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Exprese isoalergenti Mal d 1 ve slupce a duzniné jablek u
plodii ziskanych z obchodnich Fetézcii v Ceské republice

Souhrn

Alergie na jablka je jednou z nejéastéjSich potravinovych alergii. Hlavni alergen
jable¢nych plodd Mal d 1 je genova rodina 31 lokust, z nich kazdy koéduje jinou izoformu.
Jednotlivé izoformy maji odliSnou mirti exprese ovlivnénou genetickymi i environmentalnimi,
biotickymi a abiotickymi faktory.

V této diplomové praci byla studovana exprese izoforem jable¢nych alergenii Mal d
1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.06A a Mal d 1.06B. Byly hodnoceny rozdily v expresi jednotlivych
izoforem, vzhledem Kk odradé¢, pomologickému stavu plodu, jejich pivodu, zptisobu baleni a
jakosti. Déle byly hodnoceny rozdily mezi expresi alergenti ve slupce a duzning.

K vyhodnoceni byla pouzita metoda stanoveni relativni exprese gentl, zalozena na qRT-
PCR. Statistické zpracovani vysledkl bylo zaloZeno na vyhodnoceni hodnot ACq a AACq. Jako
house keepingovy gen byl pouzit gen pro aktin a jako referencni vzorek odrida Golden
Delicious z VSUO Holovousy s.r.0.

Z vysledkt diplomové prace vyplyva, Ze exprese izoforem jable¢nych alergenti Mal d 1.01
a Mal d 1.02 je majoritni ve srovnani s ostatnimi izoformami bez ohledu na odridu, zemi
puvodu, podminky péstovani, skladovani a prodej plodd. Jako odridy s vysokou expresi
alergent byly vyhodnoceny Golden Delicious a Jonagold a naopak s nizkou expresi odriida
Modi. Bylo prokazéano, Ze slupka méla vétsi expresi alergenli nez duznina a také, Ze na
jednotlivé vzorky mély vyznamny vliv faktory, jakymi je doba a zpisob skladovani, manipulace
s plody, zptisob baleni, jakost nebo napadeni patogeny, souvisejici s obrannymi reakcemi plodu
za neptiznivych podminek. Tyto vysledky potvrzuji platnost vSech stanovenych védeckych
hypotéz. VétSina autorii ve svych vyzkumech porovnavé odridy vysoce alergenni s odriidami
malo alergennimi nebo se zabyvaji rozdily v expresi alergenti mezi slupkou a duzninou,
ptipadné podminkami skladovani. Vzhledem k tomu je tato prace inovativni v komplexnim
pfistupu zhodnoceni vSech moznych faktord, jez vstupuji do procesu prodeje konzumnich
plodu.

Diplomova prace vznikla za podpory grantového projektu NAZV MZe CR QJ1510354.

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

fetézce



Expression of Mal d 1 allergens in apple skin and flesh from
fruits obtained from retail chains in the Czech Republic

Summary

Apple allergy is one of the most common food allergies. The main allergen Mal d 1 is a
complex gene family of 31 loci, each of which codes for a different isoallergen. Individual
isoforms have different level of expression influenced by genetic and environmental, biotic and
abiotic factors.

In this diploma thesis the expression of isollergens Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.06A
and Mal d 1.06B were studied. Differences in the expression of individual isoforms were
evaluated, based on the variety, the pomology, the origin, packaging and quality. Furthermore,
the differences between the expression of allergens in the skin and the pulp were evaluated.

The method of evaluation the relative gene expression based on gRT-PCR. The
statistical processing of the results was based on the evaluation of ACq and AACq values. The
gene for actin was used as the housekeeping gene, and as a reference sample the Golden
Delicious from VSUO Holovousy s.r.0. was used.

The results of the diploma thesis show that the expression of isoallergens Mal d 1.01
and Mal d 1.02 is major compared to the other isoforms irrespective of variety, country of
origin, conditions of cultivation, storage and sale of fruits. Highly expressed varieties of
allergens have been evaluated by Golden Delicious and Jonagold and cultivar with low
expression of the allergens was Modi. It has been shown that the skin has a higher allergenicity
than the pulp, and that factors such as time and method of storage, fruit handling, packing,
quality or pathogenesis associated with defensive reactions of the fruit under unfavourable
conditions cause higher expression of allergens. This result confirm all hypotheses. Most
authors compare cultivars with hight and low allergenicity, compare skin and flesh in
expression of allergens, or compare allergenicity in different storage conditions. Because of
this, this diploma thesis is innovative in a comprehensive approach to the assessment of all the
possible factors that enter into the process of selling fruit drinks.

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

Keywords: apple tree, Malus x domestica, isoallergen, Mal d 1, expression, gRT-PCR, retail

chains
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1 Uvod

Alergie na jablka je jednou z nejéastéjsich potravinovych alergii a jeji prevalence stale
roste (Pagliarani et al., 2013). Alergie na jable¢né plody vznika na zakladé zkiizené reakce
s hlavnim alergenem biizy Bet v 1 (Popescu, 2015) a nejcastéji zpusobuje oralni alergicky
syndrom (Kondo and Urisuy, 2009), ale mtze vést i k zivot ohrozujicimu anafylaktickému Soku
(Ebner et al., 1994; Vanek-Krebitz et al., 1995). Alergie na jablka zptsobuji 4 hlavni proteiny
Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3 a Mal d 4 (Gomez et al., 2014). Tyto proteiny mizeme zatadit do
tzv. PR-proteinti (pathogenesis-related proteins), které slouzi rostlinam primarné k obrané proti
biotickym a abiotickym stresorim (Koistinen et al., 2002; Breiteneder, 2004). Hlavnim
alergenem u jablek je protein Mal d 1, coz je ve skutecnosti genova rodina skladajici se z 31
ruznych lokust a kazdy z nich koduje jiny izoalergen. Nejrozsitenéjsi izoformy tohoto alergenu

jsou Mal d 1.01 a Mal d 1.02 (Gao et al., 2008; Ahammer et al., 2017).

Pro stanoveni alergenicity plodu jablek se vyuziva metoda zalozena na studiu relativni
exprese genu (Heid et al., 1996) kvantitativni PCR v realném case - QRT-PCR (Pagliarani et
al., 2013), jez se na rozdil od klasické PCR vyznacuje kontinualnim zaznamenavanim mnozstvi
DNA, jez se vytvotilo v prabchu cykla (Pfaffl, 2001). K této detekci se vyuziva fluorescenéni
barvivo, napt. SYBRGreen I, které se nespecificky vaze do malého zlabku dsDNA (Pfaffl,
2001). Dtlezitym krokem pted samotnou qRT-PCR je také reverzni transkripce, coz je piepis
izolované RNA do komplementdrni DNA (Bermingham and Luettich, 2003). Vzhledem
K tomu, ze exprese je relativni, vyhodnoceni probiha na zakladé porovnani hodnot Cq, ktera
odpovidd poc¢tu PCR cykli potfebnych k vytvofeni dostatecného fluorescenéniho signalu
k dosazeni prahové hodnoty fluorescence (Obrazek 11; Ginzinger, 2002). Diky této hodnoté
muzeme porovnavat 2 vzorky za vyuziti referenc¢niho genu, za zisku hodnot ACq a AACq

(Perkins et al., 2012).

V této diplomové praci byla hodnocena exprese izoalergent plodi jablek Mal d 1.01,
Mal d 1.02, Mal d 1.06A a Mal d 1.06B a byly komplexné¢ shrnuty faktory, jez vstupuji do
prodeje konzumnich plodii v obchodnich fetézcich, majici vyznamny vliv na expresi alergenti

v plodech.



2 Cil prace
2.1 Védecké hypotézy

Védecké hypotézy diplomové prace je mozné shrnout do nasledujicich bodu:

1. Exprese izoforem jable¢nych alergent Mal d 1.01 a Mal d 1.02 bude ve srovnani s
ostatnimi izoformami vyrazné vyssi bez ohledu na odridu, zemi ptvodu plodl, podminky

péstovani, skladovani a prodeje plod.

2. Piestoze jsou konzumni jablka prodavana v obchodnich fetézcich vystavena obtizné
definovatelnym negenetickym faktorim ovlivilujicich expresi jable¢nych alergentt Mal d 1,
bude mozné experimentalné¢ urcit skupiny odriid s vysokou a nizkou expresi studovanych

izoalergentl.

3. U ploda, které vykazuji vysSi stupen zralosti, lze ocekavat vyS§i miru exprese

studovanych izoalergend.

2.2 Cile prace

Konkrétni metodické cile jsou nasledujici:

A) Ziskat kolekci alespont 50 rtiznych vzorkd plodi jabloni z evropskych obchodnich
fetézcl zastoupenych v Ceské republice. B) Provést pomologickou charakteristiku plodid s
cilem posoudit stupen zralosti. C) Urcit majoritn€ se exprimujici izoformy jable¢nych alergent
ve slupce duznin€ plodi. D) Pomoci kvantitativni PCR stanovit relativni exprese vybranych
izoforem ve slupce i duznin€ plodii. E) Provést statistické vyhodnoceni vysledkti zohlediujici

odrtidu, piivod, pomologické vlastnosti a stupent vyzrani plodi.



3 Literarni prehled
3.1 Potravinové alergie

Nepfizniva reakce na potraviny patii mezi nejcastéjsi zdravotni komplikace nasi doby
(Rochr et al., 2004). Vyskyt potravinové alergie v poslednich letech vyrazné stoupa a to nejen
v Evropg¢, ale i jinde ve svété (Cochrane et al., 2009). RozSifuje se spektrum alergent, na které
pacienti reaguji a stupnuji se téz jeji projevy (B€lohlavkova a kol., 2015). Potravinova alergie
vyzaduje piesnou diagnézu, individudlni stravovaci ndvyky a ma silny vliv na spolecensky
zivot pacientd (Valenta et al., 2015), jelikoz vylouceni alergenti z jidelnicku a zamezeni
kontaktu s nimi je mimofadné obtizné (Hong et al., 2012). Problémem je také vzrustajici pocet
tzv. multiproteinovych alergii na vice bilkovin zivo¢isného i rostlinného ptvodu (Bélohlavkova

akol., 2015).

3.1.1 Déleni potravinovych alergii

Pojem alergie poprvé pouzil vidensky pediatr Clemens von Pirquet v roce 1906.
Pivodné termin zahrnoval nejen piecitlivélost, ale také imunitu. Dnes je alergie chapana jako
imunopatologicky stav, tedy projev imunologické pfrecitlivélosti (Vernerova, 2012).
Potravinovou alergii tedy muzeme definovat jako imunoglobulinem (Ig) E mediovanou
hypersenzitivni reakci na potraviny (Hong et al., 2009; Liu et al., 2011). Je to systémova reakce

vznikajici po poziti konkrétniho alergenu (Rochr et al., 2004).

Negativni odezvu na potraviny muze vyvolat nékolik mechanismt (Obrazek 1), které
jsou déleny na toxické a netoxické. Netoxické reakce mohou 1 nemusi byt fizeny imunologicky
(Valenta et al., 2015). Jako potravinové alergie ¢asto pacienti mylné oznacuji intolerance, které
nejsou fizeny imunitnim systémem a mohou byt enzymatické, farmakologické ¢i idiopatické.
Nejvice dochazi k intoleranci sacharidi, pfedevsim laktdzy, kterd postihuje 20 - 30 % evropské
populace (Kopelentova a Vernerova, 2016). Méné Casta, ale presto velmi zavazna, je reakce
imunologicka. Postihuje miliony lidi a mize vyvolat Zivot ohrozujici odezvy organismu,

vedouci az ke smrti. Délime ji do Ctyt kategorii oznacenych fimskymi ¢isly I, 11, 11l a V.



Nejbéznéjsi forma je reakce typu | (Valenta et al., 2015), ktera odpovida Casné
precitlivélosti (Kopelentova a Vernerova, 2016) a zahrnuje uvolfiovani histaminu a dalSich
mediatorti z mastocytu a bazofili zprostifedkované imunoglobulinem E (Buelow, 2015). Je
typicka pro sennou rymu ¢i alergické astma a piedpoklada se, ze ptiznaky ji doprovazejici,
slouzi k vypuzeni patogena ze sliznic respira¢niho a traviciho traktu (Rajan, 2003). Dalsi
dialezitou skupinou je reakce oddaleného typu, oznaCena fimskym cislem IV, casto také
nazyvana non-IgE a je to reakce zprostfedkovana bunéénymi mechanismy (Kopelentova
a Vernerova, 2016). Nepodileji se na ni protilatky, ale ptimo T lymfocyty (Buelow, 2015)
a hraje vyznamnou roli v poruchach jako naptiklad celiakie (Valenta et al., 2015). Oba tyto

mechanismy se mohou navzajem kombinovat (Kopelentova a Vernerova, 2016).

Dal$imi jiz méné Castymi reakcemi je typ II a III. Reakce typu II (tj. cytotoxicka
hypersenzitivni reakce) zahrnuje protilatky imunoglobulin G nebo imunoglobulin M vazané na
povrchové bunécné antigeny s naslednou fixaci komplementu. Reakce typu III zahrnuji
cirkula¢ni imunitni komplexy antigen-protilatka, které se ukladdaji v cévach s naslednou fixaci
komplementu. Oba typy té€chto reakci mohou byt vyvolany podanim 1é¢iv ¢i bilkovin, jez
zpuisobi v organismu onemocnéni, jakymi jsou naptiklad hemolytickd anémie nebo sérova

nemoc (Buelow, 2015).

| Reakce na potraviny |

/\

/N

Neimunologicka Imunologicka
(enzymaticka,
farmakologicka,
idiopaticka)
| Typ | (1gE) | | Typ Il | | Typ I ‘ | Typ IV (non-IgE)

Obrazek 1: Déleni reakci na potraviny

Zdroj: Valenta et al., 2015 (upraveno autorem diplomové prdace)



3.1.2 Vznik potravinové alergie

Pfi bézném vystaveni potravinovym alergenim ma v organismu dojit k toleranci, tedy
Kk potlaceni jakékoliv nepiiznivé reakce (Fuchs, 2008). Rozhodujici vliv hraje imunitni systém
(Akdis and Akdis, 2009), ktery slouzi k obrané proti napadeni hostitele patogeny. Tento
obranny proces musi byt pfisné regulovan, aby se zabranilo abnormalnim reakcim na neskodné
environmentalni antigeny, komensalni organismy (Kelsall, 2008) nebo tkané vlastniho
organismu (Akdis and Akdis, 2009). V pifipad¢, Ze tento systém mylné povazuje alergen za

latku Skodlivou, vyvola hypersenzitivni reakci a dojde k projevu alergie (Fuchs, 2008).

Klicovou roli hraji B-lymfocyty, které jsou soucésti adaptivniho mechanismu
imunitniho systému a zprostiedkovavaji humoralni imunitu produkci protilatek. Dilezity je
vznik pamétovych bunck, diky nimz dokdZze imunitni systém pifi opakovaném setkani
s antigenem rychle a silné reagovat a tim stupiiovat projevy alergie. Kazdy B-lymfocyt
exprimuje unikatni protilatky a receptory, které jsou velmi variabilni a dokazi rozpoznat velké
mnozstvi riznych antigenli a vyvolat obranou reakci proti infekci. Jsou také dulezité pro
prezentaci antigent T-lymfocytim, s nimiz musi byt schopny vzajemné kooperovat (Ghraichy

etal., 2017).

Alergie miiZze byt nastartovana vrozenymi mechanismy, které jsou geneticky podminény
a jsou oznaCovany jako atopie. Pfevazuje zde vznik subpopulace Th2 lymfocytl, produkujicich
protizanétlivé chemokiny a cytokiny, jako jsou napiiklad interleukiny IL-4, IL-5, IL-13 aj.
Kromé genetiky hraje vyznamnou roli také imunologickd a enzymatickd nezralost traviciho

traktu a dysbalance stfevni mikroflory (Fuchs, 2008).

