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Abstrakt

Tato disertacni prace se zabyva problematikou genové exprese alergenu Mal d 1
v plodech riznych odrid jabloni. Alergen Mal d 1 z divodu své strukturni podobnosti
s alergenem Bet v 1 vykazuje zkiizenou alergickou reakci S pylem bfizy a je typicky pro oblast
stiedni, severni a vychodni Evropy a citlivym jedincim zabranuje v konzumaci jablek. Proto
jsou poznatky spojené s alergenicitou jednotlivych odrid velice aktualni a mohou prispét

k rozvoji slechtitelskych programi zaméfenych na hypoalergenni odriady.

V ramci této prace byla hodnocena genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02
Vv prub¢hu tii let u 39 odrid jabloni, dale byl hodnocen vliv skladovani, systému produkce a
lokality na tGrroven exprese genu Mal d 1. Relativni genova exprese byla analyzovana pomoci
kvantitativni real-time PCR a stanovena na zakladé¢ metody AC:, hodnoty relativni genové
exprese jednotlivych isoforem alergenu byly normalizovany ke genu aktin. Byla rovnéz
vyhodnocena genova exprese vSech 31 isoforem alergenu Mal d 1, a to pomoci sekvenovani

nové generace s vyuzitim sekvenatoru lon PGM.

Byl prokazan vliv vS§ech zkoumanych faktort (ro¢niku, skladovani, systému produkce i
lokality) na Giroven genové exprese alergenu Mal d 1. Nejvice exprimvanymi isoformami jsou
Mal d 1.01 a Mal d 1.02, i kdyz v prubéhu skladovani mize dochazet k vyznamnému ristu
exprese i u dalsich isoforem, konkrétné Mal d 1.03G a Mal d 1.06D. Na zaklad¢ vysledki
hodnoceni jednotlivych odriid v pribéhu tii let byly urceny odridy s ustalené niz$i relativni
expresi genu Mal d 1, a to ‘King Jonagold’, ‘Jonagold’, ‘Braeburn Mariri Red’, ‘Braeburn’,
‘Cumulus’, ‘Zuzana’, ‘Fragrance’. Stabiln¢ vysoké hladiny relativni exprese genu Mal d I ve

vSech tiech letech hodnoceni dosahovala odruda ‘Gala’.

Kli¢ova slova: jablon, Malus x domestica Borkh., relativni genova exprese, isoformy, Mal d 1,

real-time PCR, skladovani



Abstract

This thesis deals with the issue of gene expression of the Mal d 1 allergen in the fruits
of different apple cultivars. The allergen Mal d 1 shows a cross-allergic reaction with birch
pollen and is typical for the region of Central, Northern and Eastern European region and
prevents sensitive individuals from consuming apples. Therefore, knowledge related to the
allergenicity of various cultivars is very current and can contribute to the development of

breeding programs focused on hypoallergenic apples.

As a part of this work, the gene expression of the Mal d 1.01 and Mal d 1.02 isoforms
was evaluated over three years in 39 apple cultivars. Also the influence of storage, production
system and location on the level of the expression of the Mal d 1 gene was evaluated. Relative
gene expression was analyzed using quantitative real-time PCR and determined based on the
ACt method, relative gene expression values of individual allergen isoforms were normalized
to the actin gene. The gene expression of all 31 isoforms of the Mal d 1 allergen was also
evaluated using next-generation sequencing on the lon PGM sequencer.

The influence of all investigated factors (year, storage, production system and location)
on the gene expression level of the Mal d 1 allergen was demonstrated. The most expressed
isoforms are Mal d 1.01 and Mal d 1.02, although during storage there may be a significant
increase in the expression of other isoforms, specifically Mal d 1.03G and Mal d 1.06D. Based
on the results of the evaluation of various cultivars over the course of three years, the cultivars
with consistently lower relative expression of the Mal d 1 gene were determined, namely ‘King
Jonagold’, ‘Jonagold’, ‘Braeburn Mariri Red’, ‘Braeburn’, ‘Cumulus’, ‘Zuzana’, ‘Fragrance’.
The ‘Gala’ variety achieved stably high levels of relative expression of the Mal d 1 gene in all

three years of evaluation.

Key words: apple tree, Malus x domestica Borkh., relative gene expression, isoforms, Mal d 1,
real-time PCR, NGS, storage
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1 UVOD

V dnes$ni moderni dob¢ roste vyskyt civilizacnich nemoci, mezi které patii i alergie.
Muze za to stres, nespravné stravovaci navyky, znec¢isténé zivotni prostiedi, chemizace potravin
a mnoh¢ dalsi faktory. Pravé proto by mél kazdy jedinec dbat o dodrzovani zasad zdravého
zivotniho stylu. Dilezitou soucasti vyvazeného a zdravého jidelnicku je ovoce, které je
ptirozenym zdrojem mnoha vitamintl, mineralii, vlakniny a riznych zdravi prospésnych latek.
Jablon¢ (Malus x domestica Borkh.) jsou jednou z nejpéstovanéjsich ovocnych plodin jak v
Ceské republice, tak ve svéts. Velkou vyhodou jablek je jejich dobra skladovatelnost a tedy
celoro¢ni dostupnost a rovnéz velky vybér rozmanitych odrad. Na druhou stranu existuje urcité
procento lidi, kterym muize konzumace jablek zpiisobit vazné zdravotni problémy v podobé
alergické reakce. Uvadi se, ze 0,4 — 6,6 % dospélych a 2,2 — 11,5 % déti do 6 let je alergickych
na ovoce (Zuidmeer et al. 2008). N¢které tyto alergie se objevuji jako tzv. zkiizené a bylo
zjisténo, Ze az u 70 % pacientt s alergii na pyl biizy se vyskytuji potravinové alergie, nejéastéji
pravé na jablka (Geroldinger-Simic et al. 2011). V jablku byly zatim identifikovany ¢tyfi hlavni
ttidy alergenii: Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3 a Mal d 4. Alergen, ktery je zodpoveédny za zkiiZzenou
alergickou reakci na biizovy pyl a je typicky pro oblast stfedni, severni a vychodni Evropy a
rovnéz pro oblast severni Ameriky (oblasti, kde rostou bfizy), je alergen Mal d 1. Jedna se o
protein s molekulovou hmotnosti 18 kDa, ktery patii do skupiny proteinti PR-10 (pathogenesis-
related protein), stejné jako alergen Bet v 1 nachazejici se v pylovych zrnech biizy (Breiteneder
a Radauer 2004). Projevy alergie zptsobené alergenem Mal d 1 jsou vétSinou mirné, jedna se
0 tzv. OAS (oral alergic syndrom), kdy dochazi k svédéni a otoku rti, krku, jazyka. Tyto
pfiznaky se objevuji béhem né€kolika minut po konzumaci jablek. Teplem méni protein Mal d
1 svoji strukturu a ptestava byt alergenem, proto se alergie na jablka tykaji pouze konzumace

samotnych plodii a teplem neosetfenych jableénych produkti.

Dulezitym znakem pfii urCovani kvality ovoce se stava jeho alergenicita, a proto je
nezbytné odhalit podstatu jejiho vzniku. Pomoci genetického mapovani byly urceny pozice
gentl na chromozomech pro vSechny ¢tyfi znamé tiidy jable¢nych alergent. Pro alergen Mal d
1, ktery je predmétem této prace, je v soucastné dobé znamo 31 isoforem genu, které ho koduji
(Pagliarani et al. 2013). Fylogeneticka analyza isoforem genu Mal d 1 odd¢lila pét odlisnych
podskupin na zdklad€ neptitomnosti nebo pfitomnosti intronu a na zaklad¢ variaci délky intronu
(Gao et al. 2005a; Pagliarani et al. 2012). V kazdém jablku je pfitomna smés vSech téchto

isoforem, z nichZ nékteré se 1isi pouze jednou aminokyselinou (Gao et al. 2005a). Nejvice



exprimovanou genovou podskupinou v duzniné a slupce jablek je podskupina I, ve které se
nachazi isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02 (Sancho et al. 2006a).

Obsah alergenu v jablku zavisi na riznorodych faktorech, jako jsou podminky a délka
skladovani, nadmoiska vySka, lokalita, systém produkce nebo bioticky a abioticky stres
(Bolhaar et al. 2005a; Sancho et al. 2006a; Botton et al. 2008; Matthes a Schmitz-Eiberger
ovlivitujicich alergenni potencial ovoce je samotna odruda (Wang et al. 2019). Rizné odrudy
jsou klasifikovany do skupin s vysokym, stfednim a nizkym alergennim potencidlem (Bolhaar
et al. 2005a; Marzban et al. 2005; Matthes a Schmitz-Eiberger 2009). Geneticka determinace
rozdilti v obsahu alergenti u odrtd jablek vsak doposud nebyla pln¢ objasnéna (Pagliarani et
al. 2013). Nejcastéji vyuzivanymi metodami k zjisténi obsahu alergenu v odrtdé¢ jsou qRT-
PCR, ELISA, SDS-PAGE elektroforéza a Western blot, kozni ,,prick™ testy nebo dvojité slepy
placebem kontrolovany potravinovy expozi¢ni test (DBPCFC). Znalost obsahu Mal d 1 je
dulezita, protoze jablka s nizkou hladinou alergenu jsou lidmi s mirnymi alergickymi projevy
tolerovany a konzumace cCerstvych plodi hypoalergennich odrid jim vétSinou nezplisobuje
problémy (Bolhaar et al. 2005a; Kopac et al. 2012). V soucastnosti je celosvétove k dispozici
velké mnozstvi odriid jabloni, objasnéni genetické podstaty vzniku alergenicity u jablek a
pfipadné ziskani molekuldrnich markerii by znamenalo velky posun ve S§lechténi

hypoalergennich odrad.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika druhu

Jablon domaci (Malus x domestica Borkh.) patii do celedi rtizovité (Rosaceae) a
predpokladd se, ze pochazi z planého druhu Malus sieversii (Velasco et al. 2010).
Pravdépodobnym centrem ptivodu soucasnych kulturnich jabloni je stiedoasijska oblast (pohoti
Tien Shan v oblasti Kazachstanu, Kyrgyzstanu, Zakavkazi), z této oblasti se jablon rozsifila na
jihozapad do Malé Asie a déale do Evropy a Severni Ameriky (Velasco et al. 2010).
V soucasnosti se jablont domaci diky své vynikajici klimatické adaptaci stala nejrozsifenéjSim
ovocnym druhem mirného pasma a jednou z nejpéstovanéjSich ovocnych plodin na svéte.
Jablon je pomérné nendro¢na na stanovisté. Optimalni podminky pro péstovani poskytuji
polohy okolo 200 az 350 m. n. m. Plodem jablong je jablko patiici mezi malvice ¢ili jadrové
ovoce. Jsou urceny jak k pfimé konzumaci, tak k vyrobé mnoha dalSich produkti. Aktualné
existuje celosvétové velké mnozstvy riiznych odrid péstovanych jablek, avSak informace
o presnym poctu se lisi, odhaduje se 7500 (Elzebroek a Wind 2008), ptipadné vice nez 10 000
(Peil et al. 2011), dokonce Mansfeldova svétova databaze zemédélskych a zahradnickych
plodin uvadi, ze existuje vice nez 30000 riznych odrid Malus x domestica Borkh.
(mansfeld.ipk-gatersleben.de). Odriady se mezi sebou lisi v riznych pomologickych a
fyziologickych vlastnostech. Cim dal vice se v modernim ovocnafstvi vyuZivaji klony
jednotlivych odrid. Tyto klony vznikaji ndhodnou nebo cilenou mutaci (genetickou zménou)
za ucelem zlepSeni urcité vlastnosti, naptiklad lepsi vybarveni plodd, nerzivy a hladky povrch
plodu nebo vyssi produktivita stromu. Nejrozsifenéjsi je déleni odrid podle doby zrani, na
zakladeé které mizeme odridy rozdélit na letni, u nichZ konzumni zralost nastava soucasné se
skliziiovou zralosti nebo brzo po ni a trva kratce (sklizeni do 15. srpna); podzimni s konzumni
zralosti 2-8 tydnt po skliziiové (sklizen od 15. 8. do 20. 9.); ran€ zimni s konzumni zralosti 8-
12 tydnii po skliznové (sklizen od 20. 9. — do 30. 9.); pozdné zimni s konzumni zralosti 12-24

tydnti po skliziiové (sklizen od konce zaii) (Necas et al. 2004).

Jablko je tvofeno z 10 % sacharidy a ze 4 % rliznymi vitaminy, mineraly a dalSimi
fytochemickymi latkami, zbytek jablka (vice nez 80 %) tvoii voda (Ben-Nun 2016). V jablku
obsazené sacharidy frukt6za a sachar6za mu dodévaji jeho sladkou chut’, zatimco kysela chut
pochazi z kyseliny jable¢né, vinné a citronové. Plody obsahuji rovnéz ttisloviny, které tvoii
0,2 % a jablku dodavaji sviravou a svézi chut’ (Ben-Nun 2016). Také obsahuji cely komplex

zdravi prospéSnych latek, jejichz dostateCny a pravidelny piisun podporuje odolnost a
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obranyschopnost organismu (Boyer a Liu 2004). Vitaminy a mineraly (vitamin A, B1, B2 a B6,
niacin, kyselina pantothenové, kyselina listova, vitamin C a vitamin E, vapnik, méd’, zelezo,
hot¢ik, mangan, fosfor, draslik, selen, sodik a zinek), polyfenolické latky jako dulezita soucast
antioxida¢niho komplexu (napiiklad rutin, kvercitrin, floridzin, kyselina chlorogenova,
katechin), stopové prvky (naptiklad bor a kobalt), aminokyseliny, rozpustnd a nerozpustna
vlaknina z celulozy, pektinu a ligninu jsou v jablkach obsazeny v biologicky idealni form¢ a
nelze je proto zcela adekvatné nahradit uméle syntetizovanymi produkty (Ben-Nun 2016).
Jablka jsou tak vyznamnym zdrojem fytonutrientl a diky modernim metodam skladovani jsou

k pfimé konzumaci dostupna celoro¢né.

2.2 Genom jabloné

Genom jabloné byl osekvenovan v roce 2010 (Velasco et al. 2010). Pro sekvenovani
byla pouzita odriida ‘Golden Delicious’. Celkova délka kontigli (603,9 Mb) pokryvala ptiblizné
81,3 % genomu jablon&. Celkem bylo sestaveno 17 vazebnych skupin odpovidajicich 17
chromozomiim. Nesestavena ¢ast genomu cca 138,4 Mb byla z 98 % repetitivni a odhadovana
celkova velikost genomu byla 742,3 Mb. Celkovy pocet gent, piedpovézenych pro genom
jablong, byl do té doby nejvyssi mezi rostlinami a to 57 386 domnélych genti, véetné n¢kterych
gend, které mohou byt pfitomny pouze v jednom ze dvou parovych chromozomi. Srovnani 17
jable¢nych chromozomt ukézalo silnou kolinearitu mezi dlouhymi segmenty chromozomt 3 a
11,5a10,9a 17,13 a 16 a mezi kratSimi segmenty chromozomti 1 a7,2a7,2a15,4a 12,
12 a 14, 6 a 14, 8 a 15, coz naznaCuje, ze genom domestikované jablon¢ formovala
celogenomova duplikace (Velasco et al. 2010). Zakladni pocet chromozom u jablonég je tedy
n = 17. VétSina odrid je diploidni (2n = 34), ale objevuji se 1 odridy triploidni (3n = 51) jako
napft. ‘Jonagold’, ‘Mutsu’, ‘Boskoopské’, nebo tetraploidni (4n = 68), naptiklad mutace odridy
‘Ontario’. Existuje nékolik teorii, které vysvétluji tento jedinecné vysoky pocet chromozomi
u kmenu Maleae, nejpopularnéjsi je hypotéza takzvané Siroké hybridizace zaloZend na
alopolyploidizaci mezi predky podceledi Spiraeoideae (n = 9) a Amygdaloideae (n = 8), které
patii do celedi Rosaceae (Phipps et al. 1991). Novéjsi studie molekularni fylogeneze vSak
poukazuji na moznost, Ze kmen Maleae vznikl autopolyploidizaci nebo hybridizaci mezi dvéma
sesterskymi taxony s n = 9 (podobnymi jako je rod Gillenia rovnéz pattici do Celedi Rosaceae)

s nasledovanou diploidizaci a aneuploidizaci na n = 17 (Velasco et al. 2010).
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V roce 2017 byl genom jabloné ptesekvenovan s vyuzitim nejnovéjSich technik
(Daccord et al. 2017). K sekvenovani byl vyuzit DH Golden Delicius, ktery vznikl pomoci
technologie homozygotnich linii (tzv. DH line — double-haploid line). Daccord et al. (2017) se
ve své praci zamérovali piedev§im na charakterizaci chybéjicich repetitivnich sekvenci, studie
transpozibilnich elementil, epigenetické studie, vyvoj epigenetickych markeri a sestaveni
genomovych DNA metyla¢nich map. Celkove se povedlo osekvenovat 643,2 Mb. V jejich praci
bylo identifikovéno 42 140 gent kodujicich proteiny (coz piedstavuje 23,3 % sestavy genomu)
a 1 965 genti nekddujicich proteiny. Dikaz transkripce byl nalezen u 93 % anotovanych gend.
Transpozibilni elementy piedstavovaly 372,2 Mb, coz je 57,3 % z celkové velikosti
osekvenovaného genomu. Genom osekvenovany v roce 2017 nyni slouzi jako referencni genom
jablon¢ (Peace et al. 2019). Tyto znalosti genomu jsou velmi dilezit¢ pro pochopeni
biologického fungovani rostliny, fyziologie vlastnosti a dédi¢nosti a rovnéz pro dalsi geneticky
vyzkum jabloné. Na zaklad¢ znamé sekvence jable¢ného genomu byly naptiklad sestaveny SNP
Cipy pro genotypovani — RosBREED Apple 8K nebo Fruitbreedomics Apple 20K na platformé
Ilumina (Chagné et al. 2012; Bianco et al. 2014) a Axiom® Apple 480K na platformé Affimetrix
(Bianco et al. 2016), které predstavuji vyrazné usnadnéni pfi aplikaci ve Slechténi. Mnohem
rychleji je také mozné ur€it kauzalni geny pro urcité fenotypové projevy. Genetické mapy s
vysokou hustotou jsou konstruovany mnohem efektivnéji a diky tomu jsou QTL pro dulezité

znaky snadnéji spojovany s kandidatnimi geny (Peace et al. 2019).

2.3 Genova exprese

Gen je zakladni jednotka genetické informace, aby se tato informace mohla projevit do
kone¢ného funkéniho produktu (protein nebo nekodujici RNA), musi dojit k tzv. expresi genu.
Genova exprese je tedy uceleny proces sestavajici z dalSich krokt, jako jsou transkripce a
translace. Velmi zjednoduSené¢ ji lze popsat na zakladé konceptu centralniho dogmatu
molekularni biologie, formulovaného koncem padesatych let védcem Francisem Crickem, a
sice DNA (kyselina deoxyribonukleové) —transkriece_, RNA (kyselina ribonukleova) —ranslace_,
protein. V procesu transkripce dochdzi pomoci enzymu RNA polymerazy II k produkci
messengerové RNA (mRNA) a jejim naslednym upravam. V procesu translace je tato mRNA
jako soucast slozitého proteosyntetického aparatu pouzita coby templat k pfimé syntéze

molekuly proteinu, ktera je nasledné posttranslacné zpracovana.
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Genova exprese je ptisné regulovany proces, ktery zahrnuje Sirokou $kélu mechanisma.
Schopnost regulovat genovou expresi umoziiuje bunkdm reagovat na meénici se potieby a
podminky a dodavat funkcéni protein kdykoli je to nutné pro jejich normalni fungovani nebo
preziti. Regulace genové exprese funguje tedy jako ovladac, ktery zvySuje, snizuje nebo tplné
zastavi produkci rtiznych proteind. Tyto mechanismy jsou zakladem riznych fyziologickych a
patologickych procest, véetné bunéénych adaptaci na nova prostredi, udrzovani homeostazy a
reakce na napadeni nebo poskozeni (Volgin 2014). Regulace genové exprese se muze
projevovat na vSech urovnich procesu pfenosu genetické informace od transkripce,

posttranskripénich tprav, translace az po posttranslacni upravy.

2.3.1 Moznosti stanoveni genové exprese

Aktivita gent je rozhodujici pro pochopeni jakéhokoli biologického procesu, a to diky
tomu, Ze genova exprese je v kterémkoli daném casovém okamziku regulovana rtizné a podle
potieby. Stanovit genovou expresi je mozné pomoci riznych detekénich metod, v zavislosti na

tom, na jaké urovni je sledovana.
Na urovni RNA se vyuziva:

RT-qPCR (reverse transcription quantitative real-time PCR) — u této metody je nejdiive
mRNA pfepsdna do cDNA pomoci reverzni transkriptdzy. Samotnd metoda je zalozena na
principu klasické PCR, umoZnuje vSak sledovat kvantifikaci syntetizovaného produktu

v realném case.

RNA-seq (whole transcriptome shotgun sequencing) — jde o technologii sekvenovani RNA
pomoci NGS (sekvenovani nové generace), diky které je mozné urcit pfitomnosti a mnozstvi
RNA v biologickém vzorku v daném okamziku, ¢imz je mozné analyzovat neustale se ménici

bunéény transkriptom.

Northern blot —- mRNA je nejprve rozdélena podle velikosti na agar6zovém denaturac¢nim gelu,
poté pienesena na nitrocelulozovy filtr, denaturovana a nakonec hybridizovdna se zna¢enou
hybridizaéni sondou (tato sonda miZe byt znadena napiiklad radioaktivné (**P), nebo
digoxigeninem, biotinem, aj.). Intenzita vysledného prouzku urCuje mnozstvi sledované

mRNA.

SAGE (Sériova analyza genové exprese) — pouzivd se pro stanoveni absolutnich hladin

transkripce. Mechanismus této metody je zalozen na unikatnich malych znackach (,,tags®)
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o délce 13—15 bp, které¢ dokazou identifikovat konkrétni fragment transkriptu, a na rychlém

sekvenovani fetézcu téchto znacek spojenych dohromady.

Mikrocipy — diky této metodé je umoznéno analyzovat hladiny exprese tisici predem
vybranych gent v ramci jedné reakce. Zakladnim principem je hybridizace komplementérnich
fragmentll cDNA k sonddm pevné navazanych na povrch ¢ipu. Navazani komplementarniho

fragmentu umozni fluorescenci sondy. Tento signal je poté detekovan digitalné.

Hybridizace in situ — tato metoda umoziuje lokalizaci a identifikaci specifické sekvence
nukleotidli v RNA, a to piimo v biologickém materidlu (chromozomy, jadra, nebo celé bunky)

neizoluje se nukleova kyselina.
Na urovni proteinu lze pouzit:

Western blot — postup je podobny Nothern blot analyze, jen s tim rozdilem, ze jsou pomoci
dodecylsiran sodny — polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (SDS-PAGE) separovany

bilkoviny, které jsou na membrané detekovany specifickymi protilatkami.

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) — je imunologickd metoda zaloZena na
specifické interakci antigenu a protilatky. Enzym, ktery je navazan na antigen nebo protilatku,
katalyzuje pfeménu pridavaného substratu na produkt, ktery je barevny. Barevny produkt 1ze

meéfit spektrofotometricky.

Hmotnostni spektrometrii — princip metody je zaloZzen na ionizaci, tedy tvorbé nabitych
molekul nebo fragment molekul a méfeni jejich poméru hmotnosti k néboji, na jeho zékladé

je mozné molekuly identifikovat.

2.4 RT-gPCR

RT-gPCR (reverse-transcription quantitative real-time PCR) je metoda, kterd kombinuje
reverzni transkripci (RT-PCR) s kvantitiativni PCR v redlnim ¢ase (qPCR). Diky tomu je mozné
stanovit piitomnost mRNA pomoci jejiho piepisu do tak zvané komplementarni DNA (cDNA)
s ndslednou PCR reakci analyzovanou v redlném case, coZ umoziluje rychlou detekci zmén

v genové expresi (Adams 2020).

RT-PCR umoziiuje pouziti RNA jako templatu, kdy je nejdiive pomoci enzymu reverzni

transkriptdzy RNA pfepsana do jednovlaknové kopie komplementarni DNA (cDNA). cDNA
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pak mlze byt amplifikovdna DNA polymerazou, a tim pouzita ve standardnim procesu PCR

amplifikace.

Metoda kvantitativni polymerazové ftetézové reakce piedstavuje velice citlivou a
rychlou metodu vhodnou pro studium exprese genil. Je zalozena na principu klasické PCR,
avsak na rozdil od ni umoziuje kvantifikaci syntetizovaného produktu a kazdy cyklus je
zaznamenavan v realném case. Tento zdznam je zaloZen na principu stanoveni zmény intenzity
fluorescen¢niho zafeni béhem amplifikace. Pii hodnoceni plati, ze ¢im vyssi je obsah nukleové
kyseliny v testovaném vzorku (napt. mRNA jako vyraz Urovné exprese dané¢ho genu), tim
rychlejsi je priristek fluorescence. Jako zdroj fluorescence se vyuzivaji bud’ nespecificka
barviva interkalujici se do dvoufetézcové DNA (napt. SYBR Green), nebo specifické
fluorescen¢ni sondy komplementarni k cilové sekvenci (napt. hydrolyzacni sondy TagMan
nebo hybridiza¢ni sondy FRET). Kvantifikace mtize byt bud’ absolutni, kdy z kalibra¢ni kiivky
vytvofené za pouziti referencni DNA o zndmém mnozstvi ode¢itame presné mnozstvi mRNA
ve vzorku, nebo relativni, kdy porovnavdme mnozstvi fluorescence jednoho vzorku nebo
skupiny vzorki s jinym vzorkem nebo skupinou vzorkt (napft. kontrolni), métime tedy relativni

zménu urovni exprese mRNA.

