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Vyuziti metody RT-PCR pfi studiu reakce rostlin fepky na stres
chladem

Abstrakt

Piestoze podil fepky olejky (Brassica napus) vuci ostatnim olejnatym plodinam na
svétovém trhu neustale stoupa, jeji potencial pro kultivaci je, tak jako u tady dalSich
plodin, stale omezeny kvuli jeji citlivosti na abioticky stres chladem. Teoreticka ¢ast této
prace se proto zabyva problematikou rostlinného stresu a popisem metody RT-qPCR
V kontextu vhodnosti jejiho uziti pro kvantifikaci zmén ke kterym béhem chladového

stresu dochazi.

V praktické ¢ésti byla provedena analyza genové exprese U vybraného dehydrinového
genu ERD10 v¢etné popisu odebirani vzorku z rostlin, zptsob izolace RNA, reverzni
transkripce do cDNA a vlastni RT-qPCR. Vyzkumny soubor tvofili dvé odridy fepky
Cadeli a Navajo podrobené stresu chladem pfi (2°)C. Pavodnim piedpokladem bylo, ze
mezi témito odridami bude znatelny rozdil v urovni exprese ERD10 genu v zavislosti na
schopnosti téchto rostlin odolavat stresu chladem. Interpretace dat pak i pres jejich
neuplnost tuto puvodni domnénku potvrdila. V pribéhu prvnich 6ti dni stresu chladem
dochazelo u odrudy Navajo k znatelné vyssi expresi oproti odridé Cadeli. Na zakladé
souvislosti mezi expresi ERD10 a odolnosti vii¢i chladu by mélo byt mozné pouzit

ERD10 jako jeden z markert k selekei chladu odolnych genotypii.
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Use of RT-PCR in cold stress reaction studies

Abstract

Although the share of rapeseed (Brassica napus) in comparison with other oil crops on
the world market continues to rise, its cultivation potential ,as with many other crops, is
still limited due to its abiotic cold stress sensitivity. Therefore, the theoretical part of this
thesis deals with the issue of plant stress and the description of the RT-gPCR method in

the context of its suitability for quantification of changes that occur during cold stress.

In the practical part of this thesis, an analysis of gene expression in selected dehydrin
gene ERD10 was performed including description of sampling from plants, method of
RNA isolation, reverse transcription into cDNA and own RT-gPCR. The research sample
consisted of two rapeseed varieties Cadeli and Navajo subjected to cold stress at (2°C).
The initial assumption was that there would be a noticeable difference in the expression
level of the gene ERD10 between these varieties, depending on the ability of these plants
to withstand cold stress. Although some samples were not measured, the interpretation of
the data confirmed original assumption. During the first 6 days of cold stress, the Navajo
variety had a significantly higher expression of this gene than the Cadeli variety. Based
on the association between ERD10 expression and cold resistance, it should be possible

to use ERD10 as one of the markers for the selection of cold resistant genotypes.
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1. Uvod

Kulturni plodiny ¢eli béhem svého ristu mnoha piekazkam, at’ uz od patogent jako jsou
bakterie, viry a plisn¢, tak od zeméd¢lskych sktidct. Avsak klimatické podminky vzdy
mély tu nejzasadngjsi roli v produktivité rostlinné vyroby. V soucasné dob¢ se odhaduje,
7e abiotické stresy, jako vysoké teploty, nedostatek nebo naopak piebytek vlahy, vysoka
salinita pady, mraz a chlad, maji vice nez 50% podil na ztraté¢ vynosnosti oproti
maximalnim genetickym schopnostem rostliny (MAHAJAN et al., 2005). Chladovy stres,
na ktery se tato studie zamétuje, je jednou z nejvétsich prekazek udrzitelnosti vynosu

z poli (YADAYV, 2010).

Vétsina rostlin neni vic¢i vlivim chladu zcela bezradna. Dokazi totiz vlivy stresorti
alespon Caste¢né piekonat procesem chladové aklimatizace, k némuz dochazi po
ptedchozi zkuSenosti rostliny s nizkymi teplotami nad bodem mrazu. Rostliny tak
prochdzi fyziologickymi zménami, jez redukuji bunécné poskozeni mrazem. Také
ziskavaji odolnost proti tvorbé extracelularniho ledu (CHINNUSAMY et al., 2007).
Brukev fepka (Brassica napus) je vuci mrazu relativné odolna rostlina, vyjimkou vsak
mohou byt pfedevsim jarni mrazy, které mohou vyrazn¢ ponicit jeji sazenice a tim znicit
celou Urodu. Ozima forma je obvykle vii¢i mrazu odolnéjsi po delsi dobu a je 1 schopna

se otuzit rychleji (FIEBELKORN et al., 2016).

Pochopeni role genti podilejicich se na stresové adaptaci rostliny mize byt zuzitkovano
v produkci novych transgennich kultivard. Genetické inZenyrstvi naptiklad vyuziva
metod introgrese k zaclenéni Zadoucich genu stresové odpovédi do genomu rostliny
mnohem rychleji nez by to bylo mozZno s pouzitim klasickych Slechtitelskych metod
(BHATNAGAR-MATHUR et al., 2008). Zlepsovani odolnosti rostlin vici stresu je
zasadni nejen pro zajistovani potravin pro stale rostouci svétovou populaci, ale také je
dalezité z hlediska produktivity a udrzitelnost zivotniho prostiedi, protoze plodiny se

Spatnou odolnosti maji zvySenou spotiebu vody a hnojiv (FEDOROFF et al., 2010).



2. Teoreticka ¢ast

2.1  Abioticky stres

Fyzikalnég je stres definovan jako mechanicka sila aplikovana na objekt. V odezvé na
aplikovany stres, pak objekt prochazi zménou, ta je oznaCovana jako namaha. U
pusobicich na rostlinu je obtizné hned z nékolika divodi. Muze za to komplikovana
interakce mezi prostfedim a rostlinou. To co mohou byt optimalni podminky pro jednu
rostlinu, miiZe byt stresem pro jinou. Casto se také stava, Ze rtizné faktory neptisobi stres
jednotlive, ale jejich vzajemna kombinace jiz na rostlinu stresové pusobi (MAHAJAN et

al., 2005; PESSARAKLI, 1999).

Nejpraktictéjsi definici ziejmé je, Ze za abioticky stres mizeme povaZovat jakykoliv
fyzikalni a chemicky vliv, ktery né¢jakym zptisobem poskozuje rust rostliny, jeji vyvoj,

celkovou kvalitu nebo vysi vynosu (MAHAJAN et al., 2005).

Fyzikalni stresory: vysoké a nizké teploty, sucho, poranéni,

vitr, radiace, presvétleni

Chemickeé stresory: oxidativni stres, nedostatek kysliku,
zvySena salinita ptidy, nadbytek tézkych
kovi, vycerpani pidy (KUKLA et al.,
2013)
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V praxi je mozné stres méfit na zivych rostlinach pfimo s vyuzitim specialnich pfistrojii
sledujicich parametry néjak souvisejici s fotosyntézou, napiiklad vyménu COq,

fluorescenci chlorofylu nebo vypar vody (BAKER, 2008).

2.2 Reakce na stres

Pro rostliny, jakozto ptisedlé organismy, je jedinou moznosti jak se vyrovnat s abiotickym
stresem jejich adaptace na né&j v misté ristu. Proto rostliny vyvinuly mnoho obrannych

strategii patrnych jak z hlediska genotypu tak fenotypu (ROUACHED et al., 2015).

Komplexngj$im zplsobem jak celit stresorim je aktivni odpovéd’, pfi té se rostliny
prostiedi adaptuji. Adaptace probihé postupné ve tfech krocich vnimani stresu, pfenosu
stresového signalu a odpovédi na néj. Pokud je stres pfitomen, rostliny jsou schopny pii
spravném rozpoznani stresového signalu podnitit zmény hned na nékolika trovnich.
V morfologii rostliny, jeji fyziologii, chemickych drahach a pfedev$im zmény v expresi

specifickych stresovych gent (PESSARAKLI, 1999).

Nepiimym zptsobem, kterym muze rostlina na stres zareagovat je také stresovy utek
(stress escape). Samotna rostlina zde sice nepfiznivé podminky nepiecka, ale
v metabolicky neaktivni podobé tvrdych semen zde pieziva alespon jeji dalsi generace
(BLANVILLAIN et al., 2011). Dehydratovana semena a spory hub jsou schopny prezit i
pfi velmi nizkych teplotach bez jakychkoliv zndmek poSkozeni. Je to diky tomu, Ze zde
dochazi k mrznuti vody, aniz by se tvoftily ledové krystalky. Toho se i ¢asto vyuziva k

jejich uskladnéni kryokonzervaci (MAHAJAN et al., 2005).
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Jednou z hlavnich mist vinimani stresového signalu je cytoplazmaticka membrana a vedle
ni 1 ostatni bunéné membrany jako endoplazmatické retikulum, chloroplasty,
mitochondrie a omezené peroxizomy. Tyto membrany obsahuji receptory schopné
rozpoznat jak vlastni tak vnéjsi signaly. Zmény zptisobené stresy v lipidovych strukturach
a zmény konformace lipoproteinovych komplexti ihned signalizuji bunécnou odpovéd’
vyvolavajici adaptivni reakci, takto se rostlina dokéze vyrovnat s ucinky stresu. Kromé
endomembranovych organel je buitka schopna pocitovat i deformace v bunécéné sténé.
Teoreticky mohou byt stresové signaly a to obzvlaste teplotni signaly, vnimany kdekoliv

Vv bunce. Stres ma totiz neustaly dopad na funkce vSech bunéénych komponent (proteint,
DNA, RNA, cukri, lipidt) i celych organel (PESSARAKLI, 1999; ZHU, 2016).