3.1.2.1 Senzibilizace

Prvni indukce alergické imunitni odpovédi pii setkani s alergenem se oznacuje jako
alergicka senzibilizace (Valenta et al., 2015). MlzZe byt vyvoldna potravinovym alergenem

nebo pylem, ktery drazdi dychaci cesty (Fernandez-Rivas et al., 2006).

Nejcastéjsimi potravinovymi alergeny byvaji bilkoviny o molekulové hmotnosti 5 - 100
kDa. Potenciondlni potravinovy alergen je obvykle ve vodé rozpustny a malo imunogenni

antigen, na ktery reaguji imunokompetentni buniky sttevni sliznice (Fuchs, 2008).



3.1.2.2 Gastrointestinalni trakt

Gastrointestinalni trakt je nepfetrzit¢ vystavovan extrémné slozité smési antigend
(Kelsall, 2008), a musi umét reagovat na potenciadlnimi patogeny v potrave. Jako ochranna
bariéra slouzi sttevni epitel, coz je vrstva jednotlivych bun¢k, podporujici transport zivin a vody
a zéaroven slouzici jako ochrana proti toxiniim, nezddoucim bakteriim a antigenim. Stfevni
epitel musi byt schopny rychlé regenerace pii poSkozeni tkané a jakékoliv naruseni této bariéry
muze vést k mnoha imunologicky fizenym onemocnénim, zahrnujicim zanéty, potravinové
alergie ¢i celiakie. Stfevni sliznice je slozena z mnoha typt epitelidlnich buné€k se specifickymi
funkcemi. Tyto bunky musi byt schopné utvaret slizni¢ni imunitu a tim udrzovat homeostazi ve
stitevé (Jeon et al., 2013). VétSina bunék imunitniho systému se nachazi pravé pod povrchem
sliznic. Slizni¢ni imunitni systém (MALT) zahrnuje 80 % vSech imunokompetentnich bun¢k
Vv téle. Jsou rozptylené pod a mezi epitelidlnimi buiikami a slouzi k ochrané proti vniku
nezadoucich patogenti. Tkéan je bohatd na dendrické buiky, makrofigy a B lymfocyty
(Vernerova, 2008).

3.1.2.3 Stifevni mikroflora

Epitelialni buiiky maji také za kol kontrolovat bakterie asociované na povrchu sliznice.
Pro zdravi hostitele je dalezité, aby stievni mikroflora nebyla narusena (Jeon et al., 2013) a
buiiky sliznice byly schopny koexistovat s prospéSnou mikroflorou bez vyvolani zanétlivé
reakce (Bischoff et al., 2014). Fyziologickd stfevni mikrofléra je reprezentovana
bifidobakteriemi a laktobacily a vytvafi ptiznivé podminky pro travici procesy, optimalni pH,
VvyZivu epitelu, vytéstiovani patogenll i jejich toxinli, usnadnéni proteolyzy a fadu dalSich
funkci. Tuto mohutnou, ale zaroven velmi kiehkou bariéru snadno oslabime dietnimi chybami,
stravou bohatou na tuky, bilkoviny i nekvalitni cukry ¢i nadmémym uZzivanim antibiotik.
Dodéavkou probiotické vlakniny, coz jsou pro ¢loveka nestravitelné oligosacharidy, nezbytnou
probiotickou floru naopak posilime (Fuchs, 2008).

Strevni mikroflora vytvaii ochrannou bariéru obsazenim potencionalnich vazebnych
mist stfevni vystelky. Mezi bakteridlnimi druhy zde dochéazi ke kompetici o receptory, a pokud
jsou vazebna mista jiz obsazena komenzalnimi bakteriemi, nemohou patogenni bakterie
proniknout Kk slizniénimu povrchu. Dochazi zaroven ke kompetici o ziviny, vitaminy a rastové

faktory a vlastni bakterialni mikroflora likviduje nezadouci mikroorganismy produkei latek, jez



maji baktericidni ucinky (Vernerova, 2008) podobné¢ jako zalude¢ni Stavy ¢i pankreatické
enzymy (Viggiano et al., 2015). Pii optimalnim slozeni dochazi k indukci imunitni reakce,
ktera vede k tvorbé¢ cytokint, které navozuji toleranci. MALT musi neustale hlidat rovnovazny
pomér mezi vS§emi druhy lymfocyti, aby nedoslo k poSkozeni vlastnich tkani (Vernerova,
2008). Na mikroflofe stiev, slizniéni imunité, zménach hlenové vrstvy ¢i poskozeni epitelu je
zavisla stfevni propustnost, na kterou ma vliv i fada dalSich faktorti souvisejicich se zivotnim

stylem, jako je strava, alkohol a psychicka zatéz (Bischoff et al., 2014).

3.1.3 Faktory ovliviiujici potravinové alergie

Potravinové alergie postihuji pfiblizné¢ 5 - 8 % déti (Hong et al., 2009) a az 2 %
dospélych (Hoffmann-Sommergruber and Mills, 2009). Obecné se predpoklada, ze stejné jako
ostatni alergickd onemocnéni, jako je astma a atopicka dermatitida, je ovlivnéna jak

environmentalnimi, tak genetickymi faktory (Hong et al., 2009).

3.1.3.1 Genetickée faktory

Genetické faktory ovliviiujici alergie jsou prokazany tadou studii. Dé&di¢nost je
polygenni a nedédi se piimo urcité alergické onemocnéni, ale predispozice k jeho rozvoji. Podle
epidemiologickych dat je riziko alergie u ditéte bez genetické zatéze 20 %, v rodinach s jednim
alergickym rodi¢em 40 % a u déti s obéma alergickymi rodici az 80 % (Vernerova, 2012).
Alergie se také Casto objevuje mezi sourozenci. U jednovajeénych dvojcat je 64%

pravdépodobnost, ze alergii budou mit obé déti (Lack, 2012).

Alergie jsou geneticky heterogenni skupina. V genetické vybavé ¢lovéka jsou geny jak
rizikové tak protektivni (Vernerova, 2012) a navic se zde vyskytuje geneticky polymorfismus
(Cochrane et al., 2009). Imunologicka reaktivita je regulovana prostfednictvim mnoha

cytokinint, jejich receptort a transkrip&nich faktor (Vernerova, 2012).

Genetické faktory vsak puisobi v interakci s environmentalnimi podminkami (Tan et al.,
2011). Jsou ovliviiovany velkym mnozstvim zevnich ¢initeld, jako jsou viry, mikroby a dalsi

skodliviny ve vzduchu, vodé a v zemi (Spi¢ak, 2014).



3.1.3.2 Negenetické faktory

Prevalence potravinové alergie se v Evropé a USA zvySuje a je Casto oznacovana jako
alergicka epidemie (Kopelentova a Vernerova, 2016). Piesto, Ze jsou genetické faktory pro jeji
rozvoj dalezité, ¢asova perioda, ve které k tomuto vyraznému vzristu doslo, neni dostatecné
dlouhd pro modifikaci genetické informace ¢lovéka, ktera by vedla k takto dramatickym
zménam (Abelius et al.,, 2014). Ackoliv potravinovych alergii piibyva celosvétove,
Vv rozvojovych zemich je vyskyt vyrazné nizsi. Riziko bude tedy alespon ¢astecné ovlivnéno

zivotnim prostiedim a stylem zivota ve vyspélych zemich (Tan et al., 2011).

Dtive se vychazelo z tzv. hygienické hypotézy, ktera se tykala vlivu dnesniho Zivota ve
sterilnéj$im prostedi. Dnes se jiz uvadi hypotéza biologické diverzity vychazejici z finského
vyzkumu. Mizeme si pod ni predstavit riznorodost celého ekosystému vcetné rostlin, zvitat,
lidi, mikroorganismi a jejich genetickou variabilitu. Zjistilo se, ze lidé zijici v rozmanitém
prostfedi, naptiklad mezi zvitaty, méli K alergenim vyssi toleranci. Populac¢ni exploze,
modernizace Zivota, urbanizace, zcela zasadni zmény Zivotniho stylu a stravovani ve srovnani
s obdobim pfed 100 lety vedou k urcité uniformité a ztraté¢ biodiverzity organismi i jejich
zivotniho prostiedi a to mize vést k porucham imunity, jinému vnimani nebezpeci a pribéhu

zanétlivych reakci (Petrii, 2014).

Vyznamné je | naruseni stievni bariéry v dusledku stravy, alkoholu, stresu (Bischoff et
al., 2014), ptsobeni toxint ¢i antibiotik. Napiiklad pfili§ nizké nebo pfili§ vysoké mnozstvi
bilkovin pfijimanych v potravé mize vést k nespravné fyziologické funkci slizni¢niho
imunitniho systému (Fuchs, 2008). To vse ve svém dusledku vede ke klinickym projeviim

civiliza¢nich onemocnéni, jakym je prave alergie (Petrti, 2014).

Rozdily v prevalenci potravinové alergie miZzeme také pozorovat na odliSnych rasach,
etnicitach nebo v rizném véku (Hong et al., 2012), dle nékterych studii jsou rozdily i mezi muzi
a zenami (Lack, 2012). U malych déti jsou nejcastéjSimi spoustéci kravskeé mléko, slepici vejce,
pSeni¢na mouka, arasidy, stromové ofechy, so6ja a moiské plody. U dospélych lidi je to ovoce,
zelenina, arasidy, stromové ofechy, ryby a motské plody (Bélohlavkova, 2015). Vyznamna je
téz zemépisna poloha, s niZ souvisi odlisné stravovaci zvyklosti v riiznych ¢éastech svéta
(Bélohlavkova a kol., 2015). Jako ptiklad mizeme uvést specifickou alergii na polévky
z pta¢ich hnizd v Singapuru (Lack, 2012), Gasty vyskyt alergie na celer ve Svycarsku,



sluneénicové semeno V Recku & &eské specifikum alergie na mak (Bélohlavkova, 2015).
Dulezita je také intenzita a ¢asovani prvni expozice jednotlivych alergent nebo typ pylové
senzibilizace (Bélohlavkova a kol., 2015). Pacienti z Ameriky vykazuji zvySenou frekvenci
protilatek na Ara h 1, 2 a 3, naproti tomu pacienti ve Spanélsku jsou senzibilizovéani proteiny
Arah 9 ave Svédku Ara h 8 (Lack, 2012). U alergie na kiwi, je vétsina alergiki stiedni Evropy
senzibilizovana pievazné Bet v 1 homologni bilkovinou Act d 8, naopak na jihu Evropy
dominuje bilkovina z rodiny profilintt Act d 9 a lipid transfer proteinii Act d 10 (Bélohlavkova
a kol., 2015).

Vyznamnou roli V potravinovych alergiich hraje také epigenetika zahrnujici studium
dédiénych zmén genové exprese nezavisle na zménach sekvenci DNA (Tan et al., 2011).
Navzdory rostoucimu poctu studii zamétenych na pti¢inu vzniku alergickych onemocnéni neni
ptresna pricina stale zcela jasna (Allen and Koplin, 2012), ale je ziejmé, ze environmentalni
zmény pusobi v interakci s genetickymi predispozicemi. Pozornost by se proto méla vénovat
nejen dédi¢nosti, ale také postnatalni expozici s alergeny a zivotnimu stylu (Abelius et al.,

2014).

3.1.4 Kritické obdobi pro vznik potravinové alergie

Jiz prenatalni obdobi je povazovano za kritické pro rozvoj alergie. Mezi matkou,
prostiedim a jejim zivotnim stylem b&hem tcéhotenstvi a potravinovymi alergiemi u jejich
potomk je uzky vztah. VIiv miZze mit matéina vyziva, koufeni ¢i pisobeni mikrobt. Vét$ina
potravinovych alergii se ale vyviji v prvnich letech Zivota, a proto je toto obdobi povazovéano
za kritické pro rozvoj imunitnich odchylek a atopie (Hong et al., 2012). Dité se narodi
S nezralym imunitnim systémem, ktery se postupné vyviji pod vlivem vnéjsiho prostiedi a ataky
na sliznici dychaciho a traviciho traktu. Zprvu je pasivné chranéno protilatkami matky, které
mu preda kojenim (Bystron, 2016), proto se V ramci primarni prevence vzniku alergie
doporucuje plné kojeni novorozenct a kojenct do 4. mésice véku, ale mezi 4. az 6. mésicem
jiz postupné zavadéni nemlécné stravy (Petrd, 2014). Dnes jiz byly teorie o prodlouzeni doby
kojeni a pozdé¢jSiho odstavu na pevnou stravu zpochybnény a klinické testy naopak dokazuji,
Vv téhotenstvi, kojeni a détstvi nema vyznam (Lack, 2012). U déti se také doporucuje

bezdivodné netlumit kontakt s zivotnim prostfedim vcetné domacich zvirat, posilovat imunitu



déti pobytem v piirod¢€, cvi¢enim a zdravou stravou, uzivanim probiotik a antibiotika brat jen

v piipadé, Ze je to opravdu nutné (Petrti, 2014).

3.1.5 Diagnostika a lé¢ba potravinovych alergii

U diagnostiky potravinové alergie je dilezité znat anamnézu pacienta. Zjistuje se, jaka
potravina reakci vyvolala, za jak dlouhou dobu po expozici se rozvinuly pfiznaky a jakého byly
charakteru (Kopelentova a Vernerova, 2016). Symptomy provazejici alergické reakce mohou
byt kozni, (ekzém, kopftivka, zarudnuti), o¢ni, gastrointestindlni (bolesti bficha, zvraceni,
prijem, zacpa, kiece, krev ¢i hlen ve stolici), dychaci (kasel dusnost, stazeni hrtanu, piskoty)
a nejcastéji jejich kombinace. V krajnim piipadé mize dojit az k anafylaxi (B&lohlavkova,
2015), coz je zivot ohrozujici systémova reakce charakterizovana respiracnimi a
kardiovaskularnimi pfiznaky (Kopelentova a Vernerova, 2016). Je to stav nepiedvidatelny,
nahly, pfiznaky se rozviji velice rychle a potraviny patifi mezi nejcastéj$i spoustéce
(Bélohlavkova, 2014). Dulezité také je, zda reakce nastala po poziti, kontaktu nebo inhalaci
vypari, zda se reakce opakovala, jaké mnozstvi alergenu ji vyvolalo a zda byla potravina
tepelné upravena ¢i nikoliv. U pacienta se zjistuji dal$i onemocnéni a rodinna anamnéza.
Ukolem alergologa je identifikovat spoustéci potravinu a odlisit alergii od senzibilizace ¢&i
intolerance. Pro diagnostiku se pouzivaji kozni testy, laboratorni vySetfeni a elimina¢né

expozicni testy (Kopelentové a Vernerova, 2016).

Samotnd lécba V soucasnosti probihd experimentdlné, takze jedinym dostupnym
opatfenim je vyvarovani se alergenim a ptipadné podani 1€kt pacientovi S rizikem zavazné
reakce (Dubois et al., 2015). Pouzivaji se antihistaminika, kromoglykaty nebo u anafylaxe
adrenalin, kortikosteroidy a dalsich (Kopelentova a Vernerova, 2016). Informace o lidském
genomu, urychlené sekvenovani a pfichod novych nastrojii a technologii, mize vyznamné

ptispét k predpovédi, prevenci a 1é¢bé potravinovych alergii (Hong et al., 2009).