Kvantitativni PCR reakci mizeme rozdélit do ctyt charakteristickych fazi: 1. faze
fluorescence vzorku se pohybuje na tirovni pozadim; 2. exponencidlni faze amplifikace, kdy se
mnozstvi amplifikovaného produktu relativné pomalu zvySuje na takovou tGroven, ze intenzitu
fluorescence jiz lze detekovat a je nad pozadim; 3. linearni faze amplifikace s prudkym
nartstem fluorescence; 4. faze platd, definovana jako utlum rychlosti akumulace produktu
(Pfaffl, 2004). Mnozstvi amplifikované¢ho produktu je pfimo Umérné vstupnimu mnoZstvi
pouze béhem exponencidlni faze PCR amplifikace probihajici se 100% ucinnosti (tzn. za
zdvojnasobeni poctu amplikonit v kazdém PCR cyklu), klicovym faktorem kvantitativni
schopnosti této metody je tedy to, Ze méti mnozstvi produktu praveé v této fazi (Pfaftl 2004).
Cyklus, kdy dochazi k nartistu fluorescence nad prahovou hodnotu, je zaznamenan jako C;

hodnota. C; hodnota je pak dilezita pro dalsi vypocty.

2.4.1 Vypocet relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace uruje zmény v hladindch mRNA urcitého genu napfic riiznymi
vzorky a vyjadfuje miru exprese analyzované¢ho genu vzhledem k hladiné vnitini kontrolni

mRNA. Jako kontrolni nebo referencni gen vétSinou slouzi provozni (housekeeping) geny,
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u kterych se predpoklada stala urovein genové exprese v buiice za vSech podminek. Nejcasteji
vyuzivané¢ provozni geny jsou aktin, ubikvitin, Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza
(GAPDH), tubulin aj. Hodnoty relativni genové exprese genu zdjmu jsou normalizovany
k tomuto referenénimu genu. Pro vypocet exprese genu zdjmu vzhledem k odpovidajicimu

referencnimu genu jsou stanoveny riizné matematické modely.

Nejcastéji pouzivanou metodou ke stanoveni relativni exprese je komparativni metoda
AAC; (Livak a Schmittgen 2001). Tato metoda je pomérn¢ jednoducha a zakladnim
ptedpokladem je, ze amplifikace genu zdjmu (GOI) i referencniho genu (RG) probiha se stejnou

ucinnosti. K vypoctu se pouziva vztah:

ACt (testovany vzorek) = Ctgor — Ctpe
ACt (kontrolni vzorek) = Ctgo; — Ctrg

AACt = ACt (testovany vzorek) — ACt (kontrolni vzorek)

R = 2—AACt

V nékterych ptipadech je potiebné pro presnéjsi vypocet relativni kvantifikace zohlednit
ucinnost amplifikaéni reakce, ktera je dana ucinnosti nasedani primert, slozenim PCR reakce,
ptipadné ptitomnosti PCR inhibitort v reakci. V ptipad¢, ze gen zdjmu a referencni gen nejsou
amplifikovany se stejnou uc¢innosti, je k vypoctu relativni kvantifikace vyuzita metodu dle

Pfaffla (Pfaffl 2001). Relativni pomé&r exprese se vypocita podle nasledného vztahu:

ACt kontrolni vzorek—testovny vzorek
B (Egop)ACteor( y )

R

- ACtgrg(kontrolni vzorek—testovny vzorek
(Erg) Ra( { y )

K vypoctu poméru relativni exprese (R) je tedy potieba znat ucinnost (E) amplifikace
pro referen¢ni gen (RG) a rovnéz pro gen zajmu (GOI) a hodnoty C; testovaného a kontrolniho

vzorku, a to jak pro referen¢ni gen, tak pro gen zajmu.
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2.4.2 Krivka tani

Pokud se v qPCR vyuziva interkalacni fluorescencni barvivo, které neni specifické a
vaze se na jakoukoli dvouietézcovou DNA (dsDNA) v reakci, mize dojit k detekci
nespecifického fluorescen¢niho signalu. Pokud nejsou primery optimaln€ navrzeny, dochéazi
k tvorbé nespecifickych produktl, ptipadné primery vytvaii dimery. Tyto struktury pak mohou
byt zdrojem nespecifického fluorescen¢niho signdlu a ovlivnit kvantifikaci. Pfi pouziti
interkalacniho barviva je proto vhodné vyuzit analyzy kiivek tani pro kontrolu tvorby
nespecifickych produkti. Analyza kiivky tani vyuziva toho, ze rizné amplifikované produkty
maji rzné teploty tani, které zavisi na jejich délce, obsahu GC a jejich komplementarité.
Nespecifické produkty maji obvykle teplotu tani nizsi nez specifické. Kiivka tani tedy ukazuje

zménu intenzity fluorescence pfi riznych teplotach.

Jeste citlivejsi metodou je vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM) pomoci které
je mozné¢ detekovat mutace, polymorfismy a epigenetické rozdily ve vzorcich dsDNA. Pro tuto
analyzu se vyuzivaji tzv. saturujici barviva, jako jsou napt. LCGreen plus (Idaho Technologies),
EvaGreen (Biotium) nebo ResoLight (Roche Applied Science), které¢ plné vysycuji vSechna
vazebna mista dSDNA a pfi postupné denaturaci nedochazi k jejich znovunavazani, zaroven
tato barviva ani v pfipad€ pouZiti vy$si koncentrace neinhibuji PCR reakci. V soucasnosti jiZ
HRM analyza nevyzaduje specidlni piistroj jako je LightScanner® (Idaho Technology), ale je
mozné ji provadét i na modifikovanych termocyklerech pro real-time PCR, napi. LightCycler®
480 (Roche) nebo Rotor-Gene® Q (Quiagen). Tato analyza se provadi po prob&hnuti gPCR a
zakladnim principem je postupné zvySovani teploty a sledovani zmén fluorescence pfi

denaturaci vzniklych amplikonti (Reed et al. 2007).

2.5 Profilovani genové exprese pomoci sekvenovani nové generace (NGS)

V souCasné dobé existuje na trhu nékolik platforem pro NGS. Pravdépodobné
nejvyuzivanéjsi je [lumina, u které sekvenovani probiha detekci fluorescencnich zableskii nove
inkorporovaného nukleotidu a k amplifikaci dochazi na desti¢ce opatiené oligonukleotidy, na
niz se kazdy segment DNA amplifikuje pomoci miistkové PCR. V minulosti byla vyuZivana i
metoda Solid, ktera byla vyvinuta firmou Applied Biosystems. K sekvenovani vyuziva emulzni
PCR reakci probihajici na kulicce. Vzniklé namnozené segmenty jsou umisténé do

mikroreaktorti na sklenénou desticku a nésledné jsou na n€ vazany fluorescencné znacené sondy

obsahujici vzdy dva nukleotidy. Dochéazi k opakované ligaci a odmyvani riiznych sond a méti
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se intenzita zableski pii navazani sondy na segment. Jednou z nov¢jsich platforem je Ion
Torrent od firmy Life Technologies, ktera byla vyuzita i v této praci k studiu genové exprese.
Sekvenator nové generace Ion Personal Genome Machine (PGM) je zaloZeny na technologii
schopné piimo prevadét chemicky signal do digitdlni podoby. Misto optického zpiisobu
zaznamenavani jednotlivych nukleotidii je vyuzivana detekce vodikovych protond uvolnénych
Vv pribéhu syntézy noveé vznikajiciho fetézce katalyzované DNA polymerazou. Proces probiha
na polovodi¢ovém cipu typu CMOS (Complementary Metal-Oxide Semiconductor) husté
pokrytém mikrojamkami o velikosti 3,5 um, pod nimiz je umisténa na ionty citliva vrstva a
detektor. Inkorporace nukleotidu zptsobi uvolnéni pyrofosfatu a kationtu H*, ¢imZ dojde
ke zméné pH roztoku o 0,02 jednotky za kazdou pfipojenou bazi. Detektor zachyti tuto zménu
a prevede ji do digitalni podoby. V piipadé€ inkorporovani dvou nebo vice stejnych bazi linearné
nariistd intenzita signdlu. Zatizeni tudiz funguje jako velmi citlivy druh pHmetru, kdy vstupni
material tvoti jen 10 ng DNA. Sekvenator Ilon PGM pracuje s tseky o délce 35 az 400 bp, tudiz

je vhodny pro studium exprese gend.

2.6 Potravinové alergie

Konzumace cerstvého ovoce a zeleniny mé pro ¢lovéka fadu zdravotnich benefitd,
avsak tato strava muze rovnéz obsahovat alergenni proteiny, které senzitivnim jedinciim
zpusobuji zdravotni problémy. Alergie na rostlinnou stravu je nejcastéjsi potravinovou alergii u
star§ich déti a dospélych (Ferndndez-Rivas et al. 2006). Zkonzumované ovoce a zelenina
mohou vyvolat alergickou reakci s pfiznaky od mirnych symptomi, jako je oralni alergicky
syndromu (OAS), az po tézky, Zivot ohrozujici anafylakticky Sok a smrt. Potravinova alergie je
hypersenzitivni reakce na za normalnich okolnosti neskodné latky (nejCastéji proteiny) a
zahrnuje imunitni odpovéd’ zprostfedkovanou imunoglobulinem E (IgE) syntetizovanym B-
lymfocyty (Bohle 2004). Potravinové alergie miiZeme rozdélit do dvou tiid. Potravinové alergie
tfidy I, u kterych se imunitni reakce projevuje gastrointestindlnimi a systémovymi pfiznaky, a
to z toho diivodu, Ze alergeny zahrnuté v této tfidé jsou velmi stabilni a odolné vici teplu a
procestim traveni (Pastorello a Rivolta 2004). Potravinové alergie tfidy II zptisobuji pylové
proteiny z nékolika druhli stromll a trav a proteiny z Cerstvého ovoce, vystaveni se témto

alergeniim okamzité vyvolava imunitni reakci (Eriksson et al. 1982).
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2.7 Alergeny v jablku

Jablka obsahovala ¢tvrty nejCastéjsi alergen z testovanych 24 riiznych potravin a rovnéz
byly nejvice alergennim druhem ovoce z Geledi Rosaceae (Burney et al. 2010). Uroveii
alergické reakce je zavisla na odriid¢ jablon¢ (Vlieg-Boerstra et al. 2011). Existuji odrudy,
jejichz konzumace vyvolava silné alergické reakce, a naopak i1 odridy s minimalni
alergenicitou. Genetickd determinace velkych meziodridovych rozdilti vSak doposud nebyla
pln¢€ objasnéna. Exprese alergenti u jabloni probiha zejména v plodech, pti¢emz se predpoklada,
ze u vétsiny odrud je exprese vyssi ve slupce oproti duzniné (Fernandez-Rivas a Cuevas 1999;
Matthes a Schmitz-Eiberger 2009; Pagliarini et al. 2013). Mechanické odstranéni slupky plodu
pfed konzumaci ve vétSin¢ piripadli pouze zmirni projevy alergické reakce, v urcité casti
alergické populace vSak alergickd reakce pretrvava (Ferndndez-Rivas a Cuevas 1999;
Pagliarani et al. 2013). Prvnim charakterizovanym jablecnym alergenem byl alergen Mal d 1.

Pozdé&ji byly identifikovany dalsi alergeny Mal d 2, Mal d 3 a Mal d 4.

271 Mald1

Alergen Mal d 1 je 17,5 kDa velky protein, ktery patii do rodiny PR-10 proteint. Funkce
PR-10 proteini neni stale zcela objasnéna, aktivuji se v rostlinach kuptikladu v reakci na rizné
druhy stresu, ale mohou hrat i dal§i ddlezité role v riznych vyvojovych stadiich rostlin
(Fernandes et al. 2013). U stfedoevropské populace je povaZzovan za nejvyznamnéjsi jableny
alergen (Vanek-Krebitz et al. 1995) a to pravé z diivodu jeho homologie s alergenem Bet v 1
obsaZzeném v pylu btizy (Breiteneder a Radauer 2004). Aminokyselinové sekvence téchto dvou
proteind jsou z 64,5 % identické (Vanek-Krebitz et al. 1995). V oblastech, kde rostou bftizy,
tedy dochazi ke vzniku kiizové alergické reakce, kdy se u lidi s alergii na pyl bfizy milize
vyvinout 1 alergie na jablka. Alergickd reakce zplsobend alergenem Mal d 1 se obvykle
projevuje mirn€j§imi ptiznaky a objevuje se po poziti tepelné neupraveného jablka. Dochézi
k alergické reakci na sliznicich dutiny Ustni, jazyka a hltanu a projevuje se palenim rtii, jazyka,
1 snadnou enzymatickou degradovatelnosti proteinu Mal d 1, ktery je Stépen pepsinem béhem

traviciho procesu (Bohle et al. 2006). Tento protein je rovnéz tepelné nestabilni proto alergické

reakce nevyvolavaji tepelné upravené potraviny vyrobené z jablek (Bohle et al. 2006).
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2.7.1.1 Struktura alergenu Mal d 1 a jeho alergenicita

Strukturu alergenu Mal d 1 poprvé detailné popsali pomoci NMR spektroskopie ve své
praci Ahammer et al. (2017). Sekundarni strukturu alergenu Mal d 1 tvofi sedmivlaknovy
antiparalelni B-skladany list (B1 — B7), na ktery na C-konci navazuje dlouhy a-helix (a3) a dva
po sob¢ jdouci kratké helixy (al a 02). Hrany B-skladaného listu jsou formovany vlakny B1 a
B2, které jsou spojeny helixy al a a2. Tyto dva helixy tvoii podpéru ve tvaru pismene V pro C-
koncovy dlouhy helix a3. Podobné¢ jako u dalSich proteinii z rodiny PR-10, 1 tady jsou vlakna
B1 a B2 spojena motivem smycky, ktera je bohatd na glycin. Tyto strukturalni prvky spole¢né
vytvareji velkou hydrofobni vnitini dutinu, ktera je opét typicka pro bilkoviny z rodiny PR-10
a je pravdépodobné klicem k jejich funkénimu vyznamu (Fernandes et al. 2013). Pti porovnani
alergenii Mal d 1 a Bet v 1, které oba patii do rodiny PR-10 proteint, jsou jejich trojrozmérné
struktury obecné velmi podobné (Ahammer et al. 2017). Tato strukturni podobnost je v souladu
s pozorovanou imunologickou zkfizenou reaktivitou mezi Mal d 1 a hlavnim alergenem pylu
btizy, Bet v 1, ptipadné dal§imi potravinovymi alergeny z proteinové rodiny PR-10. U vétSiny
pacientll je protein Bet v 1 senzibilizaénim ¢inidlem, kdy Bet v 1 specifické IgE protilatky
nasledné zkiizené reaguji s Mal d 1 a vyvolavaji alergickou reakci i na jablka, coz se odrazi
v klinickém pozorovani, zZe alergie na jablka se rozviji az po nastupu senné rymy v dusledku
bfezového pylu (Ebner et al. 1995). Dalsi zajimavosti je, Ze proteiny Mal d 1 aBet v 1 se v délce
1181 0 jednu aminokyselinu, a to v oblasti smycky mezi vladkny B6 a B7 (Ahammer et al. 2017).
Vzhledem k tomu, Ze tato smycka je v Mal d 1 kratsi o jeden zbytek neZ v Bet v 1, jevi se oblast
na povrchu bilkoviny v Mal d 1 se jevi jako méné¢ hydrofobni nez odpovidajici oblast na
povrchu Bet v 1. To mlze byt ¢astecné odpovédné za rizné IgE vazebné vlastnosti téchto
alergenii (Ahammer et al. 2017). Miru imunologické reakce na jednotlivé isoformy alergenu
Mal d 1 mtize ovlivnit rovnéz fakt, Ze rizné isoformy tohoto proteinu obsahuji v potencidlnich
IgE interak¢énich povrSich aminokyselinové substituce (Holm et al. 2011). A proto neni jisté, do
jaké miry se jednotlivé isoformy Mal d 1 podileji na vzniku alergické reakce u senzitivnich

jedinct.

2.1.1.2 Geneticka podstata alergenu Mal d 1

Na zéklad¢ sekvenace a vytvorenych genetickych a fyzikalnich map byla ur¢ena pozice
gent Mal d I na dvou homolognich LG (linkage group — vazebna skupina), konkrétné¢ LG13 a
LG16 a gen Mal d 1.05 byl nalezen na LG6 (Gao et al. 2005a; Velasco et al. 2010; Pagliarani
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et al. 2012). Nejdiive bylo identifikovano 18 genil pro alergen Mal d 1 a ty byly rozdéleny do
¢tyt podskupin I-IV (Gao et al. 2005a), pozd¢ji bylo identifikovano az 31 isoalergenti Mal d 1
(Pagliarani et al. 2012). Porovnanim 31 kodujicich sekvenci ziskanych diky osekvenovani
genomu odridy ‘Golden Delicius’ byl vygenerovan fylogeneticky strom, ktery rozdé¢lil tyto
isoalergeny do péti podskupin I-V (obrazek 1), z nichz ¢tyii byly jiz diive popsany a
charakterizovany (Gao et al. 2005a; Pagliarani et al. 2013). Spole¢né pro vSechny podskupiny
s vyjimkou podskupiny IV je pfitomnost jednoho intronu rtizné velikosti (Gao et al. 2005a).
V promotorovych oblastech byly identifikovany nékteré konzervativni sekvence, jako jsou

sekvence GAGAATC u bezintronovych isoforem gent podskupiny IV (Mal d 1.034, Mal d

u isoforem genl obsahujicich intron (Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.04 a Mal d 1.064) (Gao
et al. 2005a). V regulacnich oblastech genu Mal d I jsou obsazena dalsi konzervativni vazebna
mista transkripénich faktorti (motiv Box-W, ERE-element, TCA-element nebo motiv ERRE),
coz naznacuje, ze by se mohly podilet naptiklad na produkci etylenu nebo kyseliny salicylové
(Ziadi et al. 2001). Tyto rozdily v regulacnich oblastech mohou byt kli¢ové pro expresi
v rizném vyvojovém stadiu, v specifickych tkanich, jakoz i pro expresi v riznych podminkach
prostiedi nebo biotického stresu (Savazzini et al. 2015). Kuptikladu tkanova specificnost je
dobie zdokumentovéana pro nékolik isoforem genu Mal d 1 a jejich detekce v plodu je prvnim
krokem k pochopeni alergenniho potencidlu kazdé isoformy (Beuning et al. 2004). Isoformy
Mal d 1.01 a Mal d 1.02 jsou vysoce zastoupeny v plodech, nasledované jsou skupinami Mal d
1.03 (C, E a F), Mal d 1.06 (isoformy A a B), Mal d 1.07, Mal d 1.10 a Mal d 1.11 (Savazzini
et al. 2015). Nekteré isoformy genu Mal d 1 se nachézeji také ve specializovanych organech,
jako jsou pupen nebo kvét (Mal d 1.01, Mal d 1.02 a Mal d 1.03E), koteny (Mal d 1.03F, Mal
d 1.06B, Mal d 1.08 a Mal d 1.09) a listy napadeny patogenem (Mal d 1.04 a Mal d 1.06)
(Savazzini et al. 2015).

Pagliarani et al. (2013) zkoumali specifickou genovou expresi kazdé isoformy alergenu
Mal d 1 pomoci qRT-PCR na odridach ‘Gala’ a ‘Florina’ a bylo zjiSténo, Ze z 31 isoforem jich
11 nebylo viibec exprimovano. Neexprimovaly se zadné geny z podskupiny II a nékteré geny
z podskupin III a IV. Z vysledki analyzy dale vyplynulo, Ze v plodech jabloni probihala exprese
u 20 gent z podskupin I a V (vSechny geny) a nékterych gent z podskupin IIT a IV. Mezi expresi
jednotlivych isoforem byly zna¢né rozdily. Pagliarani et al. (2013) dale experimentalné ovéfili,
ze existuji rozdily v expresi mezi duzninou a slupkou plodi s vyjimkou geni z podskupiny V,

pfi¢emz transkripty genu Mal d I byly ptednostné lokalizovany ve slupce jablka.
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Obrazek 1. Fylogeneticky strom vytvofeny pomoci metody nejbliz§iho souseda (Neighbour-
joining) na zaklad¢ kodujicich sekvenci 31 isoforem alergenu Mal d 1 (upraveno dle Pagliarani

etal. 2013).

Produkty transkripce gentt Mal d I maji tedy znacnou genetickou variabilitu, ktera je
dana sekvenénim polymorfismem jednotlivych isoalel. Rada autor potvrdila, Ze nejvice
exprimovanymi isoformami jsou Mal d 1.01 a Mal d 1.02 (Beuning et al. 2004; Botton et al.
2008; Pagliarani et al. 2013). Uroveti exprese téchto dvou isoforem byla 10 az 10 000krat vyssi
nez u ostatnich isoforem genu Mal d 1 a celkové kombinované mnoZstvi RNA pro tyto dva
1sogeny piekroCilo mnozstvi vSech ostatnich isoforem dohromady (Pagliarani et al. 2013). I
pfes toto zjisténi je dilezité testovat expresi minoritnich isoforem Mal d 1, protoze 1 nepatrné
mnozstvi alergenniho proteinu miZe u nékterych jedinct vyvolat alergické reakce. Navic je
pravdépodobné, Ze alergenicitu jablek urCuje spiSe pifitomnost a mnozstvi specifickych

1soalergenti Mal d 1, nez celkovy obsah Mal d 1 (Pagliarani et al. 2013).

23



2.7.1.3 Vliv skladovani na alergen Mal d 1

Vzhledem k tomu, ze jablka jsou vhodna ke konzumaci i po nékolikamésicnim
skladovani, je dalezité poznat, k jak velkym zméndm v obsahu alergenu Mal d 1 dochézi
U riznych odrid za rtiznych podminek skladovani. Jablka jsou obvykle skladovana dvéma
zpusoby, a to v chlazeném skladu bez kontrolované atmosféry pfi teploté kolem 2 °C, nebo
V kontrolované atmosfére ULO (ultra-low oxygen) se snizenym obsahem kysliku a oxidu
uhlic¢itého, nizké teploté a vysoké vlhkosti. Pfi dlouhodobém skladovani se vyuziva dalsi
oSetieni plodu, naptiklad pfipravkem obsahujicim 1-metylcyklopropen (1-MCP) znamym pod
nazvem SmartFresh. Posouzenim vlivu skladovani na alergenicitu jablek se zabyvalo jiz
nékolik autorti (Bolhaar et al. 2005a; Sancho et al. 2006a; Botton et al. 2008; Matthes a
Schmitz-Eiberger 2009; Kiewning et al. 2013). Hladina alergenu Mal d 1 byla studovana jak
na urovni bilkovin, tak na irovni RNA. Obsah alergenu Mal d 1 se béhem skladovani vyznamné
zvysSuje. Bylo zjisténo, ze v Cerstve sklizeném plodu se nachézi kolem 1-20 pg proteinu Mal d
1 na gram jablka ale po skladovdni mlze tato hodnota vzrist az na vice nez 130 pg proteinu
Mal d 1 na gram jablka (Matthes a Schmitz-Eiberger 2009). Rovnéz genova exprese alergenu
Mal d 1 mtze v pribéhu skladovani nékolikanasobné vzrist bez ohledu na typ skladovani
(Sancho et al. 2006a; Botton et al. 2008; Kiewning et al. 2013). Efekt zptisobu skladovani na
zménu obsahu alergenu Mal d 1 jiz tak jednoznacny neni. Bolhaar et al. (2005a) zjistili, ze
obsah alergenu Mal d 1 je niz$i v plodech skladovanych v kontrolované atmosféte ULO nez v
plodech skladovanych v chlazeném skladu. V studii Kiewning et al. (2013) byl ale vysledek
opacny, u vétsiny studovanych odriid byl obsah alergenu Mal d 1 niZsi v plodech skladovanych
v chlazeném skladu. V této studii byl rovnéz potvrzen pozitivni vliv 1-MCP na niz$i hladinu

alergenu Mal d 1 v plodech béhem skladovani.

2.7.2 Mald2

Alergen Mal d 2 je 23 kDa velky protein, ktery patfi mezi thaumatin-like proteiny (TLP)
z rodiny PR-5 proteint. TLP proteiny lze rozdé&lit do tii skupin: 1) proteiny produkované jako
reakce na infekci patogenem, 2) proteiny produkované jako reakce na osmoticky stres,
nazyvané také osmotiny a 3) antifungalni proteiny pfitomné v semenech obilovin (Breiteneder
2004). TLP proteiny jsou obecné odolné vic¢i protedzdm a tepelné degradaci, coz je
pravdépodobné zplsobeno piitomnosti 16 konzervovanych cysteint v jejich struktute, které

tvoii osm disulfidickych mustkll (Breiteneder 2004). Alergeny Mal d 2 jsou povaZovany za

24



minoritni, i kdyz ve zralych jablkach jsou hojné zastoupeny a mlizou vyvolat silnou alergickou
reakci (Savazzini et al. 2015). V plodech jabloni patii geny 7LP mezi nejéastéji exprimované a
mezi odridami byl nejvySsi obsah nalezen u odridy ‘Braeburn’ (Botton et al. 2008).
Pomoci mapovacich studii a sekvence genomu jablon¢ byla urcena pozice jednotlivych genti
Mal d 2 na riznych chromozomech, naptiklad geny pro Mal d 2.01 a Mal d 2.03 se nachazi na
LG2, LGS, LGY a geny pro Mal d 2.02 na LG10, LG15 a LG17 (Gao et al. 2005b; Velasco et
al. 2010).