Fylogeneticky se signalizace stresu v rostlinaich vyvinula zifejmé z energetické
signalizace, naznacuje to podobnost jadernych signaliza¢nich drah s proteinovymi
kinazami vyskytujicimi se napiiklad i u kvasinek (SNF1) a savcd (AMPK) (ZHU, 2016).

Ptesny zplisob jak rostliny citi stresové signaly a pfizplisobuji se nepfiznivym
podminkam, neni zatim plné pochopen. Ne vSechny stresové senzory byly zatim
identifikovany. Zatim se zdd4, ze obtiznost V porozuméni téchto procesit spociva
v nadbytecCnosti gentl, které tyto senzorové proteiny koduji. U testovani dysfunkce
v jediném genu pii knockdown analyze nedochazi ve stresové reakci K vyznamnym

fenotypovym zménam, které by bylo mozné snadno na rostliné pozorovat (ZHU, 2016).

Dalsi nepftili§ probadanou oblasti ze strany molekularnich biologt je jak se rostliny dokazi
vyrovnat s vyskytem nekolika rozdilnych abiotickych stresii zaroven. Jisté vSak je, ze
rostliny maji vétsi potize vyrovnat se sou¢asnym vyskytem nékolika abiotickych strest

najednou spise nez s jejich zavaznosti (MITTLER, 2006).

2.3 Stres chladem

Mezi ptiznaky stresu chladem patii Spatné kliceni, zakrnélé sazenice, zloutnuti listd

(chloréza), nevyvinuti listu, vadnuti a nakonec i nekroza (YADAYV, 2010).

Chlad také vyrazné brzdi reprodukéni vyvoj rostlin. Pokud jsou napiiklad kvéty ryze
vystaveny chladu béhem jejich otevirdni, dojde ke sterilizaci kvétu. Z bunécného hlediska
akutni dehydratace zplisobend mrazem, vede ke zménam ve fluidité lipidové dvojvrstvy.

Vyss§i obsah nenasycenych mastnych kyselin v membrané vSak tento stav zmirfiuje
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(MAHAJAN et al., 2005). Dale je ptimo ovlivnéna stabilita sekundarni struktury RNA a
DNA, i aktivita enzymi podilejicich se na zakladnich procesech, jako je transkripce a
translace (SMALLWOOD et al., 2002).

Nekteré hospodaisky diilezité plodiny, jako ryze, kukufice, sdja a rajcata, nejsou chladové
aklimatizace schopny a jsou tak nachylné k poskozeni. Navic nedokazou odolavat
formovani ledovych krystalkil v jejich tkanich. Nicméné€ i tyto rostliny se dokazou po
vystaveni chladu v omezené mife adaptovat. Tento proces je vSak dosud $patné pochopen

(CHINNUSAMY et al., 2007).

2.4  Mechanizmus chladové aklimatizace

Mechanismus chladové aklimatizace je zalozen na pretvareni bunécnych struktur, tkani a
na metabolickych zménach v rostliné (CHINNUSAMY et al., 2007). Hlavnim ucelem
aklimatizace je vSak stabilizace a ochrana bunénych membrén tim Ze se snizi bod
tuhnuti. Dochazi tak skrze aktivaci antioxida¢nich mechanismii, zvySeni hladiny
intercelularniho cukru a zvySenim hladin kryoprotekcnich latek. Dale jsou zde naptiklad
polyaminy chranici intracelularni proteiny tim, Zze indukuji expresi gent kodujicich

molekularni chaperony (MAHAJAN et al., 2005).

Signaliza¢ni dréhy pro chladovou aklimatizaci jsou spustény velmi podobné, jako je tomu
u stresovych faktori vysoké salinity a sucha. Je tomu tak proto, Ze je vZdy ovlivnéna
distribuce vody Vv rostlin¢ a propustnost lipidové dvojvrstvy, coz vyvolava podobnou
metabolickou reakci (BECK et al., 2007). Bylo prokazano, ze u Brassica napus jsou geny
pro chladovou odpovéd’ aktivovany zpomalenim pohybu plazmatické membrany, ke
kterému dojde po vystaveni chladovému stresu (CHINNUSAMY et al., 2007). Receptory
zde zaznamenaji stresovy signal, na n¢j navazuje aktivace druhych posld, jako jsou
Inositoltrisfosfat, reaktivni formy kysliku (ROS) a vapenaté ionty. ZvySena koncentrace
vapenatych ionti (Ca?") vede k jejich navazovani na proteiny vézajici vapnik, jinak
znamych jako Ca?" senzory. Dojde tak ke zméné jejich konformace, ktera pies dalsi
proteiny vede az k nastartovani fosforylacni kaskady, ta cili na hlavni geny stresové
odpovédi. Takto nakonec dochazi k adaptaci rostliny a jejimu prekonavani neptiznivych

podminek.

Zmény genové exprese vyvolané stresem také mohou vyvolat tvorbu hormond, jako je

ABA, kyselina salicylova a ethylen. Tyto molekuly mohou slouzit k zesileni pocatecnich
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signali a zah4jit druhé kolo signalizace stejnou cestou, nebo se podilet na spusténi jiné

signalni drahy (MAHAJAN et al., 2005).

2.4.1 Jarovizace

S chladovou aklimatizaci souvisi i proces jarovizace, pii niz prechazeji rostliny z ristové
faze do faze kveteni, pokud jsou vystaveny nizké teploté po urcitou dobu. Nicméné po
jarovizaci a po skonceni vegetaéniho obdobi schopnost chladové aklimatizace klesne.
Béhem jarovizace dochazi k aktivaci drah souvisejicich s chladovou aklimatizaci,
zabranéni rozvoji kvéth béhem zimniho obdobi a v disledku toho ochrané tepelné
citlivych organd rostliny. Napiiklad u pSenice a spousty jinych obilovin jsou centralnimi

geny jaroviza¢nich drah VRN1 a VRN2 (YAN et al, 2004).

2.4.2 Chaperony

Protoze chybné slozené proteiny mohou vést k mnoha problémy v buiice, vSechny
organismy jsou nuceny né&jak udrzovat proteostdzu a zmirfiovat ucinky stresu (predevsim
tepelného) na proteom. Tento kol zastavaji molekularni chaperony a faktory remodelace
proteinli. Tyto proteiny pomdhaji proteinim nabyvat svych biologicky aktivnich
konformaci (TAIPALE et al., 2010). Hlavni skupinou chaperont zastavajicich tuto funkci
jsou proteiny tepelného Soku (HSP), kromé mnoha aspektti proteinové homeostazy hraji
ulohu 1 béhem bunééné signalizace. Geny kodujici HSP jsou pod kontrolou transkripénich
faktort teplotniho stresu (Hsfs). Podobné jako mnoho dalSich proteint, které regulujici
genovou aktivitu mé Hsfs modularni strukturu a vyskytuje se v pomérné konzervativni

podobé u vSech eukaryot (SCHAREF et al., 2012).

2.5 Zistupce dehydriniit ERD10

Protein ERD10 je spolu s podobnym proteinem ERD14 ¢lenem rodiny dehydrint, které
jsou ve zvySené mife exprimovany v reakci na stresové podnéty vysoké salinity, sucha a
chladu. ERD10 in vitro pusobi jako chaperon schopny zabranit tepeln¢ indukované
agregaci nebo piipadné inaktivaci riznych substratd jako je lysozym, alkohol
dehydrogenasaza nebo citratsyntaza. Na modelovém organismu husenicku rolnim

(Arabidopsis thaliana) byla také rozpoznana urcita aktivita dehydrinii nespojena se
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stresem. Bylo tomu béhem pozdni faze vyvoje semen a u tkani se zvySenou proliferaci

jako jsou listy a $picky kofenti (KOVACS at al., 2008).

2.6  Brukev iepka (Brassica napus)
2.6.1 Botanicky popis

Repka olejka dosahuje vysky od 120-180 cm. M4 dlouhy a mohutny hlavni kofen, z néhoz
vyrustaji rozvétvené lodyhy, ukoncené protdhlym hrotem. Kvéty jsou Zluté se Ctyfmi
riznymi kalichy a okvétnimi listky, Sesti ty¢inkami a jednim pestikem. Tmavé zelené
listy jsou voskovité a hladké. Opyleni u Brassica napus probiha pievazné samosprasné
(BROWN et al, 2008).

Obrazek2: Repka olejka (Autor: Walther Otto Miiller)

Brassica napus vznikla ptivodné hybridizaci mezi druhy Brassica campestris (20
chromozomt) a Brassica oleracea (18 chromozomu) pfiblizn¢ pted 7500 lety. Doslo tim
I k zdvojeni chromozomt procesem allopolyploidie na souc¢asnych 38. V nedavné dobé
bylo v Ciné dokonéeno celkové genomové sekvenovani fepky a jejich rodiovskych
druht Brassica camestris a Brassica oleracea. V porovnani s modelovym druhem

Arabidopsis thaliana bylo prokazano, ze ¢eled’ brukvovitych (Brassicaceae) méla vzdy
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sklony ke genomovym duplikacim a fazim (CHALHOUB a DENOEUD, 2004; HU,
2016; SHEIDAI at al, 2012).