3.1.6 Potravinové alergeny

Za vétsinu potravinovych alergii je zodpovédnych 8 potravin. Je to kravské mléko, vejce,
pSenice, sOja, arasidy, ofechy, ryby, korysi a mékkysi (Kopelentova a Vernerova, 2016). Dnes

je jiz povinné znaceni téchto zékladnich alergent na potravinarskych vyrobcich (Bélohlavkova,
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2014). Alergie na mléko, vejce ¢i pSenici se rozviji v détstvi a pozdé&ji se vyviji tolerance,
naopak alergie na otfechy, arasidy ¢i ryby béhem Zivota zustava (Valenta et al, 2015). Existuje
1 mnoho dalSich alergii, napfiklad na sezam, hoicici, ovoce, zeleninu ¢i alergie na savci a
driibezi maso. V evropské populaci nejcastéji zptisobuje alergii ovoce (1 - 4 %), z toho nejvice
broskev, jablko a kiwi. Vyznamna je také zelenina (1,4 %), hlavn¢ mrkev a celer a také ofechy
(4 %), zejména liskové (Kopelentova a Vernerova, 2016). Z ¢eského registru potravinovych
alergii DAFALL (Database of Food Allergy) z roku 2015 vyplyva, ze z testovanych 275
pacientll vykazuje nejveétsi pocet (37,7 %) alergii na kravské mléko a vyrobky z néj véetné
kojeneckych mlék, na druhém misté se umistily stromové ofechy a za nimi nasledovalo ovoce
(26,1 %), 58 pacientt mélo alergii na jablka, 15 na broskve a 13 na kiwi. Na dvé a vice potravin
reagovalo 44,7 % pacient a s vékem se také zvySoval i pramérny pocet alergizujicich potravin
na pacienta, coz je dano zejména vzristajicim poctem osob reagujicich na potraviny v rameci

zktizené alergie a pylové-potravinového syndromu (Bélohlavkova a kol., 2015).

3.2 Jablka

3.2.1 Vyznam jablek v lidské vyzivé

Konzumace ovoce a zeleniny je zdkladem zdravé denni diety a prevence mnoha
zavaznych onemocnéni. Prispiva k redukci kardiovaskularnich chorob, astmatu, diabetu
I rakoviny. Tyto vlastnosti maji diky obsahu vitamind, mineralli, vlakniny a sekundarnich
metaboliti fenolt, flavonoidi a karotenoidu, které hraji vyznamnou antioxida¢ni roli (Paris et
al., 2017). Jablka jsou jedno z nejéastéji konzumovaného ovoce v Evropé (Fernandez-Rivas et
al., 2006) a jsou povazovany za hlavni funkéni zdroj potravin. Jsou ekonomicky velice
dilezitou plodinou (Igarashi et al., 2016), celoro¢né dostupnou (Kiewning and Schmitz-
Eiberger, 2013) a Slechtitelé z celého svéta nepietrzit€ mnozi nové kultivary s lepSimi
vlastnostmi (Igarashi et al., 2016). BohuZel stale vétsi pocet konzumentt je kviili alergii musi
vyradit z jidelni¢ku (Pagliarani et al., 2013), coZ ma Casto za nésledek nedostatek nutricné
hodnotnych slozek (Gilissen et al., 2005). Byla zaznamenana u 0,4 % - 6,6 % dospélych a 2,2
- 11,5 % déti ve v€ku do 6 let a z toho bylo 8,5 % déti bylo alergickych piimo na jablko.
(Kiewning and Schmitz- Eiberger, 2013).
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3.2.2 Alergeny u jablek

Alergie zptisobena jablky je jednou z nejcastéjsSich potravinovych alergii. V rozsahlém
celoevropském priuzkumu se umistila na ¢tvrtém misté a z ploda ¢eledi Rosaceae na misté
prvnim (Pagliarani et al., 2013). Casto se vyskytuje u obyvatel stfedni a severni Evropy, v mensi
mife pak v Evrop¢ jizni (Kiewning and Schmitz- Eiberger, 2013). Kultivary se mezi sebou lisi
alergennimi vlastnosti (Gilissen et al., 2005; Nybom et al. 2013; Pagliarani et al., 2013) od malo
alergennich odrtd az po odrtdy zpusobujici reakce u vétsiny pacientd (Paris et al., 2017). Jako
nejvice alergenni se jevi kultivar ‘Golden Delicious’, méné pak napiiklad odrida "Gloster’
a naopak odrida "Santana’ vyslechténa v Holandsku, kde je alergie na jablka velice Castd, se
jevi jako hypoalergenni pro 75 % pacienti. VéEtSina z nich ji proto muze bézné zaradit do

jidelni¢ku (Gao et al., 2008).

Obsah alergenti je kromé rozdilného genotypu dle kultivaru také zavisly na biotickych
a abiotickych faktorech (Ahammer et al., 2017). Vyznamnou roli hraji podminky rtstu (Paris
et al., 2017), stupen zralosti, délka (Piihringer et al, 2000) a podminky skladovani (Kiewning
and Schmitz- Eiberger, 2013). V cCerstvé sklizenych jablkach je obsah alergent mensi
(Ptihringer et al, 2000), naptiklad koncentrace hlavniho alergenu Mal d 1 je v ¢erstvého plodu
po sbéru 1 - 30 pug na g, ale béhem skladovani obsah mtze vzrist az na 100 pg na g (Ahammer
et al., 2017), coz je zpusobeno silnym vystavenim plodi biotickému i abiotickému stresu
Vv obdobi po sklizni (Buron-Moles et al., 2015). Vyrazné¢ vyssi je také obsah alergent ve slupce
oproti duzin¢ (Ahammer et al., 2016).

3.2.2.1 Hlavni alergeny jablek

Alergicka reakce na jablka je zptisobena 4 hlavnimi proteiny Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3
a Mal d 4 (Tabulka 1), jez se z genti exprimuji v rizné mife (Gomez et al., 2014). Oznaceni
Mal d vychazi z rodového (Malus) a druhového (domestika) nazvu organismus, ze kterého byl
alergen izolovan a ¢islem je pak oznacena konkrétni formu alergenu (Marsh et al., 1988). Tyto
proteiny se v rostlinach exprimuji primarné jako obrana proti neptiznivym vlivim. Miizeme je
zaradit do skupiny PR-proteini (pathogenesis-related proteins), které se tvoii jako odpovéd’ na
napadeni houbovymi organismy, bakteriemi, viry nebo za nepfiznivych podminek, jakymi je

osmoticky stres (Breiteneder, 2004), zvySena koncentrace ozonu nebo tézkych kovii v okolnim
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prostfedi (Koistinen et al., 2002). Délime je do 14 rodin, z nichz nejvyznamnéjsi pro studium

alergii jsou skupiny PR-10, PR-5 a PR-14 (Breiteneder, 2004).

Hlavni alergen u jablek Mal d 1 je protein s molekulovou hmotnosti 18 kDa a miizeme
ho zatadit do skupiny PR-10, coZ jsou proteiny podobné ribonukleazam, kodované geny Yprl0
(Piihringer et al, 2000). Mal d 2 je protein s molekulovou hmotnosti 23 kDa a je fazen do
skupiny PR-5, které jsou homologni k thamatinu, coz je bilkovinné sladidlo isolované ze
zapadoafrického kete Thaumatococcus daniellii, a proto byla tato skupina oznacena jako
thaumatin-like proteins (TLP), u nich byly prokazany fungicidni G¢inky (Breiteneder, 2004).
Mal d 3 je alergen s molekulovou hmotnosti 13 kDa (Sanchez-Monge et al., 1998) a je fazen
do skupiny lipid transfer proteinti (LTP), které se v jablkach nachazi ve form¢ nespecifickych
LTP (Thoma et al., 1993), které patii do skupiny PR-14 (Kondo and Urisu, 2009). Hlavnimi
funkcemi je obrana rostlin proti houbovym a bakteridlnim patogenim (Hoffmann-
Sommergruber and Mills, 2009) a krom& vrozené imunity rostlin maji na starosti také vazbu

a transport lipida (Finkina et al., 2016).

DalSim vyznamnym alergenem je Mal d 4, coz je protein homologni ke genové roding
profilini (Gomez et al., 2014). Profiliny maji 12 — 15 kDa, jsou pfitomny ve vSech
eukaryotickych buiikach (Asero et al., 2008) v cytosolu (Hoffmann-Sommergruber and Mills,
2009), vazi se na aktin a tim kontrolujici jeho dynamiku a hybnost bun¢k (Di Nardo et al., 2000)
a hraji klicovou roli v intracelularnim transportu, morfogenezi bun¢k a déleni (Hoffmann-

Sommergruber and Mills, 2009).

Tabulka 1: Hiavni tiidy alergenii jablek

Alergen Zaiazeni Funkce
Mal d 1 Ribonuclease-like protein - PR-10 Stresové situace, napadeni patogeny
Mal d 2 Thaumatin-like proteiny (TLP) - PR-5 = Stresové situace, napadeni patogeny
Mal d 3 Lipid transfer proteiny (LTP) - PR-14 | Transport lipidii, imunita
Mal d 4 Profiliny Vazba na aktin, hybnost bunky,

transport, morfogeneze, déleni
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3.2.2.2 Alergen Mal d 1

Z genu odpovidajicich za alergii se v oblastech stiedni a severni Evropy zda jako hlavni
alergen Mal d 1 (Pagliarani et al., 2013), ktery byl poprvé izolovan, charakterizovan a klonovan
vroce 1995 (Vanek-Krebitz et al., 1995). Tento protein ma molekulovou hmotnost 18 kD
a zpusobuje alergie typu | (Pihringer et al, 2000). Mal d 1 je ve skute¢nosti genova rodina
skladajici se z 31 riznych lokust (Obrazek 2) a kazdy z nich koduje jiny isoalergen. Navic pro
kazdy gen isoalergenu existuje fada mirné odlisnych alel, které mohou kodovat jeho odlisné
varianty, jez zvySuji variabilitu Mal d 1 proteind (Pagliarani et al., 2013). Bylo identifikovano
mnoho izoforem dé€lenych do skupin dle podobnosti sekvenci DNA. Vyznamné izoformy jsou
Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.03, Mal d 1.04, Mal d 1.05, Mal d 1.06. Izoformy se shoduji
ve vice nez 97 % sekvenci a vzhledem k tomu, Ze nejsou kultivarové specifické, je jejich

alergenicita zpusobend rozdilnou mirou exprese. Nejrozsitencjsi formy v jablkach jsou Mal d

1.01 a Mal d 1.02 (Gao et al., 2008; Ahammer et al., 2017).

All the
31 Mal d
1 genes

SNP unique for Mal d 1.01
SNP unique for Mal d 1.02

Mdl.06D_MDFOO0DZEB293, e i AGRGGTTCCATCATCA
Mdl.07_MDPO000BE4ATAT. 320 (5 TTCCETRATCA
Hl.i]..ElS_l']DPEIDIJEIl'TleB.Bﬁ'_“ F
Mdl.08 MOPOOO0BEATAR. seq [
Mdl.10 MDPODODLS1S29.527 A

Hdl. 115 _MDPOOO0Z03187
Hdl. 1z MDPOOOOLST7252,

Obrdzek 2: Casti sekvenci kbédujicich 31 lokusit Mal d 1 genii

(Cervené vyznacené jsou nukleotidy (SNP) specifické pouze pro izoformy Mal s 1.01

a Mal d 1.02)
Zdroj: Pagliarani et al., 2013
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Mal d 1 mé trojrozmérnou strukturu, skldda se ze sedmi antiparalelnich B-skladanych
listi a tfech a-helix (Obrazek 3, Ahammer et al., 2017). Ma 158 - 159 aminokyselin kddovanych
480 - 483 nukleotidy (Gao et al., 2005).

U

Obrdazek 3: Struktura alergenu Mal d 1.0101
Zdroj: Ahammer et al., 2017

Dosud neni k dispozici zadna spolehlivd metoda pro kvantifikaci celkového obsahu
proteinti Mal d 1 nebo jednotlivych izoforem, ale je mozné studovat relativni expresi gend, jez

tyto proteiny koduji (Paris et al., 2017).

3.2.2.3 Zkitizena reakce alergent Mal d 1 a Betv 1

Zktizena reakce mezi alergeny (Tabulka 2) vznika na zaklad¢ jejich homologie, kdy IgE
protilatky rozpoznaji a nésledné€ vyvolaji imunitni odpovéd’ na podobné struktury proteind.
Tyto proteiny se nachézi v blizce ptibuznych druzich nebo se fadi do stejné proteinové rodiny,

protoze plni v riznych organismech napti¢ druhy stejnou funkci (Popescu, 2015).
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Tabulka 2: Zkrizena reaktivita mezi rostlinnymi druhy

Zdroj: Popescu, 2015

Syndromy zk¥iZené reaktivity Alergeny

Bfiza — jablko Bet v 1 homologni Mal d 1

Cypfis - broskev Prup3ansLTP

Celer — pelynék — koteni Art v 4 profilin, Art v 60 kDa homologni Api g 5
Pelyn¢k — broskev Art v 4 profilin, Artv 3 LTP

Pelynék — hefmanek Artv1l

Pelyn¢k — hoicice Artv 3 LTP, Artv 4 profilin, Art v 60 kDa
Ambroézie — meloun — banan Amb a6 LTP, Amb a 8 profilin

Merlik - meloun Che a 2 profilin

U alergii na jablka je vyznamna senzibilizace pylem bfizy (Betula L.) na zakladé
zkiizené reaktivity pyl-potravina (Popescu, 2015). Biiza (Betula L.) roste v mirném pasmu
Vv oblastech severni polokoule (Hao et al., 2016) a na jafe béhem dubna a kvétna uvoliuje az
500 zrn pylu na m® (Holm et al., 2011). Vystaveni pylovym alergentim biizy je hlavni divod
alergickych rym v Evropé a jednim z nejcastéjSich spoustééu respiraénich onemocnéni (Hao et
al., 2016). Campana et al. (2010) uvadi, ze alergii na pyl bfizy trpi nejméné 100 milionu
pacientt. Hlavnim alergenem bfizy je protein Bet v 1 (Hao et al., 2016), na ktery ma protilatky
piiblizné 90 % pacientd. Stejné jako Mal d 1 patii do skupiny takzvanych pathogenesis-related
proteint, konkrétné do skupiny PR-10 (Gilissen et al., 2005) a na zaklad¢ toho mize u pacientl
dojit ke zkiizené alergii S jablecnym alergenem Mal d 1 (Fernandez-Rivas et al., 2006). V téchto
oblastech je kvili jejich homologii s Mal d 1 hlavnim alergenem (Paris et al., 2017) a zaroven
ze vSech potravin, které obsahuji homologni proteiny k Bet v 1 je jablko nejCastéjSim
spoustééem alergie (Ahammer et al., 2017). Gomez et al. (2014) uvadi, Ze az 60 % pacientd
alergickych na bfezovy pyl, mé slabé reakce pii poziti jablek. Zdkladem pro tuto kiiZovou
reaktivitu jsou spolecné epitopy, jez sdileji na zaklad€é podobnosti aminokyselinovych sekvenci
(Kiewning and Schmitz- Eiberger, 2013; Gepp et al., 2014). Uvadi se, ze sdileji 55 - 65 %

spole¢nych aminokyselinovych sekvenci (Holm et al., 2011).
V zemich jizni Evropy se naopak castéji vyskytuji zktizené reakce pylu biizy s ostatnimi

druhy ovoce, zejména s broskvemi. V oblastech Stfedomofi je plivod alergii na jablka

ptisuzovan hlavné senzibilizaci vyvolanou lipid transfer proteiny (Gomez et al., 2014).
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Obrdazek 4: Model molekularniho povrchu Bet v 1 a dvou izoforem Mal d 1
Zdroj: Holm et al., 2011

Homologii mezi Bet v 1 a Mal d 1 miizeme vidét na obrazku 4, kde je znazornén model
molekularniho povrchu Bet v 1 a dvou izoforem Mal d 1, z pfedniho a zadniho pohledu, otoceny
o 180° okolo vertikalni osy. Na modelu A jsou ¢ervenou barvou oznaceny sekvence z vice jak
90 % shodné s Mal d 1 a modrou barvou sekvence z vice nez 90 % konzervativné substituované.
Na modelech B a C jsou 2 izoformy Mal d 1. Model B zn4zoriiuje aminokyselinové sekvence
shodné s Bet v 1 z 65 % a model C z 55 %. Cervenou barvou jsou opét znaceny identické
sekvence Bet v 1 a Mal d 1 a modru barvou konzervativné substituované ¢asti. Zaramované

Casti jsou oblasti, jez Bet v 1 a Mal d 1 sdili spole¢né (Holm et al., 2011).