2.7.3 Mald3

Alergen Mal d 3 je nizkomolekulérni protein o velikosti 9 kDa, ktery patfi mezi
nespecifické proteiny prendsejici lipidy (nsLTP — nonspecific lipid-transfer proteins) z rodiny
prolaminil (PR-14). Tyto proteiny jsou pojmenovany podle schopnosti prenaset lipidy mezi
membranami. Jako ostatni PR proteiny jsou zapojeny do procesi pii adaptaci rostliny na
bioticky i abioticky stres, rozpoznavani a inhibici patogenii a jsou rovnéz zodpovédné za
kumulaci obranych extraceluldrnich polymernich latek. Pro LTP je -charakteristické
konzervativni sloZeni Sesti azZ osmi cysteinl v jejich struktuie, které tvoii tii az ¢tyfi disulfidické
mustky (Muraro a Alonzi 2012). Tato kompaktni struktura zaru€uje stabilitu viici tepelné
degradaci a protedzdm. LTP proteiny jsou vyznamnymi potravinovymi alergeny zejména
ve sttedomotskych oblastech. Neptekvapive zptisobuje Mal d 3 alergii, ktera nesouvisi s alergii
na pyl, ale navozuje tzv. systémovou alergickou reakci, ktera je provazena zavaznymi piiznaky,
jako jsou kopfivka, astma, zvraceni, prijem, hypotenze az anafylakticky Sok (Marzban et al.
2005). Neékolik studii prokazalo zkfiZzenou imunologickou reakci alergeni LTP z celedi
Rosaceae mezi sebou a rovnéZ mezi alergeny LTP zceledi Rosaceae a botanicky
nesouvisejicimi rostlinnymi druhy (Sanchez-Monge et al. 1999; Asero et al. 2002). Geny pro
Mal d 3.01 a Mal d 3.02 jsou lokalizovany na chromozomech LG4 a LG12 (Gao et al. 2005c).
Obsah alergenu Mal d 3 se zvySuje s dosazenim fyziologické zralosti plodd, pfi¢emz gen pro
1soformu Mal d 3.01 je vice exprimovan nez gen pro isoformu Mal d 3.02 (Pagliarani et al.
2009) a klesa béhem skladovani pii 4 °C, pfi€¢emz etylen zfejmé predstavuje signdlni aktivator
genové exprese (Sancho et al. 2006b). Alergen Mal d 3 je v jablku lokalizovén piedev§im
v slupce a v duzniné se témef nevyskytuje (Fernandez-Rivas a Cuevas 1999; Marzban et al.
2005). Nejvyssi obsah alergenu Mal d 3 byl nalezen naptiklad u odridy ‘Rajka’ a ‘Delorina’,
zatimco jiné komercni odrudy ‘Fuji’, ‘Brina’, ‘Golden Delicious’ a ‘Granny Smith’, mély obsah

niz8i (Botton et al. 2008).
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274 Mald4

Alergen Mal d 4 patfici mezi minoritni jablecné alergeny je 14 kDa velky protein, ktery
patii mezi profiliny. Profiliny jsou cytosolické proteiny, které se nachdzeji ve vSech
eukaryotickych bunkach a podileji se na regulaci polymerace aktinu (Radauer et al. 2000).
Pacienti alergicti na profiliny tvofi asi 20 % vSech jedinct alergickych na pyly (Valenta et al.
1992). Za tuto mnohonasobnou zkitizenou reaktivitu mezi pyly rostlin, ovocem, dalSimi
potravinami a latexem je zodpovédna vysoce konzervovand aminokyselinova sekvence
ve struktufe bilkoviny profilint (Valenta et al. 1992). Piikladem je homologie alergenu Mal d
4 s alergenem Bet v 2 obsazeném v pylu bfizy (Breiteneder a Ebner 2000). A podobné, jako je
tomu u alergenu Mal d 1, i alergen Mal d 4 je snadno tepelné a enzymaticky degradovatelny a
u senzitivnich jedinc vyvolavd pouze mirné alergické projevy (Ma et al. 2006). Genové
isoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02 a Mal d 4.03 byly pln¢ sekvenovany a byly lokalizovany na
chromozomech LG9, LG2 a LG8 (Gao et al. 2005b). Po osekvenovani jable¢ného genomu
byly nalezena i ¢tvrta isoforma a dalSi pseudogeny (Velasco et al. 2010). V plodech byla
detekovéna jen isoforma Mal d 4.03, exprese dalSich isoforem nebyla zjistitelnd (Pagliarani et
al. 2009). Nejvyssi obsah alergenu Mal d 4 byl nalezen u odriidy ‘Golden Delicious’, ‘Granny
Smith’ a ‘Rajka’, zatimco odridy ‘Fuji’ a ‘Brina’ mély obsah nizsi (Botton et al. 2008).

2.7.5 Hypoalergenni odridy

Mnohé studie dokazuji, Ze mezi jednotlivymi odridami jsou vyrazné rozdily
v schopnosti vyvolat alergickou reakci (Bolhaar et al. 2005a; Vlieg-Boerstra et al. 2011) z ¢ehoz
je zieymé, ze n€které odriidy maji niz8i obsah alergenti. Na trhu vSak v souCasnosti neexistuje
odrtida, ktera by byla zcela bez alergenii. Byly jiz vySlechtény odridy, které jsou deklarovany
jako hypoalergenni. Tyto odriidy jsou vhodné pro lidi, kterym konzumace cerstvych ploda
bézné dostupnych odriid zplsobuje jen mirné alergické projevy, jako jsou svédéni nebo
Skrabani v stni dutiné (Bolhaar et al. 2005a; Vlieg-Boerstra et al. 2011). Pravidelnou pomalou,
postupné se zvysujici konzumaci hypoalergennich jablek, ptipadné jablek s nizkym obsahem
alergenti, je mozné dosdhnout tolerance k vysoce alergennim odriddm jako je napiiklad
‘Golden Delicious’ (Kopac et al. 2012; Bergmann et al. 2020). Nothegger et al. (2020) ve své
studii ptfedpokladaji, ze pravidelnou konzumaci urcitych odriid jablek je mozné dosahnout
nejen tolerance k OAS, ale je to také vhodna imunoterapie pro sennou rymu zpusobenou

alergickou reakci na pyl biizy.
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Prvni hypoalergenni odridy ‘Santana’ a ‘Elise’ byly vySlechtény v Nizozemsku na
univerzité ve Wageningenu. Nejznaméjsi je odrida ‘Santana’, kterd vznikla jiz v roce 1978
kfizenim odrud ‘Elstar’ a ‘Priscilla’, oficialn€ na trh se vSak dostala az v roce 2006. Kromé
toho, ze vykazuje nizkou hladinu alergeni a u jedinct alergickych na jablko zptsobuje
vyznamné mén¢ alergickych pfiznakl (Kootstra et al. 2007), ma i fadu dalSich dilezitych
vlastnosti. Odrida ‘Santana’ je rezistentni ke strupovitosti zpisobované patogenem Venturia
inaequalis diky pfitomnosti genu Rvi6 a je jen mirné nachylna k nektriové rakoviné
zpusobované patogenem Nectria galligena, tudiz muize byt péstovana 1 v ekologickém
zemédelstvi. Dalsi vyhodou jsou jeji vynikajici chutové vlastnosti, odriida je vyjimecné vonava
s kiuplavou a §tavnatou duzninou, chut’ je nasladld, coz s ni dél4 ideélni jablko pro pfimou
konzumaci. Odrtida ‘Elise’ je novéjsi a jeji hlavni vyhodou je dlouha skladovatelnost, kdy na
rozdil od ‘Santany’, kterd neni vhodna pro dlouhodobé skladovani, je mozné ‘Elise’ uchovavat
az do cCervna  (https://medicalxpress.com/news/2011-03-elise-apples-suitable-people-

mild.html).

Existuje mnoho riznych strategii, které maji za cil pomoci alergikim konzumovat
jablka bez vyvolani alergické reakce. Prvni z moznosti je testovani a vybér konvencné
pestovanych odrid jablek s nizkou alergenicitou, anebo novych odrid $lechténych pravé za
timto ti¢elem a jejich hodnoceni koZznimi ,,prick* testy (skin prick test — SPT) a dvojité slepym
placebem kontrolovanym potravinovym expozi¢nim testem (DBPCFC) (Bolhaar et al. 2005a).
Timto zplisobem byla objevena pravé vySe popsana hypoalergenni odriida ‘Santana’. Dalsi
strategii je alergenové specifickd mutageneze. Mutantni gen alergenu Mal d 1 s péti
zaménénymi aminokyselinami byl ziskan mistné cilenou mutagenezi (Bolhaar et al. 2005b).
Tento gen Mal d Imut byl odvozen od isoformy Mal d 1.0108 a pomoci testt SPT a DBPCFC
bylo prokazano, ze vede ke snizen¢ IgE vazebné odpovédi. Dalsi zajimavou strategii je
genetickd modifikace. Pokrok v rostlinné biotechnologii umoZznil téméf uplné umlceni
nékterych specifickych gent, véetné gent kodujicich alergenni proteiny. U jable¢nych alergent
byla pouzita technologie RNA interference (RNA1). Modifikace pomoci RNAi funguje na
zéklad¢ sekvencné specifické degradace RNA. Dochazi k posttranskripénimu umlceni genu, a
to diky pouziti genového konstruktu, ktery sestavd z komplementarni sekvence k fragmentu
cilové genové sekvence oddélené intronem. Takovy konstrukt vede k tvorbé takzvané
intronovo-sestiihové vladsenkové RNA (intron-spliced hairpin RNA), kterd indukuje
posttranskripéni uml€eni genu (Smith et al. 2000). Pomoci této metody Gilissen et al. (2005)

uspesné transformovali in vitro péstované rostliny jabloni odriidy ‘Elstar’. Vytvofili genovy
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konstrukt odvozeny od sekvence isoformy Mal d 1.02. V transformovanych bunkach tento
konstrukt inicioval interferenci na Grovni transkripce genu Mal d 1, dochéazelo k rozpadu RNA,
coz vedlo k inhibici produkce proteinu Mal d 1. Usp&snost transformace byla prokazana PCR
analyzou, SPT testy a SDS-PAGE a néslednou analyzou imunoblotem (Gilissen et al. 2005).
Pro ovéteni stdlosti a funkcénosti RNAi1 byly tyto modifikované in vitro rostliny pfeneseny
nejdiive do skleniku a po dopéstovani zivotaschopnych stromkii byly dale naroubovany na
podnoz M9 (Krath et al. 2009). Krath et al. (2009) ve své studii pomoci qRT-PCR ov¢rili, ze
nizka troven alergenu Mal d 1 dosazena pomoci RNAi nebyla ovlivnéna roubovanim, byla
stabilni vice nez tii roky a béhem vsech vyvojovych stadii jabloni. Posledni tirovni testovani
téchto geneticky modifikovanych jabloni bylo ovéfeni jejich hypoalergenicity pomoci qRT-
PCR ptimo v plodech a pomoci oralnich provokacnich testli na alergickych pacientech. Exprese
genové isoformy Mal d 1.02, stejné jako exprese ostatnich isoforem byla v plodech geneticky
modifikovanych liniich odriidy ‘Elstar’ zna¢né snizena oproti genové expresi alergenu Mal d 1
v geneticky nemodifikované odridé ‘Elstar’ (Dubois et al. 2015). Dubois et al. (2015) rovnéz
prokazali, ze uml¢ovani genil pomoci technologie RNAi1 zaméfené na snizeni obsahu hlavniho
alergenu v jablku je schopné produkovat plody, ke kterym byla vétSina alergickych jedinct,
ucastnicich se této studie, zcela tolerantni. Genetickd modifikace by tudiz mohla byt cestou, jak

alergickym jedincim umoznit konzumaci jablek.
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3 VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

Na zékladé dosavadnich poznatki byly navrzeny nésledujici hypotézy:

» Lze predpokladat existenci geneticky podminéné tirovné exprese vyznamnych
isoalergenti v plodech jabloni. Soucasné¢ je nutné brat v potaz i1 existenci
negenetickych faktorii (ro¢nik, lokalita, skladovani plodii), které mohou rovnéz
ovlivnit urovenl exprese. Vhodné zvolenym experimentem lze dokézat, které

z téchto faktorti maji zdsadni vliv na expresi isoalergend.

» Pro 31 isoforem genu Mal d I jiz byly navrzeny a publikovany primery pro
amplifikaci. Lze ptedpokladat, ze u vybranych odriid a nadéjnych novoslechténi
jabloni pé&stovanych v Ceské republice nebudou vyrazné sekvenéni odlignosti
isoalergentt Mal d 1 a exprese isoalergeni Mal d 1 bude dostate¢na pro

detekovatelnost pomoci techniky qRT-PCR.
Z ptedlozenych hypotéz vychazeji tyto cile prace:

1. Optimalizovat metodu qRT-PCR vyuzivajici doposud publikované primerové pary pro
31 isoalergent Mal d 1.

2. Optimalizovat izolaci a purifikaci celkové genomické RNA ze slupky a duzniny plodu.

3. Pomoci metody qRT-PCR vyhodnotit expresi isoalergent Mal d I u vybranych
nadénych novoslechténi a odriid jabloni, které jsou v Ceské republice nejvice
péstovany a nejCastéji vyuzivany pro piimy konzum.

4. Pomoci qRT-PCR techniky vyhodnotit stabilitu exprese a vliv lokality a doby
skladovani na expresi Mal d 1.

5. Publikace vysledki ve védeckych periodikach.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Plody rznych odrtd jabloni vybranych k analyzam pochazely ptedevsim z pokusnych
vysadeb Vyzkumného a §lechtitelského ustavu ovocnaiského Holovousy s.r.o. (VSUO
Holovousy), odriida ‘Opal’ pochazela z vysadby od péstitele z Ostroméie. Za dobu tii let trvani
pokusu byla vyhodnocena exprese u 39 odrtd jabloni (tabulka 1). Plody byly sklizeny v dobé&
optimdlni skliziové zralosti. Exprese byla hodnocena jednak u Cerstvych plodu bezprostiedné
po sklizeni a rovnéz u skladovanych ploda. Plody byly skladovany po dobu ¢tyf mésicii a to
ve dvou ruznych podminkach: i) v podminkach fizené atmosféry ULO (“ultra-low oxygen" — 2
% 02, 1 % COy, teplota 1,5-2 °C, vlhkost 99 %); ii) v podminkach chlazeného skladu (bez
kontrolované atmosféry, teplota cca 2 °C) V piipad¢ hodnoceni dlouhodobého skladovani byly
vzorky pro analyzu odebirany ve Ctyfech ¢asovych intervalech: pfed skladovanim a po ¢tyfech,

Sesti a deviti mésicich skladovani (pro oba zplsoby skladovani).

Tabulka 1. Piehled odrid pouzitych pro stanoveni relativni genové exprese.

Odriady vyslechténé | ‘Andera’, ‘Angold’, ‘Artiga’, ‘Benet’, ‘Cumulus’ (sloupcova
ve VSUO Holovousy | odriida), Flordika’, ‘Fragrance’, ‘Frosta’, ‘Herald’ (sloupcova
odriida), HL 19, HL 2010, ‘James Grieve Super Compact’ (zakrsla
odrida), ‘Judita’ (letni), ‘Julia’ (letni), ‘Lady Silvia’, ‘Meteor’,
‘Miodar’ (letni), °Nikoleta’, ‘Reluga’, ‘Resista’, ‘Rosabel’,

‘Rubinstep’, ‘Rucla’, ‘Slendera’ (sloupcova odrtda), ‘Zuzana’

Dalsi ¢eské odrudy | ‘Bohemia Gold’, ‘Opal’, ‘Rubin’, ‘Topaz’

Svétové odrudy ‘Braeburn’, ‘Braeburn Mariri Red’, °‘Ecolette’, ‘Elise’, ‘Gala’,

‘Golden Delicious’, ‘Idared’, ‘Jonagold’, ‘King Jonagold’, ‘Santana’

Pro hodnoceni vlivu systému péstovani na hladinu genové exprese alergenu Mal d 1
bylo vybrano 9 odrid, a to ‘Angold’, ‘Golden Delicious’, ‘ldared’, ‘Jonagold’, ‘King Jonagold’,

‘Resista’, ‘Rubin’, ‘Topaz’ a ‘Zuzana’. Tyto odriudy byly péstovany jak v integrovaném
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systému produkce (IP)!, tak i v ekologickém systému produkce (EP)% Vsechny plody
pochazely z vysadeb VSUO Holovousy.

Pro ucely hodnoceni vlivu lokality na stabilitu genové exprese alergenu Mal d 1 byly
Vv prvnim roce hodnoceni ziskany vzorky z péti lokalit v ramci Ceské republiky a to Holovousy,
Téchlovice, Rovensko pod Troskami, LiSnice a Biasy. Ve druhém roce hodnoceni byly ziskany
vzorky z 11 lokalit v ramci Ceské republiky, a to Holovousy, T&chlovice, Lisnice, Pénéin,
Ploskovice, VIkov nad Lesy, Slany, Lib¢any, Biistvi, Chel¢ice, Velké Dvorce a Nechvalin.
Z téchto lokalit byly odebrany plody odridy ‘Golden Delicious’, které byly sklizeny po
dosazeni skliziiové zralosti a pfed odbérem vzorkt pro analyzy byly skladovany v chlazeném

skladu pfi teploté 2 °C. Odebirany byly po péti mésicich skladovani.

Meteorologicka data k hodnoceni vlivu lokality byla ziskana z archivu Ceského
hydrometeorologického ustavu (https://mww.chmi.cz/historicka-data/pocasi/zakladni-
informace) a meteorologicka data k hodnoceni vlivu ro¢niku byla ziskana z meteostanice

umistnéné p¥imo v sadu VSUO Holovousy.

4.2 Odbér vzorku pro analyzy

Pied odb&rem byl povrch plodll oéistén prosttedkem ROTI® Nucleic Acid-free (Carl
Roth), ptipadné také Desprej (Bochemie). Z plodu byla odebirana slupka rovnomérné ze vSech
stran. Vzorek byl pfipraven jako smésny, obvykle ze tfi az ¢tyf plodi konkrétni odrady. Slupky
se okamzit€ po odbéru zamrazily v tekutém dusiku a byly pouZity pro naslednou extrakci RNA,

pfipadné byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

4.3 1Izolace RNA

Byl optimalizovany nasledujici metodicky postup vyuzivajici Ribospin™ Plant kit
(GeneAll®) doplnény o DNA-free kit (Ambion by Life Technologies).

! Integrovd produkce je charakterizovana integraci dostupnych technickych, biologickych, chemickych a
ekologickych poznatkil. Je mozné pouziti chemickych pfipravkt se Sirokym spektrenm ucinnych latek, které
mohou byt uméle pfipraveny a v pfirodé se bézne nevyskytujici. Pfipravky se pouzivaji cilen¢ a v co nejnizsi mite
V ramci zachovani Gcinnosti, avsak s ohledem na Zivotni prostiedi.

2 Ekologicka produkce vyuziva pfirozené metody ochrany pied $kidci, plevely a nemocemi a ma za cil vyhnout
se pouzivani agrochemickych vstupl a minimalizovat poskozeni zivotniho prostfedi. V ekologicé produkei se k
ochrané vyuzivaji jen latky a slouceniny b&ézné se vyskytujici v ptirod€, pricemz je kladen diraz na zachovani
vSech prospésnych Ciniteld (bezobratli i obratlovci).
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400 mg biologického materidlu bylo zmrazeno v kapalném dusiku ve sterilni 2 ml
zkumavce. Material byl pienesen do sterilni tfeci misky, kde byl v tekutém dusiku
homogenizovan. Pro vlastni extrakci RNA bylo navazeno 50 mg homogenizovaného materialu
a preneseno do 2 ml zkumavky. K homogenatu bylo ptidano 450 pl lyzacniho pufru a vSe bylo
ihned ditkladné promichano pomoci vortexu a inkubovano 3 minuty pii pokojové teploté. Lyzat
byl pienesen na EzPure™ kolonku a centrifugovan 2 minuty pii otd¢kach 14 000 RPM.
Protekly lyzat byl opatrné bez naruSeni pelety pfenen do nové 1,5ml zkumavky a zpravidla
k 350 pl lyzatu byl ptidan stejny objem 70% EtOH. Vse bylo nezbytné okamzité promichat.
Poté byla smés pienesena na kolonku typu W a centrifugovana 1 minutu pii ota€kach 14 000
RPM. Na kolonku bylo ptfiddno 500 pl vazebného pufru a opét centrifugovdno 1 minutu.
Protekla tekutina byla vylita a na kolonku bylo ptidano 70 pl premixu reakéni smési DNase |,
ktera byla inkubovéna 15 minut pfi pokojové teploté. Poté byla provadéna inaktivace enzymu
DNase I. pfidinim 500 pl vazebného pufru a po 2 minutich puasobeni opétovnym
centrifugovanim pfi otdckach 14 000 RPM. K procisténi kolonky slouzilo ptidani 500 pl
promyvaciho pufru a nasledné centrifugace ve dvou opakovéanich za sebou. Zaveérecnym
krokem bylo pfidani 50 pul RNase free water, kterd se nechala 1 minutu pfi pokojové teploté
pusobit na kolonce. Poté byla kolonka vlozena do sterilni 1,5 ml zkumavky a centrifugovana

2 minuty pfi otackach 14 000 RPM.

Odstranéni kontaminujici genomové DNA se u kitu Ribospin™ Plant provadi jiz v
pribéhu izolace, ale vzhledem k tomu, Ze pro ucely studia exprese genil je poZzadovéno co
nejdukladnéjsi odstranéni kontaminujici DNA, byla provedena jesté jedna zavére¢na inkubace
izolované RNA s DNAsou I. Pro tento ucel byl pouzit DNA-free kit (Ambion by Life
technologies). K vyslednému eluatu o objemu 50 pl byla pfidana 0,1 objemu 10X DNase |
Buffer a 1 pl rDNase I, vSe bylo jemn¢ promichano a inkubovano 25 minut pti 37°C. Inaktivace
DNasy ve smési byla provedena pifiddnim 0,1 objemu DNase Inactivation Reagent,
promichénim a inkubaci po dobu 2 minut pti pokojové teploté. Poté se smés centrifugovala pti
otackach 14 000 RPM po dobu 2 minut a vysledny supernatant byl opatrné piepipetovan do
nové zkumavky. Koncentrace a Cistota izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky
(NanoDrop Lite, Thermo Scientific). Soucasné byl hodnocen pomér absorbance pii 260 a 280
nm (A260/A280), podle kterého lze posoudit piipadné kontaminace izolované RNA.
Purifikovana RNA byla vyuzita k ndslednému piepisu do cDNA nebo zamrazena na -80 °C pro

pozd¢jsi pouziti.
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Pied piepisem do cDNA byla kontrolovana cistota izolované RNA, aby se zcela
vyloucila pfitomnost kontaminujici genomové DNA, a to pomoci specifickych sond pro aktin

a nasledné real-time PCR.:

MaActin  (DNA): 5’-6-Fam-ATTTTCCTGTGCAAACTGCTCTGTAA-BHQ-1-3’
(detekuje pouze genomovou DNA)

MaActin  (RNA): 5’-Hex-CCATCTTAGCTTCCCTCAGTACATTCCA-BHQ-1-3°
(detekuje cDNA i genomovou DNA)

Pro amplifikacni reakci byly pouzity nasledujici komponenty:
e Combi Taq DNA polymeraza, 1U/ul (Top-Bio)

e dNTP mix, 10 mM kazdy (Genaxxon, dodavatel: Bohemia Genetics s.r.0.)

Slozeni reakéni smési: Slozeni specifického PmxII:

Slozky premixu Na 1 vzorek MaActin PmxII Finalni konc.
10x TopBio Blue pufr complete 2 pl MaActin-F primer 0,5 uM
dNTPs (10 mM kazdy) 0,4 ul MaActin-R primer 0,5 uM
Specificky PmxII 1l MaActin (sonda DNA) 0,2 uM
CombiTaq (1U/ul) 1l MaActin (sonda RNA) 0,2 uM

PCR voda 13,6 ul PCR voda

+ RNA 2l

Byl nastaven nasledujici teplotni a Casovy profil amplifikacni reakce: uvodni denaturace
95 °C/5 minut; tiikrokova amplifikace s 50 cykly (95 °C/20 s; 58 °C/20's; 72 °C/ 10 s); na zaver
50 °C/Ss.

4.4 Prepis do cDNA

Pro ptipravu cDNA byly pouZity nasledujici komponenty:

e M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/ul (Invitrogen)

e Primer Random p(dN6), pracovni koncentrace 50 ng/ul (Roche)

e dNTP mix, 10 mM kazdy (Genaxxon, dodavatel Bohemia Genetics s.r.o0.)

e RNAse free water (Top-Bio)
Ptiprava cDNA probihala podle nésledujiciho postupu (postup je optimalizovan pro pouziti
celkové RNA do koncentrace 1 pg/reakci):

1. Do jednotlivych zkumavek bylo napipetovano:
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a) 4 ul Primer Random p(dNG6) o koncentraci 50 ng/ul

b) 1 pul 10 mM dNTP mix

c) 5 ul celkové RNA (je mozno pipetovat 1 — 5 ul celkové RNA tak, aby celkové
mnozstvi RNA v reakci nepiekrocilo 1 pg, vzhledem k tomu, Ze naSe koncentrace
RNA byly nizké, kolem 30 ng/ul, bylo pouzito 5 pl)

d) 3 ul RNAse free water (do celkového objemu 13 pl)

Kroky a) + b) + d) byly pfipravovany jako premix pro vice vzorku najednou.

Sm¢és byla promichana.

2. Smés byla zahtata v cykleru na 65°C / 5 minut. Po uplynuti inkubacni doby byly
zkumavky prudce zchlazeny ve vymrazené kovové desti¢ce. Poté byly kratce
zcentrifugovany.

3. Do jednotlivych zkumavek bylo napipetovano:

a) 4 ul 5x First-Strand Buffer

b) 2ul 0,1 MDTT

c) 1 ul (200 U) M-MLYV reverzni transkriptazy, dobie promichat.
Kroky a) + b) + ¢) byly pfipravovany jako premix.

4. Vzorky byly dany do cykleru s nastavenym naslednym teplotnim profilem:

1. Inkubace pii 37°C po dobu 2 minut.
2. Inkubace pfi 25°C po dobu 10 minut.
3. Inkubace pti 37°C po dobu 50 minut.
4. Zavérecna denaturace pii 70°C po dobu 10 minut.
5. Findlni zchlazeni na 4°C.
5. Takto pfipravenou cDNA Ize pfimo pouZit jako templat (zpravidla 2 pl) pro dal§i PCR

analyzy. cDNA byla uchovavana v mrazni¢ce pii teploté -20 °C.

4.5 Optimalizace kvantitativni real-time PCR

Pro analyzu bylo pouzito zatizeni real-time PCR cykler Rotor-Gene Q (Qiagen).
Pro amplifika¢ni reakci byly pouZity nasledujici komponenty:
e Combi Taq DNA polymeraza, 1U/ul (Top-Bio)
e dNTP mix, 10 mM kazdy (Genaxxon, dodavatel: Bohemia Genetics s.r.0.)

e EvaGreen 20x (Biotium)
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Pracovni postup:

1. Podle poctu vzorkli byl ve stojanku ptipraven potifebny pocet 0,1ml stripti véetné
zkumavek pro negativni kontrolu.

2. Do jednotlivych zkumavek bylo pipetovano 18 ul PCR premixu. Pro reakci byl 3x
namichan premix, vzdy pro dany par primerd — aktin, Mal d 1.01, Mal d 1.02. K premixu

byly postupné pipetovany 2 pl vzorku cDNA (kromé negativni kontroly).