2.6.2 Pestitelstvi

Je znamo, Ze brukvovité rostliny byly jiz od nepaméti vyznamnou souc¢asti zemédélstvi.
pt.n.l. Prvni pisemné zpravy, které zminuji ptimo olejnatou Brassica napus pochazeji

z Indie 2000-1500 pi.n.l. (GUPTA a PRATAP, 2007)

Zminky o péstovani prvnich olejnatych druhti fepky v Evropé pochdzi z vrcholného
sttedoveku, zde se jeji produkce rozsifila predevsim v zaalpské oblasti (GUPTA a
PRATAP, 2007). Repka se zprvu prosazovala predevsim jako zdroj oleje, pozdgji také
jako potravina a krmivo. Tim jak zemé&délci vybirali semena s vy$§im obsahem oleje,
urychlovali tak ztratu vlivu glukosinolatovych genti pfi sou¢asném navysSeni exprese gend
syntetizujicich oleje. Postupné také dochazelo k diverzifikaci dalSich odrid a jejich
morfotypt. (CHALHOUB a DENOEUD, 2004). Vétsimu rozsiteni zabraniovaly hlavné
vysoké hladiny kyseliny erukové, u té ostatn¢ pokusy na zvifatech prokézaly
myokarditidu a dal§i negativni vlivy na srdec¢ni sval, a dale pak glukosinolaty, které
snizovaly vyzivovou hodnotu krmiva. Prvni kultivar Brassica napus s nizkym obsahem
glukosinolatu a kyseliny erukové byl vyvinut v Kanadé v roce 1974 (O'BRIEN, 2009).
V roce 1978 byla tato odrtida registrovana pod nazvem Canola. S obsahem erukové
kyseliny garantovanym pod 2% a obsahem alifatickych glukosinolati pod 30 pmol na

gram semen se stala velmi Gspésnou plodinou (BROWN et al, 2008).

V soucasné dob¢ je fepka olejka tfetim nejvyznamnéjSim zdrojem rostlinnych olejii na
svéte po palmovém oleji a sdjovych bobech. Produkce fepky béhem poslednich 25 let
zna¢né narostla a v soucasnosti prispiva priblizné 14% k celkové celosvétové produkcei
rostlinnych oleji (GUPTA a PRATAP, 2007). Dnes je tento olej, se 7% nasycenych
mastnych kyselin, zfejme nutricné nejvyvazenéjsim bézné dostupnym rostlinnym olejem.
Ptedevsim pro vysoky obsah mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) a omega-6

a omega-3 mastnych kyselin v idealnim poméru 2 ku 1 (O'BRIEN, 2009).

vvvvvv

tézby fosilnich paliv a snahy o ochranu Zivotniho prostfedi se v Evrop¢ zacalo ptidévat 5
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% bionafty do nafty vyrobené z ropy. Tento trend stale pokracuje i ptes nizkou efektivitu
produkce a nizkou energetickou t¢innost bionafty (VAN DUREN et al, 2015).

Repku je mozné péstovat jak v 0zimé variant& v zemich s dlouhou zimou jako napiiklad
v Kanadgé, tak v jarni varianté v mirnéjsSich oblastech (SHEIDAI at al, 2012). Na nasem
uzemi pestujeme piedevsim ozimou formu ve vSech péstitelskych oblastech do vysky 700
m. Nejvyssich vynosu a kvality s ni Ize ale dosdhnout v bramborafskych oblastech
S lehkymi az stfednimi, hlinitopis€itymi a hlinitymi piidami. Idedlni primémé rocni
teploty jsou pro fepku 6,5 - 8,5 °C, s rocnim srazkovym tthrnem 550 az 750 mm (Becka,

2007).

2.7  Kvantitativni polymerdzova i'etézova reakce (RT-gPCR)

Pocatky vyvoje RT-gPCR sahaji do roku 1983, kdy Kary Mullis s jeho spolupracovniky
vyvinul pivodni polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a umoznil tak v podstaté
mnohonasobné cyklicky amplifikovat jakoukoliv sekvenci DNA obsazenou
v komplexnim vzorku. Oteviely se tak mnohé moznosti v biomedicinském vyzkumu,
genovém inzenyrstvi @ nebo genovém sekvenovani. Nicméné pro ucely kvantitativni
analyzy byla metoda jen obtizné pouZitelna. Pf1 konvencni PCR reakci totiZ probiha cela
amplifikace a az poté se analyzuje celkovy produkt. Mnozstvi kone¢ného amplikonu tak
ptili§ nereprezentuje pocatecni mnozstvi templatové DNA. Piesto byly vyvinuty nékteré
kvantitativni metody jako naptiklad endpoint PCR. Lepsi feSeni tohoto problému se
objevilo vroce 1992, kdy R. Higuchi a jeho spolupracovnici klasickou metodu PCR
modifikovali. Tehdy jesté vyuzili vlastnosti bézného fluorescen¢niho barviva ethidium
bromidu (EtBr), u néj totiz pfi navazani na dsDNA dochazi k navySeni miry fluorescence.
S pouzitim tohoto jevu byli schopni zaznamenat videokamerou nartst amplikonu béhem
probihajicich PCR cyklti v pribéhu kazdého okamziku, proto je metoda také nazyvana
real-time PCR (KUBISTA at al, 2006; FRAGA at al, 2008; HIGUCHI at al, 1993). V
principu metoda umoznila vypocet mnozstvi ptivodni templatové DNA podle ¢asu kdy
mnozstvi amplikonu dosahlo hodnoty prahové detekce Ct (cycle threshold). Nejdtive se
metoda zacala vyuZzivat ke kvantifikaci specifickych sekvenci nukleotidi v komplexnich
smésich jako U genotypovani, méteni virové zatéze a urCovani poctu genovych kopii v
rakovinné tkani. Pozd¢ji se zacala kombinovat s reverzni transkripcei, kde proces ptepisu

RNA do ¢cDNA umoznil studium hladiny genové exprese (FRAGA at al, 2008).
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RT (reverse transcription)-gPCR je Vv soucasnosti standartni metodou k detekci a
kvantifikaci cilové RNA v oblasti vyzkumu i v klinické praxi. Casto byva nazyvana tzv.
zlatym standardem. K tomu piispiva stalé zdokonalovani metodiky, citlivosti
pristrojového vybaveni a predstavovani efektivnéjSich detekénich reagencii. Spravné
optimalizovana metoda je natolik pfesna a citliva, ze by méla byt teoreticky schopna ur¢it
ptitomnost i jediné molekuly cilové DNA, ktera byla piivodn¢ pfitomna ve vzorku. Tato
vysoka citlivost se paradoxn¢ mtize stdt nedostatkem, znamena totiz i nachylnost ke

kontaminaci cizorodou DNA (KUBISTA at al, 2006).

Oproti alternativnim metodam je schopna detekovat sekvenci nukleovych kyselin ve
zna¢ném dynamickém rozsahu az péti fadu. Pii vyuziti vhodnych internich standarda se
muze variacni koeficient pohybovat okolo 1-2%. U analyzy genové exprese je tak
zajiSténa dobra reprodukovatelnost vysledkl i v ptipad€é pouze nepatrnych zmén v miie

exprese genu. (SEIFI at al, 2012).

Mezi dalsi vyuziti v klinické praxi patii jest¢ SNP (single nucleotide polymorphism)
analyza, analyza chromozdémovych aberaci a detekce proteini pomoci real-time immuno

PCR (KUBISTA at al, 2006).

2.7.1 Zhodnoceni vyhod a nevyhod vici ostatnim kvantitativnim metodam

Alternativnimi metodami pouzitelnymi K uréeni genové exprese jsou napiiklad northern
blot a nuclease protection assay, HPLC, in situ hybridizace, rizné gelové elektroforézy a
mnoho dalSich. Ve svém provedeni jsou vSak Casto zdlouhavé, pracné, nachylné ke
kontaminaci a casto i nespolehlivé, nékteré dokonce vyuzivaji radioaktivity. Dale
vyZaduji relativné vEét§si mnozstvi potiebného vzorku ke zpracovéani a nenabizi moZnost

analyzy vice genu zaroven (FRAGA at al, 2008).

Nedostatky limitujici real-time PCR postihuji obvykle i klasickou PCR a i jeji ostatni
modifikace. Jmenovité se jedna 0 moznost kvantifikace jen relativné nizkého poctu
cilovych genti, problematické srovnani absolutniho mnozstvi transkriptu mezi
jednotlivymi studiemi (mozné pouze v piipadé stejného extrakéniho postupu), moznost
falesné negativnich a falesné pozitivnich vysledkt u klinickych testi, nebo nékdy obtizny
vybér vhodnych PCR primert nutny K zajisténi specificnosti a presnosti vysledkia (SEIFI

at al, 2012; SMITH a OSBORN, 2009).
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Vyznamnym nedostatkem pak mtze byt i citlivost vi¢i PCR inhibitorim. Ty Ize nalézt v
biologickych vzorcich odebiranych z télnich tekutin a tkani pro klinické nebo forenzni
testy, jde napiiklad o hemoglobin a moc¢ovinu. Dal$imi dulezitymi zdroji inhibice jsou
¢inidla, ktera ptichazeji do styku se vzorky béhem zpracovani DNA. Patii mezi n¢ chlorid
draselny a sodny spole¢né s dal$imi solemi, dale pak iontové detergenty jako deoxycholat
sodny, sarkosyl, dodecylsiran sodny, ethanol, isopropanol, fenol a mnoho dalSich

(BESSETTI, 2007; SEIFI at al, 2012).

Inhibitory PCR ptisobi bud’ pfimo, navazanim na SSDNA a dsDNA. Neptimy zptisob je
pak ovlivnéni DNA polymerazy, kde inhibitory blokuji jeji enzymatickou aktivitu,
inhibovanim kritickych kofaktorti na nichz je funkce DNA polymerdzy zavisla. Dochazi
takto k blokaci hoi¢iku a jeho vazby na polymerazu, nebo piipadné k jeho pfednostnimu
navazani na inhibitor, coz zpusobuje snizeni jeho dostupnosti v reakci (BESSETTI,
2007).

