a sestfih priméarniho transkriptu
(,,splicing”). V SirSim smyslu patii ke genové expresi kromé transkripce a sestfihu
primarniho transkriptu i translace a posttranslaéni Upravy proteini. Transkriptom je
narozdil od genomu dynamicky systém, 1i8i se v riznych pletivech a rostlinnych ¢astech a
zavisi na vnéjSim prostiedi. MnoZstvi dané molekuly mRNA v dané buiice a v daném case
zavisi nejen na transkrip€ni aktivité, ale také stabilit¢ mRNA. mRNA je pomérné nestabilni
molekula a dochazi u ni k rychlé degradaci nasledkem pisobeni vSudy ptitomnych RNaz.
Proto se nejcastéji k analyzam transkriptomu pouZzivéa stabilnéjsi cDNA. mRNA se do
cDNA ptepisuje metodou reverzni transkripce za pouziti enzymu reverzni transkriptazy
(Stipek, 1998). U nové identifikovaného genu je obvykle hleddna shoda s referenéni

sekvenci v elektronickych databazich. Ke studiim transkriptomu slouzi riizné molekularni
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technologie. Jde naptiklad o0 fadové analyzy genové exprese (SAGE), metody zalozené na
bazi hybridizace a technologie zalozené na bazi ,,RNA fingerprinting” gelu, jako je DD
(z anglického ,,differential display”) a cDNA-AFLP (Bachem et al., 1998; Breyne et al.,
2003; Qin et al., 2001).

Dale se kanalyzam transkriptomu vyuzivaji metody Northernblot, RNA seq,

vvvvvv

popsany nize.

3.3.1 Metoda CcDNA-AFLP (complementary DNA-Amplified fragment length
polymorphism)

Jedna se o polymorfismus délky amplifikovanych fragmentl pracujici s CDNA
jakozto s templatem tzn., profilujici genovou expresi (transkriptom). Nékteré molekularni
metody vyuzivané k analyzam transkriptomu maji problémy s opakovatelnosti. Tyto
problémy nastavaji pfi prvnim pouziti ndhodnych oligonukleotidi. K pokusim o
odstranéni téchto problému vedlo napiiklad zlepSeni designu primerd (Diatchenko et al.,
1996; Zhao et al., 1995) a kombinace rtiznych metod spadajicich do oblasti ,,RNA
fingerprinting” (Ivanova et Belyavsky, 1995; Kato, 1996). Metoda cDNA-AFLP velkou
mérou problémy s opakovatelnosti piekonava, je pomérné jednoducha a rychle ovéftitelna,
finanéné¢ méné narocna. Vyhoda metody je v tom, Ze je moZzné provadét systematicky
skrining témét vSech transkriptl v daném biologickém systému pii pouziti malého

mnozstvi pocateéniho materialu (Bachem et al., 1998).

Pii pouziti metody CDNA-AFLP dochazi k rozdéleni komplexu cDNA na malé
podmnoziny pouzitim restrikénich enzymu. Nasledné pouziti takto upravené cDNA v PCR
reakcich ve dvou stupnich umoznuje detekci rozdilné exprimovanych transkriptd. Je to
jedna z mala jednodusSich metod, ktera je schopnd nalézt geny, které jest€¢ nejsou
klonované resp. popsané v databazich. Tuto metodu lze pouzit i na druhy rostlin, jejichz
genom dosud nebyl sekvenovan, proto je pouziti této metody mozné v Sirokém okruhu
experimentalnich systémdu. Jak jiz bylo uvedeno, jde o pomérné levnou metodu, kterd mlize
byt zavedena Vv jakékoliv prumérné vybavené laboratofi pro molekularni genetiku (Bachem
et al., 1998; Bryne et al., 2003; Kivioja et al., 2005; Qin et al., 2001; Vuylsteke et al.,
2007).
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Prvnim krokem metody cDNA-AFLP je pfiprava kvalitntho cDNA templatu
zmRNA, a to v dostateném mnozstvi a kvalité. Proto je dulezita kvantita a kvalita
samotné extrahované RNA ze zkoumaného rostlinného pletiva, ktera se méni v zavislosti
na cytoplazmaticky bohaté frakci, aktivit¢ bunécného déleni ve zkoumanych pletivech a
kvantité¢ ptirozen¢ se vyskytujicich kontaminantii plsobicich pifi izolaci RNA
(polysacharidy, polyfenoly atd.). Vysoky obsah kontaminantd v izolované RNA se projevi
pfi kontrole kvality izolatu na gelu rozmazanim pruhti odpovidajicich molekulam

ribozomalni RNA (Bachem et al., 1998).

K syntéze ds cDNA(double-strand cDNA; dvoufetézcové cDNA) dochazi reverzni
transkripci mRNA. Pro syntézu ds CDNA slouzi jako templat mRNA v procesu
katalyzovaném enzymem RNA-dependentni DNA polymerazou, ktery je oznaovan také
jako reverzni transkriptaza (Bachem et al., 1998; Kodicek, 2004).

Dale nasleduje pouziti restrikénich enzymu. Stejné jako u standardni AFLP jsou i u
cDNA-AFLP pouzity k produkci primarniho templatu dva restrikéni enzymy. Enzymy by
mély byt vybrany tak, aby jeden z nich reprezentoval tzv. ,rare-cutting” — Stipani s nizsi
Cetnosti. Z tohoto divodu jsou pouzivany endunukleazy s péti nebo Sesti bazemi v jejich
rozeznavaci sekvenci. Druhy enzym by potom mél byt tzv. ,,frequent-cutting” enzym s
rozeznavacim mistem obsahujicim Ctyii pary bazi, ktery Stipe cDNA s vysSi Cetnosti.
V optimalnim pfipad¢ ,,rare-cutting” restrikéni enzym $tipe kazdou molekulu cDNA, ale v
praxi maji takovéto restrikéni enzymy misto jen v piiblizné poloviné ¢cDNA molekul.
Vhodné restrikéni enzymy pro experimenty se vybiraji napt. podle zvlaStniho zajmu pro
vyzkum, nebo takové, které vytvori fragmenty o ocekavané velikosti. Po restrik¢nim
Stépeni ds cDNA dochazi k ligaci adaptorii, kdy lepivy konec adaptoru komplementarné
naseda na lepivé konce vzniklé Stipanim pouzitymi restrikénimi enzymy. Produkt vznikly

po ligaci adaptori Se nazyva primarni templat (Bachem et al., 2004).

Po ptipravé primarniho templatu nasleduji pro vytvofeni cDNA-AFLP fingerprintu
tii kroky. Jedna se o pre-amplifikaci, dale fedéni, kterym ziskame sekundarni templat, a
selektivni amplifikaci sekundarniho templatu. V této casti protokolu cDNA-AFLP se
pouzivaji pristupy zalozené na vyuziti PCR reakce — polymerazova fetézova reakce (PCR z
anglického ,,Polymerase Chain Reaction”). Jde 0 metodu syntézy nukleovych kyselin,
ktera vychazi z procesu replikace. Tato technika umoznuje ziskavani velkého mnozstvi
kopii urcité sekvence DNA. V prubéhu reakce se cyklicky opakuji tii kroky: denaturace
(cca 95 °C; rozdeleni dvouretézcové DNA), hybridizace kratkych oligonukleotidi tzv.
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primeri (cca 50 °C; ohranicuji amplifikované tseky DNA), amplifikace ucinkem
termostabilni DNA polymerazy (cca 70 °C; prodluzovani fetézce DNA) (Kodicek, 2004).
Efektivitu PCR reakce vyznamné ovliviiuji rizné faktory jako je koncentrace Mg2+ iontd,
typ polymerazy, zakladni slozeni templatu a primera, slozeni pufru a teplotni profil PCR
programu. Mnozstvi produktti vzniklych v PCR je ur¢eno poctem cykla (Bachem et al.,
1998).

Prvni PCR reakce pouzitd vramci cDNA-AFLP protokolu se nazyva pre-
amplifikace primarniho templatu a probihd s primery korespondujicimi se sekvenci
pouzitych adaptorti. Primérni templat se pro pre-amplifikaci pouziva 10x fedény (Bachem
et al., 2004). Pro uspésnou pre-amplifikaci je dulezity pocet cykli v PCR reakci. U vzorka
po pre-amplifikaci se provede méfeni koncentrace a nasledné fedéni vzorku. Uroveii fedéni
sekundarniho templatu je rovnéZ jeden z klicovych parametrii metody. Vznikly sekundérni
templat je nasledné pouzit jako templat do druhé PCR reakce, tzv. selektivni amplifikace.
Pocet pouzitych cykli v selektivni amplifikaci je rovnéz dilezitym parametrem metody
cDNA-AFLP. V selektivni amplifikaci se jednd o amplifikaci fragmentu s primery
prodlouzenymi o jednu nebo vice specifickych bazi (Bachem et al., 1998). Tato selektivni
amplifikace mize byt provedena pro jednu az tfi fluorescen¢ni znacky v ramci jedné
amplifikace pii pouziti kapilarnich systémi pro elektroforetické rozdéleni ziskanych

amplikonti.

3.3.2 Metoda RT-PCR a kvantitativni Real-Time PCR

Dal$imi metodami umoziujicimi ziskat informace tykajici se transkriptomu jsou
metody RT-PCR a kvantitativni Real-Time PCR. U RT-PCR je templatem ss cDNA
ziskand z mRNA. Jde o specifickou amplifikaci, pfi které 1ze detekovat specifickou mRNA
v jediné bunce. Tato metoda je vyhodné pro detekci mRNA, které se v buiikach vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich. Tato metoda slouzZi ke zjiSténi, zda je ve zkoumaném
vzorku jeden zkoumany gen exprimovan (v pfipadé multiplex reakce — vice zkoumanych
genil), ¢i nikoli. Hodnoceni reakce se provadi elektroforetickou separaci PCR produktu na

gelu a jeho vizualizaci.

V piipad¢ Real-Time PCR se v podstaté jedna o sledovani mnozstvi produktu PCR
reakce v realném case, a t0 od okamziku jeho vzniku az po ukonceni PCR reakce.

Templatem je rovnéz cDNA ziskand z mRNA. Metoda se provadi ve specialnim pfistroji,
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ktery funguje jako termocykler a zaroven jako detektor fluorescence. Tato metoda mj.
slouzi 1 ke zjisténi kvantity amplifikovaného produktu, tzn. informace v jaké mife je
sledovany gen v daném pletivu exprimovan. Mira exprese genu, resp. piislusného cDNA
templatu na pocatku reakce, se odvozuje od rychlosti nastupu ptislusného amplikonu
v pribéhu reakce. Cim je vice mRNA transktiptu ve vzorku, tim je vice cDNA templatu a
tim dfive nastane exponencialni fize amplifikace. Pti této metod¢ se vyuziva fluorescencni
znaceni amplifikovanych produktii a odec¢itani mnozstvi fluorescence v kazdém cyklu PCR
reakce. Pouzivané fluorescen¢ni barvivo muze byt nespecifické (,,SYBR Green”) nebo
specifické (obvykle pouziti riiznych typti sond komplementarnich se sledovanym usekem
cDNA). Nespecifické fluorescencni barvivo se vaze na jakoukoliv dvouvldknovou DNA,
coz pfinasi riziko nespecifickych signalii (signal odpovidajici vzniku dimerdi primert,
nespecifické produkty, kontaminace genomickou DNA). Specificka barviva jsou obvykle
navazana na kratké tseky DNA (sondy), které se specificky vazi na cilovy produkt.
Vyhoda tohoto pfistupu je i vtom, ze je mozné (pokud to pfistroj umoziuje) pouzit vice
fluorescencnich znacek v jedné reakci, coz umoziuje ziskat informace soucasné pro dva i
vice genl (napt. pro cilovy gen a referencni gen pfi relativni kvantifikaci). Kvantifikace
templatové ¢cDNA muize byt absolutni (nutnost mit k dispozici standard o znamé
koncentraci a vytvofenou standardni kfivku), nebo relativni (nutnost referenéniho genu,
obvykle tzv. ,housekeeping gen”). Vysledky relativni kvantifikace se hodnoti pomoci
statistickych metod. Tato metoda je vhodna pro geny, které maji nizkou miru transkripce
nebo pro analyzu transkripce z malého mnozstvi RNA (Garg et al., 2010; Heid et al., 1996;
Jain et al., 2006; Livak et Schmittgen, 2001).

3.3.3 Metoda Microarrays

Tato metoda historicky vychazi z metody anglicky oznacované jakozto ,,.Dot Blot
Hybridization®, u které dochéazi k navazani sondy na membranu ve specifickém uspofadani
— matrici (arrays). Dnes nové technologie umoznuji vyrobit mikromatrice, tzv.
microarrays. Zakladem této metody jsou syntetické oligonukleotidy nebo produkty PCR,
které odpovidaji velkému poctu genli nebo v§em gentim daného organismu. Jde o ¢ipovou
technologii, kdy jsou tyto oligonukleotidy (sondy) robotem kovalentné navazany na
speciadlni sklenénou desti¢ku v podobé uspotadanych tecek (array) o rozmeérech v fadu
jednotek az desitek pum (zavisi na pouzité technologii). Tato metoda umoziuje velmi
zevrubny pohled na genovou expresi ve zkoumaném vzorku. Na jednom sklicku totiz muze
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byt navazano az desitky tisic sond (dnes az 250 000). Podle toho jaky charakter ma matrice
zachycena na sklicku (zachycovaci desti¢ce) se odvozuji ,.cDNAarrays“ nebo

,oligonukleotidové arrays®.

Postup je takovy, ze v hybridiza¢ni jednotce dojde k hybridizaci cDNA molekul
z nami analyzované¢ho vzorku s préobami navdzanymi na sklicku a naslednému vymyti
ptebyvajici nenavazané cDNA. Molekuly cDNA jsou oznaceny fluorescen¢ni barvou.
Mista, kde doslo k hybridizaci, tedy vykazuji fluorescenéni aktivitu. Ta je nasledné pro
jednotlivé body na skli¢ku piectena laserem ve specifickém a velmi nakladném skeneru,
pii¢emz posléze dojde k pocitaovému zpracovani dat. Tato metoda se vyuziva k analyze
velkého mnozstvi gent najednou, ke hledani kandidatnich genti, ke hledani vyznamnych
metabolickych drah pro dany proces a k porovnavani variability exprese. Nevyhodou této
metody jsou pomérné vysoké naklady a riziko tzv. cross-hybridizace (hybridizace cDNA
s probami slouzicimi pro detekci jinych gent). Dalsi nevyhodou této metody je také to, Ze
mize byt efektivné pouzita jen pro organismy, jejichz genom jiz byl sekvenovan (Anon.,
2008; Qin et al., 2001; Schenk et al., 2000; Snustad et Simmons, 2009; Rabbani et al.,
2003).

3.3.4 Metoda sekvenovani transktiptomu (RNA seq)

Tato metoda k ziskani informace o e exprimovanych genech a jejich kvantité
vV daném okamziku odbéru rostlinného materidlu vyuziva schopnosti metod sekvenovani
nové generace (oznacovany jako NGS — z anglického ,,next generation sequencing®). Jde o
kompletni identifikaci exprimovanych genti v daném pletivu. Touto cestou mohou byt
odhaleny pfipadné nové sestiihové varianty geni (varianty gentt vzniklych riznym
sestithem hnRNA). Touto metodou muize byt provaddéna i sekvenace transkriptomi
neznamych druhd (de novo sekvenace). Tato metoda navic poskytuje mnohem presnéjsi
vysledky z hlediska méfeni mnoZstvi transkriptl a jejich izoforem neZ jiné metody (Wang

et al., 2009; Zhang, et al., 2010; Zheng et al., 2015).

Metoda pifimého sekvenovani RNA (DRSTM — ,.Direct RNA sequencing®) vychazi
pfimo z molekuly RNA bez piepisu na cDNA. Dochézi k pfimému masivné paralelnimu

sekvenovani RNA bez ovlivnéni vzorku jakymikoliv manipulacemi (napt. ligace nebo

amplifikace; Ozsolak et al., 2009).
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Dalsi ptibuznou metodou je pfistup oznacovany jako DP-seq (z anglického
,Designed Primer-based RNA sequencing®), pfi¢emz na zaklad¢ této metody je mozné
analyzovat transkriptomy z velmi malého mnozstvi vstupni RNA (z 50 az 100 bungk;
Bhargava et al., 2013). Pomoci tohoto pfistupu se jiz dokonce podatilo provézt analyzu
transkriptomu pomoci sekvenace RNA zjadra jedné mozkové bunky laboratorniho
potkana (Grindberg et al., 2013). Pomoci laserové mikrodisekce bylo vypreparovano jadro
Z jedné buiky, nasledn¢ doslo k syntéze cDNA z mRNA obsazené v tomto jadre, jeji
amplifikaci a sekvenaci pomoci SOLID (Life Technologies) — sekvenace pomoci ligace a
detekce oligonukleotidii (z anglického ,,Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection®).

3.3.5 Metoda In situ hybridizace

Jde o soucasné vyuziti hybridizace nukleovych kyselin a mikroskopie. Principem
této metody je vytvoreni fezli zkoumaného pletiva, jejich fixace na sklicko, pfiprava na
hybridizaci, denaturace, hybridizace se znacenou antisense RNA sondou a vyhodnoceni
fluorescen¢nim mikroskopem. Vyhodou této metody je piesna lokalizace genové exprese v
pletivu a kolokalizace rtiznych dalSich transkriptt, jelikoz hledand sekvence RNA je
imobilizovdna uvniti bunky v mikroskopickém preparatu a vizualizovéna prostfednictvim
sondy. Touto metodou muize byt provedeno srovnavani transkriptomt napi. identifikace
genll exprimovanych v jednom organismu (pletivu) a bez exprese v jiném organismu
(pletivu). Nebo identifikace genti exprimovanych za riznych podminek. Nevyhodou této

metody je riziko nespecifickych signalti a nepfesna kvantifikace transkriptu.
Mezi nejznaméjsi zastupce téchto metod patii piistupy oznacované jako ISH (z
anglického ,,in situ hybridization* sondy jsou obvykle znaceny biotinem, digoxigeninem

nebo radioaktivné) nebo FISH (fluorescenéni in situ hybridizace), kde jsou sondy znaceny

fluorescenéni znackou (nejcastéji fluorescein).

U této metody je mozné pouzit i vice barev pro jeden vzorek (Kocarek et Panek,

2010; Manékova et Seichertova, 2002).
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3.3.6 Metoda SAGE (,,Serial Analysis of Gene Expression®)

Jde 0 sériovou analyzu genové exprese, ktera mize poskytnout informace o
intenzité¢ genové exprese srovnavanim jednotlivych vzorkd. Jedna se o metodu pracnou,
kterou je mozno provadét pouze ve velmi dobie vybavenych laboratofich (Qin et al.,
2001). Princip této metody je zaloZen na izolaci RNA, vytvofeni tagli (kratkych usekt
RNA o délce 15 bp), izolaci téchto taghh z RNA, ligaci téchto tagh do jednoho vlakna a
jejich zaklonovani do vektoru. Dale nasleduje jejich sekvenace a analyza dat. Vyhodou této
metody je presnéj$i urCeni Cetnosti transkriptu a na rozdil od metod ze skupiny
,microarrays“ u téchto dat ziskanych sekvenaci zde nejsou hybridizacni artefakty.
Nevyhodou této metody je skutenost, ze lze identifikovat pouze kratké fragmenty genil
(15bp), coz pFinasi nebezpedi, Ze dva rizné geny mohou mit stejné tagy (Smarda et al.,

2005; Velculescu et al., 1995).

3.3.7 Metoda Northern Blot

Vyhodou této metody je nizké riziko faleSnych artefaktli ve srovnani s metodami
zalozenymi na PCR a moznost uréeni relativni velikosti transkriptu a existence riznych
transkripti daného genu (alternativni sestfih). Nevyhodou metody je, Ze neposkytuje tidaje
o absolutnim mnozstvi dané mRNA, je realna detekce pouze malého mnozstvi gent a
uvadi se také nizka citlivost této metody (nehrozi zde ovSem fale$né pozitivni vysledky).
DalSimi negativy jsou velkeé riziko degradace vzorku v priibéhu analyzy a obvykla potfeba
pouziti radioaktivniho znaceni. Metoda je také ndro¢nd na pomérné vysoké mnozstvi
vyizolované RNA, obvykle je potieba alespoit 1 ug mMRNA nebo 10 pg celkové RNA.
Metoda je zalozena na izolaci RNA ze vzorku. Nasledné dojde k elektroforetické separaci
RNA na gelu. Pii této elektroforetické separaci dojde k rozdéleni RNA podle velikosti,
k separaci se pouziva pufr s pfidavkem formaldehydu, ktery zptisobi denaturaci RNA. Dale
nasleduje krok Northernblotting, tzn. pieneseni RNA na nylonovou membranu
S pozitivnim nabojem, V pufru pouzivaném pro pienos je obvykle ptfidan formamid.
Nasledn¢ dojde k fixovani (imobilizaci) ptenesené RNA na membranu UV zafenim nebo
zahtivanim a k hybridizaci membrany se zna¢enymi sondami (sondy jsou komplementarni
k cilové sekvenci). Poslednim krokem je vizualizace znacené RNA na rentgenovém filmu

(Kevil et al., 1997; Micuda et al., 2006; Rabbani et al., 2003; Snustad et Simmons, 2009).
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3.3.8 Metoda Subtraktivni hybridizace

Metoda je zalozena na hledani transkriptd pfitomnych v jednom vzorku (tzv.
,tester”) a nepfitomnych v druhém vzorku (tzv. ,,driver®), spole¢né sekvence jsou Vv ramci
postupu ze vzorku odstranény. Nejprve dojde k izolaci mRNA z obou vzorki a piipraveé
cDNA, pficemz cDNA ze vzorku ptedstavujiciho ,,driver je oznac¢ena biotinem. Nasledné
dojde ke smichani cDNA ze vzorku ,tester* s nadbytkem cDNA ze vzorku ,,driver”, a
nasledné k jejich denaturaci a renaturaci. Molekuly ¢cDNA ze vzorku ,tester, které
reprezentuji mRNA pfitomné v obou vzorcich, tvoii hybridy s cDNA ze vzorku ,,drivere.
Po vzniku téchto hybridu ,,drivere/ tester a ,.driver</,driver dojde Kk jejich odstranéni
streptavidinem. Ve vzorku po odstranéni hybridl zistanou pouze cDNA, které reprezentuji
transkripty pfitomné jen ve vzorku ,tester. Po tomto kroku nésleduje skrining genové
knihovny nebo klonovani a vytvoteni subtraktivni knihovny cDNA (Anon., 2008; Cortés et
al., 2008; Santamaria et al., 2011).

3.4 Studie zamé&fené na expresi genti v souvislosti s dormanci dievin
3.4.1 Cemy rybiz (Ribes nigrum L.)

Poskozovani trody ¢erné¢ho rybizu vlivem mirnych zim v nékterych castech Evropy
vedlo ke zvySeni zajmu o studium genetického pozadi dormance pupenti. Studie provedena
kolektivem Hedley et al. (2010) se zaméfila na zménu genové exprese v listovych
pupenech Cerného rybizu v obdobi jejich vystupu z dormance. Jelikoz bylo v databézi
NCBI (,,National Center for Biotechnology Information) nalezeno méné nez 30 sekvenci
genll souvisejicich ¢ernym rybizem a blizce pfibuznymi dievinami, byla v této praci
vytvofena vlastni cDNA knihovna zpletiv listovych pupeniti pro nasledné EST
sekvenovani (,,.expressed sequence tag“). Listové pupeny byly pro tvorbu knihovny
odebrany osmkrat od zacatku prosince do konce bfezna, tzn. v pribéhu obdobi dormance a
po ném. Znalost sekvenci genti exprimovanych v pupenech vedla k piipravé vlastniho Cipu
(microarray) ke zkoumani genové exprese genll souvisejicich s dormanci a vystupem
Z dormance u pupenti ¢erného rybizu. Studiem exprimovanych genli bylo zjiSténo, ze
nejnizsi je exprese genll na zacatku dormance a nejvyssi v dobé vystupu z dormance.
Geny, u kterych byly nalezeny signifikantni zmény, byly zapsany do tabulky (jsou zde
uvedeny napi. ,,60S ribosomal protein L35 gb“; ,putative E2 ubiquitin-conjugating

enzyme UVC7“; ,plant lipid transfer protein®; ,.cyclin-like F-box“; ,,photosystem I
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reaction centre submit IV/PsaE*; ,putative ripening-related protein®; ,,Zincfinger B-box*;
»transcription factor MADS-box“; ,,ATP binding™ ...). Jejich souvislost s dormanci byla
prokdzana 1 u jinych rostlinnych druhti. Expresni profilovani vedlo k identifikaci tii
kandidatnich gent ko-lokalizovanych s QTL (z anglického ,,quantitativetrait loci® — lokusy
kvantitativnich znakd) vystupu pupenti zdormance. Jednalo se o geny, které
pravdépodobné koduji: ,,calmodulin-binding™ protein, beta tubulin a acetyl
CoAcarboxylazu. Tyto geny souvisejici s vystupem pupenti z endogenni dormance by
mohly byt zdkladem pro vyvoj genetickych markerti vyuzitelnych ve Slechténi rybizu
(Hedley et al., 2010).

3.4.2 Kastanovnik sety (Castanea sativa Mill.)

U jedlého kastanu byl zkoumén rozdil genové exprese v dormantnich pupenech a
nedormantnich pletivech a vliv epigenetické regulace na dormanci. Pro zkoumani téchto
rozdila byly vytvofeny dvé cDNA knihovny s néaslednym vyuzitim pro subtraktivni
hybridizaci. Jedna knihovna obsahovala geny souvisejici s dormanci a druha obsahovala
exprimované geny v nedormantnich pletivech. Subtraktivni hybridizace poskytla 512
rozdilné exprimovanych sekvenci (ESTs). Tifidéni téchto exprimovanych sekvenci
prokézalo, ze pro dormantni pupeny byly charakteristické geny spojenymi se stresovymi
reakcemi, zatimco nedormantni pletiva (pupeny) byly exprimovaly geny spojenymi
s energii, syntézou proteinli a bunéénych komponent souvisejicich s vyvojem a ristem
rostlin. Nékteré exprimované sekvence, nachazejici se v obou knihovnach, ukazovaly na
zapojeni téchto genli do riznych forem epigenetickych zmén, coz naznacuje na zapojeni
riznych mechanismii epigenetické kontroly v obdobi dormance a v obdobi rustu.
S obdobim dormance byly spojeny geny mono-ubiquitinaiza HUB2 a histone
acetyltransferdiza GCNSL. Geny, které byly dany do souvislosti s dormanci u
kastanovniku, byly srovnany s geny ve spojitosti s dormanci u topolu a s dormanci semen u
Arabidopsis thaliana L. Z vysledkti vyplynulo, Ze vSechny tii systémy maji spolecny
zaklad (Santamaria et al., 2011).
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3.4.3 Kiwi (Actinidia spp.)

Dalsi vyzkumy zaméfené na geny souvisejici s dormanci byly provedeny na
rostlinach kiwi. Pfi péstovani kiwi dochazi k problémim v teplych oblastech, kde
nedochazi ke spravnému a jednotnému vystupu kvétnich pupenti z dormance, jelikoz u
rostlin nedojde Kk dostate¢né akumulaci chladovych hodin (Henzell et al., 1991).
V podminkach péstovani kiwi se tento problém fesi chemickym oSetienim piipravkem —
hydrogen cyanamide (HC), ktery vede ke zvySeni poctu pupent vystupujicich z dormance
a k synchronizaci tohoto jevu. Toto oSetieni nabizi také zpisob zkoumani vystupu
z dormance u kiwi. Identifikace genti exprimovanych po aplikaci ptipravku HC ukazuje
vétSinou na souvislost téchto genl s odpovédi rostlin na stres, u ¢asti z nich ale také jde o
geny souvisejicich s opétovnym rastem. Na zdklad€ oSetfeni HC doSlo k vyraznému
zvyseni exprese gend ze skupiny glutathion S-transferaza (GST), coz jsou geny obecné
spojované se signalizaci stresu. Vystup z dormance na zékladé oSetfeni HC zavisi na
mnozstvi oxidovaného a redukovaného glutathionu rostlinou. U jabloni bylo prokéazano, ze
zvySené mnozstvi redukovaného glutathionu béhem chladové periody bylo tzce spojeno
s vystupem rostlin z endogenni dormance (Siller-Cepeda et al., 1992; Walton, 2009; Wang
etal., 1991).