Slozeni reakéni smési:

Slozky premixu Na 1 vzorek
10x TopBio Blue pufr complete 2 ul

dNTPs (10 mM kazdy) 0,4 ul
primer F 1 ul

primer R 1 ul
EvaGreen 20x 1wl
CombiTaq (1U/ul) I

PCR voda 11,6 wl

+ cDNA 2 ul

Amplifikacni reakce kazdého vzorku byla provedena ve trech technickych replikatech.
Byly nastaveny nésledujici parametry amplifikace: Gvodni denaturace (95 °C/5 minut);
tiikrokova amplifikace s 50 cykly (95 °C/20 s; 55 °C/20 s; 72 °C/ 10 s); zavére¢na analyza tani
v kanalu HRM (teplota 76 °C—88 °C stoupala o 0,2 °C/ s). Specificnost amplifika¢ni reakce
byla potvrzena pomoci analyzy kiivky tani a sekvenovani.

K vétsin€ analyz byly pouzity specifické primery pro dvé nejvice exprimované isoformy
alergenu Mal d 1.01 a Mal d 1.02 a specifické primery pro aktin (sekvence primerti — viz tabulka
2).

Na zakladé¢ vysledkt hodnoceni relativni exprese pomoci NGS (viz kapitola 5.2) bylo
pro analyzu dlouhodobé skladovanych vzorkti odrid ‘Opal’ a ‘Gala’ vybrano dalSich 7
isoforem, konkrétné¢ Mal d 1.03D, Mal d 1.03G, Mal d 1.06A, Mal d 1.06B, Mal d 1.06D, Mal
d 1.07 a Mal d 1.13A. Pro real-time PCR byly vyuzity sekvence primert (tabulka 2), které byly
publikované v praci Pagliarani et al. (2013), kromé isoformy Mal d 1.06A, pro kterou byly

navrzeny nové specifické primery (tabulka 2).
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Tabulka 2. Sekvence primerti pouzitych pro real-time PCR

Primery Sekvence primeru 5°-3"

Mald 1.01 F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
Mald1.01R GTAATGACTGATGCTCTTGATGG
Mal d 1.02 F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
Mal d 1.02 R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA

Mal d 1.03D F ATACGAATCCGAGTTCACCTCT

Mal d 1.03D R ATCTTCTTAATGGTTCCAACTCCT
Mal d 1.03G F ATTATCAAGAGCACCAGTCACTACT
Mal d 1.03G R TCCAAGAGGTAGTTCTCAATCAA
Mal d 1.06A F CATCATGGGTGTCCTCACATACG
Mal d 1.06A R GAGCAATCTTCGGAATGAGAT

Mal d 1.06B F AAACCGAATACGCATCCATT

Mal d 1.06B R ACAGTTTTGACTGCTTGTGGAG

Mal d 1.06D F CCCTCCTGCTAGGTTGTATT

Mal d 1.06D R TCCCTCGAGAATTTCAACAG

Mal d 1.07 F CAACTTTGTGTACCAGTACAGTGTC
Mal d 1.07 R TAGTGGCTGATGCTCTTGATAAC
Mal d 1.13A F GTGTTGGAACCATCAAGAAGATTAG
Mal d 1.13A R ACATCTCCTTCAATCAAACTGTAAT
Aktin F TGACAGAATGAGCAAGGAAATTACT
Aktin R TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC

2001), kde byl jako referen¢ni gen pouzit aktin, ke kterému byly normalizovany hodnoty
genové exprese jednotlivych isoforem alergenu Mal d 1. Relativni genova exprese je udavana

v jednotkach A.U. (Arbitrary Units), coz je relativni mérna jednotka popisujici pomér mnozstvi

Relativni genova exprese byla stanovena na zakladé metody AC: (Livak a Schmittgen

latky, intenzity nebo jinych veli¢in k pfedem stanovenému referenénimu méteni.

4.6 Gelova elektroforéza a sekvenac¢ni reakce

elektroforézy a nasledné osekvenovany.

Fragmenty amplifikované pomoci real-time PCR byly analyzovany pomoci gelové

Pro gelovou elektroforézu byly pouzity nasledujici komponenty:

Agardza (Serva)
TBE pufr (VWR)
SafeView (ABM)

6% TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific)
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific)
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Byl ptipraven 3% agarozovy gel, a to rozvarenim 3 g agar6zy v 100 ml 0,5x TBE pufru.
Po Uplném rozvateni bylo ke gelu pfidano UV vizualiza¢ni ¢inidlo pro DNA SafeView v
koncentraci 1 pl na 20 ml gelu. K vzorktim byly pied nandsenim na gel piidany 4 pl 6x TriTrack
DNA Loading Dye.a jako velikostni standard pro ur¢eni velikosti amplifikovaného fragmentu
byl pouzit GeneRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use. Fragmenty na gelu byly vizualizovany

pomoci UV transiluminatoru.

Piislusné fragmenty urCené K sekvenovani byly z gelu purifikovany pomoci kitu

Expin™ Combo GP (GeneAll) podle nasledujiciho postupu:

Na UV prosvétlovaci byly z gelu vyfiznuty jednotlivé prouzky s co nejmensSim
mnozstvim okolniho gelu a vlozeny do oznacenych 1,5ml mikrozkumavek. Do kazdé
zkumavky bylo ptidano 500 ul pufru GB. Vyiiznuté gelové blocky byly ponechany v pufru az
do uplného rozpusténi agardzy. Vzhledem k tomu, ze byly purifikovany fragmenty o velikosti
<200 bp, bylo ke v§em vzorkim ptidano 100 ul isopropanolu. Smés (maximalné 700 ul) byla
pfepipetovana na SV kolonu ve sbérné zkumavce a centrifugovéana 1 min. pfi otackéach 14 000
RPM. Protekla tekutina byla vylita. Na SV kolonu bylo ptidano 500 pl pufru GB a
centrifugovano 1 min. pfi otackach 14 000 RPM. Protekla tekutina byla opét vylita. Na SV
kolonu bylo pfidano 700 pl pufru NW a vzorek se ponechal stat 1-5 min. Poté byla smés
centrifugovédna 1 min. pii otackach 14 000 RPM, protekla tekutina byla vylita a zkumavka s SV
kolonou byla opét centrifugovana 1 minutu pii otackach 14 000 RPM, aby se zcela odstranil
NW pufr z filtru. Po stoceni byla SV kolona opatrné vsunuta do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky.
Na SV kolonu bylo ptidano 30 pl pufru EB. Byla provedena inkubace 1 minutu pti pokojové
teploté, poté byly eluované fragmenty centrifugovany 1 minutu pii ota€kach 14 000 RPM.

Eluovana DNA byla pouzita pro naslednou sekvenacni reakci.
Pro sekvenacni reakci byly pouZity néasledujici komponenty:

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™)
e BigDye XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems™)
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Slozeni premixu pro sekvenac¢ni reakei:

Slozky premixu Na 1 vzorek

BigDye Terminator RR kit v3.1 2l

BigDye Seq buffer 5x 1 ul
Primer (5 uM) 1wl
PCR purifikovany produkt 61
Celkem 10 pl

Teplotni podminky PCR: 1 cyklus: 95°C 5 min
35 cykli: 95°C 30 s, 55°C 20 s, 60°C 4 min

Finalni chlazeni 8°C

Nasledna purifikace sekvenan¢ni reakce byla provedena piidanim 45 pul SAM Solution
a 10 pl BigDye XTerminator Solution do kazdé zkumavky. Smés byla vortexovana 30 minut
pti pfiblizné 1 200 RPM tak, aby byla neustale homogenni bez usazenych XTerminator

partikuli. Poté byla smé&s sto¢ena 2 minuty ve stolni minicentrifuze (MyFuge).

Do sekvenacni desticky bylo napipetovdno 25 pl vzorku bez XTerminator partikuli a
bez bublin. Vzorky byly analyzovany na genetickém analyzatoru ABI 3500 (Thermo Fisher

Scientific).

Vysledky byly analyzovany softwarem Sequence Analysis Software 6 (Thermo Fisher
Scientific) a nasledn¢ vyhodnocovany a editovany pomoci softwaru Chromas (Technelysium
Pty Ltd). Ziskané sekvence byly pomoci nastroje BLAST porovnany se zdznamy v databazi
GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pro potvrzeni, zda amplifikované fragmenty
odpovidaji pfislusnym isoformam. Alignment ziskanych sekvenci byl sestaven pomoci

softwaru Geneious Prime (Biomatters Ltd).

4.7 Optimalizace metody NGS pro kvantifikaci vSech isoforem alergenu
Mald 1

K analyzam byly vybrany ¢tyfi odrady jablek: ‘ldared’, ‘Opal’, ‘Topaz’ a ‘Rubin’.
Plody odrud ‘ldared’, ‘Topaz’ a ‘Rubin’ byly Cerstvé sklizeny, zatimco odrida ‘Opal’ byla
skladovana po dobu ¢tyf mésict, a to jak v podminkach ULO (2 % O, 1 % COy, teplota 1,5-2
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°C, vlhkost 99 %), tak v podminkach chlazeného skladu (bez regulované atmosféry, teplota
ptiblizné 2 °C).

Pro NGS byl vyuzit sekvenator lon PGM (ThermoFisher Scientific). Pied samotnym
sekvenovanim byla vytvofena knihovna DNA. K vytvofeni amplikonové knihovny byla
vybrana metoda fuzni PCR vyuzivajici fuzni primery, které do PCR amplikont inkorporuji Ion-
adaptéry A a P1. Byl proto navrZzen systém primeru tak, aby pokryl znamé isoformy genu Mal
d 1 a to na zakladé sekvenci ziskanych z databaze GenBank. Pro vneseni dulezitych sekvenci
pro vlastni sekvenacni analyzu, byl vyuzit mezikrok, kdy k adaptéru A byla pfipojena sekvence
Tg01, kterd byla pouzita pro navrh fuznich primerd. Sekvenaéni reakce za¢ind rozpoznanim
tzv. kli¢ové sekvence, ktera je soucasti adaptéru A. Aby se piedeslo sekvenaénimu zkresleni
(kdy se preferen¢né Iépe sekvenuje sekvence ve sméru jenom jednoho z paru primeru), byly
navrzeny primery tak, aby bylo mozné sekvenovat jak z forwardového, tak z reverzniho

primeru. Popis a sekvence jednotlivych fliiznich primerd jsou v pfiloze 1.

K vlastnim analyzam byla pouzita RNA vybranych odriid, kterd byla vyizolovana a
piepsana do cDNA podle postupu popsaného v kapitole 4.3 a 4.4. Ptiprava knihovny amplikont
ptislusnych isoforem Mal d 1 genu byla provedena pomoci PCR reakce s pouzitim Phusion
High-Fidelity DNA polymerase (ThermoFisher Scientific) provedené na cykleru C1000 (Bio-
Rad) s nasledujicim teplotnim profilem: 98 °C po dobu 10 s; 40x (98 °C po dobu 1 s; 53 °C po
dobu 5 s; 72 °C po dobu 7 s). Amplikony byly detekovany gelovou elektroforézou.

Purifikace amplikond byla provedena pfidanim 1,8 objemu Agencourt AMPure XP
Reagent do amplifikované DNA. Smé&s byla dikladné promichdna pipetovanim a 5 minut
inkubovéna pii pokojové teploté. Poté byla zkumavka na 2 minuty umisténa na magnetu, aby
doslo k vytvofeni pelety pomoci kulicek obsazenych v AMPure XP reagent, supernatant byl
odstranén. K peleté byl pfidan Cerstvé pripraveny 70% etanol a vzorek byl pii pokojové teploté
30 sekund inkubovan. Poté byl supernatant odstranén a krok byl opakovan. Aby doslo
K aplnému odstranéni etanolu, byla oteviena zkumavka inkubovana 5 minut pfi pokojové
teploté. K vymyti knihovny z kuli¢ek doslo ptfidanim 20 pl TE pufru, pipetovanim a inkubaci
na magnetu po dobu 1 minuty. Poté opét doslo k vytvoreni pelety a supernatant s amplikonovou
knihovnou mohl byt pfenesen do nové zkumavky. Vyslednd knihovna byla kvantifikovana
fluorimetricky a nafedéna dle doporuceni vyrobce. Vlastni piiprava templatu pro sekvenovani
probihala v automatické pipetovaci stanici Ion Chef™ Systém (ThermoFisher Scientific).

Sekvenovani probihalo s vyuzitim ¢ipu Ion 316 s teoretickou kapacitou ¢teni 2-3 miliony (300-
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600 Mb). Vyhodnoceni dat probihalo pomoci lon Reporter softwaru dodavaného vyrobcem
(ThermoFisher Scientific) (piiloha 2).

4.8 Statisticka analyza vysledku

Pro statistické zpracovani byly pouzity hodnoty relativni exprese ACt které byly
vypocitané pomoci programu Microsoft Excel. Hodnota relativni exprese jednotlivych

isoforem alergenu Mal d 1 byla vyjadfena vzhledem k referen¢nimu genu pro aktin.

Pro kazdy datovy soubor byl proveden test normality dat. Vzhledem k tomu, Ze vétSina
datovych soubort, se kterymi bylo pracovano, neodpovidala Gaussovu normalnimu rozdéleni,
byly pro statistické hodnoceni pouzity neparametrické testy, a to Kruskal-Wallistv test,
s naslednym vyzitim post-hoc testti pro ucely mnohonasobného porovnani, a to Dunniiv test a
Bonferroniho korekce. Pro dvouvybérové porovnani byl pouzit Mann-Whitneylv test.

Statistické analyzy byly vypracovany pomoci programu GraphPad Prism 8.

40



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Hodnoceni genové exprese v plodech vybranych odrud jabloni

Plody vybranych odrd byly vyuzity pro hodnoceni faktort, které by mohly mit vliv na
zménu genové exprese alergenu Mal d 1, a to ro¢nik, skladovani, systém produkce a lokalita.
Vysledky hodnoceni vlivu ro¢niku na zménu genové exprese byly ziskany za tii roky, vysledky
hodnoceni skladovani byly ziskany za dva roky a systém produkce a lokalita byly hodnoceny
rovnéz ve dvou letech. Vzhledem k tomu, ze porovnanim genové exprese vsech isoforem bylo
zjisténo, Ze dvé nejvice exprimované isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02 tvofi u vétSiny odrad,
a to jak u Cerstvych, tak u skladovanych, kolem 80 % celkové genové exprese alergenu Mal d
1 (Pagliarini et al. 2013; v nasi praci kapitola 5.2), byly pro Gcely dalSich analyz hodnoceny
pravé tyto dvé isoformy. Relativni exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 byla
charakterizovdna na zéklad¢ vysledkd optimalizované real-time PCR pomoci vypocti
odvozenych od metody AAC: (Livak and Schmittgen 2001). Hodnoty C: byly ziskany

kvantitativni analyzou, jejiz graficky vystup je zndzornén na obrazku 2.

10% e =
107 R
4 4
1010 Mald 102/ / Actin
= / /Maid o1
= ! ;
w 15 ;.'
€ 10 . y
2 _Thresho&d /
20 {
1077 ™
25 A\ |
10 ) |
\“ , |
10 T L . : : : : :
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cycle

Obrazek 2. Priklad grafického vystupu relativni kvantifikace pomoci real-time PCR

v programu Rotor-Gene Q.

Analyzou kiivek tani a porovnanim ziskanych sekvenci s databazi GeneBank byla

potvrzena specifita obou isoforem (piiloha 3 a 4).
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5.1.1 Vliv ro¢niku na uroven genové exprese

V prubéhu tiech let (2016 az 2018) byla zhodnocena relativni genova exprese isoforem
Mal d 1.01 a Mal d 1.02 u 39 odrid. U nékterych odriad nebylo mozné ziskat plody ve vSech
ttech letech hodnoceni, ptipadné kvalita izolované RNA nebyla dostacujici, nebo mohlo dojit
k jinym komplikacim, proto hodnoceni v tomto roce chybi. U hodnoceni vlivu ro¢niku na
genovou expresi vybranych isoforem ve slupce ploda byly tyto relativni hodnoty vyjadfeny
jednak v podob¢é parametru ‘ratio’, coz je relativni kvantifikace exprese vztazena k
referen¢nimu genu aktin a rovné€z v podobé parametru ‘norm. ratio’, coz je relativni
kvantifikace exprese vztazena K referenénimu genu aktin a normalizovana k odrudé ‘Golden
Delicious’ (tabuky 3, 5 a 7 pro jednotlivé analyzované roky). Zaroven bylo vypocteno, v jakém
poméru se lisi relativni exprese jedné isoformy od druhé. Vysledky byly pro vétsi ptehlednost
zpracovany 1 do grafti 1-3. Statistickd analyza rozdild v genové expresi mezi jednotlivymi

odridami je v jednotlivych letech uvedena v tabulkach 4, 6 a 8.

cwwvr

genu Mal d 1 zafadit novoslechténi HL 2010 a HL 19, dale odrudy ‘Lady Silvia’, ‘Zuzana’,
‘King Jonagold’, ‘Braeburn’ a ze sloupcovych odrid ‘Cumulus’. Nejvyssi hladinu genové
exprese dosahoval alergen Mal d 1 u odrid ‘Judita’ a ‘Resista’ (graf 1). Bylo potvrzeno, ze
isoforma Mal d 1.01 ma expresi niz$i nez isoforma Mal d 1.02, u vét$iny odrid to bylo v poméru
1:2 az 1:4. U odrtiid ‘Benet’ a “Topaz’ dosahoval tento rozdil exprese poméru az 1:10 (tabulka
3).
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Tabulka 3. Vysledky relativni genové exprese (méfeno v jednotkach A.U.) isoforem Mal d
1.01 a Mal d 1.02 v roce hodnoceni 2016.

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Pomér

Odrida ratio norm. ratio ratio norm. ratio 2l el gl 2

: ' Mal d 1.02
HL 2010 6,93 0,037 19,40 0,094 1:3
Lady Silvia 17,19 0,093 62,98 0,308 1:4
HL 19 30,42 0,164 52,47 0,256 1:2
Zuzana 20,73 0,112 78,25 0,382 1:4
King Jonagold 29,93 0,162 77,78 0,380 1:3
Braeburn 30,32 0,162 78,80 0,385 1:3
Braeburn Mariri Red 42,72 0,231 75,94 0,371 1:2
Cumulus 31,42 0,170 89,69 0,438 1:3
Nikoleta 61,61 0,333 60,28 0,295 1:1
Andera 18,73 0,101 108,89 0,532 1:6
Rucla 42,51 0,226 90,95 0,444 1:2
Jonagold 32,08 0,173 104,26 0,509 1:3
Slendera 22,12 0,119 116,45 0,569 1.5
Meteor 37,10 0,200 102,17 0,499 1:3
Artiga 52,17 0,281 94,40 0,461 1:2
Reluga 42,98 0,228 105,21 0,514 1:2
Bohemia Gold 73,78 0,405 79,90 0,390 1:1
Fragrance 27,19 0,145 128,90 0,630 15
Angold 58,62 0,316 110,00 0,537 1:2
Ecolette 55,44 0,296 149,78 0,732 1:3
Rubin 81,01 0,437 126,83 0,620 1:2
Idared 51,52 0,278 171,66 0,839 1:3
Rubinstep 47,96 0,259 184,00 0,899 1:4
James Grieve S. C. 29,74 0,160 212,45 1,038 1:7
Herald 50,22 0,271 199,03 0,973 1:4
Miodar 84,27 0,452 167,73 0,820 1:2
Santana 109,14 0,589 194,02 0,948 1:2
Benet 27,80 0,148 277,59 1,357 1:10
Rosabel 105,67 0,570 203,67 0,995 1:2
Opal 73,89 0,399 310,20 1,516 1:4
Golden Delicius 185,26 1,000 204,62 1,000 1:1
Topaz 38,41 0,207 408,28 1,995 1:11
Gala 218,82 1,181 269,98 1,320 1:1
Judita 173,85 0,929 681,96 3,333 1:4
Resista 369,71 1,995 1278,30 6,248 1:4
Kalibrator (G.D.) 185,26 1,000 204,62 1,000 1:1
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Relativni exprese (A.U.)

Graf 1. Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce ¢erstvych ploda v roce hodnoceni 2016.
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Tabulka 4. Statisticka analyza rozdili v genové expresi mezi jednotlivymi odridami v roce 2016. Nulova hypotéza byla testovana na hladiné

vyznamnosti o = 0,05; pfiCemz ns — p > 0,05; * —p <0,05; ** —p <0,01; *** —p <0,001; **** —p <0,0001.

Lady Silvia Ins

HL 19 Ins ns

[Zuzana Ins ns ns

King Jonagold ns ns ns ns

Braeburn ns ns ns ns ns

Braeburn Mariri red ns ns ns ns Ins Ins

Cumulus Ins ns ns ns Ins Ins ns

Nikoleta Ins ns ns ns Ins Ins ns ns

IAndera Ins ns ns ns Ins Ins ns ns ns

Rucla * ™ ns ns Ins Ins ns ns ns ns

Jonagold * ™ ns ns Ins Ins ns ns ns ns ns

Slendera * ™ ™ ns Ins Ins ns ns ns ns ns ns

Meteor * ™ ™ ns Ins Ins ns ns ns ns ns ns ns

IArtiga il ik ik o * * ns ns ns ns ns ns ns ns

Reluga il ik ik o * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Bohemia Gold il ik o il i * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Fragrance iniiel i e ikl * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

lAngold el ikl ins ko iR ik il i * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Ecolette il ikl Sl el <> i * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

IRubin Pk okl ek Bk ek ** I * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Idared ootk Pkl ek ok ok ekl ek Pk x * I I ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Rubinstep [k pkdkk Pokokk pokokok ke Pk Bk Bk Bk Bk e I * * ns ns ns ns ns ns ns ns

James Grieve S. C. [F*** ok Pk fodkk ok ok pokok ek Pk ek ek ok * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Herald [k ke pokokok pokokeke - leokokok okl ok ek ek ** [ il ** * * * ns ns ns ns ns ns ns ns

Miodar [k prkkk pokokok pekokeke leokokok okl ek ek ek x> [ il ** * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Santana oAtk Pk ek lokokok Plokokok ok plokokok lokokeke Dok ok ekl ek ek el * * * ns ns ns ns ns ns ns ns

Benet [lorkok Pk pekokk lokokok Plokokok lokokok plokoleoke ook ek ek ek ek Pk plek ek P * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Rosabel ikt Pk flkokok iokekeke Plokokok [deokokek Plokkeke ook Dokl ek ek ek ek ek plek Pk P i i ns ns ns ns ns ns ns ns ns

0pa| ek kI e s S s S e e I e S e e S e S e L e S e S e S e [Fk* [Fk* [** [** [** [** [* [* nS nS ns ns ns ns ns ns ns

Golden Delicius otk Pk rkokok lokekeke Plokokok [dokokok pleokkeke okl Pokokok okl [k [k ek ek Bk Bk ek ek P i ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

[Topaz itk Pk ikt lokekeoke Blokokok [dekokeoke plokeleke ook koo koo ekt okt Plekekeke pleokkeke ok okl ok pok ek ok i i ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Gala [tk Pk ikt lokekeoke Brokokok dekokeoke plokleke ook koo okt ekt okl Plekokeke pleokekeke ek ok ok ok ek ok il * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Judita [ttt Pk ikt lokekeoke Blokokok - [ekeokeoke plokeleke ook koo okt etk pokekek Plekekeoke pleokekeke Plokekeke ok ok ok ek ok T * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Res'sta ek kI e s I e S e I e S e S e I e e L e S e S e e S e s I e L e I e e S [Fh* [Fx* [** [** [** 3 3 I* I* ns ns ns ns ns ns ns ns

.g = @ o O
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Ve druhém roce hodnoceni mezi odridy s nejnizsi hladinou exprese Mal d 1 patfily
odridy ‘King Jonagold’, ‘Opal’, nebo zakrsla odrida ‘James Grieve Super Compact’. Nejvyssi
hladinu genové exprese dosahoval alergen Mal d 1 u sloupcové odrudy ‘Herald’ a u odrady
‘Bohemia Gold’ (graf 2). Opét bylo potvrzeno, ze isoforma Mal d 1.01 ma expresi niZs§i nez
isoforma Mal d 1.02, u vétSiny odrud to bylo v poméru 1:2 az 1:4. U odridy ‘Topaz’ dosahoval

tento rozdil exprese poméru 1:7 a u novoslechténi HL 2010 pomér 1:8 (tabulka 5).
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Tabulka 5. Vysledky relativni genové exprese (méfeno v jednotkach A.U.) isoforem Mal d
1.01 a Mal d 1.02 v roce hodnoceni 2017.