K ocisténi DNA od inhibitorl je dnes mozné pouzit mnozstvi purifika¢nich metod casto
dostupnych ve formé komerénich kitti jako napi. DNA IQ™ System. Pokud neni mozné
predejit pritomnosti inhibitort ve vzorku, nebo ho alespon vycistit, 1ze tento problém
Casto obejit pouzitim alternativnich DNA polymeraz (Tfl, Pwo, Tth), ty mohou byt vici
konkrétnim inhibitorim rezistentni. Dal$im elegantné prostym feSenim muze byt i
nafedéni vzorku, které mnozstvi inhibitorti snizi na pfijatelnou troven (BESSETTI,

2007).

Pravdépodobné nejkriti¢téjSim limitujicim faktorem v pouzivani real-time PCR vSak v
soucasnosti neni technologie, ale spiSe lidsky faktor jako nespravny postup zpracovani

vzorkd, chybna analyza dat a dochazeni k neopodstatnénym zavéram (SEIFI at al, 2012).

Nakonec je tfeba brat v uvahu, Ze analyza real-time PCR méfi hladiny mRNA, a proto
pouze naznacuje mozné zmény v hladinach proteinti, pfimo je nedemonstruje. Pfestoze
je zde tésné spojeni mezi mRNA a jejimi proteinovymi produkty, stale existuji dalsi
regulacni procesy, které silné ovlivituji celkovy obsah proteint i po vytvofeni MRNA.
Vogel a Marcotte, (2012) ve své praci demonstruji, Ze i po eliminaci moznych chyb stale
existuji rozdily mezi mnozstvim mRNA transkriptu a odpovidajicim objemem proteinu.
Rozdily pripisuji post-transkripénim, translacnim a protein-degradaénim kontrolnim
procestim, které se snazi zajistit ustaleny obsah proteini a dosahnout tak homeostatické

rovnovahy v burice.
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2.8 1z0lace RNA a jeji tiskali

vvvvvv

jeji vysoka labilita. Proto musi byt pfi izolaci s RNA nakladano opatrné k zajisténi jak
integrity samotné RNA a také k odstranéni kontaminujicich RNA nukleaz, genomové

DNA a latek inhibujicich procesy reverzni transkripce a PCR.

Potize s odbérem vzorku, jeho mnozstvim, skladovanim a dopravou casto zpisobuji
nestejnomérnost v kvalité odebrané RNA, tento problém existuje u vSech vzorki, zvlasté

to v8ak plati pro klinickou praxi.

YV wevr

Jiz ptes 20 let je nejbéznéjsi metodou izolace RNA ze Siroké Skaly biologickych materialt
tzv. jednokrokové metoda uzivajici kyselinu guanidin thiokyanatovu, fenol a chloroform.
Podstatou této metody je proces, béhem kterého je RNA separovana od DNA z roztoku
slozeného z vySe zminénych latek. V takto vytvoifeném kyselém prostiedi se po
centrifugaci RNA shromézdi v horni vodni fazi a pfitom vétSina DNA a bilkovin zlstane

bud’ v mezifazi, nebo v dolni organické fazi. Za plisobeni isopropanolu se pak celkova

RNA vyizoluje vysrazenim do peletu (CHOMCZYNSKI a SACCHI, 2006).

2.9 Reverzni transkripce (RT)

Vzhledem k tomu, Ze metoda PCR neni schopna amplifikovat ptimo RNA, je vzdy nutné
vyuzit enzym reverzni transkriptazy jako mezikrok pro vygenerovani cDNA. Reverzni
transkriptazy se ptivodné vyskytuji jako soucast retrovirt, napfiklad ve viru pro hepatitidu
C nebo ve viru lidské imunitni nedostatecnosti (HIV). Virus je takto schopen vygenerovat
DNA ze svoji RNA a nasledné je vlozit do hostitelského genomu. Laboratorné reakce
probiha hybridizaci oligodeoxynukleotidového primeru na komplementdrni mRNA,
enzym reverzni transkriptazy pak dokonci cely komplementarni fetézec cDNA

(VALASEK a REPA, 2005).

Za vhodnych reakénich podminek by mélo mnoZzstvi dané cDNA generované reverzni
transkripci byt pfimo umérné mnozstvi RNA templatu. Pokud tomu tak neni, negativné

to ovlivnéni presnost celé PCR (KUBISTA at al, 2006).
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Obrdazek3: Priibéh reverzni transkripce (FRAGA at al, 2008)

Bé&zné pouzivané reverzni transkriptazy jsou AMV (avian myeloblastosis virus), MMLV
(murine leukemia viruses) a syntetické RT napf. Omniscript, PowerScript, StrataScript,
SuperScript I, SuperScript 1. Syntetické transkriptazy ¢asto dosahuji lepSich vysledk,
jsou schopny pracovat za vysSich teplot (vyssi teplota snizuje mnozstvi sekundarnich
struktur v RNA) a maji lepsi aktivitu polymerazy. Na rozdil od ptivodnich RT maji také
bézn¢ inaktivovanou ribonucleazovou H aktivitu, ta obvykle virim slouzi k degradaci
vytvafenych RNA/DNA duplexi, v laboratornim prostiedi tato aktivita neni tfeba a je
dokonce nezadouci, k denaturaci duplexu dojde jednoduse ptisobenim tepla (FRAGA at
al, 2008).

Pro RT reakci se pouzivaji tfi zakladni skupiny primert: oligo (dT) primery, random
sequencence primery a genoveé specifické primery, reakce samotna sice zadné primery

nezbytné nevyzaduje, ale v praxi jsou vzdy pouzity kvuli lepsi efektivité transkripce.

Oligo (dT) primery hybridizuji spolu s poly (A) koncem (polyadeninovym koncem) ktery
je pritomny u vétSiny eukaryotické mRNA. Reverzni transkripce tak za¢ina od 3' konce
MRNA. Vzhledem k tomu, ze poly (A) konce netvofi struktury o vyssich fadech, primery
na n¢ tak snadnéji nasedaji. Na druhou stranu ma tato metoda pon€kud vyssi naroky na
kvalitu vzorku (konce totiz snadno degraduji). Také mize dochazet k prednostni
amplifikaci oblasti blizko k tomuto konci. Nékteré mRNA pak jako v ptipadé genu pro

histon poly (A) konec viibec neobsahuji, K ptepisu tak nedochazi. Dalsi variantou jsou
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anchored oligo(dT) primery, ty by méli tdajné nabizet stejnomérnéji probihajici

transkripci.

Random sequencence primery jsou kratké oligomery o mnoha nahodné vytvofenych
sekvencich. Dokazi se navazat na veSkerou tRNA, rRNA a mRNA ato po celé délce RNA
transkriptu. Nejcastéji jsou Sest (hexamers) nebo devét (nonamers) bazi dlouhé. Vyhodou

je, ze poskytuji jednotnou reprezentaci vSech sekvenci v mMRNA.

Specifické primery se, jak ndzev napovida, vazi pouze na piesné komplementarni oblasti
MRNA. To nabizi zvySenou specificitu (schopnost kopirovat i malé mnozstvi templatu)
a senzitivitu (schopnost templat piesné¢ a v plné délce zkopirovat) béhem reverzni
transkripce. U jednokrokové PCR, kde RT a PCR reakce probihaji ve stejné kolonce, se
pak pouzivaji pouze specifické primery (KUBISTA at al, 2006).

2.10 Amplifikaéni cyklus polymerdzové ietézové reakce- PCR

Prabeh PCR je zaloZen na tfech krocich tepelnych zmén, opakujicich se béhem ptiblizné

30 cykli:
Denaturace

Pro denaturaci kratkych sekvenci DNA je dostacujici dosahnout 95 °C a hned zacit
s chlazenim. V piipad€ delSich sekvenci je pak alespoii v prvnich né€kolika cyklech
doporucovano udrzovat tuto teplotu po né&kolik minut, neZ mnoZstvi vytvarené¢ho
amplikonu pfevladne nad pivodnim templatem. Amplikon je totiz typicky snazsi

denaturovat.
Annealing (nasedani primeru)

Ve skuteCnosti se polymeraza nejprve navaze na primer a az poté se tento komplex vaze
na cilovou DNA. Teplota nasedani tohoto komplexu je zavisla na pouzitych primerech.
Teoreticky je to nékolik stupiii pod teplotou tani obou primert. Doba nasedéni je alespon
30 sekund. Poskytnuti delsiho Casu pak mutize zvysit vytézek reakce, ale na druhou stranu

snizuje specificitu.
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Elongace

Teplota polymerizace pouzivana u vétsiny PCR protokold je 72 °C. Neni tomu ani tak
kvtli samotné DNA polymerdze, ta je schopna pracovat za niz$ich teplot, je tomu kvuli
moznému formovani vyssich struktur, které by branily polymeraze ve volném pohybu po

vlakné. Doba elongace pak zavisi na délce produktu (KUBISTA at al, 2006).

| I I

- |
E— primer

I
double-stranded | [ |
DNA I I I
Denaturing Annealing Extending
stage stage stage
94-95°C 50-56°C 72°C

Obrdzekd: Pritbéh PCR (dostupné z https://lyourgenome.orq)

2.10.1 PouZivané reagencie

Templatova DNA
Vychozi DNA obsahujici amplifikovany fragment.
dNTP

dATP, dCTP, dGTP a dTTP ptedstavuji Ctyfi zakladni kameny, z kterych DNA
polymeraza syntetizuje nové vlakno.
Mg?*

Koncentrace chloridu hofecnatého je velmi dulezitym faktorem v PCR. Vlivem jeho
nizké koncentrace nedojde k amplifikaci zjistitelného mnozstvi produktu, pii vysoké
koncentraci zas dojde k vytvoteni spousty nespecifickych produktt a artefaktd. Typicky

optimalni koncentrace MgClz je mezi 1 az 5 mmol.
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Pufr

Pufr je nezbytny ke stabilizaci pH a vytvofeni optimalnich podminek pro aktivitu DNA
polymerazy. Nizké hodnoty pH <7 ptisobi na DNA hydroliticky, vysoké pH >10 pak zas
zpusobuji deprotonaci a tim naruseni fosfodiesterové vazby tvotici dvousroubovici DNA.
Pufry Casto obsahuji téi zakladni slozky Tris-Hcl, KCI a MgCl,. Tris-Hcl je par
konjugované slabé kyseliny a baze, ktery udrzuje hodnotu pH v roztoku mezi 8,0 a 9,5.
KCI zas usnadiuje nasedani primeru na DNA templat tim, Ze snizuje jejich vzajemny
negativni odpor. MgCl, usnadiiuje rovnéZ nasedani primeru (pusobi jako stabiliza¢ni

¢inidlo) a slouzi jako kofaktor pro polymerazu.
Primery

Laboratorné pouzivané primery jsou kratké useky komplementarni SSDNA specificky se
vazici K cilové oblasti. Jejich délka se obvykle pohybuje okolo 18-25 bp. Vzhledem
k tomu, ze DNA polymeraza dokaze nukleotidy pouze pridavat K jiz existujicimu vlaknu,
pouzivaji se K vymezeni pozadovaného tseku vybrané¢ho pro amplifikaci. Primery jsou
vzdy pouzivany v paru (forvard a reverse) pro ob¢ vlakna. V obou piipadech se od nich

polymeraza pohybuje ve sméru od 5° k 3’ konci.