V dalsi praci, zabyvajici se dormanci rostlin kiwi, bylo zjiSténo, Ze v pribéhu
dormance je zvySend exprese genll podobnych s geny oznacovanymi jako SVP u
Arabidopsis thaliana L. (,,SVP-like — short vegetative phase®). U rostlin kiwi klesa exprese
téchto genu s blizicim se vystupem pupend z dormance. Tyto zavéry byly potvrzeny i u
jinych druhti dfevin, jako jsou meruiiky, réva vinna a broskve (Diaz-Riquelme et al., 2009;
Lietal., 2009; Wu et al., 2012; Yamaneet et al., 2008).

3.4.4 Réva vinna (Vitis vinifera L.)

Pti zkouméni pribéhu dormance u pupent révy vinné byly zjiStény zmeény
v aktivité katalazy, ktera ma vliv na hladinu H,0, (peroxid vodiku) v pupenech révy vinné.
V lokalitach s teplymi zimami aktivita kataldzy vzrostla na své maximum v prib¢hu
dormance a po vystupu z ni klesla na mén¢ nez tietinu své maximalni aktivity. Katalaza je
hlavnim oxidativnim enzymem, ktery degraduje H,O, na vodu a kyslik. Pfechodné zvySeni
hladiny H,0O, ukazuje na vystup pupeni z endogenni dormance. Byly provedeny pokusy

s inhibici aktivity katalazy. Jeji aktivita byla kompetitivné inhibovana aplikaci ptipravku
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hydrogen cyanamide (HC), jez je silnym ¢inidlem podporujicim raseni pupend. Po aplikaci
HC doslo k nahlému poklesu exprese katalazy, po ¢emz nasledovalo ukonceni dormance.
Z vysledku tedy vyplynulo, Ze exogenné aplikovany HC ma vliv na regulaci genové
exprese enzymu kataldza. Na druhé stran¢ genova exprese kataldzy v piirozenych cyklech
dormance a ristu pupentl révy vinné ma konstitutivni charakter a nekoreluje se zjisténymi
vysledky, které ukazuji na jeji snizenou aktivitu v obdobi vystupu z dormance (Or et al.,
2002; Pérez et Burgos, 2004; Pérez et Lira, 2005).

Keilin et al. (2007) se ve své praci zabyval digitalnim profilovanim exprimovanych
genl souvisejicich s procesy probihajicimi v dormantnich pupenech révy vinné. Pracoval
s kolekci 5516 vetejné dostupnych sekvenci. 59 % téchto sekvenci nebylo v dobé analyzy
umisténo v databazi TIGR (databaze, ve které jsou ulozeny rostlinné trakskripty —
sekvence exprimovanych genil). Okolo 22 % t&chto transkriptli neneslo podobnost s jinym
rostlinnym transkriptem. Témito ¢isly autofi ukazuji na potiebu prace s kolekcemi
exprimovanych  sekvenci EST (z anglického ,expressed sequence tag®)
a schopnosti srovnavani jednotlivych EST kolekci mezi riznymi cDNA knihovnami.
Vysledky tohoto digitalniho profilovani naznacuji, Ze na proces regulace dormance pupenil
révy vinné a vystupu z ni ma vliv nékolik skupin genti. Geny souvisejici s oxidativnim
stresem, signalizaci vépniku, intracelularnim vezikuldrnim transportem a anaerobnim

zpiisobem metabolismu sacharidi.

3.4.5 Maliny (Rubus idaeus L.)

U malin je obecny problém, ze mnoho pupenti ziistane v dormantnim stavu a
nasledkem toho neplodi. Jejich vystup z dormance je Spatny a nerovnomérny. Vyzkum
kandidatnich genii souvisejicich s endogenni dormanci a vystupem z ni byl provadén na
odridé¢ ’'Glen Ample’. Byly vytvofeny dvé cDNA knihovny, jedna z pupent
v endodormanci a jedna z pupent v paradormaci. Ke sledovani zmén v genové expresi pii
pfechodech mezi jednotlivymi typy dormance byla pouzita c¢ipova technologie
(microarray). Pomoci Cipu bylo sledovano 5360 expresnich profilt (2689 z endodormantni
knihovny a 2671 z paradormantni knihovny). Analyza exprimovanych sekvenci (EST)
vedla v mnoha piipadech k jejich funkéni kategorizaci (37,1 % odpovéd’ rostliny na stres a
detoxika¢ni odezva; 16,8 % hormonalni odezva; 4, 2 % metabolismus bunécné stény; 3,6

% metabolismu ostatni) a rozvoji hypotéz tykajicich se mechanismi vystupu pupeni
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z dormance. Vysledky umoznili identifikaci genti souvisejicich s riznymi zménami
V dormantnich pupenech. Prace poskytla mnoho informaci o rozdilné exprimovanych
genech a u nékterych se jejich souvislost s dormanci potvrzuje i u jinych rostlinnych druha

(Mazzitelli et al., 2007).

3.4.6 Topol (Populus spp.)

Jelikoz dochazi ke zméndm klimatickych podminek, je nutné studovat vlivy téchto
zmeén na lesni porosty. Jednou z modelovych rostlin tohoto zkoumdni je topol, na kterém
bylo provedeno mnoho vyzkumii ve vztahu k exprimovanym geniim souvisejicich

s dormanci topold.

V praci Ruttink et al. (2007) byly analyzovany transkripéni profily (metodou
¢ipové technologie; microarray) a profily metaboliti (metodou kombinace plynové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie; GC-MS) od indukénich kratkodennich
podminek do uplné dormance (v tydennich intervalech po dobu 6 tydnl). Metabolity a
dynamika genové exprese slouzila k rekonstrukei ¢asového sledu udalosti v procesu vyvoje
pupenii. Dle autori, vyvoj pupene muize byt rozdélen do fazi: formace pupene, jeho
ptizptsobeni se suchu a chladovému ptisobeni a dormance. V kazdé z téchto fazi ptisobi
specifické regulacni mechanismy, geny a metabolity. Procesy kontroly vyvoje pupent,
jejich modifikace a terminace ovliviiuji: svétlo, etylén a kyselina abscisova. V obdobi
dormance doSlo ke snizeni exprese geni ANT (z anglického ,,AP2-like ethylene-
responsive transcription factor), CDKB (z anglického ,,CYCLIN-DEPENDENT KINASE
B*), CYCAI (z anglického ,,CYCLIN A1), CYCB2, CYCD3.

V praci Ruonala et al. (2008) pouzili metodu Real-Time PCR a in situ hybridizaci
ke zkoumani exprese nékterych gent v zon¢ vrcholového meristému (SAM — z anglického
,»shoot apical meristem*) a tzv. rib zoné¢ (RM — z anglického ,,ribmeristem®) s vlivem na
prodluzovaci rist letorostu a prechod do dormance. Vysledky prace naznacuji, ze pfechod
do faze dormance ovliviiuje fotoperioda pisobici na RM (ribmeristem) a snizena mira
exprese CENL 1 (z anglického ,,CENTRORADIALIS-LIKEI*) v téchto meristematickych
bunkach.

Studiem cirkadianniho rytmu u topolu se zabyva prace Ibanez et al. (2010). Prace
studuje zménu exprese nékterych genil ve fazi ristu rostliny, ukonceni rtistu, odolnosti viici

mrazu Vv obdobi dormance a raSeni pupent. Za geny souvisejici s odolnosti vi¢i mrazu
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(s jejich snizenou, nebo zcela zastavenou expresi) oznacili geny PttLHY1 (z anglického
,,LATE ELONGATED HYPOCOTYL1“), PttLHY2 a C-REPEAT BINDING FACTORL.
Kromé toho geny PttLHY1 a PttLHY?2 zptisobuji pozd¢jsi raSeni pupend.

Dalsi prace zkouma u topolu intracelularni signdly a pozastaveni komunikace mezi
bunkami pies plazmodezmy v obdobi dormance. Naopak v obdobi vystupu z dormance
dochazi na zakladé chladového pisobeni k uvolnéni FT (z anglického ,,FLOWERING
LOCUS T%) a GPI lipidovych kotev. Dojde k obnoveni transportu latek v bunkéach a na
zéklad¢ zvysené exprese CENLI1 k raseni pupent, prodluzovacimu rastu a morfogenezi

(Rinne et al., 2011).

3.4.7 Broskev (Prunus persica (L.) Batsch)

Genova exprese a jeji regulace byla studovéna prostfednictvim mikro RNA
(miRNA) druhu Prunus persica (L.) Batsch (Barakat et al., 2012). Byly porovnavany
sekvence ziskané z mladych listd a dormantnich pupent (genotyp broskve "Lovell”). Byly
vytvofeny knihovny miRNA, které byly sekvenovany. V praci bylo analyzovano 21
miliont malych RNA, znichz bylo identifikovdno 157 konzervativnich a 230
nekonzervativnich miRNA sekvenci. Analyza jejich exprese odhalila u nékterych miRNA
zvysenou, nebo snizenou expresi v dormantnich pupenech, na rozdil od jejich exprese
v mladych listech. Nékteré z miRNA byly exprimované v dormantnich pupenech a

kolokalizované s QTL popsanymi pro chladové naroky u broskve.

U mnoha druhii dfevin mize kratkodenni perioda vyvolat zastaveni ristu, vstup do
dormance a, po akumulaci dostate¢ného chladového plisobeni, vystup z dormance. Pro
zkoumani téchto procest byla pomoci subtraktivni hybridizace porovndvana exprese gent
u klasické broskve a mutantniho typu broskve (evg), ktery neukoncuje riist a tim padem
nevstupuje do dormance. Touto metodou bylo nalezeno 23 genl se zvySenou expresi u
klasického typu broskve oproti mutantnimu (evg) typu broskve béhem kratkodennich
podminek. Exprese téchto genii byla oveéfena metodou Real-Time PCR. Pouziti mutantniho
typu broskve (evg) umoznilo snizit pocet kandidatnich genli oproti béZnym vysledkiim
exprimovanych gent v prubéhu kratkodennich podminek. Tyto geny jsou pravdépodobné
zapojeny do signalnich drah vniméni fotoperiody, které vedou k zastaveni rstu a navozeni

dormance (Jimenéz et al., 2010).
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Mapovanim a sekvenovanim mutantniho typu broskve (evg), ktery neukoncuje sviij
rust a nevstupuje do dormance, bylo identifikovano Sest gent oznacenych jako DAM geny
(z anglického ,,dormancy associated MADS-box*). Tyto geny jsou kandiditnimi geny
V procesu ukoncovani rastu a formace terminalniho pupene. DAM geny byly sledovany u
mutantniho typu broskve (evg) v pribéhu celého roku a za kontrolovanych podminek
kratkého 1 dlouhého dne. DAM geny 1, 2, 4, 5 a 6 reagovaly na kratkodenni periodu.
DAM3 na fotoperiodu nereagoval, tzn., Ze muze byt regulovan ptsobenim chladovych
teplot. DAM geny jsou tedy pro rast a vyvoj broskvi dilezité (Jimenéz et al., 2009; Li et
al., 2009). Ve spojitosti s endogenni dormanci lateralnich pupent broskvi studovali
Yamane et al. (2011) regulaci exprese dvou DAM genti, konkrétné PpDAMS a PpDAMS6.
V této studii bylo zjisténo, ze oba tyto geny vykazovaly zvySenou expresi v pribchu
endogenni dormance. Dale tyto geny vykazovaly zvySenou expresi pii pusobeni
chladovych teplot na podzim a snizenou expresi v obdobi vystupu z endogenni dormance a
po delsim pusobeni nizsich teplot v zimé. Tyto vysledky ukazuji, ze dva zkoumané¢ DAM
geny mohou hrét roli pfi ptisobeni chladovych teplot na laterdlni pupeny broskvi a také

mohou mit vliv na inhibici ristu v dobé vystupu z dormance.

3.4.8 Merunka japonska / Slivon japonska (Prunus mume Sieb. et Zucc.)

Ke studiu endodormance lateralnich pupent japonské meruiiky byla pouZita
supresivni subtraktivni hybridizace se zrcadlovou orientaci vybéru (SSH/MOS -
z anglického ,,suppression subtractive hybridization with mirror orientation selection®).
Byly vytvofeny dvé cDNA knihovny, jedna zdormantnich pupentt a druha
Z paradormantnich nebo ektodormantnich pupenti. Tyto analyzy byly provedeny za ucelem
hledani genl se zvySenou expresi v obdobi indukce endogenni dormance nebo genti se
sniZenou mirou exprese v obdobi vystupu z endogenni dormance. Skriningem rozdili
V expresi genll a sekvenovanim byla zjiSténa zvySenad exprese genli v endodormantnich
pupenech u genll zapojenych do: metabolismu giberelinti, odolnosti vii¢i stresu, modifikace
bunécné stény a signali transdukce, jako jsou transkripéni faktory. Na zdklad¢é dalSich
analyz bylo zjisténo, Ze geny podobné SVP/AGL24-type MADS-box transkripéniho

faktoru byly exprimovany ve spojitosti s endodormanci (Yamane et al., 2008).

V dalsi studii provedené na japonskych meruiikach bylo identifikovano Sest

tandemové usporadanych PmDAM gentt (PmDAMI1 az PmDAMG6; Sasaki et al., 2011).
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Vsechny tyto geny mohou pisobit jako transkripéni represory. Analyza genové exprese
vSech PmDAM geni a chladového ptsobeni na podzim ukazuje, ze vSechny geny byly
potlaceny pii dlouhodobém pusobeni chladu a udrzovany na nizké urovni exprese az do
doby vystupu zendogenni dormance. Exprese genit PmDAM4 a PmDAMG6 byla
Vv negativni korelaci s vystupem z endogenni dormance. Tyto geny mohou hrat také roli
Vv rozdilnych reakcich na kratkou dobu chladového plsobeni mezi genotypy vyzadujicimi
nizké a vysoké mnozstvi chladovych hodin. U genotypli vyzadujicich vys$§i mnozstvi
chladovych hodin doslo ke zvySeni exprese téchto dvou genli a u genotypi s niz§imi
naroky na sumu hodin chladového ptisobeni doslo k potlaceni exprese téchto genii (Sasaki
etal., 2011).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

Pro tuto diserta¢ni praci byly vybrany 4 genotypy merunék. Byla vybrana odrida s
velmi ranym vystupem — ‘Sundrop’, ranym vystupem — "Vestar’, 'Betinka” s pozdnim
vystupem a odriida s velmi pozdnim vystupem z endogenni dormance — 'Stark Early
Orange” (SEO). Tyto odrady byly vybrany tak, aby mezi nimi byly v dobé vystupu
kvétnich pupenil z endogenni dormance co nejvétsi rozdily a tim 1 rozdilnd genova exprese

v jednotlivych terminech ¢asové fady odbért analyzovanych vzorkd.

Dvou az tfileté vétve s paralelné morfologickymi useky s pupeny byly odebirany na
pozemcich Ustavu ovocnictvi, Zahradnické fakulty v Lednici, Mendelovy univerzity v
Brng&. Vyhony byly v obou zimnich obdobich (2007/2008 a 2008/2009) odebirany vzdy z
jednoho stanoveného stromu dané odridy. Vyhony jednotlivych odrid s kvétnimi pupeny
byly systematicky odebirany v terminech pokryvajicich obdobi endogenni dormance,

vystupu z ni a v terminech po vystupu z endogenni dormance (viz tab. 1, ptilohy str. 7).

4.1.1 ’"Sundrop’

Odrtda "Sundrop” je kanadského plvodu, kterd vznikla z volného opyleni odriady
"Perfection” v roce 1975. Rist méa bujny, tvar koruny je vzptimeny. I pfes svou kratsi
dormanci ma pomérn¢ mrazuodolné pupeny. Je to cizosprasnd odrida, kterda casto
pteplozuje. Z tohoto divodu vyzaduje probirku plodd. Dozrava 3 dny pied odridou
"Velkopavlovickd”. Dozrava jednotn€, hmotnost plodi se pohybuje od 30 do 50 g,
pramérny obvod plodu je 13,2 cm. Plod je kulovity az mirné¢ ovalny. Barva je
pomerancova, vyjimecné se slabé vyvinutym krycim lickem s teckovanim na 0-15 %
povrchu plodu. DuZznina mé oranzovou barvu, je pevna, dobré chuti. Semenné jadro je
hotké. Plody jsou vhodné ke konzervovani i k ptimému konzumu, dobfe snasi transport.
Odolnost proti moniliové hnilobé je stiedni (Della Strada et al., 1989; Vyslouzil et Necas,
2010).
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4.1.2 ’Stark Early Orange” (SEO)

Odrtda "Stark Early Orange” (SEO) pochazi z USA (Washington). Je to kultivar
neznamého pivodu z roku 1920, rozsifil se ovSem az v roce 1945. Strom je bujné rostouci,
kvete sttedn¢ pozdné, plodonosnym obrostem u této odridy, jsou kytickovité utvary. Zraje
10 dni ptfed odridou "Velkopavlovickd’. Plody jsou velké s primérnou hmotnosti 79 g a
primérmym obvodem plodu 15,9 cm. Tvar plodu je podélny, kulaté vejcity. Barva plodu je
pomerancova se svétle zelenymi oblastmi, vzacné se u této odrudy vyskytuji odstiny jasné
cervené barvy. Slupka je nachylnd na praskani v oblasti u stopky. Duzninu ma oranzovou,
sttedné pevnou, stfedné jemné struktury. Je stfedn¢ az malo nachylna k otlakiim plodi pfi
manipulaci. Z hlediska odolnosti odridy 'Stark Early Orange” k moniliové hnilobé jsou

rostliny stfedné az nizce citlivé, na rozdil od toho plody jsou citlivé vysoce (Della Strada et

al., 1989).

4.1.3 ’Vestar’

Odrtda "Vestar” vznikla kiizenim odridy "‘Mad’arska” a smési pylu ¢inskych odriad
na Slovensku. Svou zralosti se fadi do skupiny odriid stfedné ranych, zraje 5 dnl po odriidé
"Velkopavlovickd’. Strom je bujné rostouci s rozloZitym habitem a brzkym nastupem do
plodnosti. Z hlediska pouziti podnozZe neni tato odrida néro¢nd, lze u ni pouzit vSechny
dostupné podnoze vhodné pro meruriky. Plodnost mize byt nékdy pii preplozeni mirné
sttidava, ale bézn¢ byva pravidelnd a velkd. Plody maji trojuhelnikovy tvar se Spickou na
vrcholu. Povrch plodu je hladky se slabé plstnatou slupkou, zakladni barva plodu je
oranzova s vyrazn¢ cervenym lickem na oslunéné strané¢ plodu. Duznina ma tmavé
oranzovou barvu, je tuha az velmi tuha s hrubou konzistenci. Chut’ této odridy je sladce
navinuléd az nakysla, v dobrych letech pii plném vyzrani nasladla. Aroma plodu je dobré az
pikantni, je vhodna pro piimy konzum. Pecka je vej¢ita a neni od duzniny odlucitelna, coz
je vyrazné negativum a znacné€ sniZuje moznost rozsireni této odridy. Naopak kladem této
odrtdy je jeji vysokd odolnost proti pozdnim jarnim mrazikiim v dob¢ kvétu, nenarocnost
na agrotechniku a stanoviStni podminky. Je doporucovdna do stfedné teplych a
chladnéjsich péstitelskych oblasti. V letech s velkym mnozstvim srazek v dobé dozravani

muze odrida "Vestar” trpét praskdnim plodl a naslednou moniliovou hnilobou (Jan, 2011).
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4.1.4 ’'Betinka’

Odrtda "Betinka” vznikla kiiZzenim v roce 1984 a naslednou selekei v roce 1992 na
Zahradnické fakult¢ v Lednici. Svou zralosti se fadi do skupiny odriid se stfedni dobou
zrani. Zraje 2 dny po odrad¢ "Velkopavlovickd'. Je cizosprasna, riist ma silny a vzptimeny.
Plodnost je stiedné€ vysokd az vysoka. Plody jsou atraktivni, stfedni az velké velikosti.
Duznina plodu je pevnd s dobrou chuti. Je vhodna pro ptimy konzum. Vyznamnym kladem
této odrudy je jeji rezistence viici virové chorobé — sarka Svestek (PPV — ,,Plam Pox Virus*
téz nazyvané virové nestovice Svestky). Z tohoto diivodu je tato odriida doporu¢ovana do

oblasti s velkym rozsifenim tohoto virového onemocnéni (Anon., Betinka & Co.).

4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni vystupu z dormance metodou poctu vykvetlych kvétnich pupenti

Toto stanoveni bylo provadéno na zékladé poméru vykvetlych kvétnich pupent
merunék z celkového poctu znamych kvétnich pupent. Od jedné odriidy byl odebran
takovy pocet vétvi, aby na nich bylo pfiblizn¢ sto kvétnich pupenil, které bylo nutné
spocitat a jejich pocet si zapsat ihned po odbéru. Nafezané vétve byly umistény na 14 dni
do nadob s vodou pii pokojové teploté. Pocet vykvetlych kvétnich pupent byl pocitan po 7
dnech, kdy zaroven prob&hlo nové zasttizeni vyhonl a vymeéna vody. Po 14 dnech byl
pocet vykvetlych kvétnich pupenli opét spocitan. V ptipadé, Ze po 14 dnech vykvetlo 50 a
vice procent kvétnich pupenti, byl termin odbéru danych vétvi oznacen za termin vystupu
kvétnich pupenti z endogenni dormance. Za vykvetly kvétni pupen byl povazovan takovy,
ktery byl ve fenofazi ,zacatek butonizace az kveteni®, tedy stddium ‘D" az 'F" dle

Fleckingera a Grisvarda (Vachtin, 2003).

Zaroven se sledovanim poctu vykvetlych kvétnich pupenlt byl zkouméan vztah
rozkvetlych pupend k sumé hodin pii teplotach od 0-7 °C (Crabbe et Barnola, 1996).
Piistup byl zvoleny obdobné¢, jak uvadi Yamane et al. (2006) u jejich analyzy dvou
kultivart japonskych merunék (tab. 15, prilohy str. 47).
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4.2.2 Stanoveni produkce etylénu, CO, a etanu

U kazdé ze ¢ty odrud byla pfichystana 3 opakovéni tohoto méfeni. Vétve s
kvétnimi pupeny merunék byly v sadu odebrany a rozdéleny na fragmenty o délce 120
mm. Pro kazdou odridu byly nachystany tifi odmérné valce, kazdy o objemu 50 ml, a do
kazdého z nich bylo nalito 10 ml deionizované vody. Do kazdého odmérného vélce byly
umistény tfi fragmenty, které byly pfedem zvaZeny v gramech s piesnosti na 2 desetinna
mista. Takto nachystana 3 opakovani od jedné odridy byla ve stejny ¢as hermeticky
uzaviena a dopravena na Ustav biologie rostlin, Agronomicka fakulta Mendelovy
univerzity v Brné, kde byly 24 hodin po uzavieni analyzovany. DalSi analyza byla
provedena po 7 dnech, béhem nichz byly odmérné vélce oteviené za bézného osvétleni a
pti pokojovych teplotach. Po sedmi dnech byly odmérné valce znovu na 24 hodin uzavieny

a vytvorend atmosféra byla opétovné analyzovana.

Pro samotnou analyzu byl tfikrat odebran 1 ml vytvoiené atmosféry z odmérného
valce injekéni stfikackou. Odebrand atmosféra byla analyzovana metodou plynové
chromatografie, coz je typ separacni metody, kdy se od sebe odd¢€luji slozky obsazené ve
vzorku. SloZky jsou pii tomto postupu prevedeny do plynné faze, aniz by doslo k jejich
rozkladu. Stacionarni faze interaguje se slozkami vzorku, ten je unaSen mobilni plynnou
fazi, proto se slozky pfi pohybu zdrzuji a na konec staciondrni faze se dostavaji diive
slozky mén¢ zadrZzované. Pro plynovou chromatografii, kdy bylo méfeno mnozstvi etylénu
a etanu, byl pouzit ptistroj (Fissons Instrument) s kapilarni, 24 m dlouhou kolonou HP-
PLOT/AI203. Teplota detektoru byla 200 °C, nastiiku 230 °C a kolony 40 °C (FiSerova et
Hradilik, 1994; Fiserova et al., 2001; Fiserova et al., 2008). Obsah oxidu uhli¢itého byl
stanoven na plynovém chromatografu CHROM 5 s katharometrem, jakoZto detektorem,
ktery ma 1,5 m dlouhou naplnovou kolonou plnénou PORAPAKem Q (Prokes et al.,
2006). Ziskané vysledky byly po pfepoctu na standard etylenu a CO; piepocteny na

hmotnost materialu, statisticky zhodnoceny a zpracovany graficky.

4.2.3 Stanoveni hladiny kyseliny abscisové (ABA)

Stanoveni  hladiny  kyseliny  abscisové =~ (ABA)  bylo  provedeno
radioimunoanalytickou metodou (RIA) na Ustavu biologie rostlin. Tato metoda stanoveni
kyseliny abscisové vyuziva schopnost protilatky MAC 252 rozpoznat molekuly ABA
(Quarrie et al., 1988). Pii ptipravé vzorkti byla pro kazdou odridu pfichystana 2
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opakovani. Pupeny byly umistény do 1,5 ml vymrazenych mikrozkumavek, které byly
umistény v kovovych vymrazovacich destickach pro co nejrychlejsi zchlazeni. Minimalni
navazka pro jedno opakovani byla 0,1 g. Kazdy vzorek byl pfesné zvazen s piesnosti
0,0001 gramu a byl spocitan pocet pupenti v navazce. Mikrozkumavky se vzorky byly
skladovany v - 80 °C a po nashromazdéni vSech vzorki byly pievezeny v chladicim boxu
na analyzu. RIA analyza byla provedena za pouziti monoklonalni protilaitky MAC 252
(Monoclonal Antibody Centre, Cambridge, UK) pro stanoveni (+) — S-ABA a 3H-ABA
(Amersham, spec. radioakt. 2,55 TBgmmol, 95,5 MBq.I-1). Radioaktivita byla méfena
pomoci scintilaéniho spektrometru Packard 2 000 CA a programu ,,SECURIA — Packard*.

4.2.4 Stanoveni hmotnosti kvétnich pupenti

Pti kazdém terminu odbéri vzorkl bylo odebrdno i 5 kust kvétnich pupent, jez
byly jednotlivé zvazeny. Jejich hmotnosti byly zaznamenany do tabulky a vyhodnoceny v

grafu.

4.2.5 Optimalizace syntézy ds cDNA jakoZto templatu pro cDNA-AFLP

Pfi zavadéni metodiky pro metodu cDNA-AFLP v letech 2005/2006 a 2006/2007,
pro Ucely vypracovani diplomové prace ,,Genetickd determinance dormance a kveteni u
merun&k” (Cechova, 2007), byly zjiitény problémy piedevsim v &asti metodiky od izolace
RNA po syntézu ds cDNA. Problém byl ve velké €asové naroCnosti rozliSeni pupent
kvétnich od listovych, dale v nashromazdéni dostatecného mnozstvi pupend na jeden
vzorek, coz pii pouzivané metodé izolace RNA na bdzi extrakce na oxidu kiemicitém
znamenalo potiebu zajistit pfiblizné¢ 1 g pletiv pupenid. Dlouha ¢asova naro€nost procesu
od ziskani vzorku pro izolaci RNA, nasledné separace mRNA a piepis na ds cDNA byla u
nekterych vzorkli zdrojem problémt v dasledku ¢astecné degradace nukleovych kyselin.
Tato ¢astecna degradace se projevila po analyze vzorkid na genetickém analyzatoru ABI-
PRISM 310 (Applied Biosystems) absenci amplifikovanych fragmenta delSich nez 160 bp.
Dalsim problémem byla nizka vytéZnost ds cDNA, ktera se projevila v nasledném kroku
protokolu metody cDNA-AFLP, kdy po preamplifikaci nékteré vzorky nebyly pii zkousce
na polyakrylamidovém gelu dostatecné zfetelné. Nebylo ani mozné zméfit a tudiz sjednotit
jejich koncentraci pied finalni analyzou na jednotnou turovenn (Cechova, 2007).