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Pomér

Odrida ratio norm. ratio ratio norm. ratio el ol AT ¢

' ' Mal d 1.02
King Jonagold 15,33 0,083 21,02 0,103 1:1
James Grieve S. C. 16,00 0,086 31,49 0,154 1:2
Opal 9,03 0,049 38,95 0,190 1:4
Jonagold 25,24 0,136 28,51 0,139 1:1
HL 2010 7,29 0,039 57,66 0,281 1:8
Braeburn Mariri Red 29,65 0,160 36,76 0,180 1:1
Lady Silvia 13,00 0,070 55,59 0,272 1:4
Miodar 16,45 0,089 52,35 0,256 1:3
Braeburn 23,48 0,127 48,06 0,235 1.2
Cumulus 18,54 0,100 53,95 0,264 1:3
Zuzana 21,61 0,117 52,76 0,255 1:2
Frosta 26,48 0,143 48,28 0,236 1:2
Resista 26,85 0,147 48,15 0,235 1:2
Fragrance 26,13 0,137 51,77 0,253 1:2
Flordika 28,13 0,152 50,10 0,245 1:2
Ecolette 22,90 0,124 56,24 0,275 1:2
Idared 26,62 0,141 52,72 0,258 1:2
HL 19 30,31 0,163 53,21 0,260 1:2
Golden Delicious 28,39 0,153 56,25 0,275 1:2
Artiga 29,45 0,159 56,76 0,277 1:2
Reluga 52,96 0,288 49,76 0,243 1:1
Angold 41,31 0,225 64,61 0,316 1:2
Nikoleta 25,76 0,139 82,52 0,403 1:3
Topaz 14,22 0,077 95,68 0,468 1:7
Julia 25,68 0,137 89,07 0,435 1:3
Santana 46,96 0,252 71,02 0,347 1:2
Meteor 53,08 0,287 66,26 0,324 1:1
Benet 60,55 0,327 66,90 0,327 1:1
Andera 41,22 0,220 88,07 0,430 1:1
Rosabel 53,82 0,291 75,76 0,367 1:1
Rubinstep 59,85 0,325 70,54 0,345 1:1
Rucla 54,95 0,297 90,32 0,441 1:2
Gala 61,27 0,331 101,85 0,498 1:2
Elise 65,97 0,354 124,53 0,606 1:2
Rubin 46,53 0,251 145,69 0,712 1:3
Bohemia Gold 112,74 0,609 166,58 0,814 1:1
Herald 70,74 0,375 284,06 1,388 1:4
Kalibrator (G.D.) 185,26 1,000 204,62 1,000 1:1

47



®Mald1.01 mMald1.02

400
350
300
o)
< 250
L]
1%}
o
< 200
o]
c
=
w© 150
o
[
100
0 |
O & 2 O 0 N @ O R xR XX @ ® X2 O O P RO AL RS SRS R RS NS
\O’b\\.@.Q\’bk\\)(\&,\.ng\.Q,\.\{?«%%\\.’b\\(\OszQ/Q,(' c,\\\
'bqoo ((\le OQ ’bqoo \:\9 \i\‘ @@\ob éo ((\\) \;\? Q‘OL’ Q/%\(—) ﬂ’b(\ éb\ O\é}’ \b’bﬁ ‘2}’ '\'(J\o Vﬁo Q@\) (\QOO .*O\Q/ «OQ \\) é”b Q‘/g’ Q)Q}\ (\66 0450 ’\Q\' > (52, 3 Q‘\go Q\
& 8 FRFEP TS & < & S SR MRS &
@o%QQQ} \)é‘ bQ,Q Q)C}\
S 0 S
QQ’ :bQ/ ©
o& ‘b‘
<
e?e
S,z,((‘
Odrady

Graf 2. Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce ¢erstvych ploda v roce hodnoceni 2017.

48



Tabulka 6. Statisticka analyza rozdilt v genové expresi mezi jednotlivymi odridami v roce 2017. Nulova hypotéza byla testovana na hladin¢

vyznamnosti o = 0,05; pficemz ns —p > 0,05; * —p <0,05; ** —p <0,01; *** —p <0,001; **** —p <0,0001.

James Grieve S. C. [ns

Opal ns |ns

Jonagold ns [ns [ns

HL 2010 ns [ns |ns |ns

Braeburn Maririred(ns |ns [ns [ns |ns

Lady Silvia ns [ns [ns |ns [ns [ns

Miodar ns [ns [ns |ns [ns |ns [ns

Braeburn ns |ns |ns |ns [ns [ns [ns [ns

Cumulus ns [ns [ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns

Zuzana * * ns ns ns ns ns ns ns ns

Frosta * ns [ns [ns |ns [ns |ns |ns [ns [ns |ns

Resista * ns |ns |ns |ns [ns [ns [ns |ns  |ns |ns

Fragrance * * ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns

Flordika el i * * ns |ns |ns |ns [ns [ns [ns  [ns  [ns |ns

Ecolette o |* * * ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns

Idared o |* * * ns [ns [ns |ns [ns ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns

HL 19 iioiol ekl Bk il Kl * * * ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns

Golden Delicious ~ [*** [** |**x [** |* O |* * ns [ns [ns |ns |ns [ns |ns [ns |ns |ns

Artiga Ak (ke (ke ke k| * ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns

Reluga ool Sekskol Sokciol okoiol Sciol SoloRN SoioRN SeiefN hod * ns (ns |ns |ns |ns [ns [ns [ns [ns  |ns

Angold K|k ek dkk [k ek ek (k| * ns |* ns [ns |ns |ns [ns |ns |ns [ns |ns

leoleta dkkk | khhk | hhkhkk [dhk F*kk K*hkk *%k *%k *%k * * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Topaz dhhkk [hhkk [hhkkhk | khkhhk | )kk *hk*k *k *k *k Kk * * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

JLI|Ia dkkk | hhhk [hhhk [hhkkk |dhk K*hkkk | Kkk F*kk *%k *k *k *%k *k * * * * ns ns ns ns ns ns ns

Santana dhhkk [hhkkx [hhkkhkh | khhhk |Khhk [dhkk |[dhkx *hk*k *k Kk Kk Kk Kk * * * * ns ns ns ns ns ns ns ns

Meteor dkkk | khhk [hhhkk [hkkk |hhkkk |Khkk [Khhk F*kk F*kk *k *k *%k *k *k * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Benet dhkhkk [hhkk [hhkkhhk | hhhk [Khhdk [dhkdk | Khdhkh |dhhk [Khhkx *kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk *k * * ns ns ns ns ns ns ns ns

Andera Kkkk | hhhk [hhkk [hkdhk | Khkkhk |Khhk [hhkk |[hhkkk | *kk K*kk K*kk K*kk K*kk *k *%k *%k ** * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Rosabel dhkhkk [hhkk [hhkkhhk | hhhk [Khhdk [dhkdk | Khdhkh |dhhk [Khhkx *kk *kk *kk *kk Kk Kk Kk *k * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns nS

Rubinstep dkkk | hhhk [hhhk [hhkkk [hhdkk |Khdhk [Khhk [hhhkdk |dhkk | *kk K*kk K*kk K*kk *k *%k *%k ** * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Rucla Khkhkk [hhkkdx [hhkkhh | hhhk [Khhhk [hhhkd [dhkkh |dhdkh [Khhk |[dhdkdh |dhdhh | dhhhk [dhk *kk *kk *kk *hk *k *k * * * ns ns ns ns ns ns nS nS nS

Gala dkkk | hhhk [hhhkk [hkdhk |hhkkk |Khhhk [hhhdk [hhdkdh |Khdhk [Khhhk [hhdkdk [dhkdhk | dhhd |dhx K*kk K*kk *kk ** ** ** * * * ns ns ns ns ns ns ns nS nS

E|IS€ Khkhkk [hhkk [hhkdhh | hhhk [Khhhk [hhhkdk | hhdhkh |dhhhk [hhhdk |[dhdkkh |Khdh |dhhdk [dhdkdh [Khdkh | dhdhk |dhkx *hk *k *k *k *k * * * ns ns ns ns nS nS nS nS nS

Rubl'n Khkkk | hkhk [Kkkk | hkkk |hhkk [Fhkkh |hkdkk [hhkk [Fkkk |hhkk [dhhk [Fkdkk |dhkk |dhkhk [hkkk | dhk *kk *k *k *k *k * * * ns ns ns ns nS nS nS nS nS nS

Bohemla Gold Khkkhk | Khhhk [hhhkdx [hhkdhh | Khdhkh |Khhhk [Fhhhkd [dhdkkh |Khdhd [Fhhhdk [dhdkdh [Khdhh |dhhdk |dhdkd [dhdhkd | hhdkdk |dkhddx [dxk *Khk *% *% *% * * * ns ns ns ns ns nS nS nS nS nS

Herald Kdkkk | hkhk [Khkkk |hkkk [hhkk [Fhkkhk |hhkk [hhhkh [Fkdkhk |hhkhk [dhkhk [Fhkkk |dhkkk [dkkd [hhkk |dhkkk [dhkhk |hkk *kk *kk *k *k *%k *% * * ns ns nS nS nS nS nS nS nS nS
2 |g 2
g § s |o |c8lE £ |3 S g |e e g «s g <
o > P= =l = = < < c X 1 c © k=] = - < @ D =
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Ve tfetim roce hodnoceni miizeme mezi odridy s nejnizsi hladinou exprese genu Mal d
1 zafadit odrady ‘Jonagold” a ‘Golden Delicious’ a ze sloupcovych odrid Slenderu. Nejvyssi
hladinu genové exprese dosahoval alergen Mal d 1 u odrudy ‘Miodar’ a novoslechténi HL 19
(graf 3). I v tfetim roce hodnoceni méla isoforma Mal d 1.01 genovou expresi nizsi nez isoforma
Mal d 1.02, u vétsiny odrid byl tento pomér od 1:1 az ke 1:7. U odrady ‘Miodar’ dosahoval

tento rozdil exprese poméru az 1:14 (tabulka 7).

Tabulka 7. Vysledky relativni genové exprese (méfeno v jednotkach A.U.) isoforem Mal d
1.01 a Mal d 1.02 v roce hodnoceni 2018.

Mal d 1.01 Mal d 1.02 Pomér

Odrida ratio norm. ratio ratio norm. ratio 42l el L £

: : Mal d 1.02
Jonagold 4,88 0,026 12,30 0,060 1:3
Golden Delicious 7,11 0,039 12,35 0,060 1:2
Slendera 7,42 0,040 25,79 0,125 1:3
Braeburn Miriri Red 11,92 0,065 26,09 0,127 1:2
Topaz 6,85 0,037 31,63 0,155 1:5
James Grieve S. C. 10,66 0,058 39,04 0,191 1:4
Zuzana 23,97 0,129 31,93 0,156 1:1
Braeburn 22,32 0,120 34,88 0,169 1:2
Fragrance 14,83 0,080 51,75 0,253 1:3
Cumulus 29,39 0,159 41,10 0,200 1:1
Frosta 18,17 0,098 63,30 0,309 1:3
Herald 21,94 0,117 65,05 0,318 1:3
Meteor 17,23 0,093 73,47 0,358 1:4
King Jonagold 37,36 0,202 55,08 0,269 1:1
Judita 18,02 0,098 77,97 0,379 1:4
Rucla 26,60 0,144 69,40 0,339 1:3
Angold 23,46 0,123 74,38 0,363 1:3
Resista 12,73 0,069 85,45 0,418 1:7
Rubin 25,05 0,135 83,29 0,407 1:3
Flordika 15,11 0,082 106,16 0,519 1:7
Santana 43,41 0,237 86,82 0,424 1:2
Benet 27,67 0,149 113,77 0,556 1:4
Julia 36,85 0,199 125,01 0,603 1:3
Elise 59,48 0,321 117,83 0,576 1:2
Artiga 25,40 0,137 176,89 0,865 1:7
Rubinstep 71,36 0,381 186,56 0,912 1:3
Reluga 95,03 0,513 221,36 1,082 1:2
Gala 54,04 0,290 270,64 1,323 1:5
HL 19 53,21 0,287 382,78 1,870 1:7
Miodar 48,18 0,259 694,68 3,395 1:14
Kalibrator (G.D.) 185,26 1,000 204,62 1,000 1:1
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Graf 3. Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce ¢erstvych ploda v roce hodnoceni 2018.
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Tabulka 8. Statisticka analyza rozdili v genové expresi mezi jednotlivymi odridami v roce 2018. Nulova hypotéza byla testovana na hladiné

vyznamnosti o = 0,05; pfiCemz ns — p > 0,05; * —p <0,05; ** —p <0,01; *** - p <0,001; **** —p <0,0001.

Golden Delicious ns
Slendera ns ns
Braeburn Miriri Red ns ns ns
Topaz ns ns ns ns
James Grieve Super Compact ns ns ns ns ns
Zuzana ns ns ns ns ns ns
Braeburn ns ns ns ns ns ns ns
Fragrance * ns ns ns ns ns ns ns
Cumulus * ns ns ns ns ns ns ns ns
Frosta * * ns ns ns ns ns ns ns ns
Herald el el * ns ns ns ns ns ns ns ns
Meteor il il il * * * ns ns ns ns ns ns
King Jonagold haled el el * * * ns ns ns ns ns ns ns
Judita ik eicia B il el el * * * ns ns ns ns ns ns
Rucla faiaial helaial kel * el * * ns ns ns ns ns ns ns ns
Angold dkk kR Rk el il * * * ns ns ns ns ns ns ns ns
Resista foiaial heielal el ** *x * * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Rubin Ak [kdk ko ke ke ek b bl * * ns ns ns ns ns ns ns ns
Flordika Aok Rk ook ok ke kel [k kel kel * * ns ns ns ns ns ns ns ns
Santana Ak [dkkk Sk dkkok ket ke akk ek bl x| * ns ns ns ns ns ns ns ns
Benet K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk *kk *kk Kk *k *k * * * nS nS ns ns nS ns ns
Julia Fokckk Rk ekkok - okokk [ kkokk Rk PRk ekl ekl ok ** * * * ns ns ns ns ns ns ns ns
E|IS€ K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk *hkkk *kk *hk *k Kk * * nS * ns ns nS ns ns nS nS
Artiga Ak ok ko sk ket kol [kl [dekkk ook ke kel ek ke ek 1k * * * ns ns ns ns ns ns
Rubinstep K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hk Kk *k *k * * * * nS ns ns nS nS ns nS
Reluga Ak ok ko stk ket kool kol dekkk ookl [tk ok kk (ke ek ke ek e ek ns ns ns ns ns ns ns
Gala Ak ok dkkok stk ket kool kol dekkk ookl [tk ook kk ek okl ke Rk e ek ns ns ns ns ns ns ns ns
HL lg K*hkkk K*hkkk K*hkkk *hkk *hkk *hkk K*hkkk K*hkkk *hkkk *hkk *hkk K*hkkk *hk *hk Kk *kk *k *k * * ns nS nS ns nS nS ns ns
M iodar Kkkk Fkkk Fkkk Kkkk Kkkk Kdkkk Kkkk Kkkk Kkkk  [Khkkk [Kkhkk [kkkk [kkk *kk *kk *kk Kk Kk *% * * ns ns ns ns ns ns ns ns
g
k=] S| o c 3 1%} k=] - 53
S c2 |5 ] =] = = = © =] s X~ s i <
S o0 |» [ Sv |N o s O T T > ¥Ss|3 x < @ & o & o 3 o < x @ o T
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Na zaklad¢ uvedenych vysledki mizeme mezi odridy s nizkou relativni expresi genu
Mal d I zahrnout nésledujici: ‘King Jonagold’, ‘Jonagold’, ‘Braeburn Mariri Red’, ‘Braeburn’,
‘Cumulus’, ‘Zuzana’, ‘Fragrance’ (tyto odrudy byly hodnoceny ve vsech tiech letech), ‘Lady
Silvia’, ‘Frosta’, ‘Slendera’, HL 2010 (tyto odridy byly hodnoceny ve dvou letech). Stabilné
vysoké hladiny relativni exprese genu Mal d 1 ve vsech tiech letech dosahovala odriida ‘Gala’.
Odrtda ‘Gala’ byla zarazena mezi odriidy s vysokym obsahem alergenu Mal d 1 i v dalSich
pracich jako naptiklad Matthes a Schmitz-Eiberger (2009), Kiewning et al. (2013) anebo
Bolhaar et al. (2005a). V praci Ricci et al. (2010) byla ‘Gala’ vyhodnocena jako odriida
s nejvyssi alergenicitou slupky. Avsak vSeobecné se jednotlivé vysledky hodnoceni odriid na
zaklad¢ obsahu alergenu Mal d 1 dosti lisi a nelze jednoznacné fict, které odrudy lze zatadit
mezi nizkoalergenni a které mezi vysokoalergenni. Pro ndzornost jsou vSechny odridy

souhrnné uvedeny v grafu 4.

53



Graf 4 (1. ¢ast). Souhrnné porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce Cerstvych plodu v letech 2016, 2017 a
2018.
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Graf 4 (2. ¢ast). Souhrnné porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce Cerstvych plodu v letech 2016, 2017 a
2018.
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Diky velkému poctu hodnot relativni exprese ziskanych za tfi roky hodnoceni u Siroké
Skaly odrid, bylo pfistoupeno k statistickému vyhodnoceni rozdilu mezi dvéma
nejvyznaméjSimi isoformami a rovnéz mezi jednotlivymi roky hodnoceni. V nasledujici tabulce
9 je potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi relativni genovou expresi isoformy Mal d 1.01
a isoformy Mal d 1.02, a tedy v porovnani hodnot ziskanych od vSech hodnocenych odrud za
celé sledované obdobi. V tabulce 10 je zase potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi

celkovou relativni genovou expresi v roce 2016, 2017 a 2018.

Tabulka 9. Statisticka analyza rozdilt v relativni expresi isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02. V
tabulce jou zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na hladiné vyznamnosti
a = 0,05; Cerven¢ jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05). V ptilozeném grafu
je znazornéno porovnani rozdill hodnot medidnl, minima a maxima, 25 az 75 percentilu

relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02.
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Tabulka 10. Statisticka analyza rozdild v primérné relativni expresi genu Mal d 1 ve tfech
letech hodnoceni. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na
hladin¢ vyznamnosti o = 0,05; Cervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).
V piilozeném grafu je znazornéno porovnani rozdilit hodnot medidn{i, minima a maxima, 25 az

75 percentilu relativni genové exprese genu Mal d 1 ve tfech letech hodnoceni.

1800
1600
1400
1200

rese

2017 <0,0001 Qo
2018 <0,0001 0,0231 2 1000+
2106 2017 800-

600
400
200- g ;

2016 201 7 201 8
Rok

ex

Relativn

Vzhledem k tomu, ze mezi v§emi tfemi hodnocenymi roky byly statisticky vyznamné
rozdily v relativni genové expresi alergenu Mal d 1 (tabulka 10), byly nasledné v ramci
porovnani vlivu ro¢niku vyhodnoceny parametry priimérna ro¢ni teplota a praimérny ro¢ni tthrn
srazek. VIiv sucha na expresi alergenti v plodech u jabloni studovali napt. Botton et al. (2008),
avsak tento vliv se jim nepovedlo prokézat i piesto, ze u jinych plodin mize sucho stimulovat
expresi ruznych genu patiicich do skupiny PR (Akbudak et al, 2020; Gregorova et al. 2015;
Yang et al. 2011). Z naSich vysledka vyplyva, Ze v roce, kdy bylo srazek nejvic, byla primérna
realtivni genova exprese alergenu Mal d 1 niZsi a naopak Vv letech, kdy bylo srazek méné, byla
tato exprese vyssi (graf 5). Dalo by se tedy tvrdit, ze nedostatek vody piisobi na jabloné jako
abioticky stres, a tim padem muze vyvolavat vyssi expresi stresovych proteint, jako jsou PR

proteiny, do kterych patii i alergen Mal d 1.
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Graf 5. Hodnoceni rodili v relativni expresi genu Mal d 1 v zéavislosti na zméné

meteorologickych podminek (souhrn sraZzek v mm a teplota v °C) v jednotlivych letech.

5.1.2 Vliv skladovani na firoven genové exprese

Hodnoceni vlivu skladovani na relativni genovou expresi alergenu Mal d 1 probihalo u
vzorkt sklizenych v prvnim a ve druhém roce hodnoceni. Do hodnoceni nebyly zafazeny letni

odrtdy, u kterych neni skladovani bézné.

V prvnim roce hodnoceni doslo vlivem skladovéani u 19 z 31 odrtd k nartstu celkové
genové exprese alergenu Mal d 1 u obou typt skladovani, u 6 odrid k nartstu jen u jednoho
typu skladovani a u 6 odrad k poklesu v obou typech skladovani. V pribéhu skladovani v
chlazeném skladé nejvice vzrostla celkova exprese genu Mal d 1 v porovnani s Cerstvym
vzorkem u odrud ‘Lady Silvia’, ‘Bohemia Gold’, ‘Herald’ a ‘Santana’. V ptipadé¢ skladovani v
podminkach ULO nejvice vzrostla celkova exprese genu Mal d 1 v porovnani s Cerstvym
vzorkem u odrud ‘Zuzana’ a ‘Bohemia Gold’. Pii porovnani obou zptsobu skladovani byla
celkova genova exprese vyssi u 19 vzorka skladovanych v chlazeném skladu v porovnani se
vzorky skladovanymi v podminkdch ULO, u 11 vzorkli tomu bylo naopak a tedy Ze celkova
genova exprese byla vyssi u vzorki skladovanych v podminkach ULO v porovnani se vzorky
skladovanymi v chlazeném skladu (graf 6). Statisticky vyznamny rozdil mezi skladovanim
Vv chlazeném skladu a v podminkach ULO byl potvrzen u 24 z 31 odriid (tabulka 11). U vétSiny

odrid v chlazenym skladu m¢la isoforma Mal d 1.01 nizsi expresi nez isoforma Mal d 1.02, a
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to v poméru 1:1 az 1:6, jen u odrid ‘Herald” a ‘Reluga’ m¢la v chlazeném skladu o néco vyssi
expresi isoforma Mal d 1.01. V podminkach ULO byl zfejmy narast isoformy Mal d 1.01, u
odrid ‘Rucla’, ‘Rubin’, ‘Santana’ byl pomér v prospéch isoformy Mal d 1.01 2:1, v piipadé
odridy ‘Rosabel’ az 3:1 (tabulka 11).

Tabulka 11. Vysledky relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 v roce
hodnoceni 2016 u vzorkd skladovanych v chlazeném skladu a v podminkach ULO.
V poslednim sloupci tabulky jsou zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na

hladin¢ vyznamnosti a = 0,05; Cerven¢ jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

sklad . ULO 9 Hladina
Pomér Pomér , .
Odrida Mald | Mald | Mald1.01: | Mald | Mald | Mald1.01: Zif;‘;‘;:;‘;ﬁ‘;
101 | 1.02 | Mald1.02 | 1.01 | 1.02 | Mald1.02 Lo

HL 2010 60,70 | 70,22 11 63.00 | 57,56 11 <0,0001
Lady Silvia | 204,60 | 443,68 12 131,10 | 142,37 11 <0,0001
HL 19 119,16 | 201,78 12 52,35 | 98,59 12 0,0882
Zuzana 86,44 | 99,10 11 330,94 | 308,69 11 <0,0001
King Jonagold | 39,13 | 73,36 12 101,60 | 108,93 11 <0,0001
Bracburn | 115,21 | 131,66 11 68.44 | 97,69 11 <0,0001
Braeburn 1 199 99 | 175.34 1:2 104,46 | 98,42 11 <0,0001

Mariri Red

Cumulus 126,02 | 221,36 12 91,57 | 93,50 11 <0,0001
Nikoleta 26,42 | 4572 12 2242 | 4331 12 >0,9999
Andera 38,22 | 176,68 15 92.43 | 266,26 13 <0,0001
Rucla 201,40 | 210,44 11 240,04 | 125,42 21 <0,0001
Jonagold 52,35 | 101,85 12 7717 | 122,80 12 <0,0001
Meteor 137,83 | 381,00 13 62,95 | 145,28 12 <0,0001
Artiga 5347 | 72,54 11 109,64 | 107,15 11 <0,0001
Reluga 129,02 | 125,40 11 148,52 | 100,47 11 >0,9999
Bohemia Gold | 514,51 | 521,57 11 585,53 | 480,16 11 0,0004
Fragrance | 16,45 | 49,18 13 3337 | 41,84 11 >0,9999
Angold 58,23 | 152,23 13 99,73 | 163,55 12 <0,0001
Ecolette 108,65 | 213,84 12 126,55 | 109,39 11 <0,0001
Rubin 101,16 | 172,08 12 93.28 | 4942 21 <0,0001
Idared 69,25 | 226,01 13 133,75 | 220,10 12 <0,0001
Rubinstep | 59,65 | 379,96 16 61,59 | 108,14 12 <0,0001
Herald 703,53 | 675,11 11 6550 | 68,76 11 <0,0001
Santana 451,99 | 863,25 1:2 120,00 | 60,00 2:1 <0,0001
Benet 49,00 | 181,86 14 4931 | 169,70 13 >0,9999
Rosabel 64,48 | 8368 11 116,15 | 33,99 31 >0,9999
Opal 136,40 | 237,29 12 245,02 | 188,80 11 <0,0001
Golden Delicius | 84,26 | 251,93 13 146,38 | 183,38 11 >0,9999
Topaz 65,50 | 219,80 1:3 37,11 | 155,23 1:4 <0,0001
Gala 191,23 | 366,25 12 396,18 | 334,78 11 <0,0001
Slendera 204,27 | 259,00 11 120,26 | 105,91 11 <0,0001
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Graf 6. (1. ¢ast) Porovnani rozdilu relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 u Cerstvych vzorkl a vzorki odrud skladovanych