Klinicka pozorovani pacientu s alergii na pyl bfizy Casto ukazuji kromé& jablek na
intoleranci i k dalsim druhim ovoce a zeleniny (Ebner et al., 1994), jez obsahuje PR proteiny.
Muazeme je nalézt v riznych rostlinnych celedich, jako Betulaceae, Rosaceae, Apiaceae ¢i
Fabaceae (Puhringer et al, 2000). Po poziti kiwi, mandli, manga, chilli papri¢ek, liskovych

ofechti (Kondo and Urisuy, 2009), jablek, hrusek, ofechti, mrkve, brambor, celeru, melounu,

17



broskve, merun€k, Svestek, tfesni a okurek aj. vykazuje alergické symptomy vice jak 70 %
pacientd. To se déje pravé na zakladé homologie protein k Bet v 1 (Vanek-Krebitz et al.,
1995), jez jsou rozpoznavany specifickymi IgE protilatkami, které se tvoii v téle proti

alergentim biizy (Gilissen et al., 2005).

3.2.2.4 Symptomy doprovazejici alergie na jablka a pyl btizy

Zktizena reakce mezi hlavnimi alergeny bfizy a jablka zapficiuje symptomy, které
byvaji Casto slabé a piechodné, ale vyjimkou nejsou ani zavazné Zzivot ohrozujici reakce

(Dubois et al, 2015).

Alergeny muzeme rozdélit na 2 skupiny. Prvni skupina, kam patii vejce, mléko, pSenice,
ofechy nebo ryby, jsou proteiny stabilni vii¢i zazivacim enzymtim a jejich hlavnim mistem
ucinku jsou stfeva. Naopak alergeny druhé skupiny, kam fadime ovoce a zeleninu, se rychle
rozpousti V ustni dutin€ a jsou snadno rozkladany travicimi enzymy. To je diivod, pro¢ ¢asto
zpusobuji pouze lokalni symptomy omezené pouze na ustni dutinu, jeZ nazyvame oralni
alergicky syndrom, zkracen¢ OAS (Kondo and Urisuy, 2009). Pfiznaky jsou obvykle slabé
a prechodné (Dubois et al, 2015), objevuji se lokalné¢ v misté kontaktu, béhem nékolika minut
po konzumaci (Ahammer et al., 2017). Zahrnuji svédéni v ustni dutin€ nebo otok rtii, jazyka,
patra a hltanu, doprovazené bodavou bolesti s obasnym svédéni usi, pocitem svirani hrdla a
obvykle samy postupné odstoupi (Kondo and Urisu, 2009). Muze také dojit k senné rym¢,
dusnosti (Ahammer et al., 2017), zanétu, ale vyjimkou nejsou ani systémové reakce jako je
kopftivka, astma, prijem ¢i anafylakticky sok (Ebner et al., 1994; Vanek-Krebitz et al., 1995).
To mize naptiklad u jable¢nych alergent zpiisobovat skupina TLP nebo nsLTP, které maji
kompaktni struktury stabilizovanou 4 a 8 disulfidovymi mustky, a proto jsou k vysoké teploté
a zazivani stabilni (Fernandez-Rivas et al., 2006). Potravinova alergie je nejcastéjsi pti¢inou
navstév pohotovosti pacientd s anafylaxi (Hong et al., 2012). Muze dojit i k pozdnim
ptiznaktim, jako je zhorseni atopického ekzému i bez projevu OAS (Kinaciyan et al., 2016).
Mal d 1 je citlivy nejen na Sté€peni pepsinem, ale také oxidaci a teplo (Kiewning and Schmitz-
Eiberger, 2013), proto IgE reaktivita proteinii mizi po tepelném oSetieni plodd (Pagliarani et
al., 2013).
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3.2.2.5 Lécba alergie na jablka a pyl btizy

Vroce 1911 poprvé Leonardo Noon publikoval alergen-specifickou imunoterapii
(AIT), jez ma slouzit ke zmirnéni alergickych reakci. Fungovala na principu protipylové
imunizace (Aissa et al., 2016) a podavala se podkoznimi injekcemi v davkach odvozenych
Z hmotnostniho pylového podilu. Dnes se alergenova vakcina podava nejen v injekéni formé,

ale také v kapkach ¢&i tabletach (Spicak, 2014).

Imunoterapie méni reakci na expozici alergenu vyvolanim imunologické tolerance.
Alergeny pfichazeji do kontaktu s povrchem sliznice dychacich cest a vlivem jejich vlhkosti,
dojde k jejich interakci s imunitnim systémem. Alergen je navazan na specifické IgE protilatky,
coz vede k aktivaci mastocytil a bazofill a rychlému uvolfiovani histaminu a dalSich mediatorii
ptimo odpovédnych za alergické ptiznaky. Navic se aktivuji alergen-specifické T-builky, coz
vede k zanétlivé reakci. Krevni cévy se rozsifuji a vylucuji plazmu a buiiky do slizni¢ni tkane.
Zanétliva reakce aktivuje zirné bunky, bazofily, eozinofily, neutrofily a makrofagy a pfitahuje
je do sliznice dychacich cest, coz vede k zZeni prudusek a sekreci hlenu. Dochazi k zervenani
o¢i, zaplaveni slzami, vylucovani vody z nosu, doprovazené svédénim patra, hrdla, o¢i a nosu.
Kdyz je alergen ziskan pfirozenou expozici, mnozstvi prezentované imunitnimu systému je
pomérné nizké. Naproti tomu, pokud je podavan jako imunoterapie, je mnozstvi alergenu
vysoké. Jedna davka podavana v imunoterapii odpovida pfiblizné stondsobku odhadovaného
maximalniho ro¢niho pfijmu pfirozenou expozici. Rozdil v mnozstvi podané davky a
rozdilného vstupu do té€la ma na imunitni systém jiny u€inek a vyvola toleranci alergenu (Larsen

etal., 2016).

Stale je vsak diskutovano, zda Gspésna indukce klinické tolerance k Bet v 1 pomoci AIT
s pylem bfizy soucasné vyvolava toleranci vuci alergenim jablkem (Kopac et al., 2012;
Kinaciyan et al., 2016), ptipadn¢ jaké davky budou pro pacienty uc¢inné (Berings et al., 2017).
Nékteré studie uvadi redukci symptom po 1é¢beé AIT (Asero, 1998; Modrzynski et al., 2002;
Asero, 2003; Bolhaar et al., 2004; Bucher et al., 2004), jiné klinicky efekt nezaznamenaly
(Herrmann et al., 1995; Hansen et al., 2004; Kinaciyan et al., 2007).
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3.3 Studium exprese gent

Pro stanoveni alergenicity ploda jabloni se vyuzivd metoda zaloZena na studiu relativni
exprese genu. Tato metoda hraje dilezitou roli v mnoha oblastech biologického vyzkumu, je
vyuzivana pro monitorovani biologickych odpovédi na rizné podnéty (Heid et al., 1996) a ma
Siroké vyuziti souvisejici S projevy mnoha onemocnéni. Expresi gent lze stanovit metodou
mikroCipd, jimiZ lze analyzovat stovky geni (Vandesompele et al., 2002; Pfaffl et al., 2004),
nebo metodou kvantitativni PCR v realném case - qRT-PCR (Pagliarani et al., 2013).

3.3.1 Kovantitativni PCR v realném ¢ase (QRT-PCR)

Kvantitativni PCR v realném ¢ase je metoda in vitro enzymatické syntézy a amplifikace
specifickych DNA sekvenci (Bermingham and Luettich, 2003), jeZ se na rozdil od klasické
PCR vyznacuje kontinudlnim zaznamenavanim mnozstvi DNA, jez se vytvofilo v pribéhu
cykla (Pfaffl, 2001). Tuto metodu vyvinul vroce 1993 Higuchi et al. Pivodné byla
videokamerou detekovana zména mnozstvi dvoufetézcové DNA (dsSDNA) v kazdém PCR
cyklu na zaklad¢ vzristajiciho fluorescenéniho zéafeni ethidium bromidu, jez se navazal na
duplex DNA (Higuchi et al., 1993). V soucasnosti se vyuzivaji specialni cyklery (Pfaffl, 2001)
s detektorem, ktery zaznamenava fluorescenci (VanGuilder et al., 2008). Intenzita
fluorescen¢niho signélu, jez je emitovana béhem amplifikace, vypovidd o mnozstvi dsDNA

v kazdém cyklu (Kaltenboeck and Wang, 2005).

Jako fluorescencni substrat je vyuzivano nékolik zdroju. Jednim znich jsou
hydrolyza¢ni sondy TagMan (Obrazek 5), které hybridizuji s templatovym vldknem DNA.
TagMan sondy vyuZzivaji 5'- 3 ’exonukleazové aktivity Taq DNA polymerazy. Na 5 konci
nesou reportérovy fluorofor a na 3° konci zhédSe¢. Zhase¢ blokuje emisi fluorescence
Z flouroforu. Pfi syntéze nového vldkna je TagMan sonda degradovana DNA polymerazou a
tim dojde k separaci flouroforu a zhasece a nasledné k emisi fluorescence (VanGuilder et al.,
2008).
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Obrazek 5: Schéma principu TagMan sondy

DalSim zdrojem fluorescen¢niho signalu mohou byt fluorescencni vlasenky, naptiklad
molecular beacons (Obrazek 6). Molecular beacons jsou jednofetézcové oligonukleotidy,

jejichz konce jsou vzajemné komplementarni, a proto vytvareji vlasenku. Na jednom konci

oligonukleotidu je fluorofor, na

molekula vlasenky denaturovana a hybridizuje s cilovou sekvenci, fluorofor je tim separovan

Zdroj: Ginzinger, 2002

druhém je zhase¢, ktery blokuje emisi fluorescence. Pokud je

od zhasece a dochazi k emisi fluorescence (VanGuilder et al., 2008).

[v1]|

Molecular Beacon

~_

Quenched Signal

Emitted Signal

Obrazek 6: Schéema principu Molecular beacons

Zdroj: Ginzinger, 2002
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Dalsi metodou je SYBRGreen | (Obrazek 7), coz je fluorescencniho barvivo, které se
nespecificky vaze do malého zlabku dsDNA (Pfaffl, 2001) a tim emituje zafeni (VanGuilder et
al., 2008).

C SYGR Green I ™ dye

DNA binding

Emitted Signal

Obrazek 7: Schéma principu SYBRGreen 1
Zdroj: Ginzinger, 2002

Vyhodou metody qPCR je jeji rychlost, vysoka citlivost, reprodukovatelnost (Pagliarani
et al., 2013) a minimum postamplifika¢nich procest, jeZ by mohly vést ke kontaminaci vzorku

a neptesnych vysledkd (Kaltenboeck and Wang, 2005).

3.3.1.1 Izolace RNA

Prvnim krokem je izolace RNA, kter4 je na rozdil od DNA nestabilni, a proto je pro jeji
zachovani v neporuSeném stavu nutné vzorky po odbéru zmrazit kapalnym dusikem a skladovat
v -80°C. Pro samotnou izolaci je Zadouci vyuzit spolehlivou metodu, jez zaruci zisk kvalitni
neporusené¢ RNA a zaroveil je dileZité zajistit odstranéni kontaminaci genomickou DNA
pomoci enzymu DNasa I. Pro vyhodnoceni vytéznosti 1ze vyuzit spektrofotometr, jez méii
mnozstvi RNA pfi vlnové délce 260 nm a vyhodnocuje téz piitomnost necistot z pomera
absorbanci Aze0/280, ktera by méla byt mensi nez 1,8 a Aze0/230 by méla byt mensi nez 2 (Udvardi

et al., 2008).

22



3.3.1.2 Reverzni transkripce

Dalsim krokem je reverzni transkripce, tedy ptepis RNA do komplementarni DNA
(cDNA) s vyuzitim enzymu reverzni transkriptdza (Bermingham and Luettich, 2003). Pro
maximalni vytéznost a zisk adekvatni délky pifepsané cDNA je nutné vyuzit reverzni
transkriptazu bez RnasaH aktivity, stejné jako kvalitni Cisté oligo(dT) nukleotidy (Udvardi et
al., 2008).

3.3.1.3 gRT-PCR

Stejné jako pro kazdou PCR reakci je dulezité spravné vytvoreni primerd (Udvardi et
al., 2008), které vychazi ze znalosti sekvenci sledované¢ho tseku nukleové kyseliny, jez
mizeme ziskat z databazi a nasledné si k témto sekvencim vytvofit in silico pfislusné primery
(Obrazek 8; Pagliarani et al., 2013). Primery jsou 15 - 40 nukleotidi dlouhé useky, které se
komplementarn€ vazi na opacné konce templatovych vladken a slouzi jako mista pro nasednuti
DNA polymerazy. Dilezité je, aby nebyly navzajem komplementarni nebo netvarely

sekundarni struktury (Bermingham and Luettich, 2003).

Gene Primer name Sequence 5'-3 SNP SNP SNP Start Length Primer Ta Tm Slope
cons® gene® allele® position (bp) conc.

Mal d 1.01 gMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA 5 258 103 100 63 0.079
gMd1.01R GTAAT GACTGATGCTCTTGATGG 1 1

Mald 1.02 qMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCITTGACA 4 - - 258 11 100 62 810 0.206
gMd1.02R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA 1 1

Mal d 1.06A gMd1.06AF CTATAGCTATAGCTIGATTGAAGGG 5 1 243 167 100 61 805 0.203
gMd1.06AR TTCCAACCTTAACATGTTCTTCT 3 1

Mald 1.06B  gMd1.06BF AAACCGAATACGCATCCATT 3 3 1 20 106 100 61 815 0.012
gMd1.06BR ACAGITITGACTGCTTGTGGAG 6

Obrazek 8: Primery pro amplifikaci genit Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.064 a Mal d 1.06B
vytvorené in silico na zakladé sekvenci z databaze genomu rostlin z celedi Rosaceae

Zdroj: Pagliarani et al., 2013

Pro kontrolu nespecifické amplifikace se vyuziva analyza teploty tani. Teplota, pfi které
dochazi k poruSeni vodikovych mustkli mezi primery a Zadouci sekvenci, se nazyva teplota tani
(Tm) a je zavisla na nekolika faktorech, napt. pocet GC bazi, délka primert, sekvence Ci
heterozygotnost (Reed et al., 2007). LightCykler zaznamenava fluorescen¢ni signaly pfi
riznych teplotach cyklu a znazoriuje ho kiivkou (Obrazek 9). V ptipadé tvorby nespecifickych

produkt (napt. primery-dimery), se v grafu zobrazi vyssi fluorescenéni signal vétSinou pfi

23



niz§ich teplotach, protoze tyto nespecifické produkty maji ¢asto nizsi teplotu tani nez produkty
specifické. Zobrazeni pouze jednoho vrcholu kiivky znaci, ze amplifikace probihala specificky

bez vzniku nezadoucich struktur (Kaltenboeck and Wang, 2005).