Odstraiiovanim vySe zminénych problémil se zabyva cast predkladané prace (viz nize).
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4.2.5.1 Piiprava kvétnich pupeni a skladovani vzorki pro izolaci RNA

Z odebranych vyhoni merunék byly v laboratofi oddéleny kvétni pupeny. Pro
kontrolu, zda se jednalo o kvétni ¢i listovy pupen, byl kazdy pupen s nejistym zafazenim
rozfiznut. Na fezu pupenu byly pomoci lupy rozliSeny kvétni ¢i listové zaklady, podle

toho, o jaky druh pupenu se jednalo (obr. 1, pfilohy str. 104).

Po opadu listh na podzim roku 2007 byl proveden test ucinnosti komerc¢niho
pripravku RNAlater®Solution (Ambion®) na stabilizaci RNA v pletivech kvétnich pupent
merunék. Test byl proveden tak, ze byly odebrany dormantni kvétni pupeny merunck,
které byly rozpileny a ihned umistény do 2 ml mikrozkumavek obsahujicich 1 ml
RNAlater®Solution. Takto ptipravené vzorky byly po dobu 24 hodin umistény do 4 °C za
ucelem difuze ptipravku RNAlater®Solution do pletiv pupenli. Po tomto oSetfeni byly
pupeny umistény do mraziciho boxu s - 80 °C na jeden mésic. Po této dobé& byly znovu
odebrany Cerstvé dormantni kvétni pupeny merunck, z nichz byla vyizolovana celkova
RNA. Celkovd RNA byla vyizolovana rovnéz ze skladovanych pupent. Kvalita izolatt

byla ovétena na RNaza ,,free* agar6zovém gelu (obr. 2, ptilohy str. 104).

4.2.5.2 lzolace RNA — Spectrum plant total RNA kit

V prvotnim protokolu pouZitém v ramci feseni diplomové prace (Cechova, 2007)
byla u Cerstvych odebranych pupenti merun¢k provadéna okamzitd izolace RNA ihned po
odbéru vzorki. Izolace byla provadéna extrakci na oxidu kiemicitém podle upravencho
protokolu izolace celkové RNA dle Foissac et al. (2001). Ziskané vysledky vsak byly
pomérné nekvalitni, jak je patrné z provedené zkousky kvality celkové vyizolované RNA

(obr. 3, ptilohy str. 105).

V ramci pokusné Casti diSertacni prace zamétfené na optimalizaci syntézy ds cDNA
byl proto vyzkousSen jiny postup izolace celkové RNA. Na tuto izolaci byl pouzit komercni
kit SpectrumTM Plant Total RNA Kit (Sigma). Izolace RNA byla provadéna az po zjisténi
pravdépodobného terminu vystupu kvétnich pupeni merun¢k z endogenni dormance
doprovodnymi metodami. A to, pokud to bylo mozné, ve dvou terminech pred vystupem
kvétnich pupenii z endogenni dormance, v terminu vystupu a v jednom terminu po

vystupu.
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Pouzité chemikalie, roztoky, laboratorni pomiicky a pfistroje pro izolaci prostiednictvim

sady ,,Spectrum plant total RNA kit*:
100% etanol
2-Merkaptoetanol (dodavany v kitu)
. Sada roztokii obsazena ve ,,SpectrumTM Plant Total RNA kitu*“ :
Lyticky roztok —,,Lysis solution*
Vézaci roztok — ,,Binding solution*
Promyvaci roztok 1 —,,Wash solution 1*
Promyvaci roztok 2 — ,,Wash solution 2%
Vymyvaci roztok — ,,Elution solution"
. Kolony obsazené v ,,SpectrumTM Plant Total RNA kitu* :
Filtra¢ni kolona (modra)
Véazaci kolona (Cervend)
Sbérné mikrozkumavky
. Ostatni ptislusenstvi
Tteci miska s tlouckem
2 ml mikrozkumavky
Miktopipety riznych rozsahi s ptislusnymi Spickami s filtry
Hlubokomrazici box (Sanyo Ultra Low)
Centrifuga s rotorem pro 2 ml mikrozkumavky (Hettich)
Ttepacka na mikrozkumavky (Ika)
Suchy termoblok (Biosan)

Digestof (nutné pfi praci s merkaptoetanolem)
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Protokol izolace celkové RNA pomoci kitu SpectrumTM Plant Total RNA:

. Tteci misky s tloucky, specialné¢ vyhrazené a oSetfované pro izolace RNA, byly
umistény do hluboko mraziciho boxu minimaln¢ na 2 hodiny pted jejich vlastnim pouzitim

(nebo nejlépe ptes noc, den pred pouzitim).

. Kvétni pupeny merunék zmrazené v RNAlater®Solution byly rozmraZeny,

vytazeny z roztoku a osuSeny jednordzovym ubrouskem.

. Takto pfipravené pupeny (cca 150 mg) byly ihned umistény do vymraZenych

ttecich misek.
. Pokracovalo vymrazovani pletiv i s tfecimi miskami po dobu jedné hodiny.

. Tésné pred drcenim vzorki byly pfipraveny popsané 2 ml mikrozkumavky s 500 pl

lytického roztoku (,,Lysis solution®) a 5 ul 2-merkaptoetanolu.

. Po dokonalém rozdrceni vymraZzenych pletiv bylo maximalné 100 mg ptevedeno do
mikrozkumavek s pfedem piipravenou smési lytického roztoku a merkaptoetanolu (tuto
maximalni hmotnost vzorku bylo potieba dodrzet, aby nedoslo k piehlceni kolony, coz by

vedlo k nizkému vytézku vyizolované celkové RNA).

. Nasledovalo dikladné protfepani vzorku na tfepacce pro mikrozkumavky po dobu

30 sekund pi1 1400 rpm.
. Déle nasledovala inkubace vzorku v termobloku pfi teploté 56 °C po dobu 4 minut.

. Vzorek byl odsttedén po dobu 3 minut do vytvofeni pelet z bunééného odpadu.
Tento a v§echny nasledujici centrifugacni kroky byly provadény pii pokojové teploté a pti

rychlosti 16000 g v mikrocentrifuze.

. Vznikly supernatant byl odpipetovan do filtra¢ni kolony (modrd) umisténé ve 2ml
sbérné mikrozkumavce tak, aby se jednordzova Spicka s filtrem, nedotkla peletu z

bunéénych trosek, nasledovalo odstfedéni po dobu 1 minuty.

. Po odstfedéni byla z mikrozkumavky odstranéna filtra¢ni kolona a do vy¢isténého
lyzatu bylo napipetovano 500 pl vazaciho roztoku (,,Binding solution®). Smés byla

nasledné promichéna opétovnym nasatim a vypusténim vzorku z pipety (minimalné 5x).

. Nasledoval krok vazani RNA na vazaci kolonu (Cervena), kdy bylo na tuto kolonu,

umisténou ve sbérné mikrozkumavce, napipetovano 700 pl smési ziskané v piedeSlém

kroku.
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. Nasledovalo odstiedéni po dobu jedné minuty k navazdni RNA na membranu

kolony.

. Tekutina ze sbérné mikrozkumavky byla odlita a mikrozkumavka byla kratce

poklepana o Cisty savy papir k vysuSeni zbytkové tekutiny.
. Kolona byla vracena do stejné sbérné mikrozkumavky.

. Nasledovalo napipetovani zbytku smési na vdzaci kolonu a zopakovani
centrifugacniho a odlévaciho kroku.
. Dals$im krokem bylo prvni promyvani kolony, pfi kterém bylo 500 pl promyvaciho

roztoku 1 (,,Wash Solution 1) napipetovano na vazaci kolonu se zachycenou RNA.

. Nasledovalo odstfedéni po dobu 1 minuty a nasledné odliti tekutiny proslé ptes
kolonu.
. S mikrozkumavkou bylo kratce poklepano o Cisty savy papir k vysuSeni zbytkové

tekutiny a kolona byla opét vracena do stejné sbérné mikrozkumavky.

. Nasledovalo druhé promyvani kolony prostfednictvim 500 pl zfedéného

promyvaciho roztoku 2 (,,Wash Solution 2%).

. Po odstfedéni trvajici 1 minutu doSlo opét k odliti tekutiny proslé ptes kolonu a

poklepani mikrozkumavkou o €isty savy papir k vysuSeni zbytkové tekutiny.

. Kolona byla opét vracena do stejné sbérné mikrozkumavky a nasledovalo treti
promyvani kolony, pii kterém bylo na kolonu opét napipetovano 500 pl zfedéného

promyvaciho roztoku 2.

. Nasledovalo odstfedéni po dobu 1 minuty, odliti tekutiny proslé pies kolonu,
poklepani mikrozkumavkou o ¢isty savy papir k vysuSeni zbytkové tekutiny a umisténi

kolony do stejné sbérné mikrozkumavky.

. DalSim krokem bylo suSeni kolony, pfi kterém se sbérna mikrozkumavka s
promytou vazaci kolonou odstfedila v mikrocentrifuze po dobu jedné¢ minuty. Cilem bylo

dokonalé osuSeni vazaci kolony.

. Osusend vazaci kolona byla pfemisténa do nové Cisté sbérné mikrozkumavky a
nasledovalo prvni vymyvani RNA prostfednictvim piidavku 50 pl Eluéniho (vymyvaciho)
roztoku (,,Elution solution®). Elu¢ni roztok bylo nutné napipetovat piimo do stfedu vazaci

matrice na kolon¢.
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. Poté nasledovala 1 minutové inkubace a nésledné odsttedéni opét po dobu 1

minuty.

. Nasledn¢ bylo provedeno stejnym zplisobem druhé promyti do stejné

mikrozkumavky (50 pl elu¢niho roztoku, 1 minuta inkubace, 1 minuta odstfedéni).

. Nasledovalo oSetfeni vyizolované RNA 1 pl enzymu ,,RNase OUT*, ktery zamezi

¢innosti RNz degradujicich vyizolovanou RNA.

4.2.5.3 Kontrola kvality a kvantity izolati celkové RNA

Kontrola kvality celkové RNA byla provadéna elektroforeticky na 1,2% RNaza
»free” agar6zovém gelu. Kontrola kvantity celkové RNA v izolatu byla provedena
fluorometricky na pfistroji ModulusTM Single Tube Fluorometer 9200-000 (Turner

Biosystems).

4.25.3.1 Kontrola kvality celkové RNA na RN4aza ,,free” agar6zovém gelu

RNéza ,free” agar6zovy gel pro praci s RNA se vyrdbi z autoklavovanych
chemikalii zbavenych enzymu RNaza rozkladajiciho RNA. PouZiva se elektroforéza a
ostatni pomucky dikladné ocisténé pomoci 0,5% SDS. Tato opatfeni minimalizuji

nebezpeci rozkladu RNA béhem elektroforézy a tim umozni jeji vizualizaci.

Pouzité roztoky a chemikalie:
. Pufr TAE 50x RNaza ,.free®.

Jedna se o elektroforeticky pufr, ktery zajisStuje vhodné pH pro migraci nukleovych kyselin

a zamezujici vzniku gradientu pH v okoli elektrod.

Je soucasti agardézovych gelti, ddvkovaciho pufru a vytvarfi samotné elektroforetické
prostiedi. Jako rozpoustédlo, byla pro pfipravu pufru pouzita voda oSetiena DEPC, ktery

RNézy deaktivuje.
Pufr byl pouzivéan v pracovni koncentraci 1x.

Slozeni pufru TAE: 2 M Tris base; 2 M ledova kyselina octova; 50 mM EDTA.
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. Davkovaci pufr 6x RNéza ,,free*:
0,25% Bromphenol blue

0,25% Orange G

15% Ficcol

TAE 1x

. Ostatni chemikalie:

Agardza pro elektroforézu (Serva); Gel Red (Biotium); 0,5% SDS; DEPC voda.

Pouzité pristroje a pomucky:

Maléd horizontalni elektroforéza (Biometra), forma na gel, hiebinek do gelu, tésnéni,
kadinka, magnetické michadlo (Ika), zdroj el. Napéti (Biometra), UV transiluminator

(Vilber Lourmat), digitalni fotoaparat s ptidanym cervenym filtrem (Kodak), pocitac.

Protokol:

. Vsechny ¢asti pouzité pii pifipravé gelu byly dikladné ocistény 0,5% SDS a
oplachnuty DEPC vodou umisténou v rozpraSovaci. Elektroforéza, kadinka s magnetickym
michadlem byla umyta jarem, oplachnuta vodou a néasledné¢ DEPC vodou. VSe bylo

ususeno v digestofi na ubrousku.

. Na 30 ml 1,2% gelu bylo navaZzeno 0,36 g agardzy, ktera byla rozvatrena ve vymyté
kadince s 30 ml pufru TAE 1x RNaza ,.free“. Do gelu bylo pfidano barvivo Gel Red
(Biotium) (v davce 5 pl na 100 ml pufru, tj. 1,5 pl barviva). Gel byl zchlazen na

elektromagnetické michacce a nalit do pfipravené formy.

. Po ztuhnuti gelu bylo odstranéno tésnéni s hiebinky a gel s formou byl umistén do

elektroforézy a zalit pufrem TAE 1x RNaza ,,free®.
. DEPC voda byla pouzita i v pufru TAE 1x RNéza ,,free®.
. Na gel byla davkovana smés 7 pl vzorku a 3 pl davkovaciho pufru.

. Napéti pouzité pii elektroforéze bylo po dobu 3 minut 50 V a po zbytek
elektroforézy (ptiblizn€ 12 minut) 110 V.
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. Po dokonceni -elektroforézy, signalizované Urovni migrace modrého pruhu
zpuisobeného barvivem v davkovacim pufru, byly produkty zviditelnény UV zéafenim na

transiluminatoru.

. Fotografie geli byly pofizovany digitalnim fotoaparatem s piidanym cervenym
filtrem. Fotografie byly z paméti fotoaparatu transportovany do paméti pocitate pomoci
programu ,,Kodak Picture Transfer. Dale byly fotografie upraveny pomoci funkci

programu ,,Adobe Photoshop*.

4.2.5.3.2 Fluorometrickd kontrola kvantity celkové RNA

Pomoci pfistroje ModulusTM Single Tube Fluorometer 9200-000 (Turner
Biosystems) a kitu Quant-iT™ RiboGreen® RNA AssayKit (Invitrogen) bylo provedeno

méfeni koncentrace celkové RNA.

Pracovni postup:

. RNA byla v mikrozkumavce (500 pl) roziedéna pufrem TE 1x v poméru 1:199,

nebo 1:499 tak, aby namétfena hodnota spadala do rozsahu pfipravené kalibracni ptimky.

. Byl ptipraven cerstvy 200x fedény roztok barviva RiboGreen. Barvivo se rovnéz

fedi pufrem TE 1x.

. 50 pl rozfedéné RNA bylo smichdno v nové popsané mikrozkumavce (200 pl) s 50
pul 200x fedéného fluorescenéniho barviva RiboGreen, vSe bylo fadné pipetovanim
promichano a ptepipetovano do sklenéné kyvety (do doby vlastniho méfeni fluorescence
byly kyvety s pfipravenym vzorkem udrzovany ve tmé, aby nedochéazelo k degradaci

barviva svétlem).

. Byla zméfena fluorescence smési na piistroji Modulus™ Single Tube Fluorometer
9200-000.
. Z naméfenych hodnot byla pfepoctem zohlediiujicim fedéni vzorku dopocitana

skute¢na hodnota koncentrace izolata RNA.
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4.2.5.4 Vybér vzorkl pro piepis mRNA na ds cDNA a naslednou analyzu metodou
cDNA-AFLP

Z celkového poctu 34 odebranych vzorkt ("Sundrop” — 5 odebranych vzorkd,
'SEO" — 12 odebranych vzorki, "Vestar” — 7 odebranych vzorkl, ‘Betinka” — 10
odebranych vzorkl) bylo nakonec vybrano 15 (viz tab. 2, pfilohy str. 8, kde jsou uvedeny
ve dvou variantach — varianta A a varianta B). Tyto byly pfepsany na ds cDNA a nasledn¢
analyzovany metodou cDNA-AFLP. Tyto vzorky byly vybrany tak, aby byly analyzovany
u kazdé odrady 2 odebrané vzorky pied vystupem z endogenni dormance, jeden vzorek v
terminu vystupu a jeden vzorek po terminu vystupu z endogenni dormance. U odridy
"Sundrop” byl k dispozici pouze jeden termin odbéru vzorku pied vystupem z endogenni

dormance, takze pocet analyzovanych vzorku u této odriidy byl 3 a ne 4, jako u ostatnich

odrid.

Termin vystupu z endogenni dormance byl co mozna nejpfesnéji stanoven vyse
zminovanymi metodami (metodou pocitani poétu vykvetlych kvétnich pupent — kapitola
4.2.1; stanovenim produkce etylénu, CO, a etanu — kapitola 4.2.2; stanovenim hladiny
kyseliny abscisové (ABA) — kapitola 4.2.3; stanovenim hmotnosti kvétnich pupenti —
kapitola 4.2.4), z nichz nejvétsi vahu pro stanoveni tohoto terminu méla metoda pocitani

poctu vykvetlych kvétnich pupent.

4.2.5.5 Prepis mRNA na ds cDNA pomoci MINT ¢cDNA synthesis kit (EVROGEN)

U vybranych vzorkd byl proveden ptepis na ds cDNA pomoci komeréniho kitu
MINT cDNA synthesis kit od (EVROGEN). Schematicky nakres pracovniho postupu
syntézy ds cDNA pomoci tohoto kitu je znazornén na obrazku ¢. 5 (ptilohy str. 106). K
tomuto piepisu je mozné pouzit celkovou RNA bez potfeby separace mRNA. V tomto kitu

je pouzita Mint reverzni transkriptdza, kterd je zaloZena na bazi reverzni transkriptdzy

MMLYV.

Pouzité chemikalie, roztoky, laboratorni pomucky a pfistroje:
. Komponenty dodané v komer¢nim kitu:
5% pufr pro syntézu prvniho fetézce ds cDNA (,,First-Strand Buffer®)

DTT (20 mM)
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50x ANTP mix (smé&s 10 mMpro dATP, dGTP, dCTP a dTTP))

PlugOligo adapter (10 uM)*
5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGGGGG-P-3’

3 -primer (10 uM)*
5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30VN-3"

*Rsa | — restrikéni misto je podtrzeno; N=A, C, G nebo T; V=A, G nebo C

Reverzni transkriptdza (Mint Reverse Transcriptase)

Roztok IP (,,IP-solution®)

Kontrolni celkova RNA (,,Control total RNA template* — 0,5 pg-ul-1)

PCR Primer M1 (10 uM)
5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’

50x Encyclo polymerdzovy mix (,,Encyclo polymerase mix‘)

10x Encyclo pufr (,,Encyclo buffer®)

Sterilni RNaza ,.free* voda

Komponenty nedodévané v zakoupeném kitu:

Sterilni mikrozkumavky o objemech 1,5 ml, 500 pl a 200 pl

Vymrazovaci stojan na mikrozkumavky

Sada pipet uréenych pro praci s RNA s ptisluSnymi Spickami s filtry

DNA velikostni standard 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

Komponenty potiebné pro elektroforetickou separaci

Agarédza (Serva), pufr 1x TAE, davkovaci puftr, plastova forma na agarézovy gel,

hieben, té€snéni, horizontalni elektroforéza (Biometra), zdroj energie (Biometra)

Ostatni pfistroje
Biohazard box (vhodné pouZit pti praci s RNA)
Ttepacka na mikrozkumavky (Ika)

Mikrocentrifuga (Shelton Scientific)
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Termocykler (Biometra)

Syntéza prvniho fetézce cDNA a zaclenéni PlugOligo adaptéru

. Pro inkubacni kroky potiebné k syntéze prvniho fetézce cDNA byl dle doporuceni

pouzit termocykler s vyhfivanym vikem (Biometra).

. Nejprve byly ptipraveny vzorky RNA tak, aby mnozstvi celkové RNA vstupujici

do reakce bylo v doporu¢ovaném rozmezi 0,25 — 2 ug.

. V prvni testovaci sadé vzorkil byla pouzita koncentrace 0,363 pg RNA na vzorek

Cv v

. Ve druhé sadé vzorkil bylo podobnym zplisobem vstupujici mnozstvi celkové RNA

sladéno na 0,45 pg u vSech vzorku (tab. 3, pfilohy str. 9).

. Pted odebranim celkové RNA z mikrozkumavky, ve které byla skladovdna po
izolaci, byly vzorky zahtaty na 65 °C po dobu 2 minut a nasledné promichany pozvolnym

cvrnkanim prsty.
. Pro kontrolni reakci bylo pouzito 2 ul kontrolni RNA.

. Nasledujici 2 komponenty byly smichany pro vSechny vzorky tzv. ,, master mix* a

nasledné rozpipetovany v davce 2 pl na vzorek.
1 ul 3" — primer (10 uM)
1 ul PlugOligo adaptor

. Celkové mnozstvi vzorku bylo 4 ul.

. Po smichdni nafedéné RNA se zbytkem reakéni smési byly mikrozkumavky

umistény do termocykleru a inkubovany pii 70 °C po dobu 2 min.

. Nasledné byla teplota inkubace snizena na 42 °C po dobu pottebnou k piipraveé ,,RT

master mixu‘.

. ,Master mix“ pro RT vSech vzorki byl pfipraven v nasledujicim sloZeni:

2 ul 5x pufr (,,First — Strand buffer*)

1 ul  DTT (20 mM)
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1 ul  50x dNTP (10 mM)

1 pl reverzni transkriptaza (Mint Reverse transcriptase)
5 ul celkové mnozstvi
. »RT master mix“ byl pipetovanim jemné promichan a kratce odstfedén na

mikrocentrifuze.

. 5 ul master mixu bylo ptidano do kazdé mikrozkumavky s inkubujicim se vzorkem

pfimo v termocykleru.

. Vzorky byly z termocykleru vytazeny pouze na nezbytnou dobu pro piidani ,,RT

master mixu“. Dale nasledovala inkubace pti 42 °C po dobu 20 min.

. Po této inkubaci nasledovalo okamzité piidani 5 ul roztoku s oznacenim ,,IP-

solution do kazdé reakéni mikrozkumavky.

. Mikrozkumavky byly vytazeny z termocykleru jen na nezbytné dlouhou dobu pro

pridani ,,IP-solution®.

. Nasledovalo promichani pipetovanim a inkubace pii 42 °C po dobu 1 hodiny a 40

minut.
. Po ukonceni reakce byly vzorky umistény na vymrazovaci stojan.

. Takto pfipravena jednotetézcova cDNA byla v zapéti pouzita jakozto templat pro

syntézu ds cDNA.

Syntéza ds cDNA pomoci PCR amplifikace

. Vyrobcem kitu byla doporucena optimalizace poctu PCR cykli pro syntézu ds
cDNA.
. Pouziti optimalniho poctu PCR cykli zabezpeci, Ze syntéza ds cDNA zistava v

exponencialni fazi amplifikace.

. Pro rozmezi pouzit¢ celkové RNA 0,25-0,5 pg je vyrobcem doporucovano

otestovat 18, 21 a 24 PCR cyklu (dle tab. 4, ptilohy str. 10).
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. Z téchto testovanych byl pro nami zkoumany materidl (RNA z kvétnich pupent
merunck) vybran jakozto optimdlni pocet 21 PCR cykll (zavér vychdzi z obr. 6 a 7,

ptilohy str. 107).

. Pro kazdy vzorek jednofetézcové cDNA byl pfipraven master mix o objemu 49 ul

zkombinovanim nasledujicich komponent v pfedepsaném potadi:

40 ul RNaza ,.free* voda

5 pl 10x Encyclo PCR pufr (Encyclo PCR buffer)

1 ul 50x ANTP mix

2 pl PCR Primer M1 (10 uM)

1 pl 50x Encyclo polymerdzovy mix (Encyclo polymerase Mix)

49 pl Celkové mnoZstvi

. Mix PCR komponenti byl promichan pipetovanim a kratce odstiedén v

mikrocentrifuze.

. 49 pl PCR master mixu bylo rozpipetovano do pfisluSného mnoZstvi

mikrozkumavek o objemu 200 pl.

. Do takto rozpipetované¢ho master mixu byl pfidan 1 pl pfipravené jednotetézcové
cDNA.
. Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru, ve kterém byl spustén nasledujici
teplotni program:
pocatecni denaturace 95 °C 1 min
cyklovani 21x
denaturace 95°C 10s
hybridizace 66 °C 20s
prodluzovani 72 °C 3 min
finalni prodluZzovani 66 °C 15s
72 °C 3 min
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. Nasledovala analyza 4 pl roztoku po PCR reakci na 1,2% agarézovém gelu v 1x

TAE pufru (obr. 8, 9a, 9b, ptilohy str. 108, 109 a 110).
. Zbytek takto syntetizované ds cDNADbyl skladovan pfi - 20 °C.

. Z divodu ovéteni, zda fadné funguji vSechny komponenty kitu, byla vzdy pfii
syntéze ds cDNA zkoumanych vzorkl provedena i soubézna kontrolni syntéza ds cDNA z

dodané RNA v kitu.

4.2.6 Pouzity protokol pro cDNA-AFPL metodu

4.2.6.1 Restrik¢ni Stépeni enzymem Mse |

. K 20 pl ds ¢cDNA, ziskanych pomoci MINT c¢cDNA synthesis kit (EVROGEN),

bylo ptidano 20 pl ,,master mixu*, ktery pro jeden vzorek obsahoval:

1 pl Enzym Mse | (10U; New England Biolabs, Inc.)
4 pl NEB buffer 2 (10%; New England Biolabs, Inc.)
04 ul BSA (100x zasobni roztok; New England Biolabs, Inc.)

146 ul  HPLC vody

. Celkem tedy 40 pl vzorku bylo inkubovéno pii teploté¢ vhodné pro Sté€peni
enzymem Mse I, coz bylo 37 °C po dobu 12 hodin.

. Sekvence rozpoznavand enzymem Mse I je: 5" — T|TAA — 3’, Sipka oznacuje

misto, kde dochazi ke $tépeni nukleové kyseliny.

4.2.6.2 Restrikéni §t€peni enzymem Apo |

. Ke smeési po prvnim Stépeni o objemu 40 pl, bylo ptidano 10 pl nésledujiciho

master mixu, ktery pro jeden vzorek obsahoval:
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1 ul NEB buffer 3 (10%; New England Biolabs, Inc.)
1 ul Enzym Apo | (10U; New England Biolabs, Inc.)

8 ul HPLC vody

. Vyslednd smés o objemu 50 pl byla inkubovana 3 hodiny pfi teploté 50 °C.

. Po skonceni digesce byla provedena tepelna inaktivace enzyml. Enzym Apo |

vyzadoval pro svou inaktivaci vyssi teplotu a to 80 °C po dobu 20 minut.

. Sekvence rozpoznavana enzymem Apo I je: 5" — (A,G)|AATT(T,C) — 3’, Sipka
oznacuje misto, kde dochazi ke $tépeni, zdvorka oznacuje degenerovanou pozici — misto ve
kterém enzym vyhledava na fetézci nukleové kyseliny vSechny z vypsanych dusikatych

bazi.