Vv chlazeném skladu a v podminkach ULO v roce hodnoceni 2016.
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Graf 6. (2. ¢ast) Porovnani rozdilu relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 u ¢erstvych vzorkt a vzorkl odrid skladovanych v
chlazeném skladu a v podminkach ULO v roce hodnoceni 2016.
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V druhém roce hodnoceni doslo vlivem skladovani u 27 z 33 odrid k nérGstu celkové genové
exprese alergenu Mal d 1 v obou typech skladovani, u 3 odriid k narustu jen u jednoho typu
skladovani a u 3 odrid k poklesu v obou typech skladovani. U odrudy ‘Santana’ bylo
hodnoceno jenom skladovani v podminkdch ULO, a to z divodu znehodnoceni vzorki v
chlazeném skladu. V prubéhu skladovani v chlazeném skladé¢ nejvice vzrostla celkova exprese
Mal d 1 v porovnani s ¢erstvym vzorkem u odrud ‘Lady Silvia’ a ‘King Jonagold’. V piipadé
skladovani v podminkach ULO nejvice vzrostla celkova exprese genu Mal d 1 v porovnani s
¢erstvym vzorkem u odrid ‘Lady Silvia’ a ‘Braeburn’. Pfi porovnani obou zpusobu skladovani
byla celkova genova exprese vyssi u 12 vzorkl skladovanych v chlazeném skladu v porovnéani
se vzorky skladovanymi v podminkach ULO, u 21 vzorkl tomu bylo naopak a celkova genova
exprese byla vy$§i u vzorkd skladovanych v podminkiach ULO v porovnani se vzorky
skladovanymi v chlazeném skladu. Statisticky vyznamny rozdil mezi skladovanim v chlazeném
skladu a v podminkach ULO byl potvrzen u 27 z 33 odrud, u odridy ‘Santana’ nelze hodnotit
(tabulka 12). U vétsiny odrud v chlazenym skladu méla isoforma Mal d 1.01 niz$i expresi nez
isoforma Mal d 1.02, ato v pomé&ru 1:1 az 1:7, jen u odrudy ‘Flordika’ méla v chlazeném skladu
o néco vyssi expresi isoforma Mal d 1.01. V podminkach ULO byl zfejmy narist isoformy Mal
d 1.01, jak v piedeslém roce, tak i v tomto roce hodnoceni, byl u odrid ‘Rucla’ a ‘Santana’
pomér v prospéch isoformy Mal d 1.01 2:1 (tabulka 12). VSechny vySe popsané vysledky jsou

znazornény v grafu 7.
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Tabulka 12. Vysledky relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 v roce
hodnoceni 2017 u vzorkl skladovanych v chlazeném skladu a v podminkiach ULO. V
poslednim sloupci tabulky jsou zaznamenany hodnoty p. Nulovéa hypotéza byla testovana na

hladin¢ vyznamnosti a = 0,05; Cervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

sklad " ULO . Hladina
Pomér Pomér , .
Odriida Mald | Mald | Mald1.01: | Mald | Mald | Mald1.01: Vilz“;m“r"s“
101 | 102 | Mald1.02 | 101 | 102 | Mald102 |® aUI:/(e) SUS
HL 2010 30,87 | 97,49 1:3 63,27 | 58,35 1:1 >0,9999
Lady Silvia 105,79 | 348,17 1:3 500,33 | 719,13 11 <0,0001
HL 19 71,86 | 202,91 1:3 62,26 | 118,68 1:2 <0,0001
Zuzana 96,17 | 118,07 1:1 174,13 | 119,16 1:1 <0,0001
King Jonagold | 82,35 | 295,44 1:4 160,22 | 110,64 1:1 <0,0001
Braeburn 16,76 60,69 1:4 322,62 | 627,44 1:2 <0,0001
Braeburn 28,78 | 108,15 1:4 125,40 | 124,21 11 <0,0001
Mariri Red
Cumulus 56,11 | 122,93 1:2 59,87 | 49,88 1:1 <0,0001
Nikoleta 17,75 | 128,35 1:7 55,08 | 108,39 1:2 0,0167
Andera 36,51 | 218,80 1:6 133,67 | 203,20 1:2 <0,0001
Rucla 43,61 | 92,42 1:2 154,21 | 89,47 2:1 <0,0001
Jonagold 37,27 | 223,10 1:6 161,58 | 134,06 1:1 <0,0001
Meteor 112,37 | 269,97 1:2 53,08 | 119,20 1:2 <0,0001
Artiga 23,75 87,24 1:4 47,73 | 111,69 1:2 <0,0001
Reluga 53,71 | 127,72 1:2 116,27 | 92,43 1:1 <0,0001
Bohemia Gold | 100,68 | 196,30 1:2 157,35 | 142,71 1:1 >0,9999
Fragrance 19,59 | 86,04 1:4 32,60 | 50,68 1:2 0,0003
Angold 54,20 | 108,23 1:2 116,46 | 124,24 1:1 <0,0001
Ecolette 29,86 96,64 1:3 51,63 | 40,60 1:1 <0,0001
Rubin 108,16 | 205,57 1:2 187,99 | 183,17 1:1 <0,0001
Idared 14,34 | 81,49 1:6 4907 | 78,43 1:2 <0,0001
Rubinstep 25,65 | 100,28 1:4 64,08 | 63,42 1.1 >0,9999
Herald 50,10 | 178,28 1:4 92,42 | 73,02 1:1 <0,0001
Santana - - - 109,67 | 62,26 2.1
Benet 95,89 | 248,28 1:3 134,68 | 128,37 1:1 <0,0001
Rosabel 37,71 72,34 1:2 124,22 | 93,28 1:1 <0,0001
Opal 40,04 | 98,37 1:2 60,84 | 106,47 1:2 <0,0001
Golden Delicius | 37,02 | 223,38 1:6 81,40 | 241,67 1:3 <0,0001
Topaz 29,87 | 132,55 1:4 33,60 | 92,50 1:3 <0,0001
Gala 64,00 | 219,49 1:3 132,83 | 136,56 1:1 0,1531
Resista 29,60 | 108,14 1:4 63,90 | 61,96 1:1 0,5641
Elise 37,76 85,84 1:2 89,49 | 78,28 1:1 <0,0001
Frosta 12,20 60,41 1:5 40,32 | 45,50 1:1 0,2625
Flordika 112,77 | 109,69 11 137,53 | 115,63 1:1 <0,0001
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Graf 7. (1. ¢ast) Porovnani rozdilu relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 u ¢erstvych vzorkt a vzorkl odrid skladovanych v

chlazeném skladu a v podminkach ULO v roce hodnoceni 2017.
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Graf 7. (2. ¢ast) Porovnani rozdilu relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 u Eerstvych vzorkl a vzorki odrud skladovanych

Vv chlazeném skladu a v podminkach ULO v roce hodnoceni 2017.
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Co se tyce jednotlivych isoforem alergenu Mal d 1 byly mezi nimi nalezeny statisticky
vyznamné rozdily i v souhrnném hodnoceni miry relativni genové exprese. V piipadé Cerstvych
vzorkl i vzorkt skladovanych v chlazeném skladu byla exprese vyssi u isoformy Mal d 1.02
nez u isoformy Mal d 1.01. AvsSak v ptipadé skladovani v podminkach ULO dochazelo
predevsim k rustu exprese isoformy Mal d 1.01 a u témé&f poloviny odrid byla tato exprese
dokonce vyssi nez v piipad¢ isoformy Mal d 1.02. To dokazuje i statistické hodnoceni, kdy
v podminkach ULO neni mezi isoformou Mal d 1.01 a Mal d 1.02 statisticky vyznamny rozdil
(tabulka 13).

Tabulka 13. Statisticka analyza rozdili v relativni expresi isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02
mezi plody Cerstvé sklizenymi a plody skladovanymi v chlazeném skladu a v podminkach ULO.
V tabulce jou zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na hladin€ vyznamnosti
a = 0,05; ¢ervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05). V pfilozeném grafu
je znazornéno porovnani rozdili hodnot mediand, minima a maxima, 25 az 75 percentilu

relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02.

1000
900 -
% 800-
@ T -_
= 700+
Md1.01 versus Md1.02 g- 600-
Cerstvé <0,0001 3 500
chlazeny sklad <0,0001 g
UuLO 0,0743 "ﬁ 400-
o
o

Diky velkému poctu hodnot relativni exprese ziskanych za dva roky hodnoceni u Siroké
Skaly odrid, bylo pfistoupeno k statistickému vyhodnoceni rozdilu mezi dvéma zplsoby

skladovani a Cerstvymi vzorky. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi relativni genovou
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expresi alergenu Mal d 1 v erstvych plodech a v plodech skladovanych u v§ech hodnocenych
odrad za celé sledované obdobi, avSak mezi pouzitymi zpusoby skladovani nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil (tabulka 14). Tyto vysledky jsou v souladu se zjisténimi, které jsou
popsany v literarnim pichledu v kapitole 2.7.1.2, a sice ze skladovani ma vliv na zvySeni obsahu
alergen Mal d 1 v plodech jabloni a rovnéz, Ze nelze jednoznacné uréit, ktery zptisob skladovani
je vhodnéjsi z hlediska alergenicity. Souvislost skladovani s alergenicitou jablek je detailnéji
diskutovana v kapitole 5.2.1, kde byly vyhodnoceny zmény genové exprese V pribéhu
dlouhodobého skladovani

Tabulka 14. Statisticka analyza rozdilt v relativni expresi genu Mal d 1 mezi plody Cerstvé
sklizenymi a plody skladovanymi v chlazeném skladu a v podminkach ULO. V tabulce jou
zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05;
cervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05). V pfilozeném grafu je
znazornéno porovnani rozdili hodnot medianti, minima a maxima, 25 az 75 percentilu relativni

genové exprese alergenu Mal d 1 v Cerstvych a skladovanych plodech.
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5.1.3 Vliv systému produkce na urovei genové exprese

U cerstve sklizenych plodit byl zhodnocen vliv systému péstovani (EP — ekologicka

produkce; IP —integrovana produkce) na hladinu genové exprese. Hodnoceni probihalo tfi roky.

V prvnim roce byly zhodnoceny odrudy ‘Angold’, ‘Golden Delicious’, ‘ldared’,
‘Rubin’, ‘Zuzana’, ‘Jonagold’ a °King Jonagold’ (graf 8). U odrid ‘Angold’, ‘Golden
Delicious’ a ‘lderad’ byla celkova genova exprese alergenu Mal d 1 vyS$i v integrované
produkci a u odrud ‘Rubin’, ‘Zuzana’, ‘Jonagold’ a ‘King Jonagold’ tomu bylo obracen¢ a vyssi
genova exprese byla v ekologické produkcei, u odrady ‘King Jonagold’ byla tato exprese az 9
krat vyssi. Nicméné, statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny jen u odrud ‘Golden
Delicious’ a ‘King Jonagold’ (tabulka 15).
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Graf 8. Hodnoceni vlivu systému produkce na hladinu genové exprese isoforem Mal d 1.01 a

Mal d 1.02 v prvnim roce hodnoceni.
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Tabulka 15. Statisticka analyza miry genové exprese mezi dvéma systémy péstovani (EP —
ekologicka produkce; IP — integrovana produkce) v prvnim roce hodnoceni. V tabulce jsou
zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05;

¢ervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

IP versus EP
Angold 0,3113
Golden Delicious 0,0493
Idared 0,4997
Rubin 0,7137
Zuzana 0,0523
Jonagold 0,5245
King Jonagold 0,0002

Ve druhém roce byly zhodnoceny odridy ‘Angold’, ‘Golden Delicious’, ‘ldared’,
‘Rubin’, ‘Zuzana’, ‘Resista’ a ‘Topaz’ (graf 9). U odrid ‘Rubin’ a ‘Zuzana’ byla celkova
genova exprese alergenu Mal d 1 vys$$i v integrované produkci a u odrid ‘Angold’, ‘Golden
Delicious’, ‘ldared’, ‘Resista’ a ‘Topaz’ tomu bylo obracené a vyssi genova exprese byla
Vv ekologické produkci. Statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny opét jen u dvou odriid

ato ‘Resista’ a ‘Topaz’ (tabulka 16).
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Graf 9. Hodnoceni vlivu systému produkce na hladinu genové exprese isoforem Mal d 1.01 a

Mal d 1.02 ve druhém roce hodnoceni.
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Tabulka 16. Statisticka analyza rozdilti miry genové exprese mezi dvéma systémy péstovani
(EP — ekologicka produkce; IP — integrovana produkce) ve druhém roce hodnoceni. V tabulce
jsou zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05;

¢ervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

IP versus EP
Angold 0,4188
Golden Delicious 0,3722
Idared 0,5454
Rubin 0,5514
Zuzana 0,7053
Resista 0,0249
Topaz 0,0050

Ve tietim roce byly zhodnoceny odridy ‘Angold’, ‘Golden Delicious’, ‘Rubin’,
‘Zuzana’, ‘Resista’ a ‘Topaz’ (graf 10). U odrad ‘Angold’ a ‘Zuzana’ byla celkova genova
exprese alergenu Mal d 1 vyssi v integrované produkci a u odrad ‘Golden Delicious’, ‘Rubin’,
‘Resista’ a ‘Topaz’ tomu bylo obracen¢ a vyssi genova exprese byla v ekologické produkcei, u
odridy ‘Rubin’ byla tato exprese az témet 6 krat vyssi. | v tomto piipadé byly statisticky

vyznamné rozdily vyhodnoceny u dvou odrid, a to ‘Rubin’ a ‘Resista’ (tabulka 17).

B Mald1.01 Mal d 1.02

Relativni exprese (A.U.)

Odrady a systém produkce

Graf 10. Hodnoceni vlivu systému produkce na hladinu genové exprese isoforem Mal d 1.01 a

Mal d 1.02 ve tietim roce hodnoceni.
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Tabulka 17. Statisticka analyza rozdilti miry genové exprese mezi dvéma systémy péstovani
(EP — ekologicka produkce; IP — integrovana produkce) v tfetim roce hodnoceni. V tabulce jou
zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05;

¢ervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

IP versus EP
Angold 0,1749
Golden Delicious 0,8544
Rubin 0,0004
Zuzana 0,8243
Resista <0,0001
Topaz 0,3662

Z uvedenych dat je ziejmé, ze u tohoto faktoru nelze jasné uréit, jaky vliv ma systém
produkce na expresi, vzhledem k tomu, ze vysledky se 1isi jak v pfipad€ hodnoceni jednotlivych
odrid, tak v pfipadé hodnoceni v jednotlivych letech. Je to patrné u odrud, které byly
hodnoceny ve vSech tfech letech, kdy odriida ‘Angold’ ma v prvnim a tfetim roce hodnoceni
vyssi expresi V integrované produkci a ve druhém roce ma vyssi expresi vV ekologické produkci.
Odrida ‘Golden Delicious’ ma v prvnim roce hodnoceni vyssi expresi V integrované produkci
a ve druhém a tfetim roce ma vyssi expresi V ekologické produkci. Odriida ‘Rubin’ ma ve
druhém roce hodnoceni vyssi expresy v integrované produkci a v prvnim a tfetim roce ma vyssi
expresy v ekologické produkci. Odriida ‘Zuzana’ mé ve druhém a tfetim roce hodnoceni vyssi
expresy V integrované produkci a v prvnim roce ma vyssi expresi V ekologické produkci.
Nicmén¢ u vétSiny odrud nejsou tyto rozdily statisticky vyznamné. K podobnému zavéru dosli
ve své praci rovnéZ Marzban et al. (2005), ktefi nezjistili Zadné vyznamné rozdily mezi
péstovanim v konven¢énim a ekologickém zeméd¢lstvi z hlediska obsahu proteinu Mal d 1.
V naSem hodnoceni v pribc¢hu tii let byly statisticky vyznamné rozdily nalezeny v Sesti
ptipadech, z ¢eho u Ctyt odriid byly naméfené hodnoty relativni genové exprese vyssi v piipadé
ekologické produkce (2x ‘Resista’, ‘Rubin’, ‘Topaz’ a ‘King Jonagold’) a u jedné odridy byly
naméfené hodnoty relativni genové exprese vyssi v ptipadé integrované produkce (‘Golden
Delicious’). Matthes a Schmitz-Eiberger (2009), ktefi stanovovali obsah proteinu Mal d 1 v
plodech péstovanych jak v ekologické, tak v integrované produketi, zjistili statisticky vyznamné
rozdily mezi hodnotami namétenymi u plodu sklizenych ze sadti v ekologické produkci a ploda
sklizenych ze sadl v integrované produkci. U odrudy ‘Jonagold’ zjistili, ze u plodu sklizenych

ze sadi nachazejicich se v Klein-Altendorfu jsou namétené hodnoty vyssi v ekologické
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produkci nez v integrované a naopak u plodi sklizenych ze sadti nachazejicich se v Bavendorfu
jsou namétené hodnoty vyssi v integrované produkci nez v ekologické. U odridy ‘Topaz’ byly
namétfeny hodnoty obsahu alergenu Mal d 1 vyssi u plodi sklizenych ze sada Vv integrované
produkci a to v obou lokalitach. Vliv systému produkce na genovou expresi isoformy Mal d
1.01 métili ve své praci rovnéz Siekierzynska et al. (2021). Byly hodnoceny odrudy ‘Gala’,
‘Golden Delicious’ a ‘Idared’ a u vsech byla hladina genové exprese isoformy Mal d 1 vyssi

Vv piipadé péstovani v ekologické produkci. Tato hodnoceni byla provadéna v jednom roce.

Mal d 1 patii k proteintim, které se v rostlinach aktivuji v reakci na rizné druhy stresu
(Fernandes et al. 2013), je tedy mozné, Ze u obou systémi péstovani mohou na plody pusobit
odlisné spoustéce stresové reakce. Na plody péstované v ekologické produkci mohou ve veétsi
mife pasobit patogeny, jako jsou houby, viry, a bakterie, anebo hmyzi $kidci, a to proto, ze
u tohoto typu produkce nejsou vyuzivany bézné chemické postiiky. V integrované produkci
jsou jabloné oSetfované rozlicnymi fungicidy a pesticidy a s ohledem na pocasi, ptipadné silu
infek¢niho tlaku choroby nebo Skidce miize byt toto oSetfeni riizn€ intenzivni. Tato oSetfeni
mohou na rostlinu rovné€Z pusobit jako jista forma stresu a vyvolat produkci PR-10 proteint, a
to vCetné alergenu Mal d 1. Z nasi studie vyplyva, ze podminky péstovani (ekologicka vs.
integrovana produkce) nemusi byt tim rozhodujicim faktorem, ktery ma vliv na hladinu exprese
genu Mal d 1, ale reakce na jakékoli stresové faktory mize byt zavisla i na odridé¢ a na jejim
genetickém zakladu. Avsak mechanizmus, ktery vede k aktivaci syntézy proteinu Mal d 1
Vv jablonich, neni jesté zcela prozkouman a objasnén, a proto je jen velmi tézké urcit, co presné

se na této aktivaci podili.

5.1.4 Vliv lokality na uroven genové exprese

Dals§im hodnocenym parametrem byl vliv lokality na expresi isoforem Mal d 1.01 a Mal
d 1.02. Plody odrady ‘Golden Delicious’ byly odebrany z jednotlivych lokalit, jejichz popis je
shrnut v tabulce 18.
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Tabulka 18. Charakteristika lokalit, ze kterych byly ziskany plody odridy ‘Golden Delicious’

pro hodnoceni vlivu lokality na genovou expresi alergenu Mal d 1. a) data za rok 2016; b) data

zarok 2017.
a)
Lokalita Okres Kraj Nadmoi'ska | Primérna Priamérny
vyska rofni teplota | roni  dhrn
(cO)* srazek (mm)*
Rovensko pod Semily Liberecky 390 7,9 768
Troskami - Prose¢ |
LiSnice Sumperk Olomoucky 320 8,6 684
Téchlovice Hradec Kralové | Kralovéhradecky | 290 8,6 577
Brasy Rokycany Plzensky 440 8,3 671
Holovousy Jigin Kralovéhradecky | 290 8,6 577
* dle dat CHMU za rok 2016 pro jednotlivé kraje
b)
Lokalita Okres Kraj Nadmotska | Primérna Primérny
vyska rocni teplota | roéni  thrn
CO)* srazek (mm)*
Péncin Liberec Liberecky 280 79 946
Ploskovice Litométice Ustecky 240 8,9 667
VIkov nad Lesy Nymburk Stredocesky 230 9,3 615
Lisnice Sumperk Olomoucky 320 8,4 716
Slany Kladno Sttedocesky 270 9,3 615
Holovousy Ji¢in Kralovéhradecky 290 8,4 803
Libcany Hradec Kralové | Kralovohradecky | 240 8,4 803
Téchlovice Hradec Kralové | Kralovéhradecky | 290 8,4 803
Biistvi Nymburk Stredocesky 230 9,3 615
Cheldice Strakonice JihoCesky 460 8,3 649
Velké Dvorce Tachov Plzenisky 560 8,4 647
Nechvalin Hodonin Jihomoravsky 290 9,8 473

* dle dat CHMU za rok 2017 pro jednotlivé kraje

V prvnim roce hodnoceni byly mezi sledovanymi lokalitami pozorovany statisticky

vyznamné rozdily v celkové genové expresi alergenu Mal d 1 (tabulka 19). Nejvyssi celkova

v

pod Troskami — Prosec¢ (graf 11).
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Tabulka 19. Statisticka analyza rozdili miry genové exprese mezi jednotlivymi lokalitami
péstovani odrudy ‘Golden Delicious’ v roce 2016. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty p.
Nulové hypotéza byla testovana na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05; ¢ervené jsou oznaceny

statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

LiSnice 0,5299

Téchlovice 0,1670 0,4510

Biasy 0,0002 0,0019 0,0187

Holovousy <0,0001 <0,0001 0,0005 0,2659
Rovensko pod | Lisnice Té&chlovice Btasy
Troskami
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Graf 11. Hodnoceni relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 v odriadé

‘Golden Delicious’ péstované v riznych lokalitach v roce 2016.

V druhém roce hodnoceni byly rovné€z pozorovany statisticky vyznamné rozdily v
celkové genové expresi alergenu Mal d 1 mezi sledovanymi lokalitami (tabulka 20). Tyto
rozdily byly ve druhém roce hodnoceni mnohem vyraznéj$i nez v prvnim roce, bylo vSak
hodnoceno vice lokalit. Nejvyssi celkova genova exprese alergenu Mal d 1 byla pozorovana v

v

exprese alergenu Mal d 1, ktera byla pozorovana v lokalitich Ploskovice a Péncin (graf 12).
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Tabulka 20. Statisticka analyza rozdili miry genové exprese mezi jednotlivymi lokalitami
péstovani odridy ‘Golden Delicious’ v roce 2017. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty p.
Nulové hypotéza byla testovana na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05; Cervené jsou oznaceny

statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05).

Ploskovice 0,6571
Vlkov nad Lesy | 0,2355 | 0,4065
Lignice 0,0650 | 0,1146 0,4036
Slany 0,0508 | 0,0916 0,3914 0,9453
Holovousy 0,0040 | 0,0064 0,0581 0,3901 | 0,2995
Libcany 0,0018 | 0,0029 0,0251 0,1999 | 0,1408 0,5859
Téchlovice <0,0001 | <0,0001 | 0,0019 0,0513 | 0,0241 0,2232 0,5859
Biistvi <0,0001 | <0,0001 | 0,0009 0,0228 | 0,0104 0,1022 0,3200 | 0,5859
ChelGice <0,0001 | <0,0001 | 0,0002 0,0075 | 0,0027 0,0385 0,1638 | 0,3268 0,6908
Velké Dvorce <0,0001 | <0,0001 <0,0001 | 0,0003 | <0,0001 | 0,0023 0,0290 | 0,0670 02742 | 05107
Nechvalin <0,0001 | <0,0001 <0,0001 | 0,0004 | <0,0001 | 0,0028 0,0256 | 0,0574 0,2158 | 0,4010 | 0,7931
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Graf 12. Hodnoceni relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 v odriadé

‘Golden Delicious’ péstované v riznych lokalitach v roce 2017.
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V ramci analyzy rozdil mezi jednotlivymi lokalitami byly vyhodnoceny parametry,
jako jsou nadmoiska vyska, primérnd ro¢ni teplota a primérny rocni thrn srazek, které by
mohly ovliviiovat expresi Mal d 1 genu. Tyto parametry jsou zachyceny v grafu 13 a) pro prvni

hodnoceny rok a grafu 13 b) pro druhy hodnoceny rok.
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Graf 13. Znazoréni zmény exprese genu Mal d 1 u odrtdy ‘Golden Delicious’ v jednotlivych
lokalitach v zavislosti na nadmoiské vysce, rocnim uhrnu srazek a primérné rocni teploté, a)

lokality hodnocené v roce 2016; b) lokality hodnocené v roce 2017.
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Mezi lokalitami v Ceské republice, které byly hodnoceny v této disertadni praci, nejsou
vyrazné rozdily v nadmoiské vysSce. Piesto vSak muzeme vidét, Zze plody ziskané z lokalit
s vy$8i nadmotskou vyskou mély i vyssi celkovou genovou expresi alergenu Mal d 1 (graf 13).
Botton et al (2008) uvadéji, ze plody odriady ‘Golden Delicious’ péstované v nizké nadmoiské
vySce vykazovaly po sklizni celkové nizs§i genovou expresi ve srovnani s plody ve vysSich
nadmoiskych vyskach a to s ohledem na hodnoty vSech ¢tyf tiid alergend. Plody skladované po
dobu 5 mésict vykazovaly u plodii ziskanych z niz$i nadmotiské vysky 50% sniZeni souhrnné
genoveé exprese, zatimco se souhrnnd exprese Mal genii v plodech ziskanych z vyssich
nadmoftskych vysek béhem skladovani vyznamné nezménila. Avsak v jejich studii predstavoval
rozdil v nadmotské vySce mezi dvéma lokalitami vice nez 500 metrti. Z naSich vysledkt dale
vyplyva, Zze mnohem vétsi vliv nez nadmoiska vysSka by mohla mit teplota a srazky. Ve své
praci sice Botton et al. (2008) uvadé&ji, ze nedostatek vody vyznamné neovlivnil expresi jimi
pozorovanych alergent v plodech odridy ‘Golden Delicious’, nicméné dale diskutuji, ze u
dalsich plodin, jako napiiklad u slunecnice, pSenice nebo cizrny, sucho stimuluje expresi
dalSich gent patiicich do skupiny PR. Jak je patrné v grafu 13, v roce 2016, ale ptedevsim
v roce 2017, byla nejnizsi hladina exprese genu Mal d 1 naméfena u plodi ziskanych z lokality,
u které byla nejvyssi hodnota primérného rocniho thrnu srazek a zaroven nejnizsi pramérna
ro¢ni teplota. Na druhou stranu nejvyssi hladina exprese genu Mal d 1 byla naméfena u ploda
ziskanych z lokality, u které byla nejnizsi hodnota primérného ro¢niho thrnu srazek a zaroven
nejvyssi prumérna roéni teplota. Podobné zavéry byly vyvozeny i v kapitole 5.1.1, kde byl

hodnocen vliv ro¢niku na zménu genové exprese Mal d 1.

5.2 Vyhodnoceni genové exprese v§ech 31 isoforem alergenu Mal d 1

Analyzy byly provedeny u ¢tyt odrid jablek a to ‘Idared’, ‘Rubin’, ‘“Topaz’ a ‘Opal’,
posledné jmenovand odriida byla hodnocena po skladovani ve dvou riiznych podminkéch, u
ostatnich odrud byly hodnoceny ¢erstvé plody. Data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci

softwaru dodavaného vyrobcem k sekvendtor lon PGM (ThermoFisher Scientific).

U odrudy ‘ldared’ byly nejvice exprimovanymi isoformami Mal d 1.01 (66,5 % vsech
transkriptti), Mal d 1.02 (25,7 % vsech transkriptl) a Mal d 1.06A+D (3,7 % vSech transkripti).
Exprese téchto tii genl predstavovala téméef 96 % vsech transkriptd Mal d |. Dalsi isoformy se
vyskytovaly v rozmezi 0,01-0,5 % (tabulka 21).
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Podobny expresni profil Mal d 1 méla i odriida ‘Rubin’, u které byly rovnéz nejvice
exprimovanymi geny Mal d 1.01: 71 % vSech transkriptti; Mal d 1.02: 20,5 % vSech transkriptd
a Mal d 1.06A+D: 6,6 % vsech transkripti. Exprese téchto tfi genti predstavovala vic nez 98 %
vSech transkriptd Mal d 1. Dalsi isoformy se vyskytovali v rozmezi 0,01-0,84 %. U isoforem
Mal d 1.03A, Mal d 1.03B, Mal d 1.03H, Mal d 1.03J, Mal d 1.04, Mal d 1.09, Mal d 1.10, Mal

d 1.12 a Mal d 1.14 nebyla zaznamenana zadna exprese.