Navrh vhodného primeru je zakladnim krokem k zajiSténi efektivni a specifické
amplifikace. Primery by mély idealné byt komplementarni s cilovou DNA a to zvlasté na
3' konci. Zaroven by nemély byt komplementarni sami mezi sebou, jinak by dochazelo
k tvorbé primer-dimert. Navic by nem¢ly obsahovat komplementarni sekvence v ramci
jednoho primeru, jinak dochazi k tvorbé sekundarnich struktur, které zabraiiuji nasedani
primeru. Forvard i reverse primery je tfeba vybrat tak, aby mé€ly zhruba stejnou teplotu
tani. Oba primery by mély mit vyssi obsah GC parti kviili jejich vétsi vaznosti a specificité
nez je tomu u AT pard, zvlasté je to dilezité na 3” konci (ALFANDARY, 2015; SEIFI at
al, 2012).

Dnes existuje na webu tfada volné dostupnych ndstroji (NCBI, Primer3, OLIGO7,
FastPCR software, PerlPrimer), pomoci kterych lze in silico primery optimalné navrhnout

(KALENDAR at al, 2011; LORENZ, 2012).
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Taq polymeraza

DNA termostabilni Taq (Thermus aquaticus) polymeraza je pouzivana, protoze je
schopna ustat denaturacni fazi PCR aniz by u ni samotné doslo k degradaci (FRAGA at
al, 2008; Ishmael a Stellato, 2008).

2.10.2 Ovéreni specificity PCR pomoci ELFO

Pted provedenim qPCR je vhodné ovéfit specificitu reakce pomoci elektroforézy na
agarézovém gelu. Vzdy by mél byt viditelny pouze jeden pruh o ocekavané velikosti,
jinak je tfeba reakci déale optimalizovat. Ovéfeni elektroforézou je zvlasté vhodné pii

pouziti nespecifickych fluorescen¢nich substrati (FRAGA at al, 2008).

2.11 Kinetika reakce

U PCR se mnozstvi amplifikované DNA zkopiruje béhem kazdého cyklu, teoreticky by
tedy mnozstvi amplifikované DNA mélo naristat exponencidlné. To vSak bézné
neodpovida realité. Piesto, bychom reakci méli optimalizovat alespoii na 90% G¢innosti.
V pozdgjsich fazich amplifikace pak efektivita dale nevyhnutelné klesa. Podle toho jak

efektivné je amplikon produkovan, I1ze PCR reakci rozdélit do tii az ¢tyf odlisnych fazi:
Linearni faze

Predpoklada se, ze amplifikacni reakce zde probiha exponencialné. Kvuli zatim nizké

urovni fluorescence to vSak nelze potvrdit.
Rana exponencialni faze a Ct hodnota

Zde mnozstvi fluorescence jiz prekro¢i prah pozadi a stale exponencialné stoupa.
Amlifikaci je jiz mozné zachytit detektorem. Cyklus béhem kterého k piekroceni prahu
dochazi je reprezentovan jako Ct (cycle treshold). Hodnota Ct tedy znaci ¢islo cyklu, pii
kterém amplikonem vygenerovana fluorescence dosahne svoji intenzitou urcité trovné.
Tato urovent miize byt stanovena libovoln¢ nebo nékolika zplisoby Vypoctena, obecné by
méla byt umisténa co nejnize, aniz by vsak byla ovlivnéna ruchy na pozadi. Intenzita
fluorescence v rané exponencialni fazi nejptesnéji odrazi mnozstvi templatové DNA, a

proto je pravé na ni vypocet kvantifikace zaméfen.
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Exponencialni faze

Utinnost amplifikace jiz nedosahuje 100% a probiha znaén& nerovnomémé. K tomu
obecné za¢ne dochazet, kdyz mnozstvi amplikonu presahne fadové neékolik nanogramii

na mikrolitr.
Plateau faze

Nakonec reakce zpomaluje, dokud se zcela nezastavi v dusledku vycerpani nékterych
reagencii a kvali mnozstvi naakumulovaného produktu. Mnozstvi fluorescence Vv této fazi
jiz viibec nereprezentuje mnozstvi amplikonu a proto neni vhodné pouzivat ji pii vypoétu
kvantifikace DNA. Tento fakt pravé v minulosti zpisoboval nepiesnost u endpoint PCR
(TICHOPAD, 2003; FRAGA at al, 2008).

,Plateau” faze

[0}

(8]

=

[}

?

g Linearni faze

=}

il

Exponencialni faze
--------------------------------------------- Pozadi fluorescence
0 5 10 15 20 25 30

Ct Pocet cykll

Obrazek5: Graf amplifikace (dostupné z http://labguide.cz)

2.11.1 Zdroje fluorescence

Fluorescenc¢ni substraty slouzi, jako reportéry generujici fluorescenéni signal. Tim jak
Vv pritbéhu reakce vzrista mnozstvi vytvareného produktu, je tento rast u vEétSiny metod

reprezentovan i korespondujici silou fluorescence.
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Fluorescen¢ni substraty 1ze rozdélit do dvou zakladnich kategorii. Prvni skupinou jsou
tzv. interkala¢ni dsDNA ¢inidla, ta se vazi nekovalentné na dsDNA stejné na specifické
1 nespecifické sekvence. V roztoku pfed navazanim na dsDNA maji tyto substraty
obvykle jen zanedbatelnou fluorescenci. Predpoklada se, Ze kdyz se substrat navaze na
dsDNA zpisobi to zamezeni moznosti rotace jeho molekuly okolo vazby mezi dvéma
aromatickymi kruhy. Tim padem zlstane fluorescence jako jedind z moznosti jak se
substrat muze zbavit pohlcované energie. Zastupci jsou napi. SYBRGreen | a EvaGreen
(NYGREN at al, 1998).

Vyhodou interkalaénich barviv a pifedev§im SYBRGreenu je jejich cena, ta je totiz
mnohem nizsi nez u alternativnich metod. Nicméné, je nutné pokazdé analyzovat kiivku
tani po dokonceni kazdého PCR testu kvuli moznosti nespecifické amplifikace a
ptitomnosti primer-dimerovych struktur. Tvorba téchto struktur totiz spotfebovava

reakéni ¢inidla nezbytné nutna pro amplifikacni reakci, a tak zkresluje vysledky méteni.

Analyza kiivky tani se provadi na samém konci PCR, kde je fluorescence métena jako
funkce teploty. Pti postupném zvySovani teploty dochazi k piednostnimu rozpadu
nespecifickych struktur. Tento moment se oznacuje jako teplota tani, dochazi béhem n¢j
Kk uvolnéni navazaného substratu a tim k rozpoznatelném poklesu fluorescence

(NYGREN at al, 1998; KUBISTA at al, 2006).

Druhou skupinu substrati tvoii fluorescenéné znacené olygonukleotidy, coz jsou vlastné
malé molekularni fluorofory napojené na kratké tiseky DNA ptipadné¢ RNA. Existuji ve
dvou formach jako reportér (donor) a quencher (akceptor). Reportér ptisobi jako emitor
fluorescenéniho svétla pokud je excitovan svételnym kvantem. AvSak v piipadé, Ze se
v urcité vzdalenosti od né&j nachazi i quencher, je energie fotonu pfenesena na néj, to je
oznatovano jako Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET). Quencher pak
pohlcenou energii obvykle rozptyli ve formé tepla, nebo ji vyzaii v zavislosti na pouzité

technologii.
Déleni podle typu fluorescenénich molekul:

Hydrolizaé¢ni sondy (TagMan, MGB-TagMan, Snake assay) maji mechanismus t¢inku
zalozen na exonukleazové aktivité Taq polymerazy, ktera je schopna sondu b&hem

amplifikace degradovat a odd¢lit tak reportér od quencheru. Fluorescence je pak méfena
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na konci faze extenze a je timérna mnozstvi specifického produktu. U této metody neni

mozné provadét analyzu kiivky tani.