4.2.6.3 Priprava adaptoru

Adaptor (1) Mse |

. Adaptor Mse I se sklada ze dvou oligonukleotidti dodavanych oddélen¢ jako jedno-
vlaknové.
. Pred pouzitim adaptoru musi dojit k vytvofeni dvouvlaknového adaptoru s lepivymi

konci, viz nize:

Mse-AD-H: 5" — GACGATGAGTCCTGAG -3’ (VBC — Biotech)

Mse-AD-S: 5" — TACTCAGGACTCAT - 3" (VBC - Biotech)

Vzhled dvouvlaknového adaptoru: 5" — GACGATGAGTCCTGAG

TACTCAGGACTCAT - 57

. Smésny roztok obou piislusnych oligonukleotidi tvoficich adaptor Mse | byl

piipraven tak, aby oba byly zastoupeny v koncentraci 50 pM.
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. Pti fedéni zasobnich roztokli na obvyklych 100 uM to znamenalo smichani 50 pl

Mse-AD-H + 50 ul Mse-AD-S.

. Timto vznikl roztok o koncentraci 50 uM adaptoru komplementarniho k lepivym

konctim DNA vzniklych po stépeni enzymem Mse I.

. 1 pl této smési potom obsahoval 50 pmol.

. Dale nésledovala inkubace smési po dobu 5 minut pti 95 °C.

. Pti této inkubaci doslo ke spojeni dvou jedno-vlaknovych c¢asti adaptoru na
dvouvlaknovy adaptor.

. Dale nasledovalo zchlazeni po dobu 10 minut pii pokojové teploté.

Adaptor (2) Apo |

. Adaptor Apo I se sklada ze dvou oligonukleotidii dodavanych oddélené, jako jedno-
vlaknové.

. Pfed pouzitim adaptoru, musi dojit k vytvofeni dvouvldknového adaptoru s

lepivymi konci, viz niZe:

Apo-AD-H: 5" - CTCGTAGACTGCGTACC — 3’ (VBC - Biotech)

Apo-AD-S: 5" — AATTGGTACGCAGTCTAC — 3’ (VBC — Biotech)

Vzhled dvouvlaknového adaptoru: 5" -CTCGTAGACTGCGTACC

CATCTGACGCATGGTTAA -5’

. Smésny roztok obou pfisluSnych oligonukleotidli pro tento adaptor byl pfipraven

tak, aby byly oba zastoupeny v koncentraci 5 uM.

. Pti fedéni zasobnich roztokii na obvyklou 100 uM koncentraci to bylo fedéni 5 pl

Apo-AD-H + 5 ul Apo-AD-S, které byly doplnény vodou na kone¢ny objem 100 pl.

. Jeden pl takovéhoto roztoku potom obsahoval 5 pmol.
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. Mikrozkumavka, ve které byly oba fetézce jednotlivych adaptorti smichany, byla

inkubovéana po dobu 5 min pti 95 °C.
. Probéhlo spojeni oligonukleotidit do dvouvlaknového adaptoru.

. Poté se nechala smés vychladnout po dobu 10 minut pii pokojové teploté.

4.2.6.4 Ligace adaptorti a vznik primarniho templatu

. Ke kazdému vzorku o objemu 50 pl bylo pfidéno 5 pl master mixu, ktery pro jeden

vzorek obsahoval:

1 ul adaptor (1) (tzn. 50 pmol: Mse I)

1 pl adaptor (2) (tzn. 5 pmol: Apo 1)

0,55 100 mM ATP (Fermentans)

0,25 pul T4DNA ligase (400U-ul-1,New England Biolabs, Inc.)

2,2 ol HPLC vody

. Celkova smés 55 pl byla po smichéni inkubovana pies noc pti 16 °C.

. Produktem ligace adaptorti byl ,,Primarni templat*.

. Pro néslednou pre-amplifikaci byl pouzivan ziedény 10x (tzn. 55 pl vzorku + 495
ul HPLC vody).
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4.2.6.5 Pre-amplifikace primarniho templatu

. K 10 pl 10x fedéného primarniho templatu bylo pfidano 40 pl master mixu, ktery

pro jeden vzorek obsahoval:

1 ul PrimerApo-Preamp (100 ng-ul-1) (VBC — Biotech)
1 ul PrimerMse-Preamp (100 ng-ul-1) (VBC — Biotech)
5 ul PCR buffer (10x) (Fynzymes)
05 w dNTPs (25 mM) (Promega)
0,625 pl Tag-Pol (Dynazyme II DNA Polymerase; 2U-pl-1;
Fynzymes)
31,875 ul HPLC vody
. Vyslednd smés 50 pl v 200 pul mikrozkumavkach byla umisténa do termocykleru

(Biometra) a byl spustén preamplifikac¢ni program:

pocatecni denaturace

cyklovani 21x
denaturace
hybridizace
prodluzovani

findlni prodluZovani

94 °C

94 °C

55°C

72 °C

72 °C

Sekvence Preamp-primert jsou:

120 s

60 s
60 s
60 s

10 min

Apo-Preamp: 5" — CTCGTAGACTGCGTACCAATT -3’ (VBC — Biotech)

Mse-Preamp: 5" — GACGATGAGTCCTGAGTAA -3’ (VBC — Biotech)
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. Po pre-amplifikaci byla provedena kontrola na nativnim polyakrylamidovém gelu,
jelikoz na obvykle doporucovaném agar6zovém gelu v protokolu nebyly produkty

preamplifikace viibec viditelné.
. Na gel bylo nadavkovano 3,5 ul vzorku a 1,5 ul davkovaciho pufru.

. Na gel byl pro srovnani nadavkovan 100 bp velikostni standard (obr. 10, ptilohy str.
111).

PAGE — Polyakrylamidovy gel

Pouzité roztoky a chemikalie:

. TBE pufr 5% — zasobni roztok.

. Pouziva se jako elektroforeticky puft.

. Zasobni roztok byl zfedén deionizovanou vodou na koncentraci 1x.
. Slozeni TBE puftu:

445 mMTris base
445 mM kyselina borita

10 mM EDTA, pH 8

. Nedenatura¢ni A+B roztok, slozeni:
Akrylamid
Bisakrylamid
. 10% peroxodisiran amonny (NH4S208).
. Iniciator polymerizaéni reakce.
. Roztok byl pfipravovan v malém mnozstvi (1-2 ml), jelikoz ma malou Zivotnost

(cca 2 tydny). Skladovéano v chladu.
. TEMED — katalyzator polymerizacni reakce.
. Davkovaci puft, sloZeni:

10 mM NaOH

95% formamid
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0,05% xylen cyanol

. SybrGold (Life Technologies) — velmi citlivé fluorescen¢ni barvivo uréené pro

detekci dvou 1 jednoietézcovych DNA a RNA fragmentii v gelech.

. Oproti etidium bromidu se udava jeho citlivost desetkrat vyssi (Moravcova, 2005)
pfi mutagenité vyrazné nizsi.

. Ostatni chemikalie:

etanol

Pouzité pristroje a pomucky:

Souprava pro  polyakrylamidovou elektroforézu  (Biometra), kadinka,

elektromagnetickd michacka, magnetické michadlo (Ika).

Protokol:
. Prvnim krokem byla pfiprava skel.
. Skla byla o€isténa etanolem a oSetfena prosttedkem pro nasledné snadnéjsi snimani

gelu ze skel (Blue Slick; Serva).

. Na spodni sklo bylo pfiloZeno tésnéni a na néj bylo ptiloZzeno horni sklo. Skla byla

fixovana svorkami.
. Dale byl pfipraven gel o objemu 40 ml do vétsi elektroforetické soupravy.

. Do kadinky bylo dano 8 ml TBE 5x, 5,2 ml nedenatura¢niho A + B roztoku, smés

byla doplnéna deionizovanou vodou na 40 ml.

. Déle bylo ptidano 280 pul 10% peroxodisiranu amonného a 28 ul TEMED.
. Smés byla promichana a nalita do pfipravenych skel.
. Po polymerizaci, projevujici se zatuhnutim gelu, bylo odstranéno tésnéni a skla s

gelem byla umisténa do soustavy pro vertikalni elektroforézu.

. Po umisténi gelu byl dolit pufr TBE 1x do spodni i1 horni ¢asti elektroforézy a

vytazen hiebinek.
. Nasledné byla provedena preelektroforéza na 15 minut pfi 20 W bez vzorkd.
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. Dale bylo provedeno davkovani na gel v poméru 2,5 ul davkovaciho pufru a 5 pl
vzorku pfi pouziti hiebenu pro velké komory, nebo 1,5 pl davkovaciho pufru a 3,5 pl

vzorku do malych komor.

. Vzorky byly davkovany dlouhymi Spickami specialnimi pro davkovani na PAGE
gel.

. Byla spusténa elektroforéza na 60 minut pii 20 W.

. Po dokonceni elektroforézy, coz signalizoval rovnéz barevny pruh barvy obsazené

v davkovacim pufru, byl gel vyjmut ze skel a umistén do barvici 14zné (fluorescen¢ni
barvivo SybrGold fedéné 10000x pufrem TBE 1x; 130 ml pufru TBE 1x + 13 pl barviva
SybrGold) na 20 minut.

. Poté byl gel premistén na UV transiluminator a vyfocen.

4.2.6.6 Fluorometrické méfeni koncentrace vzorku po pre-amplifikaci

Pomoci pfistroje ModulusTM Single Tube Fluorometer 9200-000 (Turner
Biosystems) a kitu Quant-iT™ PicoGreen® ds DNA Reagent (Invitrogen) bylo provedeno

méfeni koncentrace vzorkt po pre-amplifikaci.

Pracovni postup:

. DNA byla v mikrozkumavce (200 pl) rozfedéna pufrem TE 1x v poméru 1:49 tak,

aby naméfena hodnota odpovidala rozsahu ptipravené kalibracni pfimky.

. Byl pfipraven Cerstvy 200x fedény roztok barviva PicoGreen. Barvivo se rovnéz

fedi pufrem TE 1x.

. 50 pl roziedéné DNA bylo smichano s 50 pl 200x fedéného fluorescencniho

barviva PicoGreen.

. Vse bylo fadné pipetovanim promichdno a piepipetovano do sklenéné kyvety (do
doby vlastniho méfeni fluorescence byly kyvety s pfipravenym vzorkem udrZovény ve

tmé, aby nedochazelo k degradaci barviva svétlem).

. Byla zméfena fluorescence smési na ptistroji Modulus™ Single Tube Fluorometer.
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. Z namétfenych hodnot byla pfepoctem zohledniujicim fedéni vzorku dopocitana

skute¢na hodnota koncentrace (tab. 5, ptilohy str. 10-11).

4.2.6.7 Ptiprava sekundarniho templéatu

Pro vybér nejvhodnéjsi koncentrace pro fedéni sekundarniho templatu, potazmo pro
co nejkvalitngjsi vysledky analyz metodou cDNA-AFLP, byl proveden test riznych
koncentraci sekundarniho templétu (2 ng-ul-1, 5 ng-ul-1, 10 ng-ul-1). Z téchto testovanych
hodnot vySly nejlépe (nejkvalitngj§i a nejjednotnéjsi vysledky analyzy pro vSechny
analyzované vzorky) pifi pouziti koncentrace sekundarniho templatu 5 ng-ul-1. Tato
koncentrace byla proto pouzita pro vSechny analyzy (viz tab. 5, pfilohy str. 10-11). Takto
pripravené vzorky jsou oznacovany jako sekundarni templat. V piipadé, ze byl sekundarni

templat spotfebovan, byl znovu pfipraven vyse uvedenym zplisobem.

4.2.6.8 Selektivni amplifikace

. K 5 ul sekundarniho templatu (5 ng-ul-1) bylo pfidano 10 pl master mixu, ktery pro
jeden vzorek obsahoval:

0,75 ul Znaceny-Primer (Apol-SA+NN) koncentraci 5 pmol-pl-1
0,6 ul Primer 2 (Msel + NN), 50 ng-ul-1 (VBC — Biotech)

1,5 ul 10x PCR buffer (Fynzymes)

0,12 pul dNTPs (25 mM) (Promega)

1 pl Tag-Polymeraza (Dynazyme II; 2 U-ul-1) (Fynzymes)

6,03 pul HPLC vody

. Celkovy objem vzorku po smichani €inil 15 pl.

. Téchto 15 pl bylo v 200 pl mikrozkumavkach umisténo do termocykleru, na

kterém byl nastaven tzv. ,,touchdown* program pro selektivni amplifikaci:
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1)

2)

Apo-SA+NN: 5" — GACTGCGTACCAATTNN -3~

10 cyklt o téchto krocich

denaturace 94 °C 30s

hybridizace pfti snizeni 0 0.7 °C v kazdém cyklu

hybridizace 65-56°C 30s
prodluzovani 72 °C 60 s

nasledovano: 24 cykli o téchto krocich

denaturace 94 °C 30s
hybridizace 56 °C 30s
prodluzovani 72 °C 60 s
Primery:

kde NN byly tyto dvojkombinace:

Mse-SA+NN: 5" — GATGAGTCCTGAGTAANN - 3" (VBC - Biotech)

CG, GT, CA + fluorescenéni znatka FAM — modra (VBC — Biotech)
GC, AG, TG + fluorescen¢ni znacka JOE — zelena (VBC — Biotech)

CC, GA, GG + fluorescen¢ni znatka NED — Zluta (Applied Biosystems)

Kde NN byly tyto dvojkombinace: AG, AC, GG, CC, CG, CT, GC tabulka ¢. 6

(ptilohy str. 12).

provedena selektivni amplifikace s celkem 63 primerovymi kombinacemi.

4.2.6.9 Analyza na genetickém analyzatoru ABI-PRISM 310

U v8ech 15 zkoumanych vzorkl ve variantach A a B (celkem tedy 30 vzorkl), byla

Nejprve byl piipraven master mix pro ABI-PRISM 310 (Applied Biosystems) s

10% rezervou pro jeden vzorek.
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. S formamidem bylo nutno pracovat velmi opatrné a v digestofi, protoze se jedna o

teratogenni latku.

. Master mix pro jeden vzorek — celkem 12,5 ul — obsahoval:

12 pl Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems)

05 ul GeneScan™ -500 ROX™ STANDARD (Applied Biosystems)

. Po pfipravé master mixu byly pfipraveny mikrozkumavky bez vicka (vhodné pro

geneticky analyzator ABI-PRISM 310).

. Tyto mikrozkumavky byly z boku popsany oznacenim vzorku a fimskym cislem

primerové kombinace (tab. 6, prilohy str. 12).

. Do pfipravenych mikrozkumavek bylo rozpipetovano 12,5 pl master mixu a
nasledné 3% 1 pl vzorku po selektivni amplifikaci — pfislusnd kombinace vzorkd po

amplifikaci s primery znacenymi FAM, JOE, NED (viz tab. 6, pfilohy str. 12).

. Po uzavfeni specidlnim septem byly vzorky denaturovany 5 minut pii 95 °C, po
denaturaci byly vzorky okamzité prevedeny na led nebo do vymrazovacich stojanti na dobu

cca 10 minut.

. Takto pripravené vzorky byly umistény do genetického analyzatoru ABI-PRISM
310, kde byly zanalyzovany.

. Pro analyzu na genetickém analyzatoru byly pfitom pouZity tyto podminky:
filtr F (Filter Set F; Applied Biosystems)
velikostni standard — GeneScan™ — 500 ROX™ (Applied Biosystems)

POP-4™ Performance Optimized Polymer (Applied Biosystems)

4.2.7 Vyhodnoceni cDNA-AFLP analyzy

Vysledky analyzy cDNA-AFLP byly vyhodnoceny pomoci softwaru ,,Gene Scan
analysis“ (Applied Biosystems). Pomoci tohoto softwaru byly vytvofeny transkripéni

profily, které byly vyhodnoceny dle piedem zvolenych schémat (viz nize).
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Systém hodnoticich schémat

Systém hodnoticich schémat byl vytvofen pro hodnoceni vzniklych transkripénich
profili a vybér amplikond, které by na zakladé vyvoje intenzity v jednotlivych terminech
mohly vystup z endogenni dormance ovliviiovat. Takovymto geniim byly piifazeny 4
mozné teoretické scénafe vyvoje jejich exprese. Fragmenty odpovidajici nékterému z
téchto scénarit byly podle téchto schémat vybrany pro néslednou sekvenaci, a tim padem
také identifikaci a zhodnoceni jejich pfipadné spolutcasti na vystupu z endogenni
dormance. Identifikace sekvenovanych fragmentii byla provedena pomoci jejich
srovnavani s informacemi o nukleotidovych sekvencich v elektronickych databazich:
NCBI (,,National Center for Biotechnology Information®; pomoci funkce databize —
»hucleotideblast™) a TIGR (,,TIGR Plant Transcript Assemblies®). Identifikace genil, jejich
funkce a biologického procesu, prob&hla v ramci piislusnych aplikaci jednotlivych
databazi. Nize uvedend schémata hodnoti vyvoj intenzity produktu v jednotlivych

terminech odbéru vzorku.

Hodnotici schéma — A

V ptipadé hodnoticiho schématu A se béhem sledovan¢ho obdobi Ctyf termind
intenzita vyskytu produktu snizuje, az v poslednim terminu tento produkt zcela chybi.
Produkt s vyvojem podle schématu A by mohl byt fragmentem genu souvisejiciho s
udrZzovanim kvétnich pupenit v endogenni dormanci. V tomto schématu byly vybirany
pouze produkty, které se vyskytly u dvou odrid merun€k v jejich duplicitnim opakovani
(varianta A a B). Toto je znazornéno (tab. 7, prilohy str. 13) pikem, ktery je slozen ze ¢tyt

prekryvajicich se pikda.

Hodnotici schéma — B

V ptipad€ hodnoticiho schématu B se jedna o tfi varianty vyvoje intenzity pikl v
terminu jeden tyden pied vystupem z endogenni dormance a ve vystupu z endogenni
dormance. V tomto pfipad¢ by mohlo jit o fragmenty genli aktivovanych pouze v terminu
vystupu z endogenni dormance nebo o fragmenty genii aktivovanych velice blizko pred
vystupem z endogenni dormance. V tomto hodnoticim schématu bylo hodnoceni na

zéklad¢ vyskytujicich se ptipadii rozdéleno do tfi podskupin — B1, B2 a B3.
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B1 — pik vyskytujici se v terminu tyden pfed vystupem z endogenni dormance a v terminu

vystupu z endogenni dormance s opakovani u vice nez jedné odrudy.

B2 — pik vyskytujici se jeden tyden pied vystupem z endogenni dormance u obou

opakovani (opakovani A a B) jedné odrudy.

B3 — pik vyskytujici se v terminu vystupu z endogenni dormance u obou opakovani

(opakovani A a B) jedné odridy.

Pik, ktery se vyskytl u vice nez jedné odrudy, byl slozen ze &ty piekryvajicich se pika
(vrchold). Pik, ktery se vyskytl jen u jedné odrudy, ale v obou jejich opakovanich, byl ve
schématu zndzornén pikem slozenym ze dvou piekryvajicich se pikti (vrcholl) (tab. 8,

ptilohy str. 14).

Hodnotici schéma C

V piipad¢ hodnoticiho schématu C se jedna o fragmenty, které se v terminu dva
tydny pred vystupem z endogenni dormance nevyskytuji. V ostatnich tfech terminech se
jejich intenzita zvySuje. V tomto piipad€ by se mohlo jednat o fragmenty gent, jejichz
exprese se v blizkém okoli vystupu kvétnich pupent z endogenni dormance zvysuje. V
tomto ptipad¢ byly pro sekvenaci vybrany fragmenty, které se vyskytly u vice nez jedné
odriidy v obou jejich opakovanich. Toto je ve schématu znadzornéno pikem sloZzenym ze

Ctyt prekryvajicich se pikt (vrcholl; viz tab. 9, ptilohy str. 15).

4.2.8 Sekvenace vybranych fragmentt

4.2.8.1 Separace produktti vybranych vzorkti na PAGE

Vzorky obsahujici vybrané fragmenty genti byly nadavkovany na
polyakrylamidovy gel (pfiprava gelu viz kapitola 4.2.6.5) a elektroforeticky separovany.
Barveni pro vizualizaci produktli separace na transluminatoru bylo provadéno pomoci
barviva SybrGold fedéného 10 000%. Vzorky byly davkovéany tak, aby mezi nimi byla
vzdy prazdnad komora, aby se usnadnilo nasledné vyfezavani fragmentl z geli. Dale,
pokud to bylo mozné, byly davkovany vzorky tak, aby vedle vzorku obsahujiciho vybrany

fragment byl nadavkovan vzorek, ktery dany fragment neobsahoval. Takto bylo dosazeno
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jednodussiho nalezeni vybranych produkti pro vyfezavani z gelu. Ptiklad je uveden na

obrazeku ¢. 11 (ptilohy str. 112).

4.2.8.2 Vytezani vybranych produkti z polyakrylamidového gelu a eluce vzorku z gelu

Vybrané fragmenty byly nalezeny na gelu a pomoci skalpelu vyfezany a umistény
do mikrozkumavek vhodnych do homogenizéru FastPrep (ThermoSavant), ve kterych bylo
200 pl HPLC vody. V homogenizéru byly casti gelu rozmélnény pomoci ptfidanych
drcenych granati, pti rychlosti homogenizace zadané na ¢. 6 po dobu 40 sec. Tento postup
byl opakovan 2x. Timto zpisobem doslo k vymyti poZadované DNA z gelu do vodné faze.
Vzorky byly dale odstfedény pii 10 000 g po dobu 3 minut. Supernatant byl néasledné
preveden do 0,5 ml mikrozkumavek. Takto pripraveny vzorek se pouzil jako templat pro

re-amplifikaci a v ptipad¢ potteby byl skladovan pfi - 20 °C.

4.2.8.3 Re-amplifikace vzorku
. Pro re-amplifikaci byly vyuzity primery ze selektivni amplifikace.

. Mse primer (5° — GATGAGTCCTGAGTAANN - 3°, kde NN jsou tyto
dvojkombinace: AG, AC, GG, CC, CG, CT, GC) bez fluorescenc¢ni barvy.

. Apo preamplifikacni primer (5" — CTCGTAGACTGCGTACCAATT - 3").

. Slozeni smési pro PCR amplifiakci bylo nasledovné:

3 ul roztoku amplikonu (templatové DNA)

05 ul PrimerApo-Preamp (100 ng-ul-1; VBC — Biotech)

05 ul PrimerMse-SA + NN (50 ng-ul-1 ; VBC — Biotech)

25 ul PCR buffer (10x) (Fynzymes)

0,25 ul dNTPs (25mM) (Promega)

0,5 ul Tag-Pol (Dynazyme II DNA Polymerase; 2U-ul-1;
Fynzymes)

17,75 pnl HPLC vody
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. Vyslednd smés o objemu 25 pl ve 200 pl mikrozkumavkéach byla umisténa do

termocykleru (Biometra) a byl spustén re-amplifikani program:

pocatecni denaturace 94 °C 120 s
cyklovani 35x
denaturace 94 °C 45s
hybridizace 52°C 45s
prodluzovani 72 °C 45s
finalni prodluzovani 72 °C 5 min

4.2.8.4 Cisténi vzorki

Po re-amplifikaci nasledovalo odstranéni primerd, nukleotidli, polymerdzy a dalSich
zbytkovych soli ze vzorku pomoci MinElute PCR Purification Kitu (Qiagen), pficemz bylo
postupovano dle navodu vyrobce. Neodstranéné primery a dalsi slozZky PCR mixu by totiz

mohly inhibovat naslednou sekvenac¢ni reakeci.

4.2.8.5 Mereni koncentrace ziskané DNA a jeji fedéni

Nasledné méfeni koncentrace re-amplifikované a precisténé DNA bylo provadéno
na pfistroji ModulusTM Single Tube Fluorometer 9200-000 od firmy TURNER
BIOSYSTEMS. Pro méfeni koncentrace byl pouZzit 1 pl vzorku fedény 50%. Po zjiSténi
koncentrace DNA a jejim piepocitani na ng-ul-1 bylo provedeno fedéni vzorku DNA pro
sekvenacni reakci. Vzhledem k pouzivanému reakénimu objemu 20 pl byla pouzivana
koncentrace DNA templatu takova, aby dosahovala 10 ng na 100 pard bazi

sekvencovaného produktu (tab. 10, pfilohy str. 16-21).

4.2.8.6 Sekvenacni reakce

. Sekvenacni reakce byla provadéna dva az cCtyfikrdt z jednoho vyfezaného

fragmentu.
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. Byla provadéna pomoci ABI PRISM Big Dyeterminator v 3.1 Ready Reaction
Cycle Sequencing kitu (Life Technologies) a s pfislusnym primery odpovidajicim

adaptorim pfilehlym k rozeznavaci sekvenci Apo | a Mse I.

. Konkrétné¢ byl pro Apo I pouzit primer o délce a sekvenci 12 bp (5" —
GACTGCGTACCA — 37 pri teplotach hybridizace 22 °C nebo 30 °C).

. Pro Msel pfilehla mista byly pouzity primery o délce 13 bp (5 -
GATGAGTCCTGAG - 37; hybridizace primeru pii 18 °C) a 16 bp (5 -
GATGAGTCCTGAGTAA — 37; nasedani primeru pii 22 °C).

. Nejprve byla provedena sekvenacéni reakce s primery Apo 12 bp a Mse 16 bp (obé

pfi teploté nasedani primeru 22 °C).

. Pokud nebyly tyto dvé sekvenacéni reakce po vyhodnoceni vysledki z genetického
analyzatoru uspés$né, byly provedeny dalsi 2 sekvenaéni reakce — Apo 12 bp (nasedéni

primeru pii 30 °C) a Mse 13 bp (nasedani primeru pti 18 °C).

. Reakéni smés:

13,6 ul fedéného templatu (viz tab. 10, ptilohy str. 16-21)
2 ul Ready Reaction Cycle Sequencing mix
4 ul »Sequencing buffer

04 ul ptislusného primeru (10 uM)

. Vysledna smés o objemu 20 pl ve 200 pul mikrozkumavkéach byla umisténa do

termocykleru (Biometra) a byl spustén sekvenac¢ni program:

pocatecni denaturace 96 °C 60 s
cyklovani 30x
denaturace 96 °C 20s
hybridizace 18, 22,30 °C 45 s (viz vyse)
prodluzovani 60 °C 4 min
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4.2.8.7 Cisténi vzorku a jeho p¥iprava k analyze

Vsechny vzorky po sekvenacni reakci byly jednotlivé precistény od zbytkli Big Dye
chemie pomoci Big Dye Xterminator Purification Kit (Life Technologies). 15 pul

precisténého vzorku bylo pievedeno do 0,5 ml analyza¢nich mikrozkumavek.

Protokol:

. Po skonceni ,,Cycle sequencing® reakce byly vzorky odstiedény po dobu 1 minuty
(1000 g).

. Po odstiedéni byl vzorek preveden do 1,5 ml mikrozkumavky a byl k nému pfidan
roztok SAM obsazeny v kitu a to v objemu 90 ul (v ptipadé, Ze se stane, ze roztok SAM
obsahuje srazeniny, je nutné je pfed pouzitim rozpustit pii 37 °C; pted vlastnim pouZzitim je

pak nutné nechat roztok vychladnout na pokojovou teplotu).
. Xterminator byl ped pouzitim homogenizovan na minitfepacce po dobu 10 sec.

. Tuto homogenizaci je nutné opakovat cca po kazdém 5. vzorku, zalezi na rychlosti
pipetovani, pevné Castice v roztoku nesmi sedimentovat, roztok pifi pouZiti musi byt

homogenni.

. Do vzorku bylo ptidano 20 pl roztoku Xterminatoru Spickou s ustfizenym koncem

(roztok je 1 po homogenizaci husty).

. V ptipadé vétsiho poctu vzorkl pro €isténi je vhodné ptipravit smés roztoku SAM a
Xtermindtor v pfisluSném poméru, tato smes se 1€pe pipetuje a je mozné pouzit Spicky bez
ustfizené¢ho konce.

. Tento mix je ovSem také potieba stale tfepat a priddvat do jednotlivych vzorki

homogenizovanou smés.