0.4

-dF/dT

L] T
75 80 85 920
Temperature (C)

Obrazek 9: Kiivka tani u heterozygotii s nespecifickym amplikonem

Zdroj: Wittwer et al., 2001

3.3.1.4 Vyhodnoceni exprese genil

Exprese genu je relativni, a proto je nutné porovndvat studovany gen s genem
referencnim (Pfaffl, 2001). Referen¢ni geny maji odlisnou sekvenci od sledovaného genu a
musi vykazovat minimalni variabilitu exprese v riznych tkanich a fyziologickych stavech
organismu (Kozera and Rapacz, 2013). Nejcasté&ji se vyuzivaji ,,nouse keepingové* geny (Teste
et al., 2009), které jsou dlleZité pro udrzeni bazalnich funkci buriky, jsou tedy nezbytné pro jeji
existenci bez ohledu na tkan &i organismus a musi se proto exprimovat neustale. Casto

vyuzivanym genem je aktin (Eisenberg and Levanon, 2013).

K vyhodnoceni exprese se pouzivd hodnota Cq, kterd odpovida poctu PCR cykla
potfebnych k vytvofeni dostate¢ného fluorescenc¢niho signalu k dosazeni prahové hodnoty
fluorescence (Obrazek 11; Ginzinger, 2002), kterému odpovida nastup exponencialni faze PCR
cyklu. Na Obrazku 10 je hodnota Cq znacena v misté, kde kiivka protind prahovou hodnotu
fluorescence (VanGuilder et al., 2008). Tyto hodnoty Cq jsou piimo tmérné mnozstvi
vychoziho templatu a jsou zdkladem pro vypocet hladin exprese genii (Ginzinger, 2002). Cim
vy$§i je hodnota Cq, tim bylo v reakci niz$i pocatecni mnozstvi DNA (Karlen et al., 2007).

Diky této hodnoté¢ miizeme porovnavat 2 vzorky za vyuziti referenéniho genu. Po odecteni
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hodnoty Cq referen¢niho genu od Cq studovaného genu ziskdme hodnotu ACq a porovnanim

mezi vzorky potom hodnotu AACq (Perkins et al., 2012).

PCR Product —— >

Cycle —— >

Obrazek 10: Faze PCR
Zdroj: VanGuilder et al., 2008

Threshold

0.1 +

Fluorescent signal (R,)

baseline 18 20 PCR eyele # at threshold (Ct)
ACt=Ct20-Ct18=2

0 T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40

PCR cycle number

Obrazek 11: Graf pribehu amplifikace pri gPCR a rozdily hodnot Cq

Zdroj: Ginzinger, 2002

25



4 Material a metodika

4.1 Biologicky material

Byla ziskana kolekce 66 ruznych vzorku ploda jabloni (Tabulka 3, 4) z evropskych

obchodnich fetézct zastoupenych v Ceské republice a byla u nich provedena pomologicka

charakteristika plodud s cilem posouzeni stupn¢ zralosti.

Tabulka 3: Vznik a piivod odrid analyzovanych v diplomové praci

Odrida Vznik Piivod

Braeburn Lady Hamilton x Granny Smith Novy Zéland, 1950

Elisa Septer x Koksa Pomaranczowa Holandsko — Wageningen, 1974
Evelina Cervena mutace Pinova

Fuji Red Delicious x Virginia Ralls Genet Japonsko — Fujisaki

Gala Kidd 's Orange x Golden Delicious Novy Zéland

Golden Delicious Nahodny kiiZenec USA

Granny Smith Nahodny semena¢ objeveny Marii Australii

Idared Jonathan X Wagenerovo USA - Idaho, Moscow
Jonagold Golden Delicious x Jonathan USA, 1953
Jonagored Barevny klon Jonagold Belgie
Jonaprince Umela mutace Jonagold Nizozemi a Belgie, 1994
Kanzi Gala x Braeburn Belgie
Milwa (Idared x Maigold) x Elstar
Modi Gala x Liberty Italie
Pink Lady Golden Delicious x Lady Williams =  Australie, 1973

Cripps Pink. Pink Lady = vybér

nejlepsich jablek této odrady
Red Chief Mutace Red Delicious
Red Delicious Mutace Golden Delicious USA — lowa, 1921
Red Prince Golden Delicious x Red Jonathan

Tenroy Royal Gala

Ann Smith

Kidd's Orange x Golden Delicious

Novy Zéland
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Tabulka 4: Vzorky plodii jablek analyzovanych v diplomové praci s uvedenou odridou, zemi
ptvodu, obchodnim retézcem, vV nemz byl plod zakoupen, tuhosti duziny, otlaceni plodii,
zpusobu baleni a jakosti plodit — 1. cast

Odruda 1. 2. 3 4, 5. 6.

1 Jonagold DE 03 ME2 OT2 Vv 11
2 Golden Delicious IT O3 ME2 OT1 VvV 1
3 Golden Delicious CzZ 03 ME2 OT1 S J2
4 Golden Delicious IT O1 ME1 OT1 T J1
5 Idared PL O1 ME1 OT1 VvV 11
6 Evelina SK 01 ME1 OT1 V 1
7 Golden Delicious IT O1 ME2 OT1 VvV 1
8 Granny Smith IT O1 ME1 OT1 V 1
9 Red Delicious IT O1 ME2 OT1 V 1
10 Jonagold Cz 01 ME1 OT1 Vv A
11 Golden Delicious CzZ O1 ME2 OT1 Vv 11
12 Fuji IT O1 ME2 OT2 T 1
13 Golden Delicious CZ O1 ME1 OT1 S 11
14 Red Prince Cz 01 ME2 OT1 Vv A
15 Kanzi NL O1 ME1 OT1 VvV 1
16 Milwa NL 02 ME1 OT1 T 1
17 Golden Delicious IT 02 ME2 OT1 VvV 1
18 Tenroy RoyalGala CL 02 ME3 OT3 V 1
19 Idared PL 02 ME1 OT1 S 1J2
20 Granny Smith IT 02 ME2 OT1 V 1
21 Golden Delicious IT 02 ME3 OT3 S 1
22 Modi IT O5 ME1 OT1 V 1
23 Golden Delicious CzZ O5 ME3 OT1 S 11
24 Pink Lady CL O5 ME1 OT1L T A
25 Jonagold CZ O5 ME3 OT3 S 11
26 Granny Smith ZA O5 ME2 OT2 S 1
27 Red Chief IT O6 ME1 OT1 V 1
28 Golden Delicious IT 06 ME1 OT1 VvV 1
29 Elisa PL O6 ME2 OT1 VvV 1
30 Kanzi NL O3 ME3 OT3 VvV 11
31 Red Chief IT O3 ME2 OT1 V 1
32 Red Prince CZz 03 ME2 OT1 Vv .
33 Idared PL O3 ME1 OT1 S 1J2
34 Red Delicious AR O3 ME1 OT1 T J2
35 Golden Delicious IT 04 ME3 OT2 S J2
36 Idared PL 04 ME1 OT1 S J2
37 Red Delicious CzZ 04 ME2 OT1 S 1J2
38 Jonagold BE 04 ME3 OT3 V J2
39 Pink Lady CL 04 ME2 OT1 V A
40 Golden Delicious IT 04 ME2 OT1 V 1
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Tabulka 4: Vzorky plodii jablek analyzovanych v diplomové praci s uvedenou odriidou, zemi
ptivodu, obchodnim retézcem, v nemz byl plod zakoupen, tuhosti duziny, otlaceni plodii,
Zpiisobu balent a jakosti plodu — 2. cast

Odrida 1. 2. 3 4, 5. 6.
41 ldared PL O4 MEl1 OT1 S J2
42 Jonagored PL O4 ME2 OT1 S 1J2
43 Red Prince DE 04 ME3 OT3 V 11
44 ldared PL 04 ME1 OT1 V 1
45 Red Chief IT 04 ME2 OT1 V 11
46 ldared PL 04 ME2 OT1 V 11
47 Fuji CzZ 04 ME3 OT3 V 1
48 Kanzi NL O4 ME1 OT1 V 11
49 Golden Delicious IT 04 ME2 OT1 V 11
50 Jonagold PL O7 ME2 OT3 V 11
51 Red Delicious IT O7 ME2 OT1 V 11
52 Fuji IT O7 ME2 OT1 V 11
53 Red Chief IT O7 ME3 OT1 V 11
54 Braeburn IT O7 ME2 OT1 V 11
55 Granny Smith IT O7 ME1 OT1 V 11
56 Jonaprince DE O7 ME2 OT1 V 11
57 Gala CL O7 ME1 OT1 VvV 1
58 Evelina SK O7 ME2 OT1 VvV 11
59 Jonagold Cz O7 ME2 OT2 Vv 1
60 Golden Delicious IT O7 ME1 OT1 VvV 11
61 Golden Delicious IT O7 ME1 OT1 V 11
62 Red Delicious IT O7 ME3 OT1 V 11
63 Golden Delicious Cz O7 ME1 OT1 S A
64 Red Delicious IT O7 ME2 OT1 T 1
65 Braeburn IT O7 ME3 OT2 S 11
66 Golden Delicious Cz O7 ME1 OT1 S J2
H1 Golden Delicious Cz 08 ME2 OT2 V J2

1. Zemé ptvodu: AR — Argentina, BE — Belgie, CL — Chile, CZ — Ceska republika, DE — Némecko, IT — Italie,
NL — Holandsko, PL — Polsko, SK — Slovensko, ZA — Jihoafricka republika; 2. Obchodni fetézce: O1 — Albert (Kladno), 02
— Billa (Kladno), O3 — Kaufland (Praha), O4 — Kaufland (Kladno), O5 — Lidl (Kladno), O6 — Norma (Kladno), O7 — Tesco
(Kladno), 08 — VSUO Holovousy s.r.0.; 3. Tuhost duZiny: ME1 — velice tuha duznina, mnohdy s nazelenalou barvou, plod
pii sklizni nebyl v optimalni zralosti, ME2 — duznina odpovida konzumni zralosti, je aromaticka a §tavnatd, ME3 — duznina je
siln€ moucnata a sveédci o tom, ze plod je prezraly; 4. Otla¢eni plodi: OT1 — zcela bez otlaceni, OT2 — na plodech jsou nepatrné
znamky otlageni (maximalné 5 % povrchu), OT3 — na plodech jsou patrné vyrazné znamky otladeni (mnohdy az 20 % plochy
plodu), duznina pod otladenim je vodnata az hnédé barvy; 5. Zpisob baleni plodi: V — plody prodavané volng, S — plody
prodavané v zatavenych plastovych saccich, T — plody prodavané na papirovych taccich fixované potravinaiskou foli;

6. Jakost udavana prodejcem zboZi: J1 — prvni jakost, J2 — druh4 jakost
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4.2 1lIzolace celkové RNA ze slupky a duzniny plodi

4.2.1 Priprava materialu

Pro extrakci RNA byl pouzivan plast RNase free. Pipety, $picky s filtry, tfeci misky,
tloucky, skalpely a pinzety byly sterilizovany pomoci autoklavu. Rukavice a pracovni plochy
Vv laboratofi, kde probihal odbér vzorki a extrakce RNA byly oSetfeny piipravkem RNaseZAP
TM od firmy Sigma.

Plody ziskané z obchodnich fetézct byly oSetieny piipravkem RNaseZAP TM (Sigma)
a po oschnuti byly odebrany smésné vzorky 3 plodu, zvlast duznina a zvlast' slupka, do
polypropylenovych zkumavek a kviili zachovani neposkozené RNA byly okamzité¢ zamrazeny

pomoci kapalného dusiku a skladovany pfi teploté -80°C.

4.2.2 lIzolace celkové RNA

Obsah zkumavky byl pienesen do sterilni tfeci misky ptfedem vychlazené kapalnym
dusikem a oSetiené RNaseZAP TM (Sigma). Vzorky byly pomoci tlou¢ku homogenizovany do
praskové struktury za stalého chlazeni kapalnym dusikem a nasledné z nich bylo odvéazeno 100
mg, jez byly asepticky ptfeneseny do sterilnich 2ml zkumavek. Vzorky byly okamzité ponofeny

do kapalného dusiku a vyjmuty az tésn¢ pted vlastni analyzou.

Celkova RNA byla izolovana pomoci Spectrum Plant Total RNA Kit od firmy Sigma.
Do zkumavky shomogenizatem bylo pfidino 500 pl lyza¢niho pufru s obsahem
2-merkaptoetanolu a ponechano homogenizovat 30 sna vibracni tfepacce a nasledné

inkubovano 3 minuty pfi teploté 56°C.

Pro odstranéni zbytkt bunék byly zkumavky centrifugovany pti 12 000 RCF po dobu
10 minut pfi teploté 10°C. Pipetou byl supernatant bez rostlinnych zbytkti prenesen na filtracni

kolonky, jez byly pfipraveny ve 2 ml zkumavkach. Nasledn¢ byla provedena centrifugace pii

12 000 RCF 1 minutu pii teploté 20°C.
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Zkumavky byly umistény na led a k ziskanému filtratu bylo pfidano 750 pl vazaciho
roztoku. Smes byla kratce promichana na vibraéni tfepacce a 600 pl bylo pfeneseno na kolonku
uréenou k navazani RNA a nasledné centrifugovano pii 12 000 RCF 1 minutu pii teploté 20°C.
Stejny proces byl zopakovan i1 se zbyvajici ¢asti filtratu tak, aby byl veskery filtrat aplikovan
na vazaci kolonku. Filtrat byl po kazdé¢ centrifugaci odlit a zkumavka byla vysusena sterilni

buni¢inou.

Na kolonku bylo pifidano 300 pl promyvaciho roztoku 1 a zkumavky byly
centrifugovany 12 000 RCF 1 minutu pii teploté 20°C. Po odliti filtratu a vysuSeni zkumavky
byly kolonky vraceny zpét do zkumavek a byla na kolonku ptidana smés 10 pl DNazy I
a 70 ul diges¢niho pufru pro degradaci zbytkti genomické DNA z kitu On-Column DNase |
Digestion Set od firmy Sigma. Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 15

minut.

Po uplynuti této doby bylo na kolonky ptfiddno 500 pl promyvaciho roztoku 1.
Zkumavky byly centrifugovany 12 000 RCF 1 minutu pii teploté¢ 20°C, filtrat byl odlit,

zkumavky vysuseny a vazaci kolonky vraceny zpét do zkumavky.

Nasledné byly provedeny 2 opakovani promyvani kolonky pomoci 500 pl promyvaciho
roztoku 2 a centrifugovani za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Vazaci kolonky
byly nésledn¢ zbaveny zbytkl promyvaciho roztoku centrifugaci po dobu 30 s 12 000 RCF pii
teploté 20°C.

Vysusené kolonky byly ptendany do novych 2 ml zkumavek a na povrch filtru bylo
pfidano 50 pl elu¢niho pufru. Kolonky byly ponechany 5 minut inkubovat pii laboratorni

teploté a nasledné byly centrifugovany 12 000 RCF 1 minutu pfi teploté 20°C.

4.2.3 Vyhodnoceni vytéZnosti RNA

Vytéznost izolované RNA byla vyhodnocena pomoci UV  spektrofotometru
(NanoPhotometer, Implen). Filtrat byl pomoci pipety jemné promichan a byly z néj odebrany
3 ul vzorku, které byly umistény na kyvetu. VytéZznost RNA byla vyhodnocena pii vinové délce
260 nm. Vzorky byly po kvantifikaci RNA okamzité pouzity pro ptepis do cDNA.

30



4.2.4 Syntéza cDNA

Syntéza ¢cDNA byla provedena pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

od firmy Roche za pouziti univerzalniho polyA primeru.