1. Assay components and DNA template
— Probe )»G% X
Forward primer ‘uyiuni":::ro Reverse primer
]
5.%7 DNA template T(?‘J‘
O O O
Y ammmm—— - = =%
3 5
2. Denatured template and annealing 5 3 Legend
“ " " -
Probe )&G& Reverse primer @ mam
H @l\llltnl?:!ll@ Non
Forward primer \ \ quencher (NFQ)
X}%.!.lellllll.l.l,lIl.llvl.l.l!l.ll.llJlll.l,l.X!llJ.I.lllIll. =L Eea M-nofgmw
4 LLLSSA (EE pincier
~ AmpiaaGog™
N ™
ONA
3. Polymerization and signal generation S5 —y Rolpeme
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pove 0P
1O
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me:‘m ‘;’ “"’ )M_GB e Template
T T ]Uﬂ-ﬂmrrrrf oy s
3 5

Obrazek6: Priibeh TagMan signalizace (dostupné z http:// thermofisher.com)

Hybridiza¢ni sondy (FRET, Molecular Beacons, HyBeacon) uzivaji dvé sondy navrzené
tak, aby pfi hybridizaci dosedli tésné¢ vedle sebe. Donorova sonda je znacena
fluorochromem na 3’ konci a akceptorova pak na 5’ konci. Poté co se dostanou do
kontaktu, exeptorovy fluorochrom emituje zafeni ziskané od donoru na odlisné frekvenci.
Fluorescence je mé&fena bud’ béhem nasedani primerd, nebo béhem faze extenze a je
ptimo umérna k mnozstvi specifického produktu. Pouziti téchto sond umoziuje analyzu

ktivky tani.

Primer-probes existuji ve tfech variantach Harpins, Cyclicons a Angler. Strukturou to
jsou oligonukleotidy kombinujici primer a sondu v jedné molekule. Jednoduchost tohoto
feSeni ho také ¢ini cenoveé dostupnéjSim. K fluorescenci u nich dochézi v zavislosti na
typu, bud’ béhem faze nasedani primerd, nebo jejich extenze. Opét je u nich vhodné
provést analyzu kiivky tani k odhaleni nespecifickych produkti a primer-dimerovych

struktur.
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Nakonec jesté zminim analogy nukleovych kyselin. Ty vytvaieji struktury podobajici se
béznym nukleovym kyselinam DNA a RNA pouze s tim rozdilem, ze fosfatova kostra,
pentézovy sacharid, nebo nukleové baze byli nahrazeny n&jakym jeho syntetickym
analogem. U LNA (Locked Nucleic Acids) a PNA (Peptide Nucleic Acid) je
mechanismus signalizace totozny s jejich béznou variantou a pouze nabizeji lepsi
odolnost vii¢i nukledzam a zvySenou afinitu ke komplementarnim nukleovym kyselindm.
Naproti tomu napiiklad u Plexor™ primert je odlisnych vlastnosti analogi vyuzito i v

mechanismu signalizace (NAVARRO at al, 2015).

2.11.2 Efektivita reakce

Utinnost PCR vyjadiuje rychlost, s jakou polymeraza konvertuje reagenty jako dNTP,
primery a templdtovou cDNA na amplikon. Idedlnim stavem je zdvojndsobeni
amplikonu, coz je reprezentovano 100%. Divod pro méfeni efektivity je, Ze nam mize
odhalit chyby, kterych jsme se mohli béhem experimentu dopustit. Ty pak samoziejmé
ovliviiuji presnost vysledkii. Nizkd ucéinnost reakce pod 90% mize byt zplisobena
kontaminaci inhibitory polymerazy, nevhodnym pomérem reagencii, jejich staiim,
neoptimalni teplotou béhem pfiseddni primerd, Spatné navrzenymi primery nebo
vytvafenim sekundarnich struktur béhem amplifikace. Vysoka u¢innost reakce nad 110%
je casto zpusobena tvorbou primer-dimert nebo piipadné amplifikaci nespecifického
produktu. Nejcast&jsi spoleénou pticinou jak vysoké tak nizké Gi¢innosti reakce jsou vSak

Spatn¢ nakalibrované pipety a chybnd technika pipetovani.

K popisu reakce 1ze pouzit standardni kiivku, jejiz sklon vyjadiuje reakéni efektivitu. Na
kiivce jsou vyneseny Ct hodnoty fedici fady pfipravené z templatové nebo také
plazmidové cDNA. V idedlnim ptipadé¢ by série amplifikaci méla vyprodukovat
rovnomérné klesajici kiivku. U desitkového fedéni pfi 100% efektivité reakce sklon Cini

-3,32 (TAYLOR at al, 2010).
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2059 Skion: -3,32

17,64

Ct hodnoty

14,32

10

Redéni
Obrazek: Priklad standartni kiivky (dostupné z http://labguide.cz)

2.12 Vyhodnocovani dat relativni a absolutni kvantifikaci

Testy qRT-PCR obecné pouZzivaji jeden ze dvou standardnich postupti; relativni a
absolutni kvantifikaci a oba tyto postupy mohou byt pouzity pro studium genové exprese.
Zjistujeme pomoci nich, nakolik se méni mnozstvi transkriptu ve sledovanych vzorcich

(SELLARS at al, 2007).

2.12.1 Absolutni kvantifikace

Absolutni kvantifikace je obvykle provadéna v situacich, kdy je nutné urcit absolutni
mnozstvi ptuvodniho transkriptu. Vyzaduje externi standart o znamé koncentraci Se
kterym se provede série fedéni pro vytvoreni standardni kiivky. Metoda se opiré o stejnou
efektivitu amplifikace v kontrolni a cilové sekvenci. Standardni kiivka reprezentuje
linearni vztah mezi jejimi Ct hodnotami, takto umoZiuje stanoveni koncentrace
neznamého vzorku na zaklad€ porovnani s jeho Ct hodnotou. V ptipad¢ urcovani
mnozstvi mRNA je nutné navic kontrolovat efektivitu reverzni transkripce. Tato metoda
je obecné povaZovana za pracnéjsi kvili nutnosti ptipravy standartni kiivky (SELLARS

at al, 2007).

2.12.2 Relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace porovnava expresi sledovanych genti vici referencnimu genu ze
stejného vzorku, ktery by mél byt konstantné¢ exprimovan napii¢ vSemi sledovanymi
vzorky. Pouziva se v ptipadech, kdy nam staci znat relativni zménu v genové expresi, ke
které¢ doslo oproti pivodnimu stavu. U sledované sekvence provadime porovnani vici

kalibratoru, coz je vzorek stejného genu, ktery neprosel experimentalnimi podminkami.
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Prvnim krokem je vypocet rozdili Ct mezi cilovym a referencnim genem, pro celou
testovaci fadu a kalibrator tedy ACt. V druhém kroku se pak ACt kazdého vzorku
Z testovaci fady odecita od ACt kalibratoru, ziskame tak AACt. Ve tietim kroku hodnoty

jesté dosadime do vzorce.
R = 2-AACt

Dale u kazdé reakce musi byt obvykle stanovena efektivita E, kterd je pfiblizné rovna 2.
Koriguje se tak efektivita amplifikace PCR reakce mezi cilovym a referenénim genem.
Pouze v pripadé, ze predpokladame velmi podobnou efektivitu, korekci pouzit nemusime

(SELLARS at al, 2007; KOZERA a RAPACZ, 2013).

ACPtarget { control — sample )

( Etarget)
R=

ACPref { controf — sample )

( Eref)

Obrazek8: Rovnice s korekcei efektivity (dostupné z http.//relative.gene-quantification.info)
Mezi nejcastéjsi referencni geny pouzivané u qRT-PCR metody patii housekeeping geny
jako 18S rRNA, B-actin, elongation factor-1o. a GAPDH. Nicméné troven exprese téchto
referen¢nich genll se miize vyrazné liSit napii¢ vSemi sledovanymi vzorky, jak prokéazaly
nekteré nedavné studie. Proto se v posledni dobé vice dba na jejich vhodny vybér a Casto
se Kk zajisténi presnych vysledkt pouzivaji tfi nebo i vice referen¢nich genti (SELLARS
at al, 2007). Pokud provadime jiZ ovétreny experiment ve stejnych podminkach, 1ze pouzit

I jediny referen¢ni gen (KOZERA a RAPACZ, 2013).

V ptipadé, Ze zvoleny referencni gen je exprimovan nestabilné, zvySuje se statisticky
Sum, ktery znesnadiiuje detekci malych zmén. Horsi vSak je, kdyZ je exprese referencnich
gend pozménéna experimentalnimi podminkami nebo napiiklad vlivem nemoci, ziskané

vysledky pak mohou byt zcela zavadéjici (DHEDA et al, 2005).
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2.13 Priistrojové vybaveni

V podstaté kazdy pfiistroj provadéjici real-time PCR se sklada z pocitatem fizeného
termocykleru se zdrojem excitatniho svétla, ktery je integrovany spoleéné s
fluorescencnim detekénim systémem a specializovanym softwarem, ktery analyzuje
vstupni data a na jejich zédklad¢ podava vysledky. Kromé toho je pfesnost analyzy vzdy

uzce spojena s pouzitymi reagenciemi (NAVARRO at al, 2015).

2.13.1 Excitacni zdroje

K excitaci fluorescen¢nich ¢inidel se pouzivaji svételné lampy, svételné diody (LED) a
lasery, vsechny tyto zdroje by mély byt schopny vyzatovat excita¢ni zafeni o pozadované
frekvenci. LED diody a lasery operuji v uzkém spektru, zatimco lampy jsou klasifikovany
jako zafizeni s Sirokym spektrem emisi, proto obvykle vyzaduji korekci filtrem
k dosazeni pozadované frekvence (VALASEK a REPA, 2005).

2.13.2 Fluorometricky detektor

Zakladni funkci fluorometru je kontinudlni detekce fluorescencniho signalu
Vv pozadovaném tseku spektra. Detektory zahrnuji CCD (charge-coupled device) kamery,
fotonasobici trubice nebo jiné typy fotodetektort, ty obvykle také vyuzivaji filtry, které
propoustéji na fotodetektor pouze pozadovanou vinovou délku. Detektor pak prevadi

dopadajici zafeni na elektricky signal.