. Po pfidani obou roztokii do vzorku bylo vi¢ko mikrozkumavky zabezpeceno

parafilmem a vzorek byl tfepan v horizontalni poloze po dobu 30 minut pfi rychlosti 1800

rpm.
. Po ukonceni ttepani byl vzorek odstfedén po dobu 2 minut pti 1000 g.
. 15 pl supernatantu bylo pfimo ptepipetovano do 0,5 ml mikrozkumavky vhodné

pro geneticky analyzator ABI PRISM 310.
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. Takto piipraveny vzorek byl bez dalSich krokli pfimo analyzovan na genetickém

analyzatoru ABI PRISM 310.

4.2.8.8 Analyza vzorku na genetickém analyzatoru ABI-PRISM 310

. Nasledné byly vzorky analyzovany na genetickém analyzatoru ABI PRISM 310 za

naslednych podminek:

filtr E (Filter Set E; Applied Biosystems)

POP-6™ Performance Optimized Polymer (Applied Biosystems)

. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru ,,Sequencing analysis® (Applied

Biosystems).

4.2.9 Zpracovani ziskanych sekvenci

Z né¢kolika ziskanych sekvenci pro jeden vzorek byl utvoien konsenzudlni fetézec
pomoci software ,,Geneious*, popiipade ,,CLC Sequence Viewer 6*. Tento konsensualni
fetézec byl nasledné srovnan s jiz popsanymi nukleotidovymi sekvencemi v elektronické
databazi nukleotidovych sekvenci NCBI (,,National Center for Biotechnology
Information®; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a elektronické datab4zi TIGR (,,TIGR Plant
Transcript Assemblies*; http://plantta.jcvi.org/index.shtml).

Informace o uspé$né sekvenovanych vzorcich, pro které byly ziskany informace z

databézi, byly zpracovéany do tabulky ¢islo 11 a jsou uvedeny v ptilohach.

4.2.10 Real-Time PCR

Z vyslednych sekvenovanych fragmenti a informaci obdrzenych z elektronickych
databazi bylo vybrano 7 fragmentt gent (tab. 12, ptilohy str. 43-44) s moznou souvislosti s
vystupem kvétnich pupenti merunék z endogenni dormance. Pro tyto fragmenty byly
navrzeny specifické primery a vyzkousena metoda Real-Time PCR na vybranych vzorcich
se zamérem ovéfeni vyvoje exprese pozorované metodou cDNA-AFLP.
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4.2.10.1 Navrh primerovych part pro vybrané fragmenty

Primery byly navrhovany v programu CLC ,,Main Work bench 5.0 (CLC Bio,
Aarhus, Dansko; tab. 13, piilohy str. 45). Pfi designu primert byly dodrzovany zakladni
pravidla pro navrhovani primeri: délka primeru 18-25 nukleotidii, obsah dusikatych bazi
G/C — 40 az 60 %, rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary, rovhomérna
distribuce nukleotid — nemély by se vyskytovat za sebou vice nez 4 stejné nukleotidy,
teplota Tm mezi 50 °C az 70 °C, obdobna Tm u obou primert z primerového paru + 5 °C,
vysokd specificnost primerit k detekované oblasti. V primeru se nesmi nachazet
nespecifickd vazebna mista, kterd by snizovala specificitu primeru. Déle se v primeru
nesmi vyskytovat komplementarni mista v ramci primeru, kterd by zptsobovala tvorbu
komplementarnich vazeb v ramci primeru (vlasenek, vlastnich dimera), nebo v ramci

primerového paru (vznik dimerii mezi pfimym primerem a zpétnym primerem).

4.2.10.2 Ptiprava RNA pro syntézu ss cDNA
Osetfeni RNA enzymem DNézou k odstranéni genomické DNA

K 8 pl celkové RNA izolované z kvétnich pupeni merunék byl pfidan 1 pl enzymu
»RQ1RNasa-Free DNase*“ (Promega) a 1 pl pfislusSného pufru (Promega). Smés byla
inkubovéana v 200 pl mikrozkumavkach v termocykleru (Biometra) pfi teploté 37 °C po
dobu 30 minut. Po inkubaci byl do kazdého vzorku ihned piidan 1 pl roztoku ,,Stop

solution* (Promega) a smés byla inkubovana v termocykleru pii 65 °C po dobu 10 minut.

Meéfeni koncentarce RNA

Koncentrace RNA (fedéni 200%) byla zmétfena fluorometricky. Postup méteni byl
popsan v kapitole 4.2.5.3.2. Nésledné byla koncentrace RNA u vSech vzorkl sjednocena

na 100 ng-ul-1 (tab. 14, prilohy str. 45-46).

4.2.10.3 Priprava ss cDNA

. Nejprve probéhlo pfipraveni vlakna RNA pro ¢innost reverzni transkriptazy, kde

byla pfipravena smes:
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2 ul RNA (100 ng-ul-1)
05 ul primer (,,random primer* — nadhodny primer — p(dN)6; Roche)

12 ul DEPC voda

. Pfipravend smés byla inkubovana pii 95 °C po dobu 5 minut v termocykleru

(Biometra).
. Po inkubaci probéhlo okamzité zchlazeni na ledu ve vymrazovacim stojanku.

. Pti vlastni reverzni transkripci bylo do kazdé mikrozkumavky ptiddno 10 pl reakéni

smési:

3,25 ul DEPC voda
5 pl RT pufr 5x (pufr k reverzni transkriptaze, Fermentas)
1,25 ul dNTP (10 mM)

0,5 ul reverzni transkriptaza MMLV (200 U-ul-1, Fermentas)

. Reverzni transkripce probéhla pfi 42 °C po dobu 60 minut v termocykleru

(Biometra).

. Tato ss cDNA byla piipravena ve stejnou dobu jako ds cDNA pro cDNA-AFLP

analyzu.

. Jednovlaknova komplementarni DNA (ss ¢cDNA) byla zamrazena v - 20 °C a

skladovana do doby pouziti.

. Nasledné byla pouzita jako templat do specifické PCR reakce pro detekci sedmi
vybranych fragmentii genit s moZznou souvislosti s vystupem kvétnich pupenit merunék z

endogenni dormance.

4.2.10.4 Ovéteni funkénosti navrzenych specifickych PCR reakci

Funk¢nost nové navrzenych systémt pro Real-Time PCR byla nejdiive ovéfena

klasickou PCR. Ovétovani probihalo na vzorcich odvozenych z odrady, T, u které byl
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vybrany fragment nalezen. U kazdé specifické PCR bylo vyzkouseno né€kolik teplot pro
hybridizaci primerd. Jako vnitini pozitivni kontrola byl vyzkousen gen AT5G12240
(Jiménez et al., 2010a; viz obr. 14, ptilohy str. 114).

Déle byla na nami testovanych vzorcich vyzkousena amplifikace genli spojovanych
s dormantnim obdobim u druhu Prunus persica (L.) - DAM3, DAMS, DAM6 (Jiménez et
al., 2010a) a gen pouzivany jako vnitini pozitivni kontrola u révy vinné — gen enzymu
malatdehydrogenaza — MDH (Nassuth et al., 2000; obr. 15 a 16, ptilohy str. 115 a 116). Z
divodu malych o¢ekavanych produkti amplifikace, které jsou vhodné pro Real-Time PCR,
byla elektroforetickd separace provedena na 2% agarézovém gelu za pouziti

MetaPhor®Agarose (Lonza Rockland, USA).

AT5G12240 (NCBI — Gene bank accession: DY 652828)
primer ptimy: 5" — AGTCAGCCCAGTACGAAGAGG -3

primer zpétny: 5" — TGCTTCTGCTTCACCCACCT -3’

DAMS3 (NCBI — Gene bank accession: DQ863256)
primer ptimy: 5" — ACCAGCTAAGGCAGACGATGA -3

primer zpétny: 5" — GAGGGAGAGAGACTGAGAGCA -3

DAMS5 (NCBI — Gene bank accession: DQ863251)
primer ptimy: 5" — GTCTCTCAAACTGGGGCGTTA -3’

primer zpétny: 5" — GATACAACACACAGTCACCCTCCC -3

DAMG6 (NCBI — Gene bank accession: DQ863252)

primer piimy: 5" — CCAACAACCAGTTAAGGCAGAAGA -3’

primer zpétny: 5" — GGAAGCCCCAGTTTGAGAGA -3’
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MDH (NCBI — Gene bank accession: NM_001281166.1)
primer piimy: 5" — GCATCTGTGGTTCTTGCAGG — 3’

primer zpétny: 5" — CCTTTGAGTCCACAAGCCAA -3’

. PCR master mix byl o objemu celkem 23 pl:
18,75 ul voda HPLC
25 ol pufr 10x (Finnzyme)
05 ul dNTP (10 mM; Inviek)
05 ul primer 1 (10 uM; VBC — Biotech)
05 w primer 2 (10 uM; VBC — Biotech)
0,25 ul Polymeraza (2 U-ul-1; Finnzyme)
2 ul templatu (ss cDNA)

. Program:

pocatecni denaturace

cyklovani 40x
denaturace
hybridizace
prodluzovani

findlni prodluZovani

X — teplota hybridizace:

95 °C

95°C

X°C

72 °C

72 °C

fragment 13 — 33 °C, 35 °C, 39 °C, 41 °C, 43 °C

fragment 14 — 35 °C, 38 °C, 39 °C, 41 °C

80

3min

30s

30s

45s
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fragment 44 — 39 °C, 41 °C, 43 °C
fragment 78 — 31 °C, 33 °C, 35 °C, 39 °C
fragment 105 — 39 °C, 41 °C, 43 °C
fragment 111 — 39 °C, 41 °C, 43 °C
fragment 133 — 39 °C, 41 °C, 43 °C
vnitini kontrola — AT5G12240 — 60 °C

DAMS, DAM5, DAM6 — 60 °C

. Program pro MDH:

pocate¢ni denaturace 94 °C 5 min
cyklovani 40x
denaturace 94 °C 30s
hybridizace 54 °C 45s
prodluzovani 72 °C 60 s
finalni prodluzovani 72 °C 5 min

4.2.10.5 Real-Time PCR reakce

Metoda Real-Time PCR byla vyzkou$ena na fragmentu ¢islo 111, vzorcich 4/5, 4/6
a 4/7. Byla vyzkouSena varianta s nespecifickym barvivem SYBR Green (Life
Technologies; obr. 24, prilohy str. 124). U této analyzy byla provedena i analyza kiivky
tani (obr. 25, pfilohy str. 125). Dale byla vyzkouSena varianta s kitem Fast SYBR Green
(Applied Biosystems). Kazdy vzorek byl namichdn v triplikdtu a ve tfech variantach:
nefedény, fedény HPLC vodou 1:3 a fedény HPLC vodou 1:2. Reakce probéhla v rotaénim
termocykleru Rotor-Gene 3000 (Corbett).
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PCR master mix se SYBR Green (Life Technologies), celkem 23 pl:

18,125 pl voda HPLC

2,5 ul pufr 10x (Finnzyme)

0,5 ul dNTP (10 mM; Inviek)

0,5 ul primer 1 (10 uM; VBC —Biotech)
0,5 ul primer 2 (10 uM; VBC — Biotech)
0,25 ul Polymeraza (2 U-ul-1; Finnzyme)
0,625 ul SYBRGreen (Life Technologies)

2 ul templatu (ss cDNA)

—nefedény/ fedény 1:3/ fedény 1:2

Program:

pocatecni denaturace 95 °C 3 min

cyklovani 40x
denaturace 95 °C 30s
hybridizace 41 °C 30s
prodluZovani 72 °C 45s

PCR master mix s kitem Fast SYBR Green (Applied Biosystems), celkem 17 pl:

10 pl Fast SYBR Green Master Mix (2x)
6 ul HPLC vody
05 ul primer 1 (10 uM; VBC — Biotech)

0,5 ul primer 2 (10 uM: VBC — Biotech)

3 ul templatu (do 20 ng na reakci)
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Program:

pocatecni denaturace

cyklovani 40x
denaturace
hybridizace

prodluzovani

95 °C

95 °C

41 °C

60 °C
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni vystupu z dormance kvétnich pupent merun¢k riznymi metodami

5.1.1 Metoda poctu vykvetlych kvétnich pupenii

V tabulce ¢. 15 (ptilohy str. 47) jsou zapsany vysledky pozorovani a pocitani
vykvetlych kvétnich pupentt merunck v riznych terminech. V této tabulce je v procentech
zapsan cely prabeh nakvétani kvétnich pupenti v terminech odbért danych vzorki a termin
vystupu z dormance je zvyraznén Cervené. Prvni termin s poctem vykvetlych kvétnich
pupent nad 50 % se stanovuje jako termin vystupu z dormance. V sezéné¢ 2007/2008 byly
stanoveny terminy vystupu pro jednotlivé odridy takto: "Sundrop” — 13. 12. 2007; SEO —
17. 1. 2008; "Vestar” — 27. 12. 2007; 'Betinka” — 10. 1. 2008. V sezéné¢ 2008/2009 byly
stanoveny terminy vystupu pro jednotlivé odridy takto: "Sundrop” — 5. 1. 2009; SEO — 2.
2. 2009; "Vestar” — 19. 1. 2009; 'Betinka” — 26. 1. 2009. Sledované odridy vystupuji z

endogenni dormance ve stejném potadi v obou sledovanych letech.

Tabulka je také doplnéna o sumy hodin pfi teplotach mezi 0-7 °C. Tyto teploty a
kumulace hodin chladového plsobeni pfi téchto teplotdch maji vliv na vystup kvétnich
pupenti merunék z endogenni dormance (Crabbe et Barnola, 1996; Yamane et al., 2006).
Procenta poctu vykvetlych kvétnich pupenti a sumy teplot 0-7 °C jsou zaneseny v grafu ¢.
1 (pfilohy str. 77) pro sezénu odbéru vzorka 2007/2008 a v grafu ¢. 2 (ptilohy str. 78) pro
sezonu odbéru vzorki 2008/2009. Z grafi je patné, Ze kvétni pupeny merunck
nerozkvetou diiv, neZ je dosazeno €asové nezbytné nutné, v literatuie uvadéné (Crabbe et
Barnola, 1996; Yamane et al., 2006), minimalni (900 hodin) sumy nizkych teplot — opét ve
stejném odrtidovém potadi ve dvouletém opakovani ("Sundrop” cca 1048, "Vestar” cca

1060, ‘Betinka” cca 1100 a SEO cca 1230).

5.1.2 Metoda stanoveni produkce etylénu, CO, a etanu

Vysledky stanoveni produkce etylénu, CO; a etanu byly zpracovany do tabulky ¢.
16 (ptilohy str. 47-51) pro sezénu 2007/2008 a do tabulky ¢. 17 (ptilohy str. 51-55) pro
sezonu 2008/2009. V obou tabulkéach se nachdzeji namétené hodnoty etylénu, etanu a CO,
po 24 hod. od uzavieni odmérnych valct pro jednotlivé zkoumané odridy s vypocitanou

sttedni chybou pro jednotlivé hodnoty. Déle se v tabulce nachazi ¢ast s hodnotami etylénu
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naméfenymi po 7 dnech od odbéru vzorkti. Odmérné viélce byly, pfed timto druhym
méfenim, rovnéz uzavieny na 24 hod. Pro tyto hodnoty byly v tabulce rovnéz vypocitany
sttedni chyby. Ve zbyvajici Casti této tabulky jsou uvedeny pocty vykvetlych kvétnich
pupent a naraSenych listovych pupent v jednotlivych odmémych valcich po 7 dnech. Vyse
uvedend data jsou dale zpracovana do grafu (grafy ¢. 3 az 10, ptilohy str. 79-86 a grafy .
13 az 20, prilohy str. 89-96). Tyto grafy jsou doplnény o pribchy teplot (maximalni,
minimalni a primérné teploty) v obdobi pfed odbérem vzorku (graf ¢. 12, ptilohy str. 88 a
22, prilohy str. 98) a v obdobi odbéru vzorkt (graf ¢. 11, prilohy str. 87 a 21, ptilohy str.
97).

V grafu ¢. 3 (ptilohy str. 79) jsou uvedeny vysledky méfeni etanu v sezoné
2007/2008 u vSech ¢ty zkoumanych odriid. Hodnoty naméfeného etanu u jednotlivych
odrid v jednotlivych terminech rostou a klesaji bez zjevné korelace se stanovenym
terminem vystupu jednotlivych odriid z dormance. U odridy "Sundrop” dochazi k
pokracovani nartistu obsahu etanu v métené atmosfétre odmeérného valce mezi terminy €. 1
a 3, pfiCemz jako termin vystupu kvétnich pupenti z endogenni dormance byl stanoven
termin ¢. 2. U odriidy "Vestar’ je terminem vystupu z dormance termin ¢. 4, kdy oproti
terminu €. 3 dochdzi k poklesu naméfeného obsahu etanu ve zkoumané atmosféte.
Nasledné v terminu ¢. 5 dochazi ke stagnaci namétenych hodnot, coz dale pokracuje
mirnym narGstem naméfené hodnoty v terminu ¢. 6. U odridy "Betinka’ je terminem
vystupu z dormance termin €. 6, kdy dochazi od terminu €. 5 aZ k terminu ¢. 7 k poklesu
naméfenych hodnot etanu. U odriidy SEO byl stanoven vystup z dormance na termin €. 7,
kdy na rozdil od termini €. 6 a 8 je hodnota namétfena pro tento termin niz$i (dochazi ke
zjevnému poklesu), ale nejednd se o vyznamny pokles dosahujici minima namétenych

hodnot za celé sledované obdobi.

V grafu ¢. 4 (prilohy str. 80) je zndzornén prubéh méfeni etylénu v sezoéné
2007/2008 u vsech ¢ty zkoumanych odriad. U odridy "Sundrop” je moZzné pozorovat
pokles hodnot od terminu €. 2 oznaceného za vystup z dormance, od terminu ¢. 5 ovSem
dochazi k op€tovnym nérGstim a poklesim hodnot. U odriidy "Vestar’ je za termin
vystupu z dormance oznacen 4. termin. Pribéh namétenych hodnot etylénu, mé klesajici
tendenci od 3. terminu aZ do terminu ¢. 6. Nésledné ovSem dochazi k op€tovnému nartistu
hodnot a poklesu hodnot. U odridy "Betinka” naméfené hodnoty etylénu v jednotlivych
terminech sledovani opakované stoupaji a klesaji. V terminu ¢. 6 stanoveném pro tuto

odridu za termin vystupu z dormance doslo k poklesu, ktery zapocal jiz v terminu €. 5 a
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pokracuje az k terminu ¢. 7. U odridy SEO doslo v terminu ¢. 6 k razantnimu zvySeni
produkce etylénu pletivy. U tohoto terminu jde o jeden tyden pied stanovenym vystupem z
dormance u této odrudy. Nasledné ovSem doSlo k opétovnym nartstim a poklesim

naméfenych hodnot etylénu.

V grafu ¢. 5 (prilohy str. 81) je znazornén prubéh méteni CO; v sezone 2007/2008
u vsech ¢tyf zkoumanych odrad. Pribéh naméfenych hodnot, zaznamenanych v grafu ve
vztahu k terminu vystupu z endogenni dormance pro odridu "Sundrop” (vystup z dormance
— 2. termin), je takovy, ze od 2. terminu zacinaji hodnoty klesat, ale néasledné opé¢t
opakované rostou a klesaji. U odridy "Vestar’ je vystupovym terminem termin ¢. 4,
pricemz od terminu €. 3 k terminu €. 5 dochézi k poklesu hodnot, ale nasledn¢€ dochazi opét
k vyznamnému nariistu hodnot. Pribéh kiivky pro odriidu "Betinka” je okolo vystupového
terminu €. 6, tzn. v terminech €. 5-7 klesajici, ale nasledné¢ znovu vyznamné rostouci.
Prabéh kiivky pro odriidu SEO okolo jejiho vystupového terminu €. 7, tzn. v terminech ¢.

6-8 pozvolna rostouci a nasledné k terminu ¢. 9 vyznamné rostouci.

V grafu ¢. 6 (ptilohy str. 82) je znazornén prubéh hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odrudy "Sundrop” v sezén€ 2007/2008. V grafu je mozné vidét, Ze produkce etanu je
niz8i nez produkce etylénu. Dale je patrné, Ze jednotlivé poklesy ¢i nartsty hodnot maji
podobny prubéh u vsech tii métenych latek, a Ze k nejvyssimu nartistu hodnot dochézi ve

12. terminu.

V grafu ¢. 7 (ptilohy str. 83) je znazornén pribéh hodnot produkce etanu, etylénu i
CO;z u odridy SEO v sezén€¢ 2007/2008. Prubeéh kiivky etanu je bez velkych vykyvi a
naméfené hodnoty etanu jsou niz8i nez naméfené hodnoty etylénu. Hodnoty etylénu
dosahuji svého maxima v 6. terminu a hodnoty CO; v 9. terminu. VSechny kiivky vykazuji

stiidavy narist a pokles hodnot v priibéhu sledovanych termint.

V grafu ¢. 8 (pfilohy str. 84) je znazornén prubeh hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odrudy "Vestar” v sezoné 2007/2008. V tomto grafu je mozné vidét, ze vSechny tfi
kiivky maji obdobny pribeh, k prvnimu vys$Simu nartistu hodnot dochazi v terminu ¢. 3,
nasledné dochazi k poklesu hodnot a k dal§imu nariistu dochazi v terminu €. 9. Od terminu

¢. 9 az do terminu €. 12 je moZné pozorovat zvySené hodnoty u vSech tfi métenych latek.

V grafu €. 9 (ptilohy str. 85) je znazornén pribéh hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odridy 'Betinka” v sezon¢ 2007/2008. U tohoto grafu maji vSechny tfi kiivky

obdobny prubéh, nejprve dochazi ke zvyseni hodnot, pak ke snizeni v terminu €. 4 u vSech
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latek soucasné. K dal§im spole¢nym zvySenim hodnot vSech tfi latek dochdzi v terminech

¢. 5,9, a 12, mezi témito terminy dochazi ke snizeni hodnot.

V grafu ¢. 10 (pfilohy str. 86) je znazornéno mnozstvi naméfeného etylénu v
odebranych vzorcich v jednotlivych terminech odbéri v sezéneé 2007/2008. Hodnoty
etylénu byly v tomto piipad¢ naméfeny po sedmi dnech od umisténi vyhonti do odmérnych
valcli a po opétovném uzavieni na 24 hod. Graf je doplnén o pocty vykvetlych kvétnich
pupent a narasenych listovych pupent pro jednotlivé odridy v jednotlivych terminech
odbért vyhont. Vykvetlé pupeny a narasené listové pupeny byly hodnoceny po sedmi
dnech od umisténi vyhonii do odmérnych valct. Z grafu je patrné, ze od 1. do 6. terminu
bylo mnozstvi etylénu i poéty vykvetlych pupenti a naraSenych pupent u vsech odrud
nizké a od 6. terminu zacalo vSe, jak nameéfené hodnoty etylénu, tak i mnozstvi

jednotlivych pupend, nartstat.

V grafu ¢. 11 (piilohy str. 87) je znazornén pribéh maximalnich, minimalnich a
pramérnych teplot v obdobi odbéru vzorkl v sezéné 2007/2008. Jednotliva data v grafu
odpovidaji terminiim odbéru vzorku, tzn. 6. 12. 2007 je termin ¢. 1. a 28. 2. 2008 je termin
¢. 13., tedy posledni. V grafu je moZné pozorovat pokles primérnych teplot pod 0 °C ve 3.,
4. a 5. terminu a tésné pied a po 11. terminu. Naopak k nartstu teplot nad 7 °C dochazi

mezi 7. a 8. terminem.

V grafu ¢. 12 (ptilohy str. 88) je znazornén prib&éh maximalnich, minimalnich a
primérnych teplot v fijnu a listopadu roku 2007, coz je obdobi pfed odbérem vzorkd.
Pribéh teplot v tomto obdobi ma rovnéz vliv na pribéh endogenni dormance kvétnich

pupentt merunék (Prochazka et al., 2003).

V grafu ¢. 13 (ptilohy str. 89) je znazornén prib&éh méfeni etanu v sezoné
2008/2009 u vSech ctyt zkoumanych odrid. U odridy "Sundrop” byl stanoven termin
vystupu z dormance v terminu ¢. 6, hodnoty naméteného etanu okolo terminu vystupu z
dormance postupné mirné stoupaji od terminu ¢. 4 po termin ¢. 7. K velkému naristu
hodnoty naméteného etanu u této odridy dochazi v terminu €. 10, kdy hodnota dosahuje 14
nl-l-1. V tomto pfipadé je nutné zvazit i chybu v méfeni, jelikoz u ostatnich odrid
nepifesahuji maximalni naméfené hodnoty etanu 6 nl-1-1, a to ani v sezéon¢ 2007/2008 u
zadné ze 4 odrid. U odriidy "Vestar” byl stanoven termin vystupu z dormance na 8. termin.
V 8. terminu dochazi k nartastu hodnoty etanu oproti termintim ¢. 7 a 9. U odrtidy "Betinka”

byl stanoven termin vystupu z endogenni dormance na 9. termin odbéru vzorki. U této
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odridy dochézi ke kontinudlnimu nartistu hodnot namétené¢ho etanu od 4. do 10. terminu.
U odridy SEO byl stanoven termin vystupu z dormance na 10. termin. Pribéh hodnot

namétfeného etanu ma od 9. do 11. terminu klesajici tendenci.

V grafu ¢. 14 (pfilohy str. 90) je znazornén prubéh méfeni etylénu v sezdné
2008/2009 u vsech ctyt zkoumanych odrid. U odridy "Sundrop” (termin vystupu z
dormance ¢. 6) dochazi okolo terminu vystupu z dormance k narastu hodnot etylénu od 5.
do 7. terminu. U odridy "Vestar” (termin vystupu z dormance ¢. 8) dochazi od terminu ¢. 7
ke kontinudlnimu nariistu hodnot naméteného etylénu az do konce obdobi odbéru vzorki.
U odridy 'Betinka” (termin vystupu z dormance ¢. 9) dochazi oproti terminu ¢. 8 k
mirnému poklesu naméfené hodnoty u terminu ¢. 9 a nasledné¢ k prudkému vzestupu
naméfené hodnoty v terminu €. 10. U odridy SEO (termin vystupu z dormance — termin ¢.

10) dochazi ke kontinudlnimu poklesu naméfenych hodnot od 8. terminu az po 11. termin.

V grafu €. 15 (ptilohy str. 91) je znazornén prubéh méfeni CO; v sezéné 2008/2009
u vSech ¢tyt zkoumanych odriid. U odriidy “Sundrop” (termin vystupu z dormance — termin
¢. 6) dochazi od 5. do 7. terminu k nardstu namétenych hodnot CO,. U odriidy "Vestar’
(termin vystupu z dormance €. 8) dochazi oproti terminu €. 7 k mirnému poklesu naméfené
hodnoty u terminu €. 8, ale nasledné¢ k opétovnému zvySeni namétené hodnoty mnozstvi
vyprodukovaného CO; vzorkem u terminu ¢. 9. U odridy 'Betinka” (termin vystupu z
dormance — termin ¢. 9) dochazi k nartstu hodnot od 8. do 10. terminu. U odrady SEO
(termin vystupu z dormance — termin ¢. 10) dochédzi k nartistu naméfené hodnoty oproti

terminu €. 9 a k naslednému prudkému poklesu naméfené hodnoty v terminu €. 11.

V grafu ¢. 16 (ptilohy str. 92) je znazornén pribéh hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odridy "Sundrop” v sezoné 2008/2009. U odridy "Sundrop” je stanoven termin
vystupu kvétnich pupenti z dormance na 6. termin. V tomto terminu nedochdzi ani u jedné
meétfené latky k vyznamné zméné pribéhu naméfenych hodnot. Etan dosahuje své
maximalni hodnoty v 10. terminu, coz, jak jiz bylo komentovano, nasvédcuje spiSe na
chybu v méfeni. CO, dosahuje maximalnich zvySeni v terminech ¢. 7 a ¢. 10 a etylén v

terminu €. 12.