Odrada ‘Topaz’ méla mirné odlisny expresni profil. U této odrady byla exprese genu
Mal d 1.01 niz8i nez u predeslych dvou odrid, a to 41,9 % vsech transkripti. Naopak byla
zaznamenana nejvyssi exprese genu Mal d 1.06A+D ze vSech studovanych odrid, a to 21,9 %
vSech transkripti. Exprese genu Mal d 1.02 tvofila 29,7 % vSech transkripti. Exprese téchto tii
genll piedstavovala 93,5 % vSech transkripti Mal d 1. Rovnéz byla u odrudy ‘Topaz’
zaznamenana vys$$i exprese gent Mal d 1.06B a Mal d 1.05 (tabulka 21). Dalsi isoformy se
vyskytovaly v rozmezi 0,02-0,52 %. U isoforem Mal d 1.03A, Mal d 1.03H, Mal d 1.04, Mal d
1.09, Mal d 1.10, Mal d 1.12 a Mal d 1.14 nebyla zaznamenana zadna exprese.

Dominantni isoforma u skladované odrudy ‘Opal’ byla rovnéz Mal d 1.01. Exprese této
isoformy piedstavovala v podminkach ULO 69,3 % vSech transkripti a Vv podminkach
chlazeného skladu 64,5 % vsech transkriptd. Dal$imi exprimovanymi isoformami byly: Mal d
1.02, ato 9,5 % vsech transkripti vV podminkach ULO a 14,2 % vSech transkripti v podminkéch
chlazeného skladu a isoforma Mal d 1.06A+D, a to 15,5 % vsech transkripti v podminkach
ULO a 9,2 % vSech transkriptl v podminkach chlazené¢ho skladu. V obou podminkéach
skladovani byla zaznamenana vyssi exprese u isoforem Mal d 1.13A a Mal d 1.13C (tabulka
21). U¢inek typu skladovani na zménu genové exprese je demonstrovan v tabulce 22. Z tabulky
je patrné, ze pokles o témét 5 procentnich bodt v zastoupeni isoformy Mal d 1.01 v chlazeném
skladu je kompenzovan identickym naristem v zastoupeni isoformy Mal d 1.02, takze celkova
ptitomnost téchto dvou hlavnich alergend (cca 78 % exprese vSech isoforem) je beze zmény v
obou skladovacich podminkach. Obdobna kompenzace je pozorovatelna mezi isoformami Mal
d 1.06A+D (pokles zastoupeni o 6,3 procentnich bodi) a Mal d 1.13A+C (nartst o 6,1
procentnich bodl). V souhrnu piedstavuje exprese téchto nejvice exprimovanych isoforem

95 % vsech isoforem v obou skladovacich podminkach.
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Tabulka 21. Genova exprese vsech znamych isoforem alergenu Mal d 1 stanovenych pomoci
systtmu Ion PGM™ v procentickém zastoupeni. Modie jsou oznaceny isoformy, které

dosahovaly hodnoty na 0,5 %.

Isoformy Idared Rubin Topaz Opal (ULO) |Opal (ch.sklad)
Mal d 1.01 66.38 % 71.06 % 41.91 % 69.28 % 64.50 %
Mal d 1.02 25.63 % 20.45 % 29.73 % 9.50 % 14.22 %

Mal d 1.03A 0.23% 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
Mal d 1.03B 0.23% 0.00 % 0.02 % 0.00 % 0.00 %
Mal d 1.03C 0.24 % 0.01% 0.05 % 0.13% 0.14 %
Mal d 1.03D 0.28 % 0.08 % 0.52 % 0.25 % 0.33%
Mal d 1.03E 0.23 % 0.02 % 0.10 % 0.04 % 0.10 %
Mal d 1.03F 0.25 % 0.05 % 0.17% 0.09 % 0.09 %
Mal d 1.03G 0.01 % 0.01 % 0.05 % 0.59 % 0.06 %
Mal d 1.03H 0.25% 0.00 % 0.00 % 0.01 % 0.00 %
Mal d 1.031 0.28 % 0.01 % 0.02 % 0.22% 0.47 %
Mal d 1.03J 0.26 % 0.00 % 0.04 % 0.01 % 0.03 %
Mal d 1.03K 0.02 % 0.04 % 0.39 % 0.53% 0.29 %
Mal d 1.04 0.01 % 0.00 % 0.00 % 0.01 % 0.01 %
Mal d 1.05 0.01 % 0.84 % 1.94 % 0.49 % 0.39%
Mal d 1.06A+D * 3.72% 6.61 % 21.87 % 15.50 % 9.19%
Mal d 1.06B 0.10 % 0.19 % 1.78 % 0.39 % 0.67 %
Mal d 1.06C 0.01% 0.01% 0.12% 0.04 % 0.03%
Mal d 1.07 0.13% 0.07 % 0.29 % 0.23 % 0.29 %
Mal d 1.08 0.28 % 0.01% 0.05 % 0.00 % 0.00 %
Mal d 1.09 0.27 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
Mal d 1.10 0.14 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
Mal d 1.11A 0.29 % 0.04 % 0.09 % 0.03 % 0.03%
Mal d 1.11B 0.17% 0.03 % 0.10 % 0.01% 0.01%
Mal d 1.12 0.03 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
Mal d 1.13A 0.35% 0.16 % 0.27 % 1.14 % 2.42 %
Mal d 1.13B 0.04 % 0.10 % 0.18 % 0.39 % 0.77 %
Mal d 1.13C 0.10 % 0.15% 0.24 % 0.93 % 5.75%
Mal d 1.13D 0.03 % 0.05 % 0.05 % 0.21% 0.20 %
Mal d 1.14 0.01 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
Celkem 100 % 100 % 100 % 100% 100 %

* Mal d 1.06A a Mal d 1.06D byly kvantifikovany spole¢né, z diivodu identické sekvence v oblasti pouzité pro
kvantifikaci NGS.
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Tabulka 22. Zména v zastoupeni jednotlivych isoforem Mal d 1 v odrudé¢ ‘Opal’ pii skladovani

Vv chlazeném skladu vzhledem ke skladovani v podminkéach ULO.

Mal d 1.01 - 4,8 procentnich bodu
Mal d 1.02 + 4,7 procentnich bodu
Mal d 1.06A + D - 6,3 procentnich bodu
Mald 1.13A +C + 6,1 procentnich bodu

Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze nejvice exprimované isoformy jsou Mal d 1.01, Mal
d 1.02 aMal d 1.06A (v nasem piipadé spole¢n¢ s isoformou Mal d 1.06D, protoze bylo zjisténo,
ze primery, pouzivané pro amplifikaci isoformy Mal d 1.06A jsou komplementarni s isoformou
Mal d 1.06D a muze dochazet k amplifikaci rovnéz ¢asti této isoformy — popsano nize), které
dominuji ve vSech odridach a ptedstavuji 88-98 % vSech transkriptd genu Mal d 1. Tyto
vysledky jsou v souladu s dalsimi publikovanymi vysledky, kde byla u téchto t¥i isoforem
zjisténa nejvyssi exprese ze vSech (Gao et al. 2008; Pagliarani et al. 2013; Siekierzynska et al.
2021). Naproti tomu téméf zadna exprese nebyla pozorovana u gentt Mal d 1.04, Mal d 1.10,
Mal d 1.12 a Mal d 1.14. Pagliarani et al. (2013) rovnéz ve své studii nepzorovali zadnou expresi

u gend Mal d 1.04, Mal d 1.10 a Mal d 1.14.

S ohledem na vysledky ziskané pomoci NGS sekvenovani byly vybrany ty isoformy,
které mély relativni expresi 0,5 % a vyssi: Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.03D, Mal d 1.03G,
Mal d 1.03K, Mal d 1.05, Mal d 1.06A, Mal d 1.06B, Mal d 1.06D, Mal d 1.13A, Mal d 1.13B
aMal d 1.13C (tabulka 21). Na zaklad¢ diskutovanych vysledkt v praci Pagliarani et al. (2013)
byla dodate¢né k analyzam vybrana i isoforma Mal d 1.07. Relativni exprese téchto isoforem
byla nasledné¢ méfena pomoci real-time PCR, a to na stejnych ¢tyfech vzorcich, jaké byly
pouzity pro NGS analyzu, a rovnéZ byly ovéteny na vzorcich Cerstvé sklizenych odrud ‘Gala’
a ‘Opal’ (tabulka 23). Tyto dvé odrudy byly nasledné vyuzity k analyzdm zmény genové

exprese vybranych isoforem v ramci dlouhodobého skladovani.
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Tabulka 23. Vysledné hodnoty relativni exprese (méfeno v jednotkach A.U.) isoforem,

vybranych na zakladé vysledki NGS sekvenovani, ktera byla méfena pomoci real-time PCR.

Isoforma Topaz | Rubin | Opal (ULO) | Opal (ch. sklad) | Opal Gala
Mal d 1.01 56,637 | 115,639 410,148 273,366 24,827 125,662
Mal d 1.02 243,879 | 172,646 274,192 381,032 106,895 | 161,272
Mal d 1.03D 0,438 0,159 1,625 3,350 2,720 3,443
Mal d 1.03G NA NA NA NA 0,489 0,237
Mal d 1.03K 0,042 0,002 0,022 0,018 NA NA
Mal d 1.05 Neamplifikuje se NA NA
Mal d 1.06A 12,911 8,516 73,182 53,360 49,413 51,393
Mal d 1.06B 3,454 0,575 2,179 4,460 16,077 4,779
Mal d 1.06D 0,004 0,004 4,470 11,289 0,311 0,184
Mal d 1.07 NA NA NA NA 7,534 3,395
Mal d 1.13A 0,330 0,258 3,265 5,594 3,935 2,204
Mal d 1.13B Neamplifikuje se NA NA
Mald1.13C | 0001 | 0003 | 0017 | 0,110 NA NA

Na zaklad¢ vysledku relativni kvantifikace z real-time PCR byly z analyz vyfazeny ty
isoformy, u kterych nedochazelo k amplifikaci, nebo byl vysledek relativni kvantifikace velmi
nizky (tabulka 23). Pro nizkou expresi byly vyfazeny isoformy Mal d 1.03K a Mal d 1.13C. U
isoforem Mal d 1.05 a Mal d 1.13B nebyl fragment amplifikovan. Nejvyssich hodnot v relativni
kvantifikaci genové exprese dosahly podle ocekavani isoformy Mal d 1.01, Mal d 1.02 a Mal d
1.06A, jejichz hodnoty se pohybovaly v fadu desitek aZz stovek vzhledem k aktinu. Isoformy
Mal d 1.03D, Mal d 1.03G, Mal d 1.06B, Mal d 1.06D, Mal d 1.07, Mal d 1.13A se pohybovaly
v fadu desetin az jednotek. Specifita jednotlivych isoforem byla potvrzena jednak analyzou
ktivek tani (ptiloha 3) a rovnéz sekvenovanim amplikonti vybranych isoforem genu Mal d 1,
kdy ziskané sekvence byly ovéfeny srovnavaci analyzou Se sekvencemi v databazi GeneBank
(ptiloha 4). U amplikonti isoforem Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.03D, Mal d 1.03G, Mal d
1.06A, Mal d 1.06B a Mal d 1.07 sekvena¢ni analyza potvrdila, Ze se jedna o alely publikované
pod stejnymi nazvy podle Pagliarani et al. (2013). U amplikont Mal d 1.06D a Mal d 1.13A
bylo srovnavaci analyzou potvrzeno, ze se skute¢né jedna o tiseky jableéného genu Mal d 1, ale
v databazi NCBI nejsou tyto sekvence blize popsany nazvy alel podle Pagliariniho. a kol.
(2013). Pomoci softawaru Geneious Prime byl sestaven alignement sekvenci vybranych
isoforem ziskanych jednak sekvenovanim a jednak z databaze GeneBank. Na zaklad¢ tohoto
alignementu bylo zjisténo, ze primery, pouzivané pro amplifikaci isoformy Mal d 1.06A

prevzaté z Pagliarani et al. (2013) jsou komplementarni s isoformou Mal d 1.06D a muze
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dochazet k amplifikaci rovnéz ¢asti této isoformy. Proto byly pro dal$i analyzy navrzeny
primery nov¢, specifické pouze pro isoformu Mal d 1.06A. pro ostatni isoformy byly ponechany

primery pivodni navrZzeny podle Pagliarani et al. (2013).

5.2.1 Vyhodnoceni zmény genové exprese u vybranych isoforem alergenu Mal d 1

v pribéhu dlouhodobého skladovani

Kvantifikace relativni exprese genu Mal d 1 byla provedena pro isoformy Mal d 1.01,
Mal d 1.02, Mal d 1.03D, Mal d 1.03G, Mal d 1.06A, Mal d 1.06B, Mal d 1.06D a Mal d. 1.13A

a to u dvou vybranych odrad ‘Gala’ a ‘Opal’.

Odruda ‘Gala’:

Celkova relativni exprese genu Mal d 1 se béhem skladovani ménila, postupné se
zvySovala a byla vyssi u ploda skladovanych v chlazeném skladu nez u plodi skladovanych

vV podminkach ULO (graf 14).

V Cerstvych plodech byla nejvyssi genova exprese pozorovana u isoforem Mal d 1.02,
Mal d 1.01 a Mal d 1.06A. Tyto tii isoformy ptedstavovaly dohromady témétf 96 % celkové
exprese genu Mal d 1 (graf 15). Relativni exprese ostatnich isoforem v Cerstvych plodech
odrudy ‘Gala’ byla velmi nizka (graf 14 a graf 15).

V plodech skladovanych v podminkach ULO byla nejvice exprimovana isoforma Mal
d 1.01, nasledovala isoforma Mal d 1.02. Exprese isoformy Mal d 1.06A se za podminek ULO
vyrazné¢ neménila, po 9 mésicich skladovani lze pozorovat mirny narast, ale procentudlni
zastoupeni této isoformy na celkové expresi ma tendenci klesat. Béhem skladovani
v podminkach ULO doslo k vyraznému zvySeni genové exprese isoforem Mal d 1.03G a Mal d
1.06D (graf 14 a graf 15).

V plodech skladovanych v chlazeném skladu byla nejvice exprimovana isoforma Mal d
1.02. Dalsi v poradi byla isoforma Mal d 1.01, i kdyz exprese této isoformy se béhem prvnich
Sesti mésict skladovani piili§ nezménila (graf 14). Procentualni zastoupeni této isoformy na
celkové expresi klesa v prvnich Sesti mésicich a nasledné se vyraznéji zvysilo az po deviti
mesicich skladovani (graf 15). U isoformy Mal d 1.06A Ize pozorovat mirny nartst exprese

(graf 14), ale podobné¢ jako u skladovani v podminkach ULO tak i v chlazeném skladu mélo
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procentualni zastoupeni této isoformy na celkové expresi tendenci klesat (graf 15). V plodech

skladovanych v chlazeném skladu bylo pozorovano vyrazné zvyseni exprese isoformy Mal d

1.06D, ktera po Sesti mésicich skladovani dosahla vyssich hodnot relativni exprese nez

isoforma Mal d 1.01 (graf 14).
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Graf 14. Zastoupeni jednotlivych isoforem na celkové genové expresi alergenu Mal d 1 u

odridy ‘Gala’. Graf ukazuje zménu genové exprese jednotlivych isoforem pii skladovani v

kontrolované atmosféte ULO (‘ud' -

plodim ('f').
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Graf 15. Vysledky relativni genové exprese pro vSechny studované isoformy genu Mal d 1 pro
odridu ‘Gala’ vyjadiené v procentech. % oznacuje zastoupeni specifické isoformy p#i daném
méfeni na celkové expresi genu Mal d 1. Vysvétlivky k tabulce: ‘Gala’ 'f' — relativni exprese
méfend v Cerstvych plodech; ‘Gala’ 'u4' — relativni exprese méfena v plodech po ¢tyfech
mésicich skladovani v podminkach ULO; ‘Gala’ 'u6' — relativni exprese métena v plodech po
Sesti mésicich skladovani v podminkach ULO; ‘Gala’ 'u9' — relativni exprese métena v plodech
po deviti mésicich skladovani v podminkach ULO; ‘Gala’ 's4' — relativni exprese métena v
plodech po ¢tyfech mésicich skladovani v chlazeném skladu; ‘Gala’ 's6' — relativni exprese
méfena v plodech po Sesti mésicich skladovani v chlazeném skladu; ‘Gala’ 's9" — relativni

exprese méiend v plodech po deviti mésicich skladovani v chlazeném skladu.

Pro zpiehlednéni relativni miry exprese nejvice exprimovanych isoforem genu Mal d 1
byly vytvofeny grafy ukazujici narlst jednotlivych isoforem v prib&hu skladovani odridy

‘Gala’ (grafy 16 a-e).
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Graf 16. Expresni profily vybranych isoforem genu Mal d 1 u odrudy ‘Gala’. a) Zména genové
exprese isoformy Mal d 1.01 béhem skladovani v chlazeném skladu ('s4' - 's9') a v fizené
atmosfére ULO ('ud' - 'u9') ve srovnani s ¢erstvymi plody ('f' ); b) zvySeni genové exprese

isoformy Mal d 1.02 béhem skladovani v chlazeném skladu ('s4' - 's9") a v fizené atmosféie
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ULO (‘'u4' - 'u9") ve srovnani s ¢erstvymi plody ('f' ); ¢) zvySeni genové exprese isoformy Mal
d 1.03G béhem skladovani v chlazeném skladu ('s4' - 's9") a v fizené atmosféire ULO (‘u4' - 'u9’)
ve srovnani s ¢erstvymi plody ('f'); d) zména genové exprese isoformy Mal d 1.06A béhem
skladovani v chlazeném skladu ('s4' — 's9') a v fizené atmosféte ULO (‘'u4' — 'u9’) ve srovnani
s Cerstvymi plody ('f"); ) zvySeni genové exprese isoformy Mal d 1.06D béhem skladovani v

chlazeném skladu ('s4' — 's9") a v fizené atmosféte ULO (‘'u4' — 'u9') ve srovnani s Cerstvymi

plody (‘'f").

Odrida ‘Opal’:

U odrady ‘Opal’ bylo pozorovano zvySovani relativni genové exprese béhem
skladovéni, avSak tento nardst nebyl postupny, ale béhem skladovani se ménil a nejvysSich
hodnot bylo dosazeno po Sesti mésicich skladovani (graf 17). U odridy ‘Opal’ byla vyssi

exprese pozorovana pii skladovani v podminkach ULO nez pii skladovani v chlazeném skladu.

V Cerstvych plodech méla nejvyssi expresi isoforma Mal d 1.02, nasledovaly isoformy
Mal d 1.01, Mal d 1.06A a Mal d 1.06B. Spole¢né tyto ¢tyti isoformy predstavovaly témét 92 %
celkové relativni genové exprese alergenu Mal d 1 (graf 18). Celkové byla relativni genova

exprese u odrady ‘Opal’ nizsi nez u odrudy ‘Gala’.

V plodech skladovanych v podminkach ULO byla nejvice exprimovana isoforma Mal
d 1.02, dale nasledovaly isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.06A. Genova exprese isoformy Mal d
1.06B byla nizs§i ve srovnani s expresi v ¢erstvych plodech. Béhem skladovani v podminkach

ULO se vyrazné zvysila genova exprese isoforem Mal d 1.03G a Mal d 1.06D (graf 17).

V plodech skladovanych v chlazeném skladu byla nejvice exprimovana isoforma Mal d
1.02 a po ni nasledovala isoforma Mal d 1.01. Béhem skladovani v chlazeném skladu se vyrazné
zvysila genova exprese isoformy Mal d 1.06D. U ostatnich isoforem nedoslo k Zadnému
zfetelnému zvySeni exprese béhem celého skladovani ve srovnani s expresi v Cerstvych
plodech. Snizeni exprese nastalo u isoformy Mal d 1.06A, a to jak z hlediska relativni exprese,

tak z hlediska procentualniho zastoupeni na celkové expresi genu Mal d 1 (graf 17 a graf 18).
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Graf 17. Zastoupeni jednotlivych isoforem na celkové genové expresi alergenu Mal d 1 u

odridy ‘Opal’. Graf ukazuje zménu genové exprese jednotlivych isoforem pii skladovani

v podminkach ULO ('u4' - 'u9') a v chlazeném skladu ('s4' - 's9") oproti ¢erstvym plodim ('f').

87



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Opal 'f' Opal 'u4' Opal'u6' Opal'u9' Opal's4" Opal'se'’ Opal's9'

®Mald1.01 ®mMald1.02 = Mald1.03D = Mald1.03G mMald 1.06A
B Mal d 1.06B m Mald 1.06D mMal d 1.07 mMald 1.13A

Graf 18. Vysledky relativni genové exprese pro vSechny studované isoformy genu Mal d 1 pro
odriidu ‘Opal’ vyjadiené v procentech. % oznacuje zastoupeni specifické isoformy pfi daném
méfeni na celkové expresi genu Mal d 1. Vysvétlivky k tabulce: ‘Opal’ 'f' — relativni exprese
meéfena v Cerstvych plodech; ‘Opal’ 'u4' — relativni exprese méfena v plodech po ¢tyfech
mésicich skladovani v podminkach ULO; ‘Opal’ 'u6' — relativni exprese méfena v plodech po
Sesti mésicich skladovani v podminkach ULO; ‘Opal’ 'u9' — relativni exprese méfena v plodech
po deviti mésicich skladovani v podminkach ULO; ‘Opal’ 's4' — relativni exprese méfena
Vv plodech po ¢étyfech mésicich skladovani v chlazeném skladu; ‘Opal’ 's6' — relativni exprese
meéfena v plodech po Sesti mésicich skladovani v chlazeném skladu; ‘Opal’ 's9' — relativni

exprese métend v plodech po deviti mésicich skladovani v chlazeném skladu.

Pro zpiehlednéni relativni miry exprese nejvice exprimovanych isoforem genu Mal d 1
byly vytvoreny grafy ukazujici narist jednotlivych isoforem v pribéhu skladovani odrudy
‘Opal’ (grafy 19 a-e).
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Graf 19. Expresni profily vybranych isoforem genu Mal d 1 u odrtdy ‘Opal’. a) Zména genové
exprese isoformy Mal d 1.01 béhem skladovani v chlazeném skladu ('s4' - 's9') a v fizené
atmosféie ULO ('ud' - 'u9') ve srovnani s ¢erstvymi plody ('f' ); b) zvySeni genové exprese

isoformy Mal d 1.02 béhem skladovani v chlazeném skladu ('s4' - 's9") a v fizené atmosféie
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ULO (‘'u4' - 'u9’) ve srovnani s ¢erstvymi plody ('f' ); ¢) zvySeni genové exprese isoformy Mal
d 1.03G béhem skladovani v chlazeném skladu ('s4' - 's9") a v tizené atmosféie ULO (‘'u4' - 'u9’)
ve srovnani s ¢erstvymi plody ('f'); d) zména genové exprese isoformy Mal d 1.06A béhem
skladovani v chlazeném skladu ('s4' — 's9') a v fizené atmosféte ULO (‘'u4' — 'u9’) ve srovnani
s Cerstvymi plody ('f"); ) zvySeni genové exprese isoformy Mal d 1.06D béhem skladovani v

chlazeném skladu ('s4' — 's9") a v fizené atmosféte ULO (‘'u4' — 'u9') ve srovnani s Cerstvymi

plody (‘'f").

Vyse popsané vysledky potvrzuje i statisticka analyza, kdy statisticky vyznamné rozdily
byly pozorovany ve zméné exprese vybranych isoforem mezi Cerstvymi a skladovanymi vzorky
plodit a to u obou studovanych odrud (tabulka 24). Statisticky vyznamné rozdily byly
pozorovany rovnéz mezi jednotlivymi isoformami. Vzhledem k malému souboru dat, byly tyto
rozdily vyhodnoceny pro obé odridy samostatné, a také samostatné pro Cerstvé plody a pro

plody skladované jak v chlazeném skladu, tak v podminkach ULO (tabulka 25).

Tabulka 24. Statisticka analyza rozdili miry genové exprese vybranych isoforem genu Mal d
1 mezi Cerstvymi plody a plody skladovanymi v chlazeném skladu a v podminkach ULO u
odrud ‘Gala’ a ‘Opal’. V tabulce jou zaznamenany hodnoty p. Nulova hypotéza byla testovana

na hladiné vyznamnosti o = 0,05; Cervené jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p <

0,05).

Gala Opal

Cerstvé versus | Cerstvé versus | ch. sklad versus | Cerstvé versus | Cerstvé versus | ch. sklad versus

ch. sklad ULO ULO ch. sklad ULO ULO
Mal d 1.01 0,3935 0,0229 0,2348 0,6483 0,0017 0,0031
Mal d 1.02 0,0114 0,3559 0,124 0,0187 <0,0001 0,0089
Mal d 1.03D >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,3016 >0,9999 0,3295
Mal d 1.03G >0,9999 <0,0001 <0,0001 >0,9999 0,0136 0,0009
Mal d 1.06A 0,1103 >0,9999 0,1207 0,0737 <0,0001 <0,0001
Mal d 1.06B >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,0697 0,0049 0,5837
Mal d 1.06D <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0044 <0,0001 <0,0001
Mal d 1.07 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,8618 0,6845 >0,9999
Mal d 1.13A 0,5205 0,9831 >0,9999 0,1678 >0,9999 0,0362

90



Tabulka 25. Statisticka analyza rozdili v genové expresi mezi jednotlivymi isoformami u odrid ‘Gala’ a ‘Opal’: a) hodnoceni Cerstvych plodu;
b) hodnoceni plodt skladovanych v podminkach ULO; ¢) hodnoceni plodi skladovanych v chlazeném skladu. Nulova hypotéza byla testovana na

hladiné vyznamnosti o = 0,05; pfi¢emz ns — p > 0,05; * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** —p < 0,001; **** _p < 0,0001.