Vzhledem k tomu, Ze fluorescencni chemikalie jsou excitovany krats$i vinovou délkou nez

je pak vinova délka emitovana, fluorometr musi byt schopny rozlisit sledované frekvence
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ve stejny moment, nékteré pristroje detekuji zaroven az 4 frekvence, coz je také

vyzadovano pro multiplex PCR (SEIFI at al, 2012).

//
/
/ _______
AT N )
.{:\0< IR R RN N I  detector
NN e
101 T -
/_, __I_\.\\
A1 LTS
/<¢H | 5
] ‘-..____:_‘h‘“‘- .
T
108k Lamp, Laser, LED
alalal 111211l m Samples
Thermocycler

(Heating block)

Obrazek9: Diagram funkce termocykleru (Valasek a Repa, 2005)

2.13.3 Termocykler

Nejdulezitéjsi cast pristrojového vybaveni tvoii termocykler zajistujici vlastni provedeni
PCR cyklu. V prvni fadé termocykler udrzuje konzistentni teplotu mezi vSemi reakénimi
jamkami, jakékoliv rozdily v teploté by totiz mohly vést k rozdilné i€innosti amplifikace.
Toho je dosaZeno pouzitim topného bloku, teplym vzduchem nebo kombinaci obojiho.
Déle je termocykler samoziejmé schopen tyto teploty dynamicky ménit podle pritbéhu
PCR. Teplovzdusné systémy jsou zpravidla schopny tyto zmény provadét rychleji
(VALASEK a REPA, 2005).
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2.13.4 Vyhodnocovaci software

Softwarové platformy umoznuji jednoduse na zakladé vstupnich dat analyzovat PCR tim,
7e nabizi graficky vystup vysledki testi zahrnujicich amplifikaci a kiivku tani. Kiivka
zobrazuje data tykajici se kinetiky amplifikace cilové sekvence, zatimco disocia¢ni kiivka

odhaluje charakter kone¢ného produktu amplifikace (VALASEK a REPA, 2005).
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3. Hypotéza a cil prace

3.1 Hypotéza

Aktivace drah spojenych s chladovou aklimatizaci by méla zpiisobit zvySeni exprese
sledovan¢ho genu ERD10. Lze tedy ocCekévat, Ze mezi zkoumanymi odridami fepky
Cadeli a Navajo a mezi jejich kontrolnimi a chladem stresovanymi rostlinami bude patrny

rozdil v relativni expresi tohoto genu.

3.2 (il prace

Cilem této prace je podrobit rostliny fepky odrid Cadeli a Navajo stresu chladem
V kontrolovaném prostfedi a porovnat relativni expresi genu ERD10 u téchto a

kontrolnich rostlin.
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4. Metodika

4.1 Priprava vzorku

Rist rostlin probihal v kontrolovaném prostredi fytotronu pfi relativni vlhkosti vzduchu

85 %. Teplota ptes den byla udrzovana na 21°C a béhem noci na 19°C. Svételna perioda

trvala 14 hodin s 10 hodinami tmy.

Po péti tydnech ristu byly ob¢ stresové skupiny piesunuty do prostiedi se 2°C, od toho

okamziku také zacal odbér vzorku.

Z rostlinek byly vzdy odebrany jen plné€ vyvinuté zdravé listy o stiedni velikosti.

Odebrané listy byly vzdy neprodlené¢ zamrazeny tekutym dusikem a uchovavany

V mrazicim boxu za teploty -80 °C.

Poradi odebranych vzork(

Oden
0,5dne
lden
1,5dne
2dny
2,5dne
3dny
3,5dne
4dny
4,5dne
5dnu
6dnu
7dnt
9dna
11dnd
13 dn0
15dnd
17 dn0
19dn0
21dnG
23dnd
25dn0
28dni
31dnU

Cadeli kontrolni rostliny 21°C |Cadeli stresované rostliny 2°C|{Navajo kontrolni rostliny 21°C|Navajo stresované rostliny 2°C
1. 1.
2. 1.
3. 1. 2. 2.
4.
5. 2. 3. 3.
6. 4. 4,
7. 3. 5. 5.
8. 4. 6. 6.
9. 5. 7. 7.
10. 6. 8. 8.
11. 7. 9.
8. 10. 9.
12. 9. 11. 10.
10. 12. 11.
11. 13.
12. 12.
13. 13.
14.
13. 14. 15.
14. 15. 16. 14.
15. 16. 17. 15.
16. 17. 18.
17. 19. 16.
18. 20. 17.

Tabulkal: Tabulka odbérovych casi
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4.2 Extrakce RNA

1. 100 mg vzorku pletiva bylo homogenizovano piimo v eppendorfkach v kapalném
dusiku, poté byl pfidan 1ml TRI Reagentu piedehiatého na 60°C a vzorky byly
ponechany 5 minut pii pokojové teploté.

2. Tekuté faze byla separovana centrifugaci pti 3 000 ot/min pfi teploté 4°C po dobu
20 minut a ptenesena do nové mikrozkumavky.

3. Do supernatantu bylo pfidano 0.2 ml chloroformu na kazdy ml pouzitého TRI
reagentu, vortexovano 15 sekund a ponechano 5 minut pii pokojové teploté.
Nasledné centrifugovano pii 10 500 ot/min pfi teploté 4°C po dobu 15 minut.

4. Vodna faze byla ptfenesena do nové mikrozkumavky a ptidano 0.5 objemu
isopropanolu a 0.5 objemu 1.2 M NaCl v poméru viuci objemu vodné faze. Faze
byla kratce zvortexovdna a ponechana pii pokojové teploté po 7 min, poté
centrifugovana pii 10 500 ot/min o teploté 4°C po dobu 10 minut.

5. Vodny supernatant byl opét odstranén a zbyly pelet RNA byl piecistén piidanim
1 ml 75% ethanolu na kazdy Iml TRI reagentu. Supernatant byl kratce
zvortexovan a centrifugovan pii 8 500 ot/min pii teploté¢ 4°C po dobu 5 minut.
RNA pelet byl poté volné vysousen po 7 minut.

6. Pelet byl opétovné rozpustén vortexovanim spolu s 20 ul DEPC-MQ vody a
inkubovan po 13 minut pii 60°C. Vzorky byly poté oSetfeny piidanim 1 pl
inhibitoru RNaz k potlaceni RNA degradace.

Pfi manipulaci a pipetovani vzorky byly vZdy drZzeny na ledu pro zpomaleni degradace

RNA.

Aliquoty z kazdého vzorku byly fotometricky otestovany na Cistotu obsazené RNA na
ptistroji BioSpec-nano. K uréeni ¢istoty byly pouzity poméry absorbanci 260/280 nm. U
¢istého vzorku RNA je pomér absorbanci typicky ~2,0. Vyrazné odlisné poméry hodnot
mohou naznacovat pfitomnost bilkovin, fenolu nebo jinych necistot, které siln¢ absorbuji
pfi 280 nm. Tento pomér miize byt dale ovlivnén pH a iontovou silou pufru, ktery je

v blanku obsazen (DESJARDINS a CONKLIN, 2010).

Izolované vzorky RNA byly nakonec uchovany pfi teploté -80°C do pftistiho dne.

36



Obrazekl0: BioSpec-nano spektrofotometr

4.3 Precisténi RNA

Jesté pred samotnou reverzni transkripci byla RNA ptecisténa od cizorodé DNA

s pouzitim DNA removal kitu DNA-free™,

1. Do 20 pl vzorku bylo pfidano 1/10 objemu (2 pul) 10x DNAse bufferu a 1 ul
rDNAazy.

2. Vzorky byly po 20 minut zah#ivany pfi teploté 37°C.

3. Bylo ptidano 1/10 objemu DNAaza inaktiva¢niho pufru a ponechano 2 minuty pfi
pokojové teplote.

4. Poté byly vzorky centrifugovany pti 10 000 ot/min po 1.5 minuty a supernatant
byl pienesen do Cisté eppendorfky.

4.4 Prepis do cDNA

K provedeni reverzni transkripce byl pozit kit ImProm-11 Reverse Transcription System.
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4.4.2

Denaturace RNA a navdzdni primeri

K 3 ul precisténych vzorkti RNA byl vzdy ptidan 1 pl Oligo(dt)15 primeru a 1 pl

nuclease free vody.

Vzorky byly po 5 minut zahtivany v termocycleru pfi teploté 70°C.

Elongace

K vzorkidm o objemech 5 ul bylo vzdy ptidano

a.
b.
C.
d.

€.

6.6 ul nuclease free vody
1 ul ANTP

4 ul 5x RxN bufferu

2.4 ul MgClz

1 ul RT enzymu

Vzorky byly pfemistény do termocycleru kde byly zahfivany 5 minut pti 25°C a

nasledné 60 minut pii 42°C.

4.5 Vlastni amplifikace

Amplifikace probéhla na detekénim systému QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR systém.

Jako fluorescen¢ni ¢inidlo byl pouzit SYBR Green I.

Jako referencni gen byl pouzit gen Act kddujici v bunce aktin.

45.1 SloZeni reakéni smési

K 1 pul cDNA byly vzdy pfidany nésledujici reaktanty

o o

o

45.2

5 ul Master mixu

2 ul vody

1 pl forvard primeru

1 pl reverse primeru

Reakcni cykly

Faze reakce prob¢hla ve 40 cyklech s rychlosti zmény teploty 1,6 °C/s

1. pii 50 °C po 2 minuty
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2. pti 95 °C po 10 minut
3. pii 95 °C po 15 sekund
4. pti 60 °C po 1 minutu

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci softwaru QuantStudio Real-Time PCR Systém
1.3.

Relativni exprese byla vypoctena metodou relativni kvantifikace AACt v tabulkovém
editoru Microsoft Excel. Jako kalibrator pifi vypoc¢tu byl pouzit primér ACt ze vSech

vzorkt kontrolnich rostlin pro Cadeli i Navajo.