V grafu ¢. 17 (ptilohy str. 93) je znazornén prubeh hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odridy SEO v sezén¢ 2008/2009. U této odridy byl stanoven jako termin vystupu z
dormance termin ¢. 10. V tomto terminu nedochazi u etanu a etylénu k vyznamnym

zméndm v pribéhu hodnot, dochazi u nich k poklesu hodnot od ptedeslého k naslednému
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terminu. U CO; je naméfend hodnota v 10. terminu na vrcholu nardstu od 5. terminu. V 11.

terminu dochazi opét k prudkému poklesu namétené hodnoty.

V grafu ¢. 18 (ptilohy str. 94) je znazornén prab¢h hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odridy "Vestar” v sezon¢ 2008/2009. U této odriidy byl stanoven termin vystupu z
dormance na 8. termin odbéru vzorki. U tohoto terminu nedochdzi u sledovanych latek k
vyznamnym zménam v naméfenych hodnotdch. U tohoto grafu je zajimavé, Ze pribch

namétfenych hodnot etylénu a CO, ma obdobny charakter.

V grafu ¢. 19 (ptilohy str. 95) je znazornén prub¢h hodnot produkce etanu, etylénu i
CO; u odrady 'Betinka” v sezoné 2008/2009. U této odriidy byl stanoven termin vystupu z
dormance na 9. termin odbéru vzorki. U tohoto terminu nedochazi u sledovanych latek k
vyznamnym zméndm v naméfenych hodnotdch. Namétené hodnoty etylénu a CO, maji

opé&t obdobny prubeh a od 9. terminu maji stejny pritbéh i s hodnotami etanu.

V grafu ¢. 20 (pfilohy str. 96) je znazornéno mnoZstvi naméfeného etylénu v
odebranych vzorcich v jednotlivych terminech odbéri v sezoné 2008/2009. Hodnoty
etylénu byly v tomto piipad¢ naméteny po sedmi dnech od umisténi vyhonti do odmérnych
valcll a po opétovném uzavieni pfed samotnym métfenim na 24 hod. Graf je doplnén o
pocty vykvetlych kvétnich pupent a naraSenych listovych pupent pro jednotlivé odridy v
jednotlivych terminech odbérii vyhont. Vykvetlé pupeny a narasené listové pupeny byly
hodnoceny po sedmi dnech od umisténi vyhonit do odmérnych valci. Z grafu je patrné, Ze
od 1. do 5. terminu bylo mnoZstvi etylénu i poty vykvetlych pupent a naraSenych pupent
u vSech odrid nizké. Od 6. terminu se zacalo zvySovat u nékterych odrid mnoZzstvi

vyprodukovaného etylénu vyhony a také mnozstvi vykvetlych a narasenych pupend.

V grafu ¢. 21 (ptilohy str. 97) je znazornén prib&éh maximalnich, minimalnich a
primérnych teplot v obdobi odbéru vzorkl v sezéné 2008/2009. Jednotliva data v grafu
odpovidaji terminim odbéru vzorkd, tzn. 1. 12. 2008 je 1. termin a 16. 2. 2009 je 12.
termin, tedy posledni. V grafu je mozné pozorovat pokles primérnych teplot pod 0 °C v 5.,
6., 7., 8. a 12. terminu a tésné pfed 10. terminem. Naopak k nartistu teplot nad 7 °C

dochdzi v terminu €. 4 a pfed 11. terminem.
V grafu ¢. 22 (prilohy str. 98) je znazornén pribéh maximalnich, minimalnich a
pramérnych teplot v fijnu a listopadu roku 2008, coz je obdobi pied odbérem vzorki.

Pribéh teplot v tomto obdobi mé rovnéz vliv na pribéh endogenni dormance kvétnich

pupent merun¢k (Prochazka et al., 2003).
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5.1.3 Metoda stanoveni hladiny kyseliny abscisové (ABA)

K analyze mnozstvi obsahu kyseliny abscisové ve vzorcich byly, vzhledem k
finan¢ni nérocnosti analyz, pouzity pouze vzorky kvétnich pupent z vybranych termina
odbért vzorka. Tyto testované terminy byly vybrany okolo terminu, ktery byl stanoven za

termin vystupu pupenti z endogenni dormance u jednotlivych odrad.

V grafu ¢. 23 (prilohy str. 99) je mozné vidét prubéh namétenych hodnot kyseliny
abscisové u vzorkl testovanych termini v sezoné 2007/2008. Kiivky pro odridy SEO,
"Vestar” a 'Betinka” maji klesajici charakter. Kiivka pro odridu "Sundrop” ma klesajici
charakter v terminu ¢. 3, ale nasledné€ jsou patrné opét rostouci hodnoty. VSechny odridy
vykazuji od stanoveného terminu vystupu z dormance ("Sundrop — 2. termin, SEO — 7.
termin, "Vestar” — 4. termin, ‘Betinka” — 6. termin) mirny pokles namétenych hodnot, coz

ale vykazuji 1 hodnoty v jinych terminech odbérti vzorkd.

V grafu ¢. 24 (ptilohy str. 100) je mozné vidét pribéh naméfenych hodnot kyseliny
abscisové u vzorkll z testovanych termint v sezéné 2008/2009. Kiivky odrad SEO a
‘Betinka” vykazuji od stanoveného terminu vystupu z dormance (SEO — 10. termin,
‘Betinka” — 9. termin) klesajici tendenci az do konce sledovaného obdobi. U odridy
"Vestar” dochazi po 8. terminu, stanoveném jako termin vystupu z dormance, k vyraznému
poklesu hladiny ABA ve vzorku k terminu €. 9. Od terminu ¢. 9 k terminu €. 10 ovSem

doslo k opétovnému nartistu hodnoty ABA ve zkoumanych pletivech kvétnich pupenti.

5.1.4 Metoda stanoveni hmotnosti kvétnich pupent

V obou sledovanych sezonach byla také hodnocena véha kvétnich pupent. U Zadné
odridy, ani v jedné z testovanych sezén, ovSem nebyla pozorovana vyraznd zmeéna v
hmotnosti pupenii v terminu stanoveném jako vystup z endogenni dormance nebo v

terminech blizkych.

V grafu ¢. 25 (ptilohy str. 101) je mozné pozorovat primérnou vahu kvétnich
pupent ve sledovaném obdobi odbért vzorkii v sezoné 2007/2008. Z grafu je patrné, ze do
7. terminu se vaha pupenu vSech odrid pohybuje pfiblizn€ na stejné hlading, a to okolo
0,01 g. Od 7. terminu zacind primérna vaha u vSech odrid stoupat az do konce

sledovaného obdobi, kdy je u vSech odrid nejvyssi (termin €. 13).
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V grafu ¢. 26 (prilohy str. 102) je mozné pozorovat primérnou vahu kvétnich
pupenti ve sledovaném obdobi odbéri vzorkli v sezon¢ 2008/2009. Vaha pupent odrad
"Sundrop’, SEO a 'Betinka” se pohybovalaokolo 0,01 g, u odridy "Sundrop” v 2. a 6.
terminu vzrostla na 0,012 g a od 7. terminu zacala stoupat az do konce sledované¢ho
obdobi. U odridy SEO zacala véha stoupat rovnéz od 7. terminu az do konce sledovaného
obdobi. Vaha kvétnich pupenti odriidy "Vestar” se pohybovala okolo 0,007 g a na své
maximum stoupla v 11. terminu. Odriida 'Betinka” rovnéz dosahla své maximalni

pramérné hmotnosti v 11. terminu.

5.2 Optimalizace syntézy ds cDNA pro naslednou cDNA AFLP analyzu

V ramci optimalizace syntézy ds cDNA bylo nutné eliminovat nékolik kritickych
krokt, které v predeslé praci (Cechova, 2007) pravdépodobné zplsobovaly &asteénou

degradaci RNA a tim i nepfili§ kvalitni vysledky z metody cDNA-AFLP.

Prvnim z téchto probléml byl zvoleny zplisob izolace RNA z pletiv kvétnich
pupent merungk, ktery si vyzadoval dlouhy ¢as pfipravy dostate¢ného mnozstvi kvétnich
pupenti pro izolaci. V predchazejici praci s kvétnimi pupeny byla pro izolaci RNA pouzita
metoda zaloZena na extrakci na oxidu kiemic¢itém dle upraveného protokolu Foissac et al.
(2001). Pro tento protokol izolace RNA i bylo potieba pfipravit cca 1 g pletiv. Pfiprava
vzorku a vlastni izolace RNA proto trvala dlouho, coZ pravdépodobné bylo jednou z pticin
¢astené degradace izolované RNA (obr. 3, ptilohy str. 105). Z tohoto diivodu byl hledan
vhodny komer¢ni kit pro izolaci RNA z problematickych pletiv, jakymi jsou kvétni pupeny
merunék. Nakonec byl zvolen komer¢ni kit SpectrumTM Plant Total RNA Kit od firmy
Sigma, u kterého je doporucovano piipravit pro izolaci maximalné 100 mg pletiv. Potfebné
mnozstvi pletiv pro izolaci RNA je ve srovnani s plivodnim protokolem desetkrat mensi a
tim padem 1 pfiprava vzorku pro izolaci je mnohem rychlejsi, proto pravdépodobné
nedochazi k degradaci RNA v takovém rozsahu jako u ptedeslého pfistupu izolace RNA

(obr. 4, ptilohy str. 105).

Dal$im optimaliza¢nim krokem pro piipravu ds cDNA byla otazka skladovéni
pletiv pfed izolaci RNA. Jelikoz byl v sezoné 2007/2008 planovan odbér pomérné
vysokého poctu vzorkd (kone¢ny pocet odbérit vzorkd pro vSechny ¢ty odrudy byl 34),
bylo otazkou, jak vzorky pted vlastni izolaci RNA skladovat. K nasledné analyze metodou

cDNA-AFLP mély byt totiz z celkové skupiny odbérti vybrany pouze vzorky ze Ctyt
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termind pro kazdou odridu (tento byl zvolen hlavné z ekonomickych divodii). Proto byla
pfed vlastnim odbérem vzorkli vyzkouSena UCinnost komeréniho pfipravku
RNAlater®Solution od firmy Ambion®. Ptipravek je dle vyrobce vhodny ke stabilizaci
RNA v odebranych rostlinnych pletivech. Tento ptipravek byl uspésné vyzkousen i na
kvétnich pupenech merunék, kdy RNA izolovana ze skladovanych pupent, oproti RNA
izolované z cCerstvé odebranych dormantnich pupent, nevykazovala po kontrole na
agardzovém gelu (obr. 2, piilohy str. 104) zadné kvalitativni rozdily. Kvalitni izolovana
RNA se projevila u vSech 4 vzorka na gelu (2 vzorky RNA ze skladovanych pletiv a 2
vzorky RNA z Cerstvych pletiv) dvéma zfetelné viditelnymi produkty (28S a 18S — casti
rRNA).

Dal$im optimaliza¢nim krokem byl pfepis mRNA na ds ¢cDNA pomoci MINT
cDNA synthesis kitu (fa EVROGEN). Tento piepis byl za pouziti celkové RNA, bez
potieby separace mRNA, coz jako krok navic rovnéz ohrozuje kvalitu pfipravované ds
cDNA. V prvnim kroku protokolu pro tento piepis doslo k syntéze prvniho fetézce cDNA
a za€lenéni tzv. ,,Plug Oligo* adaptéru k syntetizované cDNA vychazejici z mRNA.
Nasledné doslo k syntéze druhého fetézce cDNA pomoci PCR amplifikace, u které bylo v
pocatecnim testu potieba vybrat optimalni pocet PCR cykli. Na zaklad¢ srovnani obrazku
¢. 6 (obrazek dodany vyrobcem jako vzor pro stanoveni optimalniho poctu PCR cykla) s
obrazkem €. 7 (ptilohy str. 107, test optimalniho po¢tu PCR na vlastnich vzorcich z
kvétnich pupenli merungk), bylo nakonec zvoleno 21 PCR cykll jakoZto optimalni pocet
PCR cykli pro syntézu ds cDNA z RNA vyizolované z kvétnich pupenit merunék. Téchto
21 PCR cykli bylo pouzito k amplifikaci vSech vzorkti piepisovanych na ds
cDNA.Vysledek usp&€$né amplifikace druhého fetézce cDNA byl ovéfen na 1,2%
agarozovém gelu (obr. 8, 9a, 9b, prilohy str. 108, 109 a 110).

5.3 Metoda cDNA-AFLP

Po ptipravé kvalitni ds cDNA byla provedena vlastni metoda cDNA-AFLP, pfi niz
byly pouzity restrikéni enzymy Mse | a Apo I. Po preamplifikaci byla provedena kontrola
vysledku pre-amplifikace na polyakrylamidovém gelu, protoze na agar6zovém gelu nebyly
vysledné smiry smési DNA molekul viditelné. Ptiklad slabé viditelnych signalti (smirtt) pii
kontrole po pre-amplifikaci je uveden na obrazku ¢. 10 (pfilohy str. 111). Po selektivni

amplifikaci byly vzorky pfipraveny k analyze na genetickém analyzatoru, po kterém byly
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vysledky vyhodnoceny pomoci softwaru ,,Gene Scane analysis®“. Pomoci vyse uvedeného
softwaru bylo vytvofeno 63 transkripénich profilti. Transkripéni profily byly nésledné
slouceny tak, aby v prvnim fadku byly soustfedény profily vSech zkoumanych odrad v
terminu 2 tydny pfed stanovenym vystupem z endogenni dormance a v druhém tadku
profily 1 tyden pied stanovenym vystupem z endogenni dormance. Do tfetiho fadku byly
pfidany profily ze vzorka odebranych v tydnu vystupu z endogenni dormance a ve ctvrtém
fadku profily ziskané 1 tyden po vystupu z endogenni dormance. Piiklady casti
transkrip¢nich profild jsou uvedeny na obrazcich ¢. 17 az 23 (pfilohy str. 117 az 123), které
jsou umistény v ptilohach. Konkrétné tyto ¢asti transkripcnich profili byly vlozeny do
prace z divodu ukédzky 7 produktl, které byly vzhledem k zajimavému pribéhu jejich

intenzity v riznych terminech vybrany k sekvenaci.

Transkripéni profily byly srovnavany se tfemi teoretickymi hodnoticimi schématy
pro vybér pik (fragmentii genli) s moznou souvislosti s vystupem kvétnich pupeni z
endogenni dormance. Bylo vytvofeno hodnotici schéma A (tab. 7, ptilohy str. 13), u
kterého se béhem sledovan¢ho obdobi ¢tyi termind (Ctyf fadkt v profilu) intenzita
sledovaného produktu (piku) snizuje, az v poslednim terminu zcela chybi. Podle tohoto
hodnoticiho schématu by se mohlo jednat o fragment genu s potencionalnim U¢inkem
potlaceni vystupu kvétnich pupenti meruné¢k z endogenni dormance. Dale bylo vytvoieno
hodnotici schéma B (tab. 8, ptilohy str. 14), které bylo dale rozdé€leno na schéma B1, B2 a
B3. V ptipadé schématu B1 jde o pik (fragment genu), ktery se vyskytuje tyden pied
vystupem z dormance a v tydnu vystupu z dormance. U schématu B2 jde o pik vyskytujici
se tyden pied vystupem z dormance a u schématu B3 jde o pik vyskytujici se jen v terminu
vystupu z dormance. U schématu B by mohlo jit o fragmenty gentli aktivovanych v terminu
vystupu z endogenni dormance nebo v tésné blizkosti pied vystupem z endogenni
dormance. Jako posledni bylo vytvoieno hodnotici schéma C (tab. 9, ptilohy str. 15), které¢
vypadalo zcela opaéné neZ hodnotici schéma A, takze v prvnim tadku profilu (termin 2
tydny pied vystupem z endogenni dormance) se produkt nevyskytoval a v dalSich tfech
fadcich profilu jeho intenzita rostla. V tomto pfipad€ by se mohlo jednat o fragmenty gentl,
jejichz aktivita v tésné blizkosti terminu vystupu kvétnich pupenil z endogenni dormance

zacind a postupné se zvysuje.

Na zéklad€ hodnoceni transkripénich profili bylo vybrano celkem 147 fragmentl
gent k sekvenovéni. Z téchto vybranych bylo nejvice a to 52 % vybrano na zakladé

podobnosti s hodnoticim schématem B.
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5.4 Sekvenace vybranych fragmenta

Fragmenty vybrané podle hodnoticich schémat byly ocislovany a postupné
sekvenovany. Vzorky obsahujici vybrané produkty urcené k sekvenaci byly separovany na
polyakrylamidovém gelu tak, aby vybrané produkty z transkripénich profilit mohly byt z
gelu vyfezany. Priklad takovéto separace je uveden na obrazku ¢. 11 (piilohy str. 112). Na
obrazku je mozné vidét produkty oznacené ¢islem (Cislo ptidélené produktu pro sekvenaci)
a za pomlckou ¢&islem oznacujicim délku produktu v parech bazi. Informace o délce
produktu je rovnéZ podstatnd pro nastaveni protokolu pro naslednou sekvenaci. Takto byly
separovany vSechny vybrané vzorky a vyfezany pro naslednou sekvenaci vSechny vybrané

produkty.

Takto vytipovanych 147 fragmenti bylo vyfezdno ze vzork odvozenych ze 4
pokusnych odrid s naslednym rozlozenim: 43,5 % fragmentii ze vzorki odridy SEO, 22,5
% ze vzorkl odridy "Betinka’, 21 % ze vzorkl odriidy "Vestar” a 13 % ze vzorki odridy

"Sundrop’.

U vSech 147 vytezanych produktli z gelu byla provedena eluce, re-amplifikace,
vyCiSténi a méteni koncentrace z dlivodu nésledného fedéni vzorku pro sekvenacni reakci
(tab. 10, piilohy str. 16-21). U péti produktii nebylo dostate¢né koncentrace pro sekvenaci
dosazeno, proto ani nebyly sekvenovany. Vysledny pocet sekvenovanych produkti byl
tedy 142. Po sekvenacni reakci probéhlo ¢isténi vzorkli od pfipadnych zbytki chemie
pouzivané v ramci kitu ,,Big Dye Terminator* a piiprava vzorkl k analyze na jedno-
kapilarnim genetickém analyzatoru ABI-PRISM 310. Vysledna konsensudlni nukleotidova
sekvence byla srovnana s jiz popsanymi nukleotidovymi sekvencemi v elektronické
databazi NCBI (National Center for Biotechnology Information) a v elektronické databazi
TIGR (TIGR Plant Transcript Assemblies). Vysledky srovnani 73 uspeésné sekvenovanych
fragmentl s informacemi v elektronickych databazich byly zpracovany do tabulky €. 11

(ptilohy str. 21-42).

V tabulce ¢. 11 (piilohy str. 21-42) jsou zapsany obecné informace o fragmentech a
informace ziskané z elektronické databaze TIGR (Cerna barva), zelené jsou v tabulce
zapsany informace ziskané z elektronické databdze NCBI. Déle se v tabulce nachdzi
informace o hodnoticim schématu, podle kterého byly fragmenty vybrany z transkripcnich

profili jako fragmenty genii s potenciondlni souvislosti s vystupem kvétnich pupent
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merun¢k z endogenni dormance. Dale jsou zde umistény informace o odriidé merunék, ze
které byly odebrany kvétni pupeny v této Casti popisované. V tabulce jsou také uvedeny
informace o primerové kombinaci pouzité k amplifikaci nasledné Gspésné sekvenovaného
fragmentu (v tabulce jsou jen posledni 2 selektivni baze ptislusnych primerti) a informace
o délce sekvenovaného produktu v parech bazi (vice informaci viz tab. 6, piilohy str. 12).
Soucasti tabulky je také informace o tzv. skore, kdy skore ,,a“ je informace o srovnani
vlozené sekvence do databaze a referencni sekvence nachazejici se v databazi TIGR
(detailn¢ vysvétleno u tab. 11, piilohy str. 21-42) a skore ,,b, coz je informace o srovnani
vlozené sekvence do databaze a referencni sekvence nachazejici se v databazi NCBI,
rovnéz detailné vysvétleno u tabulky. Dale se v tabulce nachazi sloupec s kvalitativnimi
parametry srovnavaciho procesu vlastni nukleotidové sekvence a referencni nukleotidové
sekvence (sekvence, kterd se jiz nachdzi v elektronické databdzi). Jedna se vlastné o
vycisleni ndhodné shody pti srovnavani dvou sekvenci. Hodnota P (N) pochazi z
elektronické¢ databaze TIGR a hodnota E pochazi z elektronické databaze NCBI.
Charakteristiky obou téchto hodnot jsou detailné popsany pod tabulkou ¢. 11 (ptilohy str.
21-42). Dale se v tabulce nachazi sloupec ,,Accession” — udavajici pfistupové Eislo k
referencni sekvenci v elektronické databazi TIGR (Cerné€) a piistupové €islo k referencni
sekvenci v elektronické databdzi NCBI (zelen€). Déle se v tabulce nachazi sloupec s
nazvem referencni sekvence (Cerné nazev referencni sekvence z databaze TIGR a zelené
nazev referencni sekvence z databaze NCBI). Dale sloupec s biologickym procesem,
které¢ho se referencni polozka zucastiiuje, opét ¢ern¢ informace k referencni polozce z
databaze TIGR a zelené z databaze NCBI. A v poslednim sloupci v tabulce je uvedena
molekularni funkce referen¢ni polozky (Cerné informace souvisejici s referencni polozkou

z databaze TIGR, zelené z databaze NCBI).

Jednotlivé polozky jsou v tabulce fazeny tak, Zze nejprve je oddil polozek s
uspe€sSnym srovnanim v obou elektronickych databéazich (TIGR i NCBI). V této ¢asti jsou
nejprve sefazeny polozky od nejmensiho ¢isla po nejveétsi (vzestupne) pro schéma A, déle
schéma B s polozkami opét sefazenymi vzestupné a schéma C s polozkami také vzestupné
uspofadanymi. Déle nasleduje oddil polozek, které¢ byly uspéSné srovnany s referencnimi
sekvencemi pouze v databdzi TIGR. V oddilu je fazeni poloZek opét stejnym zplisobem,
tzn. nejprve sekvence odpovidajici svym pribéhem vybérovému schématu A, néasledné pro
schéma B a nakonec schéma C, vzdy sefazenymi vzestupné. V poslednim oddilu tabulky

jsou polozky, které byly uspésné srovnany s referen¢nimi sekvencemi v elektronické
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databazi NCBI. V tomto oddilu jde pouze o 4 polozky sefazené vzestupné a vSechny jsou
vyhodnoceny ve schématu B. Na zakladé vysoké podobnosti nami sekvenovanych
fragmentl s referen¢nimi sekvencemi je pti dalsi interpretaci vysledkt predpokladéano, ze
uspésné sekvenované fragmenty zapsané v tabulce ¢. 11 (ptilohy str. 21-42), je mozné

povazovat za identifikované.

Interpretace ziskanych vysledki byla v prvni fazi provedena prostfednictvim vyhodnoceni
charakteru ziskanych sekvenci z hlediska jejich biologické funkce. To je shrnuto v grafu €.

27 (ptilohy str. 103), ktery zahrnuje vSech 73 identifikovanych genti.

Prvni skupinu tvoii geny souvisejici s fotosyntézou a fotomorfogenezi, kam patii 6
gend. Jedna se o polozky z tabulky ¢. 11 (ptilohy str. 21-42) oznacené Cisly: 4, 5, 23, 35,
70 a138.

Druhou skupinu tvoii geny souvisejici s transportem (napf. iontl, elektrond,
hexasylovych skupin, proteind, lipidit), kam patii 10 gend. Jedna se o polozky z tabulky ¢.
11 (ptilohy str. 21-42) oznacené ¢isly: 12, 14, 22, 37, 43,78, 79, 86, 131 a 145.

Tteti skupinu tvoii geny souvisejici s procesem realizace a regulace genové
exprese, kam patii 12 genl. Jedna se o polozky z tabulky ¢. 11 (pfilohy str. 21-42)
oznacené Cisly: 17, 24, 33, 65, 67, 92, 102, 104, 105, 120, 139 a 142.

Ctvrtou skupinu tvoii geny souvisejici s energetickymi procesy a metabolismem
sacharidi, kam patii 7 gend. Jedna se o polozky z tabulky ¢&. 11 (pfilohy str. 21-42)
oznacené Cisly: 32, 45, 51, 84, 114, 118 a 133.

Patou skupinu tvoti geny souvisejici s biosyntézou proteint a jejich modifikacemi,
kam patii 13 gent. Jedna se o polozky z tabulky ¢. 11 (pfilohy str. 21-42) oznacené Cisly:
13, 16, 21, 25, 40, 41, 44, 60, 64, 71, 90, 134 a 136.

Sestou skupinu tvoii geny souvisejici s biosyntézou aminokyselin, kam pati 7
gentl. Jedna se o polozky z tabulky ¢. 11 (pfilohy str. 21-42) oznacené Cisly: 3, 19, 68, 98,
130, 132 a 137.

Sedmou skupinu tvoti geny souvisejici s replikaci a regulaci bunécného cyklu, kam
patii 3 geny. Jedna se o polozky z tabulky ¢. 11 (ptilohy str. 21-42) oznacené ¢isly: 72, 100
alll.
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Osmou skupinu tvofi geny souvisejici s oxida¢nimi a reduk¢énimi procesy, kam
patii 5 gent. Jedna se o polozky z tabulky ¢. 11 (ptilohy str. 21-42) oznacené Cisly: 11, 27,
30, 75a77.

Posledni skupinu tvofi ostatni geny, kam patii 10 genl. Jedna se o polozky z

tabulky ¢. 11 (pfilohy str. 21-42) oznacené Cisly: 7, 8, 9, 18, 28, 36, 42, 57, 63 a 73.

5.5 Vybér genti s moznou souvislosti s vystupem kvétnich pupent merunék z endogenni

dormance

Na zéklad¢ zjiSténych informaci o 73 identifikovanych fragmentech gent z databazi,
bylo vybrano 7 kandidatnich genli s moznou souvislosti s vystupem kvétnich pupenti
merunék z endogenni dormance. V tabulce €. 12 (ptilohy str. 43-44) jsou vypsany vybrané
fragmenty genti. U kazdého z nich je uvedeno ¢islo fragmentu, které mu bylo pfidéleno pro
sekvenaci, dale celd sekvence a né€kolik informaci o pfislusnych genech vychazejicich z
informaci v tabulce ¢. 11 (piilohy str. 21-42; piistupové cCislo referenéni sekvence z

prislusné databaze, nazev referencni sekvence a biologicky proces).

Konkrétné se jedna o vzorek €. 13 (na obr. 17, ptilohy str. 117, je transkrip¢ni profil,
ze kterého byl produkt vybran), s u néj nalezenym biologickym procesem v elektronické
databazi NCBI — inhibitor ristu 2 (ING2). Tento vzorek byl vybran podle hodnoticiho
schématu A, tzn. v pribé¢hu 4 zkoumanych terminti odbéri jeho aktivita klesa, az v

poslednim terminu (tyden po vystupu z endogenni dormance) zcela pik (produkt) chybi.

Dale se jedna o vzorek €. 14 (na obr. 18, ptilohy str. 118, je transkripéni profil, ze
kterého byl produkt vybran) s u n€ho nalezenym biologickym procesem v elektronické
databazi NCBI — membranové kandly, které selektivné transportuji vodu, malé neutralni
molekuly a ionty z buiikky a mezi buikami. Tento vzorek byl vybran podle hodnoticiho
schématu B, pficemZ se vyskytl v obou opakovénich u odridy SEO v tfetim terminu (t;.

termin vystupu kvétnich pupent z endogenni dormance).

Dalsim vzorkem je vzorek €. 44 (na obr. 19, ptilohy str. 119, je transkripcni profil, ze
kterého byl produkt vybrdn) s témito nalezenymi biologickymi procesy v elektronické
databazi TIGR: metylace aminokyselin proteinu na jeho C — terminalu; vyvoj kvétd;
negativni regulace signalizace zprostfedkované kyselinou abscisovou; vyvoj vyhonk.

Tento vzorek byl vybran podle hodnoticiho schématu B — tzn., Ze se vyskytl v obou
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opakovanich u odridy SEO v tfetim terminu (tj. termin vystupu kvétnich pupent z

endogenni dormance).