Mal d 1.01
Mal d 1.02 ns
Mal d 1.03D * *
2 [Mald1.03G W e ns
§ Mal d 1.06A ns ns ns faad
< [Mald1.06B ns ns ns ns ns
© Mal d 1.06D el faleiae ns ns ** *
Mal d 1.07 * * ns ns ns ns ns
Mald 1.13A i ** ns ns * ns ns ns
Mal d 1.01 ns ns ns ** ns ns ** ns *
Mal d 1.02 ns ns ns ol ns ns el ns * ns
Mal d 1.03D * ** ns ns ns ns ns ns ns ns *
g Mal d 1.03G ol o ns ns * ns ns ns ns * faad ns
E Mal d 1.06A ns ns ns ol ns ns faad ns ns ns ns ns *
T [Mald1.06B ns ns ns * ns ns ol ns ns ns ns ns ns ns
° Mal d 1.06D ol ke ns ns * ns ns ns ns okl faad ns ns * *
Mal d 1.07 ns ns ns * ns ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Mald 1.13A * * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
s = |8 B & 8 18 |5 & & |« |8 B |§ 8 18 |5 |3
— -~ — — — — — — — — — — — — — — — —
> > > > > > > > > > > > > > > > > >
= s = = = s s = s = s = = s = s s =
Gala Cerstvé Opal ¢erstvél
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b)
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Mal d 103D *kkk *kkk
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2 [Mald1.06A * * ns ns
g Mal d 1068 *kkk *kkk ns *kk **k
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Mal d 107 *kkk *kkk ns *kk **k ns *kk
Mal d 1.13A Fkkk falahad ns * ns ns ns ns
Mal d 1.01 ns ns il ns ns Ak ns falalaled il
Mal d 1.02 ns ns el ns ns Fkkk ns falaiaie el ns
Mal d 1.03D *kkk *hkkk ns *k*k *%x ns *%* ns ns *khkk *hkkk
3 Mal d 1.03G Ak Hhx ns * ns ns ns ns ns folad il ns
2 [Mald1.06A * * ns ns ns o ns *k ns ns ns * ns
§_ Mal d 1.068 *kkk *hkkk ns *kkk *kk ns *k*k ns ns *khkk *hkkk ns ns *k*k
Mal d 1.06D *x ** ns ns ns *x ns ** ns ns * * ns ns **x
Mal d 107 *kkk *kkk * *kkk *kk ns *kkk ns * *kkk *kkk ns * *kk ns *kk
Mal d 1.13A *hkkk *hkkk ns *k*k *x ns *%* ns ns *khkk *hkkk ns ns ** ns *%k ns
[a)] O] < [aa] [ < ) O] < aa] a <
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S S 3 3 8 8 8 S 4 = S 3 3 8 8 8 S B
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Mal d 1.02 ns
Mal d 1 OSD *kkk *kkk
= .
[+
3 Mal d 1.03G Ak feiaiaied ns
£ Mal d 1.06A ns ns il faleld
‘_(g Mal d 1.06B Fkkk falaiaiel ns ns *x
O [Mald1.06D ns ns Ak Ak ns faleied
Mal d 107 *kkk *kkk ns ns *kk ns *kkk
Mal d 1.13A Frx falahad ns ns ns ns *x ns
Mal d 1.01 ns ns il Ak ns il ns falalaled *
Mal d 102 ns ns *kkk *kkk ns *kkk ns *kkk *% ns
- [Mald1.03D faleled feiaiaid ns ns * ns il ns ns * il
(E(: Mal d 1.03G *kkk *hkkk ns ns *khkk ns *hkkk ns * *khkk *hkkk *
< Mal d 1.06A *x falale ns * ns ns * * ns ns *x ns *
= Mal d 1.06B falaied feiaiaid ns ns * ns faleied ns ns folad il ns ns ns
O |Mald1.06D * ** ns *x ns ns * ** ns ns * ns **x ns ns
Mal d 1.07 Fkkk Fkxk ns ns Fxk ns Fkkk ns ns Fxk Fkkk ns ns ns ns *
Mal d 1.13A okl e ns * ns ns * * ns ns il ns falad ns ns ns *
[a)] O] < [aa] [ < ) O] < aa] a <
— o ~ = o N~
S S 3 3 S 8 8 S 9 3 S 3 3 S 8 8 S 9
— i - - - - - — - — i - — — - - — -
=] o o o =) o =} =] =} =] =] o o o =l o o k=]
= = = = = = = = = = = = = = = = = =
= = = = = = = = = = = = = = = = = =
Gala ch. sklad Opal ch. sklad

93




V nékolika pracich bylo potvrzeno, Ze se obsah alergenu Mal d 1 béhem skladovani
zvySuje (Botton et al. 2008; Shi et al. 2014; Matthes a Schmitz-Eiberger 2009; Sancho et al.
2006a; Siekierzynska et al. 2021), coz také odpovida vysledkiim popsanym v této disertacni
praci. Z hlediska relativni genové exprese byla u odridy ‘Opal’ celkova exprese genu Mal d 1
niz8i nez u odridy ‘Gala’ a to jak v cerstvych plodech, tak béhem skladovani. U obou odrtd se
celkova relativni genova exprese alergenu Mal d 1 béhem skladovani zvysila, ale u odrady
‘Opal’, na rozdil od odrudy ‘Gala’ nebyl tento narust postupny, ale béhem skladovani se ménil
a nejvyssich hodnot dosahl po 6 mésicich skladovani. Byly pozorovany rozdily mezi
skladovanim v chlazeném skladu a skladovanim v podminkach ULO. Zatimco relativni genova
exprese genu Mal d 1 u odrudy ‘Gala’ vzrostla vice v chlazeném skladu nez v podminkach
ULO, opak byl pravdou pro odriidu ‘Opal’. Bolhaar et al. (2005a) zjistili, ze u péti sledovanych
odrud, v¢etné odrudy ‘Gala’ nebo ‘Golden Delicious’, byl obsah alergenu Mal d 1 nizsi v
plodech skladovanych Vv fizené atmosféte ULO nez v plodech skladovanych v chlazeném
skladu. Ve studii Kiewning et al. (2013) byl vysledek opacny, a sice ze u Sesti sledovanych
odrud, mezi kterymi byly i ‘Gala’ a ‘Golden Delicious’, byl u vétsiny obsah alergenu Mal d 1
niz8i v plodech skladovanych v chlazeném skladu. Lze piedpokladat, ze tyto zmény exprese
alergenu Mal d 1 béhem skladovani v riznych podminkach jsou ziejmé odrudoveé zavislé. Jak
se vSak ukazalo v pfedchozich studiich (Bolhaar et al. 2005a; Sancho et al. 2006a; Kiewning et
al. 2013) a také na zakladé vySe uvedenych vysledki, nelze jednoznaéné urcit, jaky typ
skladovani ma vétsi vliv na expresi alergenu Mal d 1. Je tieba vzit v uvahu také to, Ze jable¢ny
alergen Mal d 1 patii do skupiny PR proteinti (tedy proteinti souvisejicich s patogenezi), které
se v rostlinach aktivuji v reakci na rizné typy stresu (Fernandes et al. 2013). Je tedy mozné, ze
zména exprese alergenu neni zplsobena pouze samotnym skladovanim jablek, ale také
vystavenim jinym druhim stresu jako naptiklad chlad, nedostatek kysliku v piipadé podminek
ULO a podobné. Veskery tento stres spolu s procesy probihajicimi béhem dozravani plodu pti
skladovani by mohl mit vliv na rust exprese nékterych isoforem alergenu Mal d 1, a tim i na
zvySeni alergenicity skladovaného ovoce. Obé odrudy ‘Gala’ a ‘Opal’ jsou vhodné pro
dlouhodobé skladovani. ‘Opal’ je znamy tim, ze velmi dobie snasi skladovani i bez pouziti
specialnich podminek a dlouhodobé si uchovavéa dobré kvalitativni vlastnosti. Podle naSich
vysledku se zda, Ze z hlediska zvySeni tirovné genové exprese alergenu Mal d 1 je vhodnéjsi
skladovat ‘Opal’ v chlazeném skladu nez v podminkach ULO. Odrudy jako ‘Gala’, které jsou
dodavany do obchodnich fetézct a spotiebitelim jsou dostupné prakticky po cely rok, jsou

vétsinou skladovany v podminkach ULO, aby si zachovaly své dobré plodové vlastnosti. Na
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zaklad¢€ naSich pozorovani se tato varianta skladovani pro tuto odridu jevi jako vhodnd i z

hlediska pomalejsiho zvySovani hladiny genové exprese alergenu Mal d 1.

Co se tyce jednotlivych isoforem, nejvyssi genovou expresi v ¢erstvych plodech u obou
odrad méla isoforma Mal d 1.02 a nasledn¢ isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.06A, které
dohromady tvotily 83 az 96 % celkové genové exprese Mal d 1 alergenu. Tyto isoformy jsou
obecné povazovany za nejvice exprimované (Beuning et al. 2004; Botton et al. 2008; Gao et al.
2008; Pagliarani et al. 2013; Siekierzynska et al. 2021). Isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02
zustaly nejvice exprimovany i béhem skladovani, pticemz exprese isoformy Mal d 1.01 rostla
vice v podminkach ULO nez v chlazeném skladu a u odridy ‘Gala’ dokonce dosahla vyssi
hodnoty relativni genové exprese nez isoforma Mal d 1.02. Skladovani ma vliv rovnéz na dalsi
isoformy. Béhem skladovani se u obou odrid statisticky vyznamné zvysila genova exprese
isoformy Mal d 1.06D. U odrudy ‘Gala’ po Sesti mésicich skladovani v chlazeném skladu méla
tato isoforma vyssi expresi nez isoforma Mal d 1.01. Pti skladovani jablek v podminkach ULO
se také u obou odrud statisticky vyznamné zvysila exprese isoformy Mal d 1.03G. Je tedy

mozné, ze tyto isoformy maji souvislost se zvySenim alergenicity jablek béhem skladovani.

5.3 Shrnuti vysledku pro praxi

V modernim svété stoupa vyskyt alergii, mezi které patii i alergie na jablka. I kdyZ tato
alergie nepatfi mezi nejrozsifenéjsi, ma vliv na lidské zdravi a miize mit u senzitivnich jedinct
za nasledek ukonéeni spotieby tohoto ovoce, a tim i snizeni ptisunu zdravi prospésnych latek
pfirozené se vyskytujicich v €erstvych jablkach. V soucastnosti je na trhu jen minimalni
nabidka odrid, které jsou deklarovany jako hypoalergenni. AvSak sloZitost biochemické
podstaty alergent u jablek a rovnéz mnozstvi riznych isoforem jednotlivych alergent brzdi
objasnéni alergenicity jablek, coZ podstatné ztéZuje zahajeni Slechtitelského programu
zaméfeného na hypoalergenni odriidy. Slechténi jabloni s hypoalergennimi plody vyzaduje
identifikaci genotypli s nizkym obsahem alergent, jejichz exprese je stabilni v pribéhu
nékolikaletého péstovani a neni ovlivnéna zménami prostiedi (Romer et al. 2020). Tento ukol
je vsak velmi naro¢ny uz jen z toho hlediska, ze alergen Mal d 1 patii do skupiny PR-10
proteini. Pfes Cetné studie zlstava funkce PR-10 proteinti v jablonich jen velmi malo
objasnéna. Tyto proteiny jsou exprimovany jako odezva rostliny na biotické a abiotické stresy,
proto se predpoklada se, ze maji ochrannou roli. Nicméné n¢ktefi ¢lenové PR-10 jsou

exprimovani konstitutivné, coz svéd¢i o jejich obecnéjsi biologické roli v zivoté rostlin
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(Fernandes et al. 2013). PR-10 proteiny jsou kédovany multigenovymi rodinami, coz je
pravdépodobné zdkladem multifunkéniho aspektu téchto proteinti (Fernandes et al. 2013).
Dopad pfislusnosti alergenu Mal d 1 do rodiny PR proteind byl pozorovan i v této disertacné
praci, kdy nejnizsi exprese genu Mal d 1 méla souvislost s vys$simi srazkami a naopak, z ¢ehoz
vyplyva, ze nedostatek vody miize pasobit jako stresovy faktor, ktery ma vliv na zvyseni genové
exprese. Rovnéz systém produkce mize ovliviilovat genovou expresi — V ekologické produkci
mohou jako bioticky stres ptisobit patogeny, jako jsou houby, viry, bakterie ¢i hmyzi skuadci,

naopak Vv integrované produkci mohou jako abioticky stres pusobit fungicidy a pesticidy.

Znalost genové exprese je jen jeden ze zadkladnich poznatkii ohledné alergenicity jablek
a neni mozné pouze na zaklad¢ tohoto poznatku urcit hypoalergenni odridy. V kaskadé
centralniho dogmatu molekularni biologie mtZe po transkripci genu do RNA dochazet k dalsim
posttranskripénim upravam ovlivitujicim nésledujici krok syntézy bilkovin podle tohoto
templatu. Krom¢ translace exprimované¢ho genu do bilkoviny mize byt rtizné ovlivnéna i
stabilita vysledného proteinového produktu. To vSe ma vliv na vysledné mnozstvi alergenu
v konzumovaném plodu. Z toho divodu by bylo vhodné na tuto praci navazat i studiem
alergenu Mal d 1 na urovni bilkovin a zavérecnym krokem v studiu hypoalergennich jablek by
mély byt testy pfimo na pacientech s alergii. Tato prace je kazdopadné svym rozsahem analyz

vhodnym odrazovym miistkem pro tyto navazujici studie.

V souhrnu vysledky této disertacni prace naznacuji, Ze na expresi alergenit Mal d 1 ma
vliv nejen genetické pozadi jednotlivych odrid, které vSak bude zfeymé& hrat podstatnou roli,
ale dilezité je vyvarovat se 1 stresovych faktorti, které mohou zvySovat expresi téchto alergent.
A to jak b&hem péstovani (napf. zavlaZovani béhem obdobi sucha, vybér lokality pro zalozeni
sadu), tak béhem skladovani, 1 kdyZ komercéné vyuzivané skladovaci podminky jsou pfedevsim
nastaveny pro uchovani co nejlepsi kvality plodi po co nejdelsi dobu. Z vysledki dlouhodobého
skladovani rovnéz vyplyva, ze zpusob skladovani podtizeny hypoalergenicité jablek je tieba
vybrat jednotlivym odridam na miru. Z komeréniho hlediska je samoziejmé téméf nerealné
skladovat kazdou odridu rozdiln€. V piipadé producentli zamérenych na hypoalergenni jablka
by byly informace jak skladovat jednotlivé odriidy tak, aby u nich nedochazelo k pfiliSnému
narlistu exprese alergenu Mal d 1, stéZejni. Pfinosem této prace je i fakt, Ze poukdzala na
dilezitost zavlahy v sadech pfi nedostatku srazek v pfipad€ extrémné suchych let. Péstitelé
hypoalergennich odrtid by proto méli dbat na to, aby udé€lali v§echno pro zamezeni moznému
zvySovani hladiny alergenu v péstovanych plodech, a tim umoznili jejich bezproblémovou

konzumaci lidem s mirnou formou alergie.
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5.4 Publikované vysledky

Vysledky této prace byly publikovany v odbornych ¢lancich, které jsou uvedeny nize, a

zpracovany do certifikované metodiky pro stanoveni jable¢nych alergenii v plodech.
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6 ZAVER

Tato diserta¢ni prace se zabyva studiem relativni genové exprese jable¢ného alergenu
Mal d 1 na trovni RNA. Tento alergen je vyznamny pro oblast Ceské republiky z diivodu
mozného vzniku zkfizené alergické reakce s pylem btizy u senzitivnich jedinci. Mal d 1
vyvolava obvykle mirné, ale pfesto nepifijemné projevy alergické reakce. Relativni genova
exprese byla sledovana jak u dvou nejvice exprimovanych isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02,
tak i u vSech 31 isoforem alergenu Mal d 1, a to v plodech vybranych odrtd jabloni a za riznych
podminek.

Byly potvrzeny obé dvé stanovené hypotézy. V prvni fadé byla potvrzena existence
geneticky podminéné Grovné exprese vyznamnych isoalergenti v plodech jabloni a soucasn¢ i
existence negenetickych faktord, které Groven exprese ovliviuji. Byla prokazéana i druha
hypotéza, Ze u vybranych odriid a novoslechténi jabloni péstovanych v Ceské republice Ize
pouzit publikované primery pro detekci jednotlivych isoalergentt Mal d 1, jelikoz nebyly
pozorovany vyrazné sekvenéni odlisnosti isoalergentt Mal d 1 od jiz publikovanych primert
pro amplifikaci a exprese jednotlivych isoalergenti bylo mozné detekovat jak pomoci techniky

kvantitativni real-time PCR, tak pomoci techniky NGS.

Byly rovnéz splnény z hypotéz vyplyvajici vytycené cile prace. Byl optimalizovan
postup izolace a purifikace celkové RNA ze slupky plodii odebranych z vybranych odrad
jabloni. Pied ptepisem do cDNA byla kontrolovana cistota izolované RNA, aby se zcela
vyloucila pfitomnost kontaminujici genomové DNA, a to pomoci specifickych sond pro aktin
a nasledné real-time PCR. Byla optimalizovana kvantitativni real-time PCR pro hodnoceni
vybranych isoforem genu Mal d 1, pro které byly pouZity jiZ navrzené a publikované primery
pro amplifikaci. Pro analyzu bylo pouzito zafizeni real-time PCR cykler Rotor-Gene Q
(Qiagen). Amplifika¢ni reakce kazdého vzorku byla provedena ve tfech technickych
replikatech. Specifi¢nost amplifikacni reakce byla potvrzena pomoci analyzy kiivky tani a
sekvenovani. Pro statistické zpracovani byly pouzity hodnoty relativni exprese AC:. Hodnota
relativni exprese jednotlivych isoforem alergenu Mal d 1 byla vyjadfena vzhledem k
referencnimu genu pro aktin. Navic byl optimalizovdna metoda NGS pro soucasnou
kvantifikaci vSech isoforem alergenu Mal d 1. Pro NGS byl vyuzit sekvenator Ion PGM

(ThermoFisher Scientific).

Dalsi prace byla zaméfena na hodnoceni genové exprese isoalergentt Mal d 1.01 a Mal

d 1.02 u vybranych odrid jabloni. Tyto dvé nejvice exprimované isoformy byly pro
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ucely dalsich analyz vybrany proto, zZe tvofi u plodil vétSiny odrid, a to jak u Cerstvych, tak u
skladovanych, kolem 80 % celkové genové exprese alergenu Mal d 1 na arovni RNA. Plody
vybranych odrid byly nasledné vyuzity pro hodnoceni faktort, které mohou mit vliv na zménu

genoveé exprese alergenu Mal d 1, a to ro¢nik, skladovani, systém produkce a lokalita.

Z hodnoceni jednotlivych odrid vyplynulo, Ze stabiln€ niz$i relativni genovou expresi
si v prub¢hu tii let zachovaly odridy ‘King Jonagold’, ‘Jonagold’, ‘Bracburn Mariri Red’,
‘Braeburn’, ‘Cumulus’, ‘Zuzana’, ‘Fragrance’ a naopak stabiln¢ vyssi expresi genu Mal d 1
méla odrida ‘Gala’. V ramci porovnani vlivu ro¢niku byly dale vyhodnoceny parametry
primérnd rocni teplota a primérny ro¢ni thrn srazek. Z nasich vysledka vyplynulo, ze v roce,
kdy bylo srazek nejvic, byla primérna realtivni genova exprese alergenu Mal d 1 nizsi a naopak
Vv letech, kdy bylo srazek méné, byla tato exprese vyssi. Je tedy evidentni, Zze nedostatek vody
pusobi na jabloné stresové¢, a tim padem mutize vyvolavat vyssi expresi stresovych proteind, jako

jsou PR-10 proteiny, do kterych patii i alergen Mal d 1.

Dale byl potvrzen vliv skladovani na zvySeni genové exprese alergenu Mal d 1, kdy byla
jablka skladovana jak v chlazeném skladu, tak v podminkach ULO. Z vysledkt vyplyva, ze
nelze jednoznacné urcit, ktery zpusob skladovani je vhodné&jsi z hlediska alergenicity.
Z vysledkti dlouhodobého skladovani odrid ‘Opal’ a ‘Gala’ se jevi, Ze z hlediska zvySeni
urovné genoveé exprese alergenu Mal d 1 je vhodnéjsi skladovat ‘Opal’ v chlazeném skladu nez
v podminkéch ULO. Oproti tomu, u odridy ‘Gala’ se varianta skladovani v podminkach ULO
jevi jako vhodngjsi z hlediska zvySovani hladiny genové exprese alergenu Mal d 1.

Z uvedenych zjisténi plyne potieba testovat podminky skladovani pro kazdou odriidu zv1ast.

Vysledky pro vliv systému produkce se zna¢né lisily ve tfech letech hodnoceni u
jednotlivych odriid, proto nebyl identifikovan jednoznacny vliv systému produkce na zvySeni
genové exprese alergenu Mal d 1. V obou dvou piipadech totiz na plody mohou ptisobit rizné
faktory jako jista forma stresu a ovlivnit tak expresi genu Mal d 1. V kontextu téchto faktori se
zda, Ze je dulezité predevsim dbat na omezeni stresového puisobeni na jablon¢ v sadu, a to jak

V integrované, tak v ekologické produkei.

Z vysledkl hodnoceni vlivu lokality na urovén relativni exprese genu Mal d 1 opét

vyplyva, ze teplota a srazky maji podstatny vyznam. Podobné jako u hodnoceni ro¢niku, i

v

v

prumérna roéni teplota. Na druhou stranu nejvyssi hladina exprese genu Mal d 1 byla naméfena
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zaroven nejvyssi primérnd rocni teplota. Z vySe zminénych vysledkt Ize vyvodit doporuceni
pro vybér lokality pro zaloZeni jablonového sadu zaméfeného na produkci hypoalergennich

plodi v oblastech spiSe chladnéjsich a s dostatkem srazek, poptipadé umélou zavlahou.

Pomoci metody NGS byla vyhodnocena genové exprese u vSech znamych isoforem
genu Mal d 1. V ramci analyz byla detekovana RNA pro vSechny publikované isoformy Mal d
1. Ty isoformy, které mé&ly expresi vyssi nez 0,5 % celkového obsahu vsech Mal d 1, byly
vybrany pro hodnoceni relativni genové exprese pomoci kvantitativni real time PCR. Toto
hodnoceni probihalo u dvou odrtd, a to od ¢erstvych ploda az po dlouhodobé skladované plody.
Bylo zjisténo, ze ackoli isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ztstaly nejvice exprimovany v
cerstvych 1 skladovanych plodech, mél by se pfi analyzach hypoalergennich jablek brat ztetel
téZ na mén¢ exprimované isoformy jako Mal d 1.06D a Mal d 1.03G, jejichz relativni genova
exprese se béhem skladovani vyrazné zvysila a tyto isoformy by mohly mit vliv na alergenicitu
jablek.

Ziskané vysledky a poznatky byly publikovany ve dvou recenzovanych ¢asopisech, ve

dvou sbornicich, v certifikované metodice a v impaktovaném ¢lanku.

Tato prace svym rozsahem, mnozstvim provedenych analyz a ziskanych vysledkl
poskytuje uceleny a piehledny zdroj poznatkti ohledné RNA exprese genu Mal d 1 a jeho
isoforem v plodech jabloni. Mze poskytnout uzite¢né informace i pro $lechtitele a péstitele
hypoalergennich odriid. RovnéZz dava dobry zadklad pro moZné navazujici studie na Urovni

bilkovin a nasledn¢ pro ovétovani vysledkt u pacientt trpicich alergiemi na jablka.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ZKkratka Anglicky nazev Cesky nazev

1-MCP 1-Methylcyclopropene 1-metylcyklopropen

ATGC adenine, thymine, guanine, cytosine  adenin, thymin, guanin, cytosin

A.U. Arbitrary Units arbitrarni jednotka

BLAST Basic Local Alignment Search Tool  Basic Local Alignment Search Tool

bp pair of bases par bazi

cDNA complementary deoxyribonucleic komplementarni deoxyribonukleova
acid kyselina

CMOS Complementary Metal-Oxide komplementarni kov—oxid—polovodi¢
Semiconductor

Ct cycle of treshold cyklus prahové hodnoty

DBPCFC double-blind placebo-controlled food dvojité slepy placebem kontrolovany
challenge potravinovy expozi¢ni test

DH double-haploid zdvojeny haploid

DNA deoxyriboluncleic acid deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonucleotide triphosphate deoxyribonukleotid trifosfat

dsDNA double-stranded deoxyribonucleic dvouvlaknova deoxyribonukleova
acid kyselina

DTT dithiothreitol dithiothreitol

ELISA enzyme linked immunosorbent assay  imunoenzymaticka testovaci metoda

EtOH ethanol etanol

FRET fluorescence  resonance  energy fluorescenéni rezonanéni  pienos
transfer energie

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenase dehydrogenaza

GOl gene of interest genu zajmu

HRM high resolution melt analysis vysokorozliSovaci analyza ktivek tani

IgE immunoglobulin E imunoglobulin E

lon PGM lon Personal Genome Machine lon Personal Genome Machine

kDa kiloDalton kiloDalton

LG linkage group vazebna skupina

M-MLV Moloney Murine Leukemia Virus reverzni transkriptiza typu Moloney
Reverse Transcriptase Murine Leukemia Virus

MRNA messenger RNA Mediatorovd RNA

NA not analyzed neanalyzovano

NGS Next generation sequencing sekvenovani nové generace

nsLTP nonspecific lipid-transfer proteins nespecifické proteiny  prenasejici

lipidy

nt nucleotide nukleotid

OAS oral alergic syndrome oralni alergicky syndrom

PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce

PR-10 pathogenesis related-10 proteins proteiny spojené s patogenezi
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Zkratka Anglicky nazev Cesky nazev

QTL quantitative trait locus lokus kvantitativniho znaku

RG reference gene referen¢ni gen

RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina

RNAI RNA interference RNA interference

RPM rounds per minute otacky za minutu

RT reverse transcription reverzni transkripce

RT-gPCR  reverse transcription quantitative reverzni transkripce s naslednou
real-time PCR kvantitiativni PCR v realnim Case

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate— dodecylsiran sodny —
polyacrylamide gel electrophoresis polyakrylamidova gelova

elektroforéza

SPT skin prick test bodovy kozni test

Taqg DNA polymerase from Thermus DNA polymeraza z  Thermus
aquaticus aquaticus

TLP thaumatin-like proteins proteiny typu thaumatinu

ULO ultra-low oxygen extrémné nizky obsah kysliku

uv ultra violet ultrafialové zafeni
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