Byla ptipravena smés templatové RNA a oligo(dT)1s primeru, tak aby celkové mnozstvi
templatové RNA v reakci neptesahlo 1 ug. Koncentrace oligo(dT)1g primeru byla 2,5 uM. Smés
byla doplnéna PCR H20 (Roche) do celkového objemu 13 ul. Tato smés byla denaturovana
v termocykleru zahfatim na 60°C a nasledné rychle zchlazena, pro eliminaci pfitomnosti

moznych sekundarnich struktur molekul RNA.

K denaturované a ochlazené smési byly piidany 4 pl reakéniho pufru Transcriptor
Reverse Transcriptase Reaction Buffer (Roche), 0,5 ul Protector RNase Inhibitor (Roche), 2 ul
deoxynukleotiddh a 0,5 ul Trancriptor Reverse Transcriptase (Roche). Reakéni smés byla

opatrné promichdna pipetou a inkubovana v termocykleru pii 50°C po dobu 60 minut.

Ziskana cDNA byla uchovana pii teploté¢ -80°C. Pro vlastni kvantitavni PCR byly
vzorky nafedény tak, aby v 1 pl roztoku bylo takové mnozstvi cDNA, které odpovida produktu

reverzni transkripce vzniklého z 0,25 ng celkové RNA.

4.2.5 Amplifikace vybranych majoritnich izoforem Mal d 1

Amplifikace vybranych majoritnich izoforem Mal d 1 byla provedena pomoci
termocykleru LightCycler Nano Instrument od firmy Roche a kitu FastStart Essential DNA
Green Master (Roche). Nejprve byl pfipraven premix na adekvétni pocet reakci tak, aby jedna
reakce obsahovala 5 pl 2x mastermixu, 0,5 pl F primeru (koncentrace 10 uM) a 0,5 pl R primeru
(koncentrace 10 uM). Nasledn¢ byly pfipraveny stripy pro amplifikace house keepingového

genu (actin) a hodnocené¢ho genu Mald 1.
Do jednotlivych jamek stript bylo rozpipetovano 6 pl premixu a 4 pl nafedéné cDNA.

Jako kalibrator byla pouzita cDNA odridy Golden Delicious a jako negativni kontrola byla
pouzita PCR H>0 o shodném objemu jako cDNA.
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Schéma jednoho experimentu probihajiciho v termocykleru:

Jamka 1 Jamka 2 Janka 3 Jamka 4 Jamka 5 Jamka 6 Jamka 7 Jamka 8
Strip A Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7
Kalibrator Kalibrator Kalibrator Odruda 1 Odruda 1 Odrada 1 Odruda 2 Odruda 2
Strip B Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7
Odrtda 2 Odruda 3 Odruda 3 Odruda 3 Negativni Negativni Negativni Negativni
kontrola kontrola kontrola kontrola
Strip C Mald Mald Mald Mald Mald Mald Mald Mald
Kalibrator Kalibrator Kalibrator Odrida 1 Odrida 1 Odrtda 1 Odrtda 2 Odrida 2
Strip D Mald Mald Mald Mald Mald Mald Mald Mald
Odrida 2 Odruda 3 Odruda 3 Odruda 3 Negativni Negativni Negativni Negativni
kontrola kontrola kontrola kontrola

Amplifikace probihala v nésledujicich krocich: aktivace polymerazy pii teploté 95°C
(rychlost zmény teploty 4°C/s) 10 minut, tiikolova amplifikace se 45 cykly pii 95°C (rychlost
zmeény teploty 5°C/s) 20 s, 61°C pro vSechny primerové pary (rychlost zmény teploty 4°C/s)
20 s a 72°C (rychlost zmény teploty 4°C/s) 20 s.

Béhem feseni diplomové prace bylo provedeno testovani vSech izoforem Mal d, které

popsali Pagliarani et al. (2013). Byly pouzity nasledujici primerové pary, které jsou uvedeny
v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Primerové pary dle Pagliarani et al. (2013)

Izoforma Oznaceni primeru podle | Sekvence primeru 5°-3"
Pagliarani et al. (2013)

Mal d 1.01 qMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
qMd1.01R GTAATGACTGATGCTCTTGATGG

Mal d 1.02 qMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
qMd1.02R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA

Mal d 1.03A |gMd1.03AF ATCTGAGTTCACCTCCGTCATT
qMd1.03AR ACTGCTTGTGGTGGAATCTTT

Mal d 1.03C |gMd1.03CF CTCCGAAACAATTGAGAAAATCTG
qMd1.03CR GCTGGTGCTCTTGATGATGC

Mal d 1.03D |qMd1.03D/EF ATACGAATCCGAGTTCACCTCT
qMd1.03DR ATCTTCTTAATGGTTCCAACTCCT

Mal d 1.03E |qMd1.03D/EF ATACGAATCCGAGTTCACCTCT
qMd1.03ER TTCACCGAAGTTGATCTTCTTAATA

Mal d 1.03F |qMd1.03FF CACAGAATTGACGGGGTG
qMd1.03FR CCGGAAGCGACCAACTTA

Mal d 1.03G |qMd1.03GF ATTATCAAGAGCACCAGTCACTACT
qMd1.03GR TCCAAGAGGTAGTTCTCAATCAA

Mal d 1.03K |qMd1.03KF CATCAGCCACTACCACACAAA
qMd1.03KR TGTATGCATCCTGGTGCTCT

Mal d 1.06A |qMd1.06AF CTATAGCTATAGCTTGATTGAAGGG
qMd1.06AR TTCCAACCTTAACATGTTCTTCT

Mal d 1.06B |gqMd1.06BF AAACCGAATACGCATCCATT
qMd1.06BR ACAGTTTTGACTGCTTGTGGAG

Mal d 1.06C |gMd1.06CF GCTCCACAAGCAGTCAAAACT
qMd1.06CR TCAACCTTGTGCTTCACATAACTA

Mal d 1.07 qMd1.07F CAACTTTGTGTACCAGTACAGTGTC
qMd1.07R TAGTGGCTGATGCTCTTGATAAC

Mal d 1.08 qMd1.08F TCTTCGGTGAAGGTAGCACAA
qMd1.08R ACCCTTAGTGTGGTAGTGGCAT

Mald 1.11A |gMd1.11AF GGAGGATGCATCTGTCATTTG
gMd1.11AR CCATGAGATAGGCTTCCAAAACT

Mald 1.11B |gqMd1.11BF CAGCACATACAAAGCCAAAGAC
qMd1.11BR TTTATGCGCGAGGGTGTG

Mal d 1.13A |gqMd1.13AF GTGTTGGAACCATCAAGAAGATTAG
qMd1.13AR ACATCTCCTTCAATCAAACTGTAAT

Mal d 1.13B |qMd1.13BF CGAAGATAACTTTGTCTACAACCAT
qMd1.13BR GCTCTTCCTTGATCTCAACATCTT

Mal d 1.13D |qMd1.13DF TGTTGGAACCATCAAGAAGATAAGT
qMd1.13DR GACATCTCCTTCAATCAAACTGTAG

Aktin 7 actin F CTATGTTCCCTGGTATTGCAGACC

actin R

GCCACAACCTTGTTTTTCATGC
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Na zaklad¢ studia literarnich zdroji jsem piedpokladala, ze ne vsechny izoformy
uvedené v Tabulce 5 budou vykazovat stejnou expresi. Pro feseni diplomové prace véetné
statistickych analyz jsem vybrala 4 izoformy (Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.06A, Mal d
1.06B), které vykazovaly nejvyssi expresi v referenénim vzorku — slupka a duznina odrady
Golden Delicious pochazejici z experimentélnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.0. ze skliznd

v roce 2016.

4.2.6 Relativni kvantifikace exprese — stanoveni parametru Ratio ACq

Pro analyzu relativni kvantifikace byl pouzit ovladaci program termocykleru
LightCycler Nano (Roche). Soucasné byla zpracovana v programu Microsoft Excel tabulka,
kde v jednotlivych bunkach probihal simultanni vypocet parametrdi ACq, AACq, Ratio ACq
a Ratio AACq. Cilem tohoto metodického kroku bylo ziskani vstupnich dat pro nasledné
statistické vyhodnoceni, které ovladaci program termocykleru LightCycler Nano (Roche)
nezobrazuje. Pro konstrukci této vypocetni tabulky byly pouzity postupy, které popisuji
naptiklad Perkins et al. (2012). Hodnoty Ratio ACq vyjadiuji intenzitu exprese studované
izoformy Mal d 1 normalizovanou k expresi house keepingového genu (aktin 7). Tento postup
hodnoceni vyplyva z metodiky Pagliarani et al. (2013).

4.2.7 Relativni kvantifikace exprese — stanoveni parametru Ratio AACq

Pro pouziti metody AACq bylo nutné ovéfit, zdali eficience PCR amplifikace (E)
vykazuje u vsech testovanych gend minimalni rozdily. Pro tento ovéfovaci experiment byla
pouzita cDNA ziskand ze slupky a duZniny odridy Golden Delicious pochdzejici
z experimentalnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.0. ze sklizné v roce 2016. Z této cDNA byla
provedena fedici fada tak, aby se do jedné PCR reakce o objemu 10 ul pfidavalo 5000 pg DNA,
1000 pg DNA, 200 pg DNA, 40 pg DNA a 8 pg DNA. Na zaklad¢ této fedici fady byla pomoci
programu termocykleru LightCycler Nano (Roche) stanovena absolutni kvantifikace. Zavislost
mezi hodnotami Cq a mnozstvim amplifikované templatové DNA byla charakterizovana
matematickou funkci, ze které byla vyjadiena hodnota eficience amplifikace (E) a hodnota
smérnice — parametr ,,slope*. U kazdé z hodnocenych izoforem (Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d
1.06A, Mal d 1.06B) byla podle Larionov et al. (2005) a Pagliarani et al. (2013) stanovena
diference mezi jeji hodnotou parametru ,,slope” a hodnotou parametru ,slope* u house

keepingového genu pro aktin 7. Vzhledem k tomu, Ze stanovené diference se pohybovaly
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v intervalu od (-0,1) do 0,1, je mozné pro hodnoceni relativni exprese pouzit metodu AACq. Pti
tomto postupu byly vSechny ziskané vysledky stantardizovany k expresi izoformy Mal d 1.01
ve slupce odriidy Golden Delicious pochéazejici z experimentéalnich vysadeb VSUO Holovousy
s.r.o. ze sklizné vroce 2016. Parametr Ratio AACq vyjadiuje procenticky miru exprese
studované izoformy k vySe uvedenému referencnimu vzorku. Parametr Ratio AACq byl
stanoven simultanné na zakladé vypoctu v tabulce programu Microsoft Excel na zakladé

algoritmu, ktery popsal Perkins et al. (2012).

4.2.8 Ovéreni specificnosti amplifikace pomoci sekvenace a analyzou teploty tani

Specificnost amplifikace byla ovéfena u referenéniho vzorku - slupka odriidy Golden
Delicious pochazejici z experimentalnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.o. ze sklizn& v roce
2016 u 4 hodnocenych izoforem (Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.06A, Mal d 1.06B). Ziskané
amplikony byly separovany v 2% agarézovém gelu v TBE pufru. DNA amplikoni byla
extrahovana z gelu pomoci GeneJET Gel Extraction Kit (Termo SCIENTIFIC). Kazdy
amplikon byl sekvenovan ve 3 replikatech od obou primert s vyuzitim BigDye Terminator v
3.1 Cycle Sequencing Kit (Termo SCIENTIFIC) a kapilarni elektroforézy (ABI PRISM 310,
Termo SCIENTIFIC). Ziskané sekvence byly porovnany s mezinarodni nukleotidovou databazi

NCBI. Pro porovnani sekvenci byl pouzit program BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999).

Analyza teploty tani byla provedena u vSech ziskanych amplikoni pomoci fidiciho
softwaru termocykleru LightCycler Nano (Roche). Jedna se o postamplifika¢ni analyzu, pfi
které byly amplikony zahtaty na teplotu 60°C po dobu 60 s pfi rychlosti zmény teploty 4°C/s.
Nasledné byly vzorky pomalu zahtivany na teplotu 95°C pfi rychlosti zmény teploty 0,1°C/s a
ve finalni fazi analyzy byly vzorky zahfivany po dobu 20 s na teplotu 95°C. Specifi¢nost

amplifikace byla hodnocena vizudlné na zakladé pribchu kiivek teplot tani.

4.2.9 Statistické zpracovani vysledku

Jako vstupni data pro statistickou analyzu byly pouzity hodnoty Ratio ACq, které
normalizuji relativni expresi studovanych izoforem vzhledem k expresi house keepingového
genu pro aktin 7. Ziskana data (2412 hodnot Ratio ACq) byla setiidéna na zaklad€ parametra
uvedenych v Tabulce 4. Pted vlastni statistickou analyzou bylo provedeno ovéfeni homogenity

rozptyli dat setfidénych podle vySe uvedenych parametriit pomoci Cochranova, Hartletova a
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Bartleyova a Leveneova testu na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Soucasn¢ byl proveden test
normality rozdéleni ziskanych dat pomoci histogramu a P-grafu. VySe uvedené analyzy na
hladin¢ vyznamnosti a nepotvrdily homogenitu rozptyla a sou¢asné nebylo prokazano normalni
rozdéleni dat. Z téchto diivodi nebylo mozné pro prokazani vlivu tidicich faktor na hodnoty
parametru Ratio ACq pouzit vicefaktorovou analyzu rozptylu. Proto bylo vlastni statistické
zpracovani provedeno pomoci neparametrické Kruskal-Wallisovy analyzy, zalozené na
vicenasobném porovnani primérného potadi pro vSechny hodnocené skupiny. Rozdily mezi
kategoriemi tiidicich faktora byly graficky vyhodnoceny pomoci krabicovych grafii. Metoda
linearni regrese byla pouzita pro hodnoceni zavislosti hodnot Ratio ACq u analyzované slupky
a duzniny. VSechny statistické analyzy byly provedeny s vyuzitim programu Dell Statistica
version 13 (Dell Inc. 2015).
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S5 Vysledky

5.1 Stanoveni relativni exprese na zakladé hodnot Ratio ACq

5.1.1 Graficky prehled stanovenych hodnot Ratio ACq

Vsechny vzorky (66 vzorkl z obchodnich fetézcti a 1 referen¢ni vzorek — odrida Golden
Delicious z VSUO Holovousy s.r.0.) byly hodnoceny na zakladé hodnot Ratio ACq. Piehled
stanovenych hodnot Ratio ACq v¢etné variacnich koeficientil (%) vyjadiujicich miru variability
mezi replikaty je uvedeny V Ptiloze I v tabulkové formé¢. Pro vétsi prehlednost vSak byly
ziskané vysledky dale zpracovany formou sloupcovych grafi. Graf 1 charakterizuje expresi
studovanych izoforem ve slupce plodu, Graf 2 v duzniné ploda a v Grafu 3 jsou vyneseny
kumulované hodnoty v duzniné¢ a slupce. Jednotlivé vzorky jsou v sloupcovych grafech
sefazeny sestupné na zékladé sou¢tu Ratio ACq jednotlivych izoforem. Ze vSech grafii vyplyva,
ze izoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02 vykazuji majoritni podil na expresi, naopak izoformy Mal

d 1.06A a Mal d 1.06B jsou ve srovnani s piedchozimi izoformami exprimovany vyrazn¢ méng¢.
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Hodnoty Ratio 4Cq stanovené u jednotlivych izoforem Mal d 1 v duzniné plodu

Graf 2

120

100

B Maldl02 Mal d 1.064 B Mal d 1.06B

B Mald1.01

80

60

boy oney

10

”"”IH””I”""H“iliiilu.