Dalsim vzorkem je vzorek ¢. 78 (na obr. 20, ptilohy str. 120, je transkripcni profil, ze
kterého byl produkt vybrdn) s u néj nalezenym biologickym procesem v obou
elektronickych databazich (TIGR 1 NCBI): transport lipidd. Tento vzorek byl vybran podle
hodnoticiho schématu C, konkrétné v pribéhu 3 zkoumanych termind odbéria jeho aktivita
roste (nejvyssi je v poslednim zkoumaném terminu — tyden po vystupu z dormance). V
prvnim terminu (dva tydny pfed vystupem z endogenni dormance) zcela pik (produkt)

chybi.

Dalsim vzorkem je vzorek €. 105 (na obr. 21, pfilohy str. 121, je transkrip¢ni profil,
ze kterého byl produkt vybran) s u néj nalezenym biologickym procesem v elektronické
databazi TIGR: ukoncovéani vyvoje embrya v pribéhu dormance semen, valyl-tRNA
aminoacylace. Tento vzorek byl vybran podle hodnoticiho schématu B, konkrétné se
vyskytl v obou opakovanich u odriidy "Sundrop” ve tfetim terminu (tj. termin vystupu

kvétnich pupenil z endogenni dormance).

Dal8im vzorkem je vzorek €. 111 (na obr. 22, pfilohy str. 122, je transkripéni profil,
ze kterého byl produkt vybran) s u ného nalezenym biologickym procesem v obou
elektronickych databéazich (TIGR 1 NCBI): bunétny cyklus (cyklin). Tento vzorek byl
vybran podle hodnoticiho schématu B, konkrétné se vyskytl v obou opakovanich u odridy

"Betinka’ ve tfetim terminu (tj. termin vystupu kvétnich pupenti z endogenni dormance).

Dale se jedna o vzorek €. 133 (na obr. 23, pfilohy str. 123, je transkripéni profil, ze
kterého byl produkt vybran) s u ného nalezenym biologickymi procesy v elektronické
databazi NCBI: podili se na regulaci vyvoje plodl, metabolismu sacharidi a zesilovani
bunécéné stény. Tento vzorek byl vybran podle hodnoticiho schématu B, konkrétné se
vyskytl v obou opakovénich u odridy "Vestar’ ve tfetim terminu (tj. termin vystupu
kvétnich pupenti z endogenni dormance) a v terminu jeden tyden pied vystupem z

endogenni dormance.
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5.6  Ovéreni specifickych primeri pro amplifiakci vybranych fragmenta

5.6.1 Navrh specifickych primerta

Pro potencialni amplifikaci vySe uvedenych vybranych fragment byly navrzeny
specifické primery. Primery (tab. 3, pfilohy str. 9) byly navrzeny jakoZto komplementarni
k nami osekvenovanym fragmentim (sekvence fragmenti — tab. 12, piilohy str. 43-44) a
dale testovany u vzorkl ziskanych ve vSech terminech odbérti vzorki pro danou odridu v
sezong 2007/2008 a nasledné i u odebranych vzorki v sezéné 2008/2009. V tabulce €. 13
(ptilohy str. 45) je k jednotlivym vzorkim s jejich pfislusnym ¢islem zapsana piislusna
primerova kombinace a délka ocekavané¢ho amplikonu v parech bazi (pb). Pro vzorek ¢. 13
byly navrzeny 2 zpétné primery a pro vzorek ¢. 44 dva ptimé primery. Dva primery byly u
téchto dvou vzorkii navrzeny a nasyntetizovany z divodu, zZe pfi navrhu programem ,,CLC
Main Work bench 5.0¢ byly jejich kvalitativni parametry srovnatelné a nebylo mozné

odhadnout, ktery bude pro redlnou amplifikaci vhodné&jsi.

5.6.2 Testovani a optimalizace specifickych PCR reakci

Pro vlastni metodu Real-Time PCR byly u vSech odebranych vzorkli v sezoné
2007/2008 sladény koncentrace celkové RNA na 100 ng-pl™ (tab. 14, piilohy str. 45-46),
aby mohlo dojit k nasledné relativni kvantifikaci amplifikovanych produktid oproti
referencnimu genu. Sladénd RNA byla nasledné pouzita pro syntézu ss cDNA. Nésledné
bylo provedeno testovani funk¢nosti specifickych reakci a jejich optimalizace (obr. 12, 13,
piilohy str. 113, 114). Na obrazku ¢. 12 (pfilohy str. 113) je mozné vidét tspésSné
amplifikované produkty u vzorku ¢. 111, 133 a 105. Na obrazku ¢. 13 (ptilohy str. 114) je
mozné vidét uspésné amplifikované produkty u vzorka €. 13, 14 a 78. U vzorku €. 44 se
nezdaftilo dosahnout tspésné amplifikovanych produkt ani jednim primerovym parem. U
vzorku €. 13 se prvnim testovanym primerovym parem nepodafilo ziskat uspéSné
amplifikované produkty, ale druhym primerovym parem se amplifikace zdafila (pouzité
primery: piimy S'GTTGTAATCTGCATGTTGG3'; zpétny
5'CTGCGTTACCAATTGCCA3’). Dalsi informaci, kterou ndm obrazky ¢. 12 a 13
(ptilohy str. 113 a 114) poskytly, je to, ze u vSech ocekavanych amplikont se vyskytuji s
nespecifické produkty. To je nepfiznivé pro dalsi vyuziti tohoto primerového paru pro
Real-Time PCR amplifikaci pii pouziti nespecifického barviva Syber Green. Jako
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optimalni se u vétSiny vzorka jevila teplota hybridizace 41 °C. Jako wvnitini pozitivni

kontrola byl pouzit gen AT5G12240 (obr. 14, ptilohy str. 114).

Déle byla na nami testovanych vzorcich vyzkousena amplifikace produkti genii
spojovanych v jinych literarnich zdrojich (citace) s dormanci u druhu Prunus persica (L.).
Jednalo se primerové kombinace zaméfené na geny DAM3, DAMS, DAM6 (viz obr. 15,
ptilohy str. 115).

5.6.3 Real-Time PCR — test na fragmentu ¢. 111

Vysledky amplifikace fragmentu ¢. 111 s nespecifickym barvivem SYBR Green
(Life Technologies) jsou znazornény na obrazku ¢. 24 (ptilohy str. 124). U této analyzy
byla provedena i analyza kiivky tani a jeji vysledky jsou znazornény na obrazku ¢&. 25
(ptilohy str. 125). Z téchto dvou obrazki je patné, Ze k amplifikaci a vzniku ds DNA doslo.
Z kiivky tani je ovSem zjevné, ze doslo 1 k amplifikaci nespecifickych produktii. Pti pouziti
nespecifického barviva Syber Green tedy neni mozné tento protokol pouzit ke kvantifikaci
exprese. Déle byla vyzkousena varianta s kitem Fast SYBR Green (Applied Biosystems),
ktera neposkytla zadné vysledky.

S ohledem na ziskané¢ vysledky u fragmentu ¢. 111 a s ohledem na vlastni

naro¢nosti metody Real-Time PCR, nebylo v téchto pokusech déale pokracovano.
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6 DISKUZE

6.1 Stanoveni vystupu z dormance kvétnich pupenit merunék

Stanoveni vystupu kvétnich pupenti meruné¢k se bézné provadi metodou poctu
vykvetlych kvétnich pupentt (Alburquerque et al., 2008; Cooke et al., 2012; LauS$man,
2007). Vysledky méfeni timto pfistupem odrazeji realny stav a potencial pro kveteni
Vv pupenech, v ramci predkladané prace proto byly pouzity jako referenéni pii hodnoceni
dal$imi metodami resp. pfistupy. Mezi tyto ovéfované metody patii stanoveni produkce
etylénu, CO, a etanu (Alsalihy et al., 2004; Celikel et Vandoorn, 1995; Coleman, 1998;
Fiserova et al., 2006; Kumerova et al., 2010; Prokes et al., 2006; Schuch et al., 1992).
Dale bylo provedeno stanoveni hladiny kyseliny abscisové (Fiserova et al., 1996; Fiserova

et al., 2001) v kvétnich pupenech merunék a stanoveni hmotnosti kvétnich pupend.

Podle stanoveni poctu vykvetlych kvétnich pupeni od fenofidze butonizace do
fenofaze kveteni, tedy kvétni pupeny ve stddiu ‘D" az 'F’ dle Fleckingera a Grisvarda
(Vachun, 2003), byl termin vystupu kvétnich pupent z endogenni dormance v obou letech
stanoven ve stejném potadi odrid: 1. — "Sundrop” (13. 12. 2007 a 5. 1. 2009), 2. — "Vestar’
(27. 12. 2007 a 19. 1. 2009), 3 — 'Betinka” (10. 1. 2008 a 26. 1. 2009) a 4. — 'Stark Early
Orange” (SEO; 17. 1.2008 a 2. 2. 2009). Spolu s pocitanim poctu vykvetlych kvétnich
pupent byl zkouman vztah k sumé hodin pii teplotach 0-7 °C, které jsou v literatuie
uvadény jako zasadni a jejich hodnota se uvadi na 900 hodin (Crabbe et Barnola, 1996;
Yamane et al., 2006). Grafy ¢. 1 a 2 (ptilohy str. 77 a 78) znazornuji vztah poctu
rozkvetlych pupent k sumé hodin pii teplotaich od 0-7 °C. Z grafd je patrné, ze kvétni
pupeny merunék nerozkvetou diive, nez je dosazeno ¢asové nezbytné nutné minimalni
(900 hodin) sumy nizkych teplot — opét ve stejném odriidovém potadi ve dvouletém
opakovani ("Sundrop” cca 1048, "Vastar’ cca 1060, ‘Betinka” cca 1100 a SEO cca 1230
hod.).

Meéteni produkce etylénu v prvnim roce hodnoceni naznacovalo, Ze by jeho
produkce mohla souviset s terminem vystupu pupent z endogenni dormance stanovenym
metodou pocitani kvétnich pupenti. Vysledné hodnoty produkce etylénu v jednotlivych
terminech odbért vyhonti zaznamenané v grafu ¢. 4 (ptilohy str. 80) ukazuji, ze v ptipadé
odridy "Sundrop” je dle stfedni chyby statisticky priikkazny néarist mezi prvnim a druhym
terminem a pokles mezi druhym a tfetim terminem v produkci etylénu. Druhy termin byl
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pfitom oznacen jako termin vystupu z endogenni dormance dle kveteni. U zbylych tii
odrid je statisticky prikazny narast a nasledny pokles zaznamenan vzdy o jeden termin
diive pied stanovenym terminem vystupu z endogenni dormance. Bohuzel se tyto slibné
vysledky v druhém roce sledovani produkce etylénu nepotvrdily. Navic je nutné produkci
etylenu vzorky odebranymi z pfirozenych podminek vzdy srovnat s klimagramy, nebot’
etylén je 1 stresovym hormonem a muze reagovat na nahly pokles ¢i vzestup teplot
(Fiserova et al., 1999). V obou letech sledovani produkce etylénu ukazalo, Ze nakvétani
jednotlivych odrud je v pfimé uméfe provazeno zvySenou produkci etylénu u skupiny
vzorkt méfenych az 7. den od odbéru rostlinného materialu (méteno po 24 hodinach od
uzavieni odmérnych valct; viz grafy ¢. 10 a 20, prilohy str. 86 a 96). V obou letech
sledovani produkuje v absolutnich hodnotach vice etylénu odriida "Sundrop’, kterd také
vystupuje z dormance jako prvni ze &ty sledovanych odrid. Dale v potfadi nasleduje
odriida "Vestar’az do 9. odbéru ‘Betinka” a SEO. V poslednich odbérech v§ak SEO svou
produkeci etylenu oproti odradé ‘Betinka” zvysi. Celkové je z grafu ¢. 14 (ptilohy str. 90)
patrnd nizk4 produkce etylenu u vSech odriild v obdobi dormance, tedy stejn¢ jak uvadi

Sebanek (Sebanek in Prochézka et al., 2003).

V ptipadé hodnot etanu a CO; (grafy ¢. 3, 5, 13 a 15, piilohy str. 79, 81, 89 a 91) jiz
neni tak zfetelny nardst ¢i pokles naméfenych hodnot v terminech okolo zjisténého vystupu
jednotlivych odrud z endogenni dormance. Lze ale zaznamenat podobny charakter pribéhu

produkce CO; a etylénu.

Hodnoty obsahu kyseliny abscisové maji u vétSiny zkoumanych odrid v obou
letech klesajici tendenci, coZ souvisi s vystupem rostlin zendogenni dormance
(Ghassemian et al., 2000; Zheng et al., 2015). Absolutni hodnoty ABA se vSak mezi
odridami lisi, a navic nelze zaznamenat zadny zlomovy bod, ktery by mohl fungovat jako
signalni znak pro termin vystupu kvétnich pupenti z endogenni dormance. Meziodriidové
rozdily v obsahu kyseliny abscisové jsou vV obou letech obdobné a patrné z grafu Cislo 23 a

24 (prilohy str. 99 a 100).

Posledni sledovanou polozkou, s ohledem na stanoveni vystupu kvétnich pupent
merun¢k zendogenni dormance, byla vaha kvétnich pupent v jednotlivych terminech
odbérti vzorkd. V prvnim sledovaném obdobi se vaha kvétnich pupeni do 7. terminu
odbéru pohybovala okolo 0,01 g a nasledn¢ u vSech odrid zacala rist. Ve druhém

sledovaném obdobi vaha pupent stiidavé klesala a rostla. Ani v jednom ze sledovanych
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obdobi nebylo mozné vypozorovat jasnou souvislost s terminem vystupu kvétnich pupenti

stanovenym metodou pocitani vykvetlych pupend.

6.2 Optimalizace syntézy ds CDNA

Ziskani kvalitni ds cDNA v dostatecném mnozstvi je zdsadni pro naslednou validni
analyzu transkriptomu metodou CDNA-AFLP. V pokusech v ramci diplomové prace —
Geneticka determinace dormance a kveteni u merunék (Cechova, 2007), na kterou tato
disertaéni prace navazuje, bylo vytipovano nékolik kritickych bodt, pii kterych muze
dochézet k degradaci RNA (Stipek, 1998), potazmo mRNA, jejiz kvalita je pro syntézu ds
cDNA podstatna. Z tohoto diivodu bylo potieba pred zapocetim analyz metodou cDNA-
AFLP tato problematickd mista z protokolu syntézy ds cDNA odstranit.

Okamzitd stabilizace a ochrana molekul RNA pfed RN4dzami RNA byla zajiSténa
uskladnénim odebranych kvétnich pupenti v roztoku RNAlater®Solution. RNazy jako
enzymy S$tépici fetézce RNA zpusobuji jeji nespecifickou degradaci (Sambrook et Russell,
2001) a tim zasadné zhorSuji jeji kvalitu a moznost dalsiho vyuziti zvlasté pro metodu
cDNA-AFLP, ktera ve svém postupu zahrnuje specifické Stipani restrikénimi
endonukledzami. Ptfi skladovani pupenli vySe uvedenym zplisobem bylo mozné nejdiive
stanovit vystup kvétnich pupenii z endogenni dormance a podle téchto informaci vybrat
pro izolaci RNA pouze vzorky potiebné pro naslednou analyzu (2 tydny pied vystupem, 1
tyden ptfed vystupem, vzorky odebrané ve stanoveném terminu vystupu z endogenni

dormance a 1 tyden po vystupu z dormance), coz ptineslo i finan¢ni Gsporu.

Dal8im optimaliza¢nim krokem byla zména zplisobu izolace RNA. Izolace RNA na
zaklad¢ extrakce na oxidu kfemicitém dle upraveného protokolu Foissac et al. (2001),
kterd vyZzaduje 1 g vstupniho materidlu, byla nahrazena izolaci pomoci komeréniho kitu
Spectrum™ Plant Total RNA Kit od firmy Sigma. Pro tento kit je potieba jen desetina
vstupniho materialu (100 mg) oproti vyse uvedenému postupu a je vhodny pro izolaci
RNA zrostlinnych pletiv s vysokym obsahem sekundarnich metabolitl, a zaroven
s ocekavanym nizkym vytéZkem RNA. Pravé dormantni pupeny jsou problematické
z hlediska izolace RNA, jelikoz jsou chranény tuhymi Supinami, ¢asto s obsahem vosku.
Celkovée jen malé ¢ast pletiv z kvétnich pupenilt v dormanci poskytuje material vhodny pro
izolaci RNA. Jak doklada obrazek ¢. 2 (prilohy str. 104), probéhla izolace RNA vyse

uvedenym kitem u dlouhodobd skladovanych pletiv v RNAlater®Solution srovnateln&
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s Cerstvymi pletivy. Kvalita i kvantita vyizolované RNA byla ve srovnani s izolaci pomoci
upraveného protokolu Foissac et al. (2001) mnohonasobné vyssi (obr. 3 a 4, prilohy str.
105).

Dalsim cilem bylo snizeni poétu kroki manipulace s RNA. Oproti protokolu,
pouzitém V praci Cechova (2007), byl pro piepis RNA na ds cDNA pouzit komeréni kit
MINT cDNA synthesis kit od firmy EVROGEN. Pti tomto zpisobu piepisu bylo mozné
vypustit krok separace mRNA z celkové RNA, jelikoz syntéza prvniho fetézce cDNA
vramci kitu zacind za ucasti 3" primeru, ktery obsahuje oligo (dT) sekvence
komplementarni k poly A® konci RNA. Naslednd sekvenace vybranych fragmentt

potvrdila, ze sekvenované produkty vychazeji prevazné z mediatorové RNA (mRNA).

6.3 Metoda cDNA-AFLP

Z technik dostupnych k analyze transkriptomu na zaklad¢ hybridiza¢nich technik,
nebo technik zalozenych na RT-PCR, ma metoda cDNA-AFLP vyhodu vtom, Zze
nevyzaduje znalost sekvence analyzovaného genomu, muze tedy pracovat s riznymi, i
méné popsanymi rostlinnymi druhy. Déle je moZné touto metodou nalézt a identifikovat
nové, dosud nepopsané geny. Obvykle jde o metodu relativné technicky jednoduchou,
ktera vyzaduje malé mnozstvi vstupni mRNA (Baisakh et al., 2006). VySe uvedené
aspekty byly diuvodem k vybéru metody cDNA-AFLP jakoZzto nastroje pro studium
transkriptomu dormantnich kvétnich pupeni merunék. Dal$Sim divodem vybéru metody
cDNA-AFLP bylo v dob¢é zpracovani vysledki prace to, Ze rozvijejici se metody studia
transkriptomu pomoci NGS (sekvenovani nové generace) byly cenové nedostupné, tzn.
velmi drahé. Tato metoda byla vybrana i pfes to, ze je u ni nutné provést velké mnozstvi
selektivnich PCR reakci (v nasem ptipad¢ 63), aby byla prostudovana co mozné nejveétsi
¢ast transkriptomu. Pfes velky rozsah experimentu tu vSak dale existuje teoretické omezeni
spocivajici v tom, Zze pii PCR reakcich jsou amplifikovany pouze fragmenty, které byly
Stipany obéma pouzitymi restrikénimi enzymy (Mse | a Apo 1). Neobsahuje-li gen naseho
z4jmu rozeznadvaci misto obou pouzitych restrikénich endonukledz zaroven, nebude tedy
v ziskanych spektrech detekovan. Toto omezeni metody, cDNA-AFLP, jsme se snazili
zmirnit, pouzitim restrikénitho enzymu Apo I, ktery ma ve své Sesti-nukleotidové
rozeznavaci sekvenci dvé degenerované pozice. Timto se u n¢j zvySuje teoreticka Cetnost

Stipani oproti standardnim Sesti-nukleotidovym S$tépicim enzymim bez degenerovanych
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pozic na cetnost 1x za 1024 bp misto 1x za 4096 bp. Z tohoto divodu by, vzhledem k
obvyklé délce transkripcni jednotky, mélo byt toto $tépici misto ve vysokém procentu
genovych transkripti. Xiao et al. (2009) ve své praci zkoumali ¢etnost $tipani enzymu se
Sesti nukleotidy v rozeznavaci sekvenci v ramci protokolu cDNA-AFLP. Test provadéli na
cDNA z genomu Hevea brasiliensis Willd. dostupné z elektronické databaze. Vysledky
prokazaly, ze sekvence, které obsahovaly restrikéni misto enzymu Apo I, byly cetnéjsi.
Tyto restrikéni mista se vyskytly u 88,9 % testovanych cDNA sekvenci. Dal§im omezenim
je, ze metoda cDNA-AFLP je nachylna k vyskytu faleSn¢ pozitivnich vysledkt. O
eliminaci tohoto problému jsme se pokusili tim, ze jsme pro sekvenaci vybirali pouze
fragmenty, které sviij prub¢h exprese (dle hodnoticich schémat) projevily zaroven u vice
odrud, nebo v obou opakovanich u jedné odridy. (Bachem et al., 1998; Breyne et al.,
2003; Qin et al., 2001).

6.4 Sekvenace vybranych fragmenti

Fragmenty gend s moznou souvislosti s vystupem kvétnich pupenti z endogenni
dormance byly vybrany na zakladé podobnosti pribéhu vyvoje jejich exprese s jednim
z péti teoretickych schémat hodnoceni (tab. 7, 8 a 9, ptilohy str. 13, 14, 15). Hodnotici
schémata znazorfiuji teoreticky moZny vyvoj exprese genll s moZnou souvislosti
s vystupem kvétnich pupenit merunék z endogenni dormance. Prvni hypotetickou moznosti
pribéhu exprese gentl souvisejicich s endogenni dormanci pupent je ta, Ze jejich exprese
probiha v obdobi pfed vystupem z endogenni dormance. V tésné blizkosti terminu vystupu
kvétnich pupenit dormance klesa, az zcela ustdva v terminu po vystupu z endogenni
dormance. V tomto piipadé by se mohlo jednat o potencionalni inhibitory vystupu kvétnich
pupent merunck z endogenni dormance, jejichz aktivita ustava v obdobi vystupu kvétnich
pupent z endogenni dormance. Tento pribéh znazornuje schéma A (tab. 7, prilohy str. 13).
Schéma B (tab. 8, pfilohy str. 14) zachycuje priibéh exprese geni, které se pii analyze
transkripéniho profilu vyskytly pouze v tésné blizkosti terminu vystupu z endogenni
dormance, tzn. tyden pifed vystupem nebo v terminu vystupu kvétnich pupent z endogenni
dormance. Poslednim hodnoticim schématem bylo schéma C (tab. 9, prilohy str. 15)
vnémz se jednalo o geny, jejichZz exprese zafind v obdobi vystupu kvétnich pupenil

z endogenni dormance a nasledné roste.
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Na zaklad¢ podobnosti priibéhu exprese s vyse popsanymi hodnoticimi schématy
bylo z transkrip¢nich profil vybrano, 147 fragmentt genl k jejich sekvenovani. Jejich
distribuce mezi ¢tyfmi zvolenymi odridami byla nasledovna: 43,5 % odriidda SEO, 22,5 %
odrida ’Betinka’, 21 % odrida "Vestar” a 13 % odridda ‘Sundrop’. Nejvice
osekvenovanych fragmentt, a to 52 %, bylo vybrano k sekvenovani na zédkladé podobnosti

s hodnoticim schématem B.

Nukleotidové sekvence uspésné osekvenovanych fragmenti byly srovnany
s referen¢nimi sekvencemi ve dvou elektronickych databazich (TIGR a NCBI). Vysledky
srovnavani byly zpracovany do tabulky ¢. 11 (pfilohy str. 21-42) umisténé v pfilohach.
Shoda s nékterymi geny byla u né¢kolika fragmentd nalezena opakované. Tento opakovany
vyskyt platil napiiklad pro geny: ribozomdlni protein, proteinovy sbérny komplex svétla
fotosystému II (z anglického ,,light harvesting chlorophyll a /b binding protein of PSII*) a
gen pro aspartat-aminotransferazu. U gent s nalezenou podobnosti s ndmi sekvenovanymi
fragmenty byly v databazi NCBI a dalsich odkazech, které tato databaze poskytuje,
vyhleddny biologické procesy a molekularni funkce téchto identifikovanych genil.
Nésledné byly hledany spojitosti téchto mnohdy obecné popsanych biologickych funkci s

vystupem kvétnich pupenil z endogenni dormance.

Rozdéleni identifikovanych genti znazornuje graf ¢. 27 (pfilohy str. 103) umistény
v pfilohach. Nejcastéji se vyskytovaly geny zatazené do skupiny genil souvisejicich
s biosyntézou proteinll a jejich modifikacemi, nasledované geny souvisejicimi s procesem
realizace a regulace genové exprese a geny souvisejici s transportem. Dal$imi skupinami
identifikovanych gent byly: geny souvisejici s energetickymi procesy a metabolismem
sacharidl, geny souvisejici s biosyntézou aminokyselin, geny souvisejici s fotosyntézou a
fotomorfogenezi, geny souvisejici s oXida¢nimi a redukénimi procesy a geny souvisejici
s replikaci a regulaci bunééného cyklu. VétSinu z téchto procesii je u kvétnich pupeni
vystupujicich z endogenni dormance mozné ocekavat. Pro zlepSeni interpretace ziskanych
vysledkt byly funkce jednotlivych genti nebo skupin geni dale zkoumany z pohledu jejich
souvislosti s dormantnimi pletivy. Geny identifikované v této praci, u nichz byla jejich
funkce spojena s dormanci i v dalsi dostupné literatufe, jsou diskutovany v nasledujici

kapitole.
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6.5 Identifikované geny s moznou souvislosti s vystupem kvétnich pupenti merunék

z endogenni dormance

V zéavorce za diskutovanymi geny je vzdy uvedeno ¢islo prislusné polozky, které ji
bylo pfifazeno vramci tabulky ¢&. 11 (pfilohy str. 21-42). Vzhledem k zachovani
autenticnosti a snadnému kontrolnimu vyhleddvani v pouzitych databazich byly
diskutovanym gentim ponechany nazvy pouzivané v prislusnych databézich, cili jsou

uvadény v anglickém jazyce.

6.5.1 Geny souvisejici s fotosyntézou a fotomorfogenezi

Nékteré¢ ze sekvenovanych fragmentli genli vykazovaly podobnost s geny
souvisejicimi s fotosyntézou a fotomorfogenezi. K obdobnym zavérim dosel 1 Horvath et
al. (2006), ktery pii svém studiu genové exprese u prySce (Euphorbia esculenta Marloth)
pozoroval, ze geny podilejici se na fotomorfogenezi jsou spojeny s endodormanci. Z nami
identifikovanych gent do této skupiny patii napiiklad: ,,light harvesting chlorophyll a /b
binding protein® (sekvenovany fragment ¢. 23), cytochrome b5 domain-containing protein
(polozka ¢. 4), nebo XAP-5 protein (polozka ¢. 70). Napiiklad XAP-5 protein je
odpovédny za regulaci cirkadianniho rytmu a regulaci fotomorfogeneze, coz mize hrat roli
pfi koordinaci riistu v reakci na svételné podminky. Pisobi jako senzor kvality osvétleni ve
smyslu regulace transkripce, jak pozitivni, tak i negativni, a inhibuje Casovani genové

exprese v dennich cyklech (Tryon et Harmer, 2008).

6.5.2 Geny souvisejici s transportem

Membranovy transport vody, cukri a dalSich slou€enin je s dormanci dfevitych
rostlin Gzce spojen (Yooyongwech et al., 2009). Nékolik nami sekvenovanych fragment
vykazuje podobnost s geny spojenymi s membranovym transportem ,,encoding aquaporin‘
(sekvenovany fragment ¢. 14); ,,peroxisomal voltage-dependent anion-selective channel
protein‘ (sekvenovany fragment ¢. 22); ,,proline dehydrogenase* (sekvenovany fragment ¢.
68); ,,GTP-binding nuclear protein Ranl®“ (polozka ¢&. 86), ,,proline-rich protein 1%
(polozka €. 78), ,,geranylgeranylated protein ATGP4“ (polozka ¢. 79), ,,cation transport
protein chaC* (polozka ¢. 37)].