Obrazekl1: Real-time qPCR detekcni systém
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5. Vysledky

5.1 Kontrola specificity cDNA

Vynesené amplikony na 2% agar6zovém gelu dle ocekévani odpovidaly svoji velikosti

vaci 100 bp ladderu.

1. Cadeli

2. Cadeli kontrola
3. Navajo
4

Navajo kontrola

~

-

-———

oL

- —

T o — -

Obrazekl2: ELFO Kontrola separace amplifikované cDNA

5.2 Vyhodnoceni dat

Data ukazala (viz. obr. 13), Ze obé stresované odrudy Cadeli i Navajo vykazovaly vyssi
hodnoty exprese genu ERD10 vuci jejich kontrolnim skupindm v pribéhu celého
experimentu. Vyjimkou bylo obdobi od 6 do 19 dne, kdy u odrady Navajo doslo

k znacnému poklesu exprese, avsak k zavéru experimentu byl patrny opétovny nartst.

Pii vzajemném srovnani mezi stresovymi skupinami Cadeli a Navajo vykazovala odriida
Navajo témér vzdy vyssi expresi genu ERD10, aZ na zminénou periodu od 6 do 19 dne
kdy pievladala exprese u stresovanych rostlin Cadeli. Nejvyssi miry exprese dosahlo

Navajo po 60 hodinach stresu, kdy byla relativni hodnota exprese 40x vyssi v poméru
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vici primérné hodnoté exprese jejich kontrolnich rostlin. U odridy Cadeli, pak k nejvyssi
expresi doslo po 72 hodinach, hodnota v tento okamzik byla 13,2x vy$si nez u kontrolni
skupiny. Pfi vzajemném porovnani kontrolnich rostlin obou odrad nebyl u ERD10 patrny

zadny trend.

Exprese Cadeli |Exprese Navajo
0,5dne 16,2
lden 6,3 9,3
1,5dne
2dny 4,8 17,8
2,5dne 40,1
3dny 13,2 0,0
3,5dne 0,3 15,0
4 dny 2,4 4,6
4,5 dne 4,2 6,2
5dnd 2,5
6dnu 7,6 2,5
7dnd 0,4 0,5
9dn 1,8 0,6
11dnl 2,4
13 dnu 2,3 0,5
15dn0 0,2 0,8
17 dnl
19dn0 2,6
21dnu 0,7 2,1
23 dnl 1,4 8,7
25dnu 2,5
28 dnu 0,6
31dnd 18,3

Tabulka2: Relativni hodnoty exprese ERD10 u stresovanych rostlin v poméru viici jejich kontrolnim skupinam
Odbéry nejsou bohuzel kompletni, v nékterych ptipadech se mi nepodatilo vyizolovat
RNA v dostate¢né kvalité, to samoziejmée pon€kud snizilo celkovou vypovidajici hodnotu

experimentu (viz. Tabulkal).

U analyzy rozptylu mezi jednotlivymi skupinami rostlin nebyla potvrzena nulova

hypotéza P<0.05 a byl tak mezi nimi dokdzan statisticky vyznamny vztah.
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Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit

Mezi vybéry 2220,62 3 740,2067 7,810584 0,0001487 2,739502302
Vsechny vybéry 6444,34 68 94,76971
Celkem 8664,961 71

Tabulka2: Analyza rozptylu (ANOVA) mezi jednotlivymi skupinami rostlin
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T = i" L] = . -T

Oden 0,5dne 1den 1,5dne 2dny 2,5dne 3dny 35dne 4dny 45dne 5dni 6dni 7dnd 9dni 11dnd 13dnd 15dnd 17dnd 19dnd 21dnd 23dnd 25dnd 28dnd 31dnd

Cas odbéru

I Cadeli kontrolni rostliny I Cadeli stresované rostliny
s Navajo kontrolni rostliny mmmm Navajo stresované rostliny
----- 2 Procento klouzavého priméru (Cadeli kontrolni rostliny)  =====2 Procento klouzavého priméru (Cadeli stresované rostliny)

=====7 Procento klouzavého priméru (Navajo kontrolni rostliny) =====2 Procento klouzavého prdméru (Navajo stresované rostliny)

Obrazekl3: V'yvoj hladiny exprese ERD10
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6. Diskuze

Mezi jednotlivymi odridami fepky existuji znatelné rozdily V jejich toleranci vaci
jednotlivym stresorim. V piipad¢ odrid Cadeli a Navajo jsou jejich reakce na chlad
znatelné kontrastni. Navajo je obecné povazovana za vice odolnou vuci chladovému

stresu a Cadeli naopak je povazovana za spise nachylnou odridu (URBAN, 2017).

Jiz dlouho je znamo, Ze u rostlin béhem chladové aklimatizace dochazi k biochemickym
zménam a tyto zmény jsou prisuzovany aktivaci urCitych chladovych gent

(THOMASHOW, 1990).

Srovnani dat z tohoto experimentu ukazalo, ze ERD10 je exprimovan ve vys§i mife U
odridy Navajo oproti odridé¢é Cadeli. Dale byla patrna pti¢inna souvislost mezi zvySenim
hladiny exprese ERD10 a chladovym stresem. Tento experiment sice nezahrnuje
pozorovani vlivu genu ERD10 na fenotyp rostliny, ale na zaklad¢ provedené reSerse lze
o¢ekavat (KOVACS at al., 2008), ze ERD10 protein skuteéné napomaha rostling zlepsit
jeji chladovou odolnost. K pfimému prokazani této skuteCnosti by vsak bylo nutné
naptiklad spojit tento experiment s vizualni kontrolou prospivani rostlin v priabéhu
stresového experimentu a zarover je porovnat se stejnymi odrtidami rostlin kde by byl
gen ERD10 knockoutovan, tak by se vylou¢il vliv jinych dehydrint a dalSich chladovych

adaptacnich mechanismi rostliny.

Predchozi studie Kagale at al. (2006) uZzivajici metody Northern blot zaznamenala rovnéz
navyseni exprese ERD10 u Arabidopsis thaliana a Brassica napus pti zatézi suchem, kde
jejich uroven exprese kulminovala v 72 a 84 hodiné. Zajimavé je, Ze zde byla také
popsana zavislost exprese a cirkadialnich rytmid. Také Jelinkova at al. (2017)
zaznamenala pouzitim metody rezonance povrchového plazmonu az 10x zvyseni
mnozstvi proteinu ERD10 u odriidy Navajo v porovnani s kontrolnimi rostlinami po 11
dnech stresu chladem. Naopak u odridy Cadeli doslo k patrnému navySeni akumulace

dehydrinového proteinu ERD10 az po 42 dnech stresu.

Harencak, (2018) ve své praci kde také mimo jiné sledoval expresi genu ERD10 na
odridach Cadeli a Navajo jen na krat§im Casovém tseku, pozoroval navyseni exprese
béhem stresu chladem s nejvétsim nartistem u obou odrid po 48 hodinach chladu. V mém

ptipadé tomu bylo o 12 hodin pozdé;ji, respektive o 48 v ptipad¢ odrady Cadeli.
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Dale je nutné mit na paméti, Ze mnozstvi naméfené genova exprese nemusi nutné
odrazet obsah ptitomného proteinu (VOGEL A MARCOTTE, 2012). Nizka uroven
exprese ERD10 patrna pfedevsim u odrudy Navajo trvajici od 7 do 23 dne experimentu
je zfejm¢ zpusobena mnozstvim naakumulovaného proteinu v bunce. Pii dostatecném
mnozstvi proteinu je tedy rostlina schopna reagovat snizenim exprese genu ERD10.
Podobny jev zaznamenali Danyluk at al (1998) pfi jejich imunoblotové analyze
celkového obsahu proteinu WCOR410 (dalsi z dehydrinil) u pSenice seté. Béhem 5 dne
jejich experimentu dosahla akumulace proteinu maxima a poté zvolna zacala klesat i
presto, ze prostiedi stresovanych rostlin ponechali konstantné na 4 °C. D4 se ocekavat,
ze v mém piipad¢ doslo k podobnému jevu. Zavérecna exprese ERD10 se ziejmé u
odrudy Navajo opét nastartovala v disledku snizeni obsahu proteinu v buiikach. U odridy

Cadeli byla exprese vice plynula a K tak zasadnimu vykyvu tedy nedoslo.

Pokud ptedpokladame, ze ERD10 jako jeden z dehydrinti napomaha rostling se zvladanim
chladového stresu (KOVACS at al., 2008), je mozno prakticky pouzit analyzu RT- gPCR
k posouzeni schopnosti sledované rostliny chladu odolavat. Ve §lechtitelské praxi by to
mohlo znamenat, ze tento gen by mohl byt markerem pro vybér genotypt pro slechténi
odolnych odrid. Pfipadné by mohlo byt zajimavé pouzit ERD10 u transgenniho
experimentu a vytvotit tak k chladu odolngjsi kultivar.
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7. Zavér

Na zéklad¢ vysledkii mého experimentu mohu potvrdit ptivodni domnénku, ze u
jednotlivych odrtd fepky dochazi pfi stresovém pusobeni chladu k rozdilim v relativni
expresi genu ERD10. U odrudy Navajo je pak relativni exprese tohoto genu znatelné vyssi
nez u odrady Cadeli. Tento vysledek koresponduje se skutecnosti, ze Cadeli je vSeobecné

povazovana za k chladu nachylnéjsi a odrida Navajo za spise odolng;si.

V neposledni fadé mohu potvrdit vhodnost pouziti metody RT-gPCR ke kvantifikaci

zmén v genové expresi u rostlin. K experimentalnimu pouziti v podobném rozsahu se

vvvvvv

specificka.
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