20

0

(8) g Amrein

(6) snotar2q pad

(9) eumaag

(z2) 1o

(1) Joryd poy

(z€) 2ounid pay

($1) 1zuey

(01) ploseuop

(p1) @duLid pay

(67) et

(L) ey poy

(o1) emry

(s$) rug Amrein
(1+) parepr

(v7) ApeTud

(Ls) een

(¥¥) parepr

(9€) parepr

(s¥) JoryD poy

(0€) 1zUey

(8¢) eurpang

(8¥) 1zUey

($7) pleseuor

(r9) snetanaq pey

(5) parepr

(€€) parepr

(pe) snoranad pad
(1§) snoranaq pay
(6€) Ape] duig

(19) snowIaQ Uap[oH
(09) snewI2q UPIOH
(99) snewiaq uproH
(z#) paoSeuor

(L€) snora12q pay
(z9) snoranaq pay
(92) s Auein
(2) snotraq uaplon
(£9) snowIaQ uapoH
(ps) umgelg

(0¥) notwrieq uapeo
(61) parepr

(€1) suomIa(T Uaplon
(z§) g

(€5) JoryD poy

(L) snowtaq Uaplon
(827) snowIaQ uapon
(6¥) suorI[a Uaplon
(1) proseuog

(02) prws Auein
(0$) peseuor

(9r) parepy

(59) umqeelg

(9¢) sounrdeuct

(L1) suomI2q U2plon
(17) snorIaQ uapon
() snowraQ U2p[oH
(z1) 1fng

(11) snewiaq uspron
(65) ploseuor

(81) e1eo [efoy Lom],
($€) snemifaq uapion
(€) snor2Q u2poH
(L) 1fng

(1H) snowIaq 12p[en
(£2) snowI[aQ uapon
(£F) duLid pay

(g€) ploseuor

39



m Mal d 1.06B

lodu
Mal d 1.064

w Mald1.02

ZNine p

mMaldl.0]

h izoforem Mal d 1 ve slupce a du

4

vyc

Soucet hodnot Ratio ACq stanovenych u jednotli

350
300
250
200

Graf 3

($T) 1zuey

(0) eurpag

(z2) o

(8) s Ammein
(L) 1) pad
(z€) @ouad pad
(01) ploseuop

(1) parepr

(s5) prurs Amrern
(91) eI

(9€) parepy

(6) snoronaq pay
(Ls) een

(1£) 32190 pad
(p€) suoronad pay
(85) eweag

(p1) 2ouLid pad
(v2) Aper1uid
(5¥) JoruD pad
(62) esg

(8p) 1zuey]

(s) parepr

() pazep]

(#9) suorarad pa
(€€) parepl

(1$) snordracr pay.
(6£) £per1 g
(z+) paroSeuor
(L) snoronad pay
(ps) umgeerg

(09) snomI[aq UaploD
(19) snomwaq UaploD

(61) pazep1

(99) snowH2q U=plOD
(€1) snowieq UeploD
(0g) 1zuey]

(£9) suomiad usp[eD
(£5) JoryD pa

(i) snomraQ usplen
(87) suomiaq usplen
(zs) g

(o) parep]

(L) snomraq usplen
(59) umgaerg

(z) snomraq usplen
(0¥) nomI[3Q U2p[0H
(11) snomwraq Uaplon
(1) g

(L1) snomwreq UaploD
(1) proseuor

(07) pprurs Awmrern
(6¥) snowr2q U2plon
(0s) proSeuor

(97) Wws Aumeio
(s7) plogeuor

(95) sounxdenor

(g) snorraq usplon
(17) suomiad uspleo
(6$) prosetop

(5€) snomraq usplen
(1) v[eD ey Lomrar
(IH) snomiaq uapion
(£2) suomi[aq uspen

(Ly) g

(£f) ouL1d paxd

(3¢) poseuop
g 2 °

boy oney

40



5.1.2 Statistické vyhodnoceni rozdili hodnot Ratio ACq zpusobenych tfidicimi faktory

analyzy

V metodické ¢asti diplomové prace bylo uvedeno, ze stanovené hodnoty Ratio ACq byly
setfidény na zaklad¢ 7 tidicich faktort uvedenych v Tabulce 4. Pred vlastni statistickou
analyzou bylo provedeno hodnoceni homogenity rozptyld, které na hladiné¢ vyznamnosti o =
0,05 nepotvrdilo nulovou hypotézu, ze rozptyly hodnot Ratio ACq v ramci tfidicich faktorti jsou
homogenni. Tento fakt byl jiz zminén v metodické Casti prace, protoze od n¢j se odvijel dalsi
postup statistické analyzy. Soucasné bylo potvrzeno, Ze analyzovana data neodpovidaji
normalnimu rozdéleni. Na Grafu 4 je tento vysledek dokumentovan histogramem. P-graf
znazornény na Grafu 5 je rovnéz dikazem toho, Ze hodnocené Ratio ACq nevykazuji normalni

rozdéleni.

Graf 4: Hodnoceni normality rozdéleni na zdklade histogramu
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Graf 5: Hodnoceni normality rozdéleni na zakladé P-grafu

P-graf sestaveny na zakladé viech ziskanych hodnot Ratio L\C

Ocekavané normalni hodnoty
=
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Pozorovany kvantil

Z vyse uvedenych grafii vyplyva, ze ziskané datové souboru neni spravné hodnotit
pomoci analyzy rozptylu vicenasobného t¥idéni. Proto byly efekty tfidicich faktori hodnoceny
na zaklad¢ neparametrické Kruskal-Wallisovy analyzy. V Grafech 6 - 15 jsou uvedeny vystupy
této analyzy pro jednotlivé tiidici faktory. Hodnoty pravdépodobnosti, od kterych se

porovnavané mediany odliSuji, jsou detailné zpracovany v Ptiloze II.

V nasledujici ¢asti vysledki diplomové prace bylo provedeno struc¢né shrnuti vysledkt
vyplyvajicich z nize uvedenych krabicovych grafi a detailnich hodnot statistickych diferenci

uvedenych v Ptiloze II.
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Analyzovany vzorek

Kazdy analyzovany vzorek piedstavoval sumu dat (Ratio ACq), které byly u daného
vzorku zji$tény. To znamena, Ze median kazdého vzorku byl stanoven na zakladé hodnot Ratio
ACq ze vSech 4 hodnocenych genil, ze slupky i duzniny plodi. Rozsah variability, ktery je
Vv krabicovém Grafu 6 vyjadien rozpétim hodnot, vyplyva zejména ze skutecnosti, zZe existuji
velké rozdily mezi mirou exprese izoalergenti Mal d 1.01 a Mal d 1.02 a izoalergenti Mal d 1.
06A a Mal d 1.06B. V Piiloze II jsou Cervenou barvou zvyraznény takové dvojice
porovnavanych vzorku, u kterych je mozné hodnoty mediant Ratio ACq povazovat za
statisticky vyznamné odlisné na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05. Z Tabulky 1 v Ptiloze II je
patrné, Zze median ziskanych hodnot vykazoval nejvétsi odlisnost od jinych vzorkl u vzorkl
Cislo 6 a 22. Tyto vzorky ptedstavovaly odridy Evelina a Modi, dovezené ze Slovenska resp.
Italie. V obou dvou ptipadech se jednalo o kvalitni neotlacené plody s nizkou Grovni exprese

vSech studovanych izoforem alergend.
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Graf 6: Porovnani rozdilit hodnot medidanii ACq mezi hodnocenymi vzorky — vystup Kruskal-Wallisovy ANOVY
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Odriida

V Tabulce 2 v Priloze II jsou cervenou barvou zvyraznény takové dvojice
porovnavanych odrud, u kterych je mozné hodnoty mediant Ratio ACq povazovat za statisticky
vyznamné odlisné na hladin€ vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je patrné, ze nejvyssi miru

odli$nosti vykazovaly odridy Golden Delicious, Jonagold a Modi.

Graf 7: Porovnani rozdilti hodnot medianii ACq mezi hodnocenymi odriidami — vystup
Kruskal-Wallisovy ANOVY
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Izoformy
V Tabulce 3 v Priiloze II jsou cervenou barvou zvyraznény takové dvojice

porovnavanych izoforem Mal d 1, u kterych je mozné hodnoty mediant Ratio ACq povazovat
za statisticky vyznamné odlisné na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. Z této tabulky je patrné, Ze
statisticky vyznamny rozdil neni pouze mezi izoformami Mal d 1.01 a Mal d 1.02. Na Grafu 8

je také dobte vidét majoritni exprese téchto izoforem.

Graf 8: Porovndni rozdilii hodnot medianii ACq Mezi hodnocenymi izoformami
Mal d 1 — vystup Kruskal-Wallisovy ANOVY
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Slupka a duznina

V Tabulce 4 v Ptiloze II jsou ¢ervenou barvou zvyraznény rozdil mezi expresi alergent
ve slupce a duziné, jejichz hodnoty mediant Ratio ACq lze povazovat za statisticky vyznamné
odli$né na hladin€ vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je patrny rozdil v expresi alergenti mezi

slupkou a duzinou plodi, zndzornény taktéz na Grafu 9.

Graf 9: Porovnadni rozdilit hodnot medianii ACq mezi slupkou a duzninou — vystup
Kruskal-Wallisovy ANOVY
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Zem¢ puvodu

V Tabulce 5 v Priloze II jsou dcervenou barvou zvyraznény takové dvojice
porovnavanych zemi pivodu plodi, u kterych je mozné hodnoty medidnt Ratio ACq povazovat
za statisticky vyznamné odlisné na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je patrné, Ze
nejvyssi miru odliSnosti od ostatnich zemi ptivodu vykazovaly vzorky pochéazejici z Némecka,

Slovenska a Belgie.

Graf 10: Porovnani rozdilii hodnot medianit ACq mezi zemémi puvodu — vystup Kruskal-
Wallisovy ANOVY
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Obchodni fetézec

V Tabulce 6v Pfiloze II jsou cervenou barvou zvyraznény takové dvojice
porovnavanych obchodnich fetézcti, u kterych je mozné hodnoty medianii Ratio ACq povazovat
za statisticky vyznamné odlisné na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je patrné, ze

nejvétsi miru odlignosti vykazovaly vzorky ziskané z VSUO Holovousy s.r.o.

Graf 11: Porovnani rozdilii hodnot medidanit ACq mezi obchodnimi retézci — vystup Kruskal-
Wallisovy ANOVY
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Pevnost duzniny

V Tabulce 7 v Piiloze II jsou cervenou barvou zvyraznény takové dvojice
porovnavanych pevnosti duziny, u které je mozné hodnoty medidnti Ratio ACq povazovat za
statisticky vyznamné odlisné na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je patrné, ze

statistické rozdily jsou mezi vSemi porovnavanymi stupni pevnosti duziny.

Graf 12: Porovnadni rozdilit hodnot medianii ACq mezi riznymi pevnostmi duziny — vystup
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Otlaceni plodu
V Tabulce 8 v Priloze II jsou cervenou barvou zvyraznény takové dvojice

porovnavanych otlaki plodu, u kterych je mozné hodnoty medianii Ratio ACq povazovat za
statisticky vyznamné odlisné na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je patrné, ze

statistické rozdily nejsou mezi druhym a tfetim stupném otlaceni plodu.

Graf 13: Porovnani rozdilu hodnot medidanii ACq mezi riznymi stupni otlaceni plodit — vystup
Kruskal-Wallisovy ANOVY
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Zpusob baleni plodu

V Tabulce 9 v Priiloze II jsou cervenou barvou zvyraznény takové dvojice
porovnavanych obalovych materialii, u kterych je mozné hodnoty medianti Ratio ACq
povazovat za statisticky vyznamné odlisné na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Z této tabulky je

patrné, Ze statistické rozdily jsou mezi v§emi zptisoby baleni plodu.

Graf 14: Porovnani rozdilit hodnot medianit ACq mezi pouzitym obalovym materidlem — vystup
Kruskal-Wallisovy ANOVY
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Jakost udavana prodejcem zbozi

V Tabulce 10 v Ptiloze II jsou Cervenou barvou zvyraznény jakosti plodl, u kterych je
mozné hodnoty medianti Ratio ACq povaZovat za statisticky vyznamné odliSné na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Z této tabulky je patrné, ze mezi prvni i druhou jakosti jsou statisticky

prukazné rozdily.
Graf 15: Porovnani rozdilit hodnot medianii ACq mezi hodnocenymi jakostmi uvedenymi
prodejci — vystup Kruskal-Wallisovy ANOVY
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5.1.3 Regresni a korela¢ni analyza pouZita pro hodnoceni zavislosti exprese Mal d 1

izoforem ve slupce a v duzniné

Vstupnimi daty pro regresni analyzu byly hodnoty Ratio ACq. Na nasledujicich grafech
(Graf 16 — 20) je znazornén prubeh zavislosti véetné rovnice pfimky a hodnot korela¢niho
koeficientu. Statisticka zavislost na hladin€ vyznamnosti o= 0,05 byla prokéazana pii hodnoceni
Mal d 1.01 a Mal d 1.02 a souctu vSech étyfech gend. Tyto geny mély silnou zavislost mezi
expresi ve slupce a duzniné (75 - 85 %). Naopak geny Mal d 1.06A a Mal d 1.06B tuto zavislost
neprokazaly (12 — 27 %)
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Graf 16: Zavislost exprese izoformy Mal d 1.01 ve slupce a duzniné plodii
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Graf 17: Zavislost exprese izoformy Mal d 1.02 ve slupce a duzniné plodii
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Graf 18: Zavislost exprese izoformy Mal d 1.06A ve slupce a duzniné plodu
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Graf 19: Zavislost exprese izoformy Mal d 1.06B ve slupce a duzniné plodii
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Graf 20: Zavislost exprese Mal d 1 izoforem ve slupce a duzniné plodii
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5.1.4 Graficky prehled stanovenych hodnot Ratio AACq

Vzhledem ktomu, ze pii feSeni prace bylo potvrzeno, Ze eficience amplifikaci
studovanych izoforem Mal d 1 i house keepingového genu pro aktin 7 jsou velice podobné,
bylo mozné provést normalizaci ziskanych dat k jednomu referenénimi genotypu a genu. Timto
referenénim vzorkem byla slupka Golden Delicious z VSUO Holovousy s.r.o. ze sklizné v roce
2016 a izoforma Mal d 1.01. V nasledujicim grafu (Graf 21) je uveden piehled ziskanych
normalizovanych expresi. Ciselnd hodnota u kazdého sloupce pfedstavuje procenticky

vyjadfenou miru exprese vztazenou k vyse popsanému referenénimu vzorku.
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 1. ¢dst
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 2. cast
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 3. cast
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 4. Cast
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 5. cast
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 6. Cdst
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Graf 21: Prehled normalizovanych hodnot Ratio AACq u jednotlivych analyzovanych vzorkii — 7. cast

Normalizované Ratio AACq

90

80

70

50

10

30

20

79

1 11 ¢

Jonagold (10)

@EMal d 1.01 - slupka

Red Prince (32)

EMal d 1.01 - duZnina

Red Chief (27)

OMal d 1.02 - slupka

OMal d 1.02 - duznina

00 0 o0
‘Granny Smith (8)

EMal d 1.06A - slupka

63

Modi (22)

EMal d 1.06A - duznina

56

Evelina (6)

mMal d 1.06B - slupka

mMal d 1.06B - duznina

Kanzi (15)