Z této skupiny genil souvisejicich s membranovym transportem se souvislost

S pletivy vystupujicimi z dormance nejvice diskutuje u akvaporini. Predpoklada se, ze
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dormance je uzce spojena se zménami transportu vody v rostlinnych pletivech (Welling et
Palva, 2006). A pravé akvaporiny jsou membranové proteiny, které vytvareji v bunéénych
membranach vodni kanaly, a proto vytvareji hlavni cesty pro prichod vody pies bunécnou
membranu (Johanson et al., 2000). Exprese genu kodujicich akvaporiny, v souvislosti
s dormanci, byla studovana v praci Yooyongwech et al. (2009). V této praci studovali stav
vody Vv kvétnich pupenech broskvoni za pomoci magnetické rezonance a genovou expresi
akvaporinti. Pfitom zjistili, Ze n¢které druhy akvaporini mohou hrat vyznamnou roli pfi

procesu vystupu kvétnich pupent broskvi z endogenni dormance.

Zajimava je také shoda nami sekvenované¢ho fragmentu s genem pro jaderny
protein vazajici GTP (,,GTP-binding nuclear proteins®). Tyto proteiny jsou nezbytné pro
transport mezi jadrem a cytoplazmou. VyS$s§i mira exprese genli kddujicich tyto proteiny
byla pozorovana u semen Arabidopsis thaliana L. ukonc¢ujicich dormanci (Colucci et al.,
2002). Kromé¢ toho je v praci Visser (1999) uvedeno, ze GTP vazebné proteiny mohou
Vv procesu kliceni embryi jeCmene puisobit proti u¢inku hormonu kyseliny abscisové (ABA;
V minulosti nazyvand dormin). Tyto vysledky naznacuji, Ze by GTP vazebné proteiny
mohly byt zapojeny v procesu snizovani hladiny kyseliny abscisové v kvétnich pupenech
merun¢k, coz nasledné vede k vystupu kvétnich pupenti merunék z endogenni dormance.

Jedna se vSak pouze o hypotézu, kterou je nutné v dalSich studiich ovéfit.

6.5.3 Geny souvisejici s procesem realizace a regulace genové exprese

Dalsi skupina nami sekvenovanych fragmenti vykazuje podobnost s geny
souvisejicimi s genovou expresi, tzn. s geny ucastnicimi se transkripce, translace a
posttransla¢nich modifikaci [,,encoding elongation factor 1-alpha*“ (eEF1A) (polozka ¢.
33), ,,60S ribosomal protein L10“ (polozka ¢&. 104), ,,nucleosome/chromatin assembly
factor group A* (polozka ¢. 100), ,,Valyl-tRNA synthetase* (polozka ¢. 105), ,,60S acidic
ribosomal protein PO* (polozka ¢. 139), ,,40S ribosomal protein S12 (polozka ¢. 24), a
Prunus persicay/AML1 (polozka ¢. 142)]. Vysoké =zastoupeni exprimovanych gent
kodujicich nékteré ribozomalni proteiny bylo pozorovano béhem zacatku raseni pupent
také u smrku ztepilého v praci Yakovlev et al. (2006). Zvyseni exprese téchto gent, byla

pozorovana i v této praci. Zaznamenani exprese gent z této skupiny neni piekvapivé

vzhledem k tomu, Ze se da predpokladat, ze se biologicka aktivita v dormantnich pupenech
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v prubéhu casu zvySuje a s tim také souvisi zvySend aktivita bunéného aparatu
zajiStujiciho expresi gend.

Dalsim genem z této skupiny geni je gen pro elongacni faktor 1 alfa (,,elongation
factor 1-alpha®), jehoz exprese byla v dormantnich semenech ryZe pozorovana na nizké
urovni. Po zacatku kli¢eni téchto semen ryze vSak byla pozorovana zvySena transkripce
téchto genu (Kidou et Ejiri, 1998). Role elongacnich faktori byly studovany také za
pouziti mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana L.. Tyto rostliny m¢ly v podstaté normalni
vyvoj, ale kvetly o néco dfive nez kontrolni rostliny a vykazovaly krat$i obdobi semenné
dormance (Grasser et al., 2009). Toto naznacuje, ze zvySena genova exprese genu pro
elongacni faktor 1 alfa béhem obdobi vystupu kvétnich pupenti merun¢k z endogenni

dormance mulize byt timto vystupem z endogenni dormance spojena.

ARABIDOPSIS MEI2 LIKE1 (AML1) je dalsim genem s moznou souvislosti
s vystupem kvétnich pupenti merunék zendogenni dormance. V praci Horvath et al.
(2008) byly sledovany rozdily v expresi tohoto genu u Euphorbia esula L. b&hem
sezonnich pfechodi mezi jednotlivymi typy dormance (predormance, endodormance,
postdormance) za pouZziti metody DNA ¢ipl. Z 22 000 rozdilnych unikatnich sond bylo
mezi jednotlivymi typy dormance béhem sezonnich ptechodii rozdilné exprimovano témet
1 000 genl.. Z tohoto poctu geni bylo pouze 16 ptednostné exprimovano v obdobi
endogenni dormance (endodormance). Mezi témito 16 geny se nachdzel 1 gen
ARABIDOPSIS MEI2 LIKE1 (AML1). Prubéh exprese fragmentu ¢. 142, ktery vykazoval
sekven¢ni podobnost po srovnani s referen¢nimi sekvencemi v databazi TIGR s genem
AML1, byl vyhodnocen podle hodnoticiho schématu A. Znamenad to, Ze vykazoval
ukoncovani své exprese v obdobi vystupu kvétnich pupenti z endogenni dormance a
V poslednim analyzovaném terminu odbéru vzorki (1 tyden po vystupu z dormance) se jiz
nevyskytoval. Z vyse uvedeného vyplyva, Ze by se mohlo jednat o vhodny marker terminu
ukonceni endogenni dormance a piechodu do dormance exogenni, tedy dormance

regulované vnéjSimi podminkami.

6.5.4 Geny souvisejici s energetickymi procesy a metabolismem sacharidi

Ptechod pupenli zobdobi dormance do obdobi aktivniho ristu pupent je
doprovazen Cetnymi molekularnimi a biochemickymi zménami, které rovnéz zahrnuji

zmény v metabolismu sacharidia (Maurel et al., 2004). Mezi nami identifikovanymi geny
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se rovnéz nachazeji takové, které byly do této skupiny zafazeny [,,encoding fructose-
bisphosphate aldolase-like (polozka ¢. 118); ,,xyloglucan endotransglycosylase hydrolase*
(polozka ¢. 84); ,,beta-1,3-glucanase, acidic* (polozky ¢. 32 a 114); EXGT-AL (polozka ¢.
18); ,,acetolactatesynthese* (polozka ¢. 90); ,.ripening-related protein® — , pectinesterase
aktivity” (polozka ¢. 133); ,ribulosebisphosphate carboxylase /oxygenase activase 1°
(polozka €. 45)] a mohly by byt spojeny s vystupem kvétnich pupent merunék z endogenni

dormance.

Role enzymu aldolazy Stépici fruktozu-1,6-bisfosfat v ramci dormance pletiv byla
diskutovana v publikacich Pawlowski (2007; 2009). Béhem vystupu semen ze semenné

dormance pozoroval akumulaci tohoto typu proteinu spojeného s metabolismem sacharida.

Yooyongwech et al. (2009) prokazali, Zze procesy v dormantnich pletivech jsou
spojeny s charakteristickymi zménami v membranovém transportu, které jsou obvykle
regulovany modifikacemi bunécné stény. K vlastnim zméndm ve struktufe bunécné stény
muze dojit na zaklad¢ nekolika typt modifikaci. Mezi tyto typy modifikaci patii St€épeni
patete polymerni matrice, oslabeni nekovalentnich vazeb mezi polysacharidy a poSkozeni
pficnych vazeb mezi polymerni matrici (Cosgrove, 1999). Xyloglukan-endo-
transglykosylazy (XET) patii do skupiny proteint, které katalyzuji jak vnitini rozdéleni
molekuly xyloglukanu, tak i propojeni nové vytvofeného redukovaného konce
s neredukovanym koncem dal$i molekuly xyloglukanu nebo oligosacharidu (Fry et al.,
1992; Nishitani et Tominaga, 1992). Toto prodlouzeni a pieskupeni xyloglukanti mize
uvolnit napéti v bunécéné sténé a prizpisobit ji pfi jejim rozpinani. Vyrazna genova exprese
xyloglukan-endo-transglykosylazy byla pozorovana jak v procesu rastu pletiv, tak i
Vv procesu zrani plodt (Rose et Bennett, 1999). Vztah souvisejici s procesy probihajicimi
v dormantnich pletivech byl prokazan v publikaci Chen et al. (2002), kde geny pro
xyloglukan endotransglykosylazu/ hydrolazu (XTH) byly exprimovany v mikropilarnim
endospermu (kofenové CepiCee) a kofinku kli¢icich semen raj¢at po vystupu semen ze
semenné dormance. Proto neni piekvapivé, Ze jsme pozorovali silnou expresi genu pro
xyloglukan endotransglykosylazu/ hydrolazu (XTH) a EXGT-Al (endoxyloglukan
transferazu), vyhodnocenou podle hodnoticiho schématu B, konkrétné jeden tyden pied

vystupem z endogenni dormance a v tydnu vystupu z dormance.

ATP (adenosintrifosfat) je obecné povazovan za hlavni zdroj energie

Vv biologickych procesech, mezi které patii i vystup semen z dormance a kli¢eni semen.

Naptiklad Zhang et al. (2004) u je¢mene a Krawiarz et Szczotka (2000) u semen javoru
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mléc uvedli, Zze obdobi vystupu semen ze semenné dormance bylo doprovazeno akumulaci
ATP v analyzovanych pletivech, pravdépodobné k zajisténi dostatecného mnozstvi energie
pro cely tento proces. V souvislosti s ATP plati, Ze mnohé z nami identifikovanych gent se
zménou jejich exprese ve sledovaném obdobi vystupu kvétnich pupent z endogenni
dormance obsahuji vazebné misto pro ATP. Nami ziskané vysledky naznacuji nartst
poptavky po energii v pletivech kvétnich pupeni merunék v obdobi vystupu z endogenni

dormance, nepfimo potvrzuje nase vysledky.

6.5.5 Geny souvisejici s biosyntézou proteini a jejich modifikacemi

Do této skupiny patii nejvice ndmi sekvenovanych a identifikovanych fragmentt
genu (viz graf ¢. 27, ptilohy str. 103). Jako nejzajimavéjsi z této skupiny ve vztahu
s endogenni dormanci se jevi geny fidici funkénost ubikvitinu [,,proteasome subunit alpha
type 3 for ubiquitin dependent protein catabolic proces® (polozka ¢. 41); ,,ubiquitin-
conjugating enzyme with ligase activity” (polozka ¢. 21)]. Hlavni funkci ubikvitinu je
oznacovani proteinll urenych pro degradaci proteinii pomoci proteazomil. V ramci pokusi
analyzujicich obdobi ukonéovani dormance u Helianthus tuberosus L. (Scoccianti et al.,
1997) bylo zjisténo, ze na ATP zavisla ubikvitin-proteazomova cesta (,,ATP-dependent
ubiquitin proteolytic pathway*) je zapojena do dediferencia¢niho procesu, ktery je
iniciovan po umé¢lém pteruSeni dormance, pficemz bunky ziskdvaji vlastnosti spojené
s vlastnostmi meristematickych bunék. V ramci této prace bylo sledovano zvySeni exprese
fragmentu genu pro proteazomovou podjednotku alfa typ 3, kterd je pifimo spojena

s ubikvitin-proteazomovou cestou (Pawtowski, 2007; 2009).

6.5.6 Ostatni geny

V této praci byly identifikovany dal$i geny, u kterych je mozné (at’ uz ptimo ¢i
nepiimo) si predstavit jejich Ucast v procesu vystupu kvétnich pupenii merunck
z endogenni dormance. Tyto geny byly jesté rozdéleny podle svého charakteru do dalSich
tti pojmenovanych skupin. Jednu z téchto skupin tvofi geny souvisejici s biosyntézou
aminokyselin. Biosyntéza aminokyselin neodmyslitelné predchazi biosyntéze proteint.
Dale je to skupina genl souvisejici s replikaci a regulaci bunécného cyklu, coz souvisi s
délenim bun&k v pletivech, které vystoupily zendogenni dormance. Posledni
pojmenovanou skupinou dle charakteru gent je skupina genl souvisejici s oxida¢nimi a
reduk¢énimi procesy.
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Poslednich 10 fragmentt genti, které¢ svym charakterem nezapadaly jednoznaéné do
zadné z 8 vySe uvedenych skupin, byly v grafu ¢. 27 (ptilohy str. 103) oznaceny jako
,,Ostatni geny“. Do této posledni skupiny gent patii napi. ,,RNA binding protein“ (polozka
¢. 63); ,,monooxygenase, phosphono pyruvate decarboxylase“ (polozka ¢. 7); ,,acyl-
CoAsynthetase” (polozka ¢. 73); ,,calmodulin binding (NPGR2) mRNA, completecds*
(polozka €. 8). Podrobné informace o téchto genech nepiimo spojenych s vystupem

kvétnich pupeni z endogenni dormance je mozné nalézt v tabulce ¢. 11 (pfilohy str. 21-
42).

V praci Hedley et al. (2010) byly studovany exprimované geny v prabéhu
endogenni dormance a vystupu z ni u listovych pupeni ¢erné¢ho rybizu. V této praci byly
jakozto kandidatni geny souvisejici s vystupem pupent rybizu z dormance nakonec
oznaceny tii geny. Jednim z téchto kandidatnich genid byl ,,calmodium binding protein®.
Fragment vykazujici podobnost s timto (polozka ¢. 8) byl vybran z transkripénich profilt
kvétnich pupentt merunék a tspésné sekvenovan. Vzhledem ke shodné informaci o vztahu
tohoto genu k endogenni dormanci ve dvou provedenych studiich by se tedy mohlo jednat

0 vyznamny kandidétni gen.

Je dulezité¢ zminit, ze i ostatni identifikované geny mohou hrat vyznamnou ulohu
V procesu vystupu kvétnich pupenti merun€k z endogenni dormance, 1 kdyz jejich uloha
nebyla dosud podloZena dalsi literaturou. Zde je potiebné zdlraznit jednu z vyhod metody
cDNA-AFLP k analyze transkriptomu, ktera umoziuje identifikaci i novych gent, které pti

pouziti napt. ¢ipovych technologii nejsou na ¢ipech ptitomny.

Jak je zvysledkd prace patrné, je proces vystupu pletiv z dormance slozitou
problematikou, ktera vyZzaduje soucinnost a regulaci exprese celé fady genl.. Hlubsi
pochopeni genetické regulace vystupu kvétnich pupent merunék z endogenni dormance je
zapotfebi k naslednému cilenému vybéru genotypll pouZitelnych pro dalsi Slechténi
merunék. Tyto vybrané genotypy by mély mit vyhodnéjsi fenotypové vlastnostmi ve
vztahu ke klimatickym podminkam stfedni Evropy a pfedevsim k mrazuodolnosti kvétnich
pupentl, coz je dalezitou vlastnosti merun¢k péstovanych v téchto podminkach (Blazek et
al., 1998; Hannerz, 1999; Necas et al., 2004). N¢kolik gent identifikovanych v této studii
by mohlo byt kandiddtnimi markery pro zjiStovani nacasovani vystupu pupent

z endogenni dormance.
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6.6 Metoda Real-Time PCR

Selekce genti, které by mohly slouzit jako markery vystupu kvétnich pupent
merunék z endogenni dormance, poskytuji dobry vychozi bod pro dalsi vyzkum, ktery vSak
jiz nebyl obsahem této disertatni prace. Vhodné pouziti ziskanych informaci si lze
predstavit prostfednictvim aplikace metody Real-Time PCR Kk ovéfeni vyvoje exprese
vybranych fragmentti genti u vzorkl v delsi ¢asové skale, nez tomu bylo u metody cDNA-
AFLP. Pravé relativni kvantifikace pomoci metody Real-Time PCR je velmi vhodna
k analyze zmén exprese gent. Tato metoda je zaloZena na srovnavani poc¢tu kopii cilové
cDNA Kk poctu kopii cDNA referen¢niho genu (vnitini kontroly) (Jain et al., 2006; Livak et
Schmittgen, 2001). Vzorky Analyzované touto metodou by pokryvaly celé obdobi vystupu

kvétnich pupenit merunék z endogenni dormance, po které byly kvétni pupeny odebirdny.

Prvnim krokem pro pouziti této metody je navrh vhodnych primerd, které jsou
schopny vybrané geny, respektive jejich useky, amplifikovat prostfednictvim PCR. U Sesti
navrzenych primerovych pari ze sedmi byla amplifikace fragmentti vybranych gent
uspéSna (obr. 12, 13, pftilohy str. 113, 114). Problematickym krokem byl vybér
referencniho genu s konstantni expresi u vSech zkoumanych vzorki. DalS$im problémem
byl pfi redlném testovani jedné vybrané¢ primerové kombinace vyskyt nespecifickych
produkti pfi pouziti nespecifického barviva ,,SYBRgreen®, coz je pro pfipadnou

kvantifikaci nevhodné.

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze pro ziskani kvalitnich vysledkl za pouziti
metody Real-Time PCR by bylo potieba nékolik dal$ich, casové naro¢nych
optimaliza¢nich krokt. S velkou pravdépodobnosti by také bylo nutné zvysSeni specificity
signalu pouzitim fluorescen¢né znacenych sond. K témto kroklim jiZ v ramci této prace
nedoslo z finan¢nich divodli a také proto, ze skladovana RNA jiz nebyla dostate¢né

kvalitni pro prepis na ss cDNA a naslednou analyzu metodou Real-Time PCR.
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7 ZAVER

Na zéklad¢ sledovani terminu vystupu kvétnich pupentt merunck z endogenni
dormance bylo metodou pocitani vykvetlych pupenti v laboratornich podminkach zjisténo,
ze v sezdn€ 2007/2008 rozkvetlo padesat procent kvétnich pupenti u vSech zkoumanych
odrid diive, nez vsezon¢ 2008/2009. Pro srovnani, v sezéné 2007/2008 vystoupila
z dormance nejpozdnéjsi odrida ‘Stark Early Orange” 17. ledna 2008, pii¢emz v sezdné
2008/2009 rozkvetla stejna odrida az 2. unora 2009. Potadi odrid vystupujicich
z dormance zutstalo v obou sledovanych sezonach stejné. Z ostatnich metod pouzitych pro
zjiStovani vystupu kvétnich pupentt z endogenni dormance se jevilo v prvni sezéné
2007/2008 jako nejvhodnéjsi méteni produkce etylénu. Vysledky v druhé sezéné toto
pozorovani ovsem nepotvrdilo. U produkce etylénu je nutné brat v potaz, ze zvysujici se
produkce etylenu ihned po odbéru materidlu miize byt ovliviiovana i aktualni venkovni
teplotou pfed odbérem vétvi. Lépe vykresluje stav endogenni dormance méfeni etylénu po
7 dnech od odbéru vzorki, coz ale mize negativné ovlivnit stav rostlinného materialu
Vv odmérném valci (raSici listové pupeny, nakvétajici kvétni pupeny, pliseil). Na zakladé
zjisténych vysledkil tedy neni mozné doporucit méfeni produkce etylénu jako vhodnou
metodu ke stanovovani vystupu kvétnich pupentt meruné€k z endogenni dormance. Stejné
tak neni mozné doporucit k témto G¢elim méteni produkce etanu a CO, u kterych nebyla
zjiSténa a ve druh¢ sledované sezoné potvrzena souvislost s vystupem pupend z dormance.
Za vhodny fyziologicky marker vystupu kvétnich pupenti z endogenni dormance neni
mozné povazovat ani hladinu kyseliny abscisové v kvétnich pupenech. Naméfené hodnoty
kyseliny abscisové mély sice u vSech sledovanych odrid mirné¢ klesajici tendenci v terminu
vystupu pupent z dormance stanovené¢ho pocitanim rozkvetlych pupent, ale koncentrace
ABA nevykazovala zadnou zasadni zménu ¢i zlom, ktery by na vystup z dormance
ukazoval. Hmotnost kvétnich pupenti rovnéZ prikazné nekorespondovala se stanovenym

terminem vystupu kvétnich pupenti z dormance.

Analyza transkriptomu, ktera byla v této praci provedena metodou cDNA-AFLP,
patii k jedném z prvnich studii transkriptomu kvétnich pupenti merunék v obdobi jejich
vystupu z endogenni dormance. Ziskané transkripéni profily byly hodnoceny na zakladé¢
srovnani se zvolenymi hodnoticimi schématy, pficemz bylo vybrano 147 fragmentt gent,
které vykazovaly zmény ve své expresi v prabéhu sledovaného obdobi. Uspé&iné

sekvenované fragmenty byly srovnany s referen¢nimi nukleotidovymi sekvencemi
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Vv elektronickych databazich. Vysledky srovnani ukdzaly, Ze se jednalo o fragmenty
mRNA, tzn. o exprimované geny, u kterych se ve velké mife podatilo prokazat podobnost
S jiz popsanymi geny. Tyto vysledky ukazuji na vhodnost pouziti metody cDNA-AFLP
Kk identifikaci kandidatnich genii a nastinéni hlavnich molekularnich mechanismu
odehréavajicich se v obdobi vystupu kvétnich pupenti z endogenni dormance. Vhodnost
pouzitého postupu v praci potvrzuje shoda Casti sekvenovanych gend s geny, které byly
popsany v souvislosti s procesy souvisejicimi s vystupem rostlin z endogenni dormance i
v dalsi literatufe. Jedna se napiiklad o gen kodujici akvaporin, GTP-vazebné proteiny,
elongac¢ni faktor 1 alfa, ubikvitin a xyloglukan endotransglykosyl hydrolazu (EXGT-AL).
Vzhledem K bouflivému rozvoji v oblasti metod dostupnych pro transkriptomiku je vSak
nutné konstatovat, ze v soucasné¢ dobé vyhody metody cDNA-AFLP zacinaji za nékterymi

ptistupy pokulhdvat, hlavné pak v oblasti metod oznacovanych jako NGS.

Jak je patrné z vysledkul, nacasovani vystupu pletiv z dormance je velmi slozitym
procesem, ktery zahrnuje Sirokou $kalu riznych fyziologickych pochodu fizenych funkci a
regulaci odpovédnych gent. Vysledky této prace mély za ukol pfispét k hlubsimu
pochopeni genetické determinace vystupu kvétnich pupeni merunék z endogenni
dormance. Pochopeni tohoto procesu je nutnym prvnim krokem pro pfipadnou moznost
cileného vybéru genotypid pouzitelnych pro dal§i Slechténi merunék s vyhodné&jsimi
fenotypovymi vlastnostmi ve vztahu ke klimatickym podminkam stfedni Evropy a

pfedevs§im k mrazuodolnosti kvétnich pupend.

Nekolik genid identifikovanych v této studii by mohlo ptfedstavovat kandidatni
markery pro zjiStovani nacasovani vystupu pupent z endogenni dormance a poskytuji

dobry vychozi bod pro dalsi védecky vyzkum.
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polymorfismus délky amplifikovanych fragment z anglického ,,Amplified
Fragment Lenght Polymorphism”

gen pro ARABIDOPSIS MEI2 LIKE1

anglicky

gen ,,AP2-like ethylene-responsive transcription factor*
restrikéni enzym izolovany z Arthrobacter citreus

horni fetézec Apo adaptoru. Apo adaptor je komplementarni k lepivému

konci DNA fetézce, ktery vznikl po Stipani restrikénim enzymem Apo |

spodni fetézec Apo adaptoru. Apo adaptor je komplementarni k lepivému

konci DNA tetézce, ktery vznikl po Stipani restrikénim enzymem Apo |
a tak dale

protein ,,geranylgeranylated protein‘

adenosintrifosfat

pary bazi

gen ,,CYCLIN-DEPENDENT KINASE B*

kyselina deoxyribonukleova komplementarni

polymorfismus délky amplifikovanych fragmentl pii pouziti

komplementarni DNA

gen ,,CENTRORADIALIS-LIKE1*

oxid uhicity

chladové jednotky z anglického ,,cilling units*
gen pro cyclin

¢islo
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dGTP
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deoxycytidintrifosfat
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kyselina deoxyribonukleova z anglického ,,deoxiribonucleic acid”

enzyme, ktery §t€pi molekuly deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
deoxiribonukleotidtrifosfat (smés dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

metoda ptimého sekvenovani z anglického ,,Direct RNA sequencing*

z anglického “double-strand cDNA” — dvouvldknova komplementdrni DNA
deoxythymidin

dithiothreitol

deoxythymidintrifosfat

kyselina etylendiamintetraoctova / Chelaton III

elongac¢ni faktor ,,encoding elongation factor 1-alpha®

fytoplazma Evropské Zloutenky peckovin — ,,European Stone Fruit Yellows

Phytoplasma“

sekvenovani exprimovanych sekvenci z anglického ,,expressed sequence

(13

tag
z latinského ,,et alii” — a jini
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gen pro xyloglucan endotransglykosylazu hydrolazu
fluorescenéni znacka / barvivo — modra
fluorescencni in situ hybridizace
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GC-MS metoda kombinujici plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii

GCN5L gen pro histon acetyltransferazu

GPI kotva, ktera umoziuje ptipojeni bilkoviny na bunéénou membranu

GST gen pro glutathion S-transferazu

GTP protein ucastnici se vnitrobunécné signalizace

HC hydrogen cyanamide

hnRNA primdrni transkript, téz heterogenni nuklearni RNA

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie (z angl. ,,high-performance liquid

chromatography’)

http:// zkratka pro: Hypertext Transfer Protocol

HUB?2 gen pro mono-ubiquitinazu
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MADS-box proteiny tvofi rodinu transkripénich faktort
MDH enzym malat dehydrogendza

MENDELU Mendelova univerzita v Brné

miRNA mikro RNA
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MMLV z anglického ,,Moloney murine leukemia virus” — reverzni transkriptaza z

Moloneyho mysiho leukemického viru
MRNA kyselina ribonukleova mediatorova
Mse | restrik¢ni enzym izolovany z Micrococcus species

Mse-AD-H  horni fetézec Mse adaptoru. Mse adaptor je komplementarni k lepivému

konci DNA fetézce, ktery vznikl po Stipani restrikénim enzymem Mse |

Mse-AD-S  spodni fetézec Mse adaptoru. Mse adaptor je komplementarni k lepivému

konci DNA fetézce, ktery vznikl po Stipani restrikénim enzymem Mse |

napf. naptiklad
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NED
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NPGR2
obr.
PAGE
PCR
pH

poly A+

popf.
PPV

PSII
PttLHY1
PVP
QTL
Real-Time
RIA

RM
RNA seq
RNA
RNase
RNaza

rpm

zkratka nazvu elektronické databaze z anglického ,,National Center for

Biotechnology Information”

fluorescen¢ni znacka / barvivo — zluta

sekvenovani nové generace z anglického ,,next generation sequencing*

gen pro ,,calmodulin binding protein*

obrazek
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enzym, ktery stépi fetézce ribonukleové kyseliny (RNA)
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Rsa | restrikéni enzym izolovany z Rhodopseudomonas sphaeroides

RT reversni transkripce

RT-PCR reversni transkripce — polymerazova fetézova reakce

SAGE fadové analyzy genové exprese ,,serial analysis of gene expression*
SDS sodium dodecyl sulfat
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ss cDNA z anglického “single-strand cDNA” — jednovlaknova komplementarni DNA
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str. strana
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Tag-Pol enzym DNA polymeraza izolovany z Thermus aquaticus
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t]. to je
m melting temperature — teplota tani
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enzym ,,putative E2 ubiquitin-conjugating enzyme*
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11 PRILOHY

Z diavodu piehlednosti prace byly vSechny — tabulky, grafy i obrazky, umistény do
ptiloh. Z diivodu lepsi orientace a soucinnosti pii ¢teni prace, byly pfilohy ocCislovany a

svazany samostatné
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