5.1.5 Ovéreni specificnosti amplifikace pomoci sekvenovani

Pro sekvenacni analyzu byly pouzity amplikony vSech 4 studovanych izoforem Mal d 1, které byly ziskany ze slupky odradu Golden
Delicious z VSUO Holovousy s.r.0. ze sklizné v roce 2016. Ziskané sekvence byly porovnany s mezinarodni nukleotidovou databazi NCBI a
nasledné vyhodnoceny programem BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999). Tato analyza potvrdila, Zze byla ziskana stoprocentni identita s vysledky
publikovanymi jinymi autory. Piehled porovnanych sekvenci — vystup programu BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999) je pro jednotlivé izoformy
uveden na nasledujicich obrazcich (Obrazek 12 — 15). Je zde uvedeno ¢islo NCBI a te¢ky podavaji informaci o tom, Ze mnou ziskané sekvence

vykazuji identitu se sekvencemi databaze NCBI.
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Obrazek 12: Porovnani sekvence Mal d 1.01 se zaznamy mezinarodni nukleotidové databaze NCBI
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Obrazek 13: Porovnani sekvence Mal d 1.02 se zaznamy mezinarodni nukleotidové databaze NCBI

65



R N N N N N N R R R R RN R RN RN
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Maldlé amplikon [CTATRGCTATAGCTTGATTGRAGGGGRATGCCATTTCTGACRARATTGAGRRGATCTCTTATGRARRTTARGTTGGTGGCATCTGGECAGTGETTCCATCATCARGRERCACCAGCCACTACCACACTRAAGGGRAGATGTTGAGATCARAGRRAGRRCATGTTAAGGCTGGER
JF451364.1 Malus
JF451360.1 Malus
JF451359.1 Malus
JF451354.1 Malus
JFe82494.1 Malus
AM283502.1 Malus
BAMZ283455.1 Malus
AYB27700.1 Malus
AYB27698.1 Malus
JFEe82495.1 Malus

Obrazek 14: Porovnani sekvence Mal d 1.06A se zaznamy mezindrodni nukleotidové databdze NCBI
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Maldl7 amplikon AAACCGRATACGCATCCATTATCCCCCC TGO TAGGTTGTACAATGCCCTTGTCCTTGACGC TG ACEEACCTCATCCCCAAGATTGCTCCACEAGCAGTCARRACTET
JQ005029.1 Malus
JF451365.1 Malus
AY785251.1 Malus
AY428582.1 Malus

Obrazek 15: Porovnani sekvence Mal d 1.06B se zdznamy mezinarodni nukleotidové databaze NCBI
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5.1.6 Vyhodnoceni specifity amplifikace pomoci kfivek tani

Metody gRT-PCR umoznuji provazet postamplifikaéni analyzu zalozenou na
vyhodnocovani kiivek tani PCR produktu a stanoveni hodnoty Tm. Tato analyza bylo provedena
u vSech hodnocenych amplikoni. Na nasledujicich obrazcich (Obrazek 16 — 19) jsou
znazornény vystupy této analyzy v ovladacim programu termocykleru LightCycler Nano
(Roche) u amplikonti ziskanych z cDNA pochazejicich ze slupky odridy Golden Delicious. U
vSech hodnocenych izoforem je patrné, ze kiivky maji typicky prib¢h a piedstavuji jeden ostry

pik.

Settings Peak Areas m Melt Curve Notes

Target: | Mald1 154 | ! Q

Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold 125—: ' i =
5 | |

0.75-]

dFMdT

05
0257 i
01 T

&0 65 70 75 80 85 90
Temperature ("C)

1 Pgpi 1

| drAdd || =Delete | 4f¢uUp ¥ Down

Results as Table Samples as Plate | Tm as Plate

FPos. # Mote | Excl. | Sample

Obrdazek 16: Krivky tani a hodnota T u amplikonu Mal d 1.01

Settings Peak Areas m Melt Curve Hotes
Target: | Mald2 1251
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold 1]
5 0.75
[T
-
05
025 =
e
60 65 70 75 80 85 a0
| dradd || =Deete | fup ¥ Down v T
Results as Table Samples as Plate | Tm as Plate
Pos. # MNote | Excl.  Sample Mald2 Peak 1

Obrdazek 17: Krivky tani a hodnota T u amplikonu Mal d 1.02

67



Settings Peak Areas m Melt Curve

Notes

Peak Area

| 4 Add

Obrazek 18: Krivky tani a hodnota T u amplikonu Mal d 1.06A

Temp. 1

Jl = Delete J

Target: | Mald17

Temp. 2

4 up

' Down

Threshold

dFidT

Settings Peak Areas m Melt Curve

1.5—
1259
1
075

o
tn
|

Target | Mald16 1
1.5
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold 1.25-]
5 "
5 075
057
0257
0 T T
&0 G5 85 a0
| drAdd || = Delste | 4Up W Down e
Results as Table Samples as Plate | Tm as Plate
Pos # Mote | Excl | Sample Mald16 Peak 1
o = T ousT Supra
D2 26 Golden Delicious slupka
D3 27 Golden Delicious slupka

Hotes

=
I

&0

65 70 75 &0

&5

a0
Temperature (*C)

Pos #

Maote

Obrdazek 19: Krivky tani a hodnota T u amplikonu Mal d 1.06B

Excl

Resuits as Table Samples as Plate | Tm as Plate

Sample

Mald17

68




6 Diskuze

6.1 Metody izolace RNA, tvorby cDNA a amplifikace

Kromé klasické fenolové nebo guanidin hydrochloridové izolace RNA (MacDonald et
al., 1987; Chang et al., 1993; Beuning et al., 2004; Kiirkciioglu et al., 2007) se dnes casto
vyuzivaji izola¢ni kity, napi. Extract-A-Plant isolation kit od Clontech (Oh et al., 2000) nebo
NucleoSpin RNA Plant kit od Macherey-Nagel (lorio et al., 2012). V této diplomové praci byl
pro izolaci celkové RNA vyuzit Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma), pomoci néhoz
probihala izolace bez problémii, nedochazelo k degradaci RNA, na coz mélo také vliv okamzité
zmrazeni vzorka pomoci kapalného dusiku, uchovani pti teploté -80°C a pouzivani RNaseZAP
TM (Sigma) pro degradaci ribonukleaz, jez by mohly ovlivnit naslednou vytéznost. U vSech
vzorkd bylo kvantifikovdno dostatecné mnozstvi RNA, které bylo dale pouzito pro piepis do

cDNA.

Na syntézu cDNA lze vyuzit mnoho riznych kitd napf. SuperScript II reverse
transcription systém - Gibco-BRL (Oh et al., 2000), GeneAmp RNA PCR Kit (Schoning et al.,
1996) nebo cDNA SMART cDNAsynthesis kit - Clontech (Kiirkciioglu et al., 2007). V této
diplomové praci byla syntéza cDNA provedena pomoci Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche) za pouziti oligo(dT)1s primeru.

Vytvofena cDNA byla vyuzita pro kvantitativni PCR, ktera byla realizovana v
termocykleru LightCycler Nano (Roche) a kitu FastStart Essential DNA Green Master (Roche).
Lze vyuzit i jiné termocyklery a kity, napt. Gene Amp PCR System 9700 termocycler od
Applied Biosystems (Botton et al., 2008) nebo kit QuantiTect SYBRGreen PCR Kit
(Kiirkciioglu et al., 2007).

Pro gPCR byly v této praci pouzity primerové pary podle Pagliarani et al. (2013). Pro
Mal d 1.01 (F 5-GATTGAAGGAGATGCTTTGACA-3", R 5-GTAATGACTGATGCT
CTTGATGG-3") a pro Mal d 1.02 (F 5'-ATTGAAGGAGATGCTTTGACA-3", R 5°-TTG
GTGTGGTAGTGGCTGATA-3"). Vjinych zdrojich lze nalézt pro amplifikaci téchto
izoalergenu odlisné primerové pary. Botton et al. (2008) vyuzivali pro amplifikaci Mal d 1.01
primery (F 5-AAGCTGAAATCCTTGAAGGAA-3" a R 5-GTGCTCTTCCTTGATTTC
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AATG-3") a Mal d 1.02 (F 5-ACACCTCTGAGATTCCACCAC-3' a
CAACTTGGTYTCGTA AGAGAC-3').

R 5

Pro vyhodnoceni exprese genli byly pouzity hodnoty Ratio ACq, které normalizuji
relativni expresi studovanych izoforem vzhledem k expresi house keepingového genu pro aktin
7. Aktin je Casto vyuzivan jako house keepingovy gen (Vinogradov, 2004; Kiirkciioglu et al.,
2007) a vyhodnoceni hodnotou ACq je standardni pro uréeni relativni exprese gent (Ginzinger,

2002; Karlen et al., 2007; Kiirkciioglu et al., 2007; VanGuilder et al., 2008).

Specificnost amplifikace byla ovéfena sekvenaci, jez potvrdila stoprocentni identitu
s vysledky publikovanymi jinymi autory (Beuning et al., 2004; Bolhaar et al., 2005; Gao et al.,
2005)

Pro stanoveni miry exprese se vyuzivd parametr Ratio AACq, ktery vyjadiuje
procenticky miru exprese studované izoformy k referenénimu vzorku odriidy Golden Delicious
z VSUO Holovousy s.r.0. Pro pouziti metody AACq bylo nutné ovéfit, zdali eficience PCR
amplifikace (E) vykazuje u vSech testovanych genti minimalni rozdily. Na rozdil od Pagliarani
et al. (2013) se v této diplomové praci uvedené hodnoty eficience pohybovaly v intervalu od
(-0,1) do 0,1 a proto lze konstatovat, ze amplifikace probihala spolehlivé bez vzniku
nespecifickych struktur. Kit od firmy Roche tedy fungoval spolehlivé a byl optimalizovany tak,
aby amplifikace probihala specificky.

Postamplifika¢ni analyza, zaloZend na vyhodnocovani kiivek tani PCR produktu,
vykazovala specifitu amplifikace a stanovené hodnoty Tm Se shodovaly s vysledky jinych

autort (Tabulka 6).

Tabulka 6: Porovndni hodnot Tm s Pagliarani et al. (2013) a Botton et al. (2008)

Izoforma Mal d 1 Tm (°C) zjistené Tm (°C) dle Pagliarani | Tm (°C) dle Botton
analyzou teploty tani et al. (2013) et al. (2008)

Mal d 1.01 80 80,5 79

Mal d 1.02 81 81 79

Mal d 1.06A 80,5 80,5 -

Mal d 1.06B 82 81,5 -
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6.2 Hodnoceni Ratio ACq a Norm. AACq u jednotlivych vzorki

Z hodnoceni Ratio ACq a Norm. AACq u jednotlivych vzorkl vyplyva vyrazny rozdil
v expresi alergenti u jednotlivych odriid. I kdyz byly vzorky vystaveny riznym podminkéam,
bylo mozné urcit odrudy s vyssi a nizsi expresi alergenti. Mezi odridy s vyssi expresi Mal d 1
byly zatazeny Golden Delicious a Jonagold, dale Jonaprince, Tenroy Royal Gala a Fuji. Odrada
Golden Delicious je vétSinou autort vyhodnocena jako vysoce alergenni (Vieths et al., 1994;
Vieths et al., 1995; Bolhaar et al., 2005; Gao et al., 2008; Kiewning and Schmitz-Eiberger;
2013) a vzhledem k tomu, ze odridy Jonagold, Jonaprince, Tenroy Royal Gala i Fuji vznikly
kiizenim nebo mutaci této odrudy, Ize predpokladat jejich vyssi alergenicitu, coz potvrzuji
i ostatni autoti (Bolhaar et al., 2005; Kiewning and Schmitz-Eiberger; 2013). Odrida Gala,
kterd byla reprezentovdna pouze jednim vzorkem, ktery mél tuhou nedozrilou duzninu
a neotlacenou slupku, byla vyhodnocena jako malo alergenni. Na rozdil od této prace, Bolhaar
et al. (2005) hodnoti tuto odridu jako vysoce alergenni. Tento rozdil ve vysledcich mizeme
pozorovat i u odridy Granny Smith (Vieths et al., 1994). O odradach, které byly v této
diplomové praci vyhodnoceny jako malo alergenni (Modi, Evelina, Red Chief a Kanzi) nebyly
nalezeny informace k porovnani shody vysledku s jinymi zdroji, naptiklad Gao et al. (2008)

vyzdvihuje jako malo alergenni odrudy Santana a Priscila (Gao et al., 2008).

6.3 Efekty jednotlivych tridicich faktora na hodnotu Ratio ACq

V nésledujici ¢asti diplomové prace je provedeno shrnuti vysledkil dle jednotlivych

ttidicich faktord a jejich porovnani s autory.

Vzorky

Vysokou miru exprese alergentt Mal d 1 vykazovaly vzorky, které se v pomologické
stupnici hodnotily ME3 a OT3, coz byly plody vysoce piezralé se silné moucnatou duzninou
a vyraznym otla¢enim slupky, pod niz byla duznina vodnata az zahnédla. S menSim mnoZstvim
otlakti a S niz$i zralosti duzniny, klesala i mira exprese studovanych alergent. Plody, které byly
bez otlakt, sklizené diive neZ ve vhodné skliziiové zralosti (vzorky 6 a 22) mély malou miru
exprese genu, statisticky vyznamné odlisnou od vétSiny ostatnich vzorkt. To potvrzuje vyznam
PR-proteind a jejich expresi pii obrannych reakcich v neptiznivych biotickych i abiotickych
podminkach. Sklizené plody jsou vystaveny velkému mnozstvi stresovych faktort, dochézi

k rozkladnym procestim a je vysoké riziko kontaminace mikroorganismy, na néz bunky reaguji
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aktivaci exprese téchto proteini (Van Loon and Van Strien, 1999; Koistinen et al., 2002;
Breiteneder, 2004; Hoffmann-Sommergruber and Mills, 2009; lorio et al., 2012; Buron-Moles
etal., 2015; Luo et al., 2018). Matthes and Schmitz-Eiberger (2009) potvrzuji vyssi variabilitu
vexpresi Mal d 1 mezi stejnymi kultivary v riznych podminkach péstovani a napadeni

patogeny.

Odrida

Grafické vyhodnoceni uvedené v Grafech 1 - 3 potvrzuji i statistické analyzy, v nichz byly
odridy Golden Delicious a Jonagold vyhodnoceny jako odrudy s vysokou expresi izoforem
Mal d 1, naopak odriida Modi s minimalni expresi Mal d 1. Rozdily v expresi alergend mezi
odrudami potvrzuji vyzkumy mnoha autord (Vieths et al., 1994; Puehringer et al., 2003;
Beuning et al., 2004; Bolhaar et al., 2005; Gilissen et al., 2005; Gao et al., 2008; Matthes and
Schmitz-Eiberger, 2009; Pagliarani et al., 2011; Nybom et al. 2013; Pagliarani et al., 2013;
Paris et al., 2017). Blizsi vyhodnoceni bylo provedeno v kapitole 6.2.

Izoformy

Ze statistickych analyz 1 z Grafu 21 je patrna majoritni exprese izoforem Mal d 1.01 a
Mal d 1.02, coz je ve shodé s autory Gao et al. (2008) a Ahammer et al. (2017). Statisticky mezi
témito izoformami neni vyznamny rozdil, coz je patrné i z Grafu 21, kde je vidét u vétSiny
vzorku stejny podil exprese Mal d 1.01 a Mal d 1.02. Vyjimku tvoii vzorky, u nichz se izoforma
Mal d 1.02 exprimovala ve vétsi mite, napt. Granny Smith (26), Red Chief (27), Idared (33),
Red Prince (43), Golden Delicious (66) a nejvétsi rozdil je patrny u vzorku Tenroy Royal Gala
(18), naopak u vzorki Golden Delicious (17, 61, 63), Modi (22), Kanzi (30) a Pink Lady (39)
vykazuje vyssi expresi izoforma Mal d 1.01. Botton et al. (2008) vyhodnotily jako majoritni
izoformu Mal d 1.02 a Mal d 1.01 jako minoritni. Mezi expresi ostatnich izoforem byl v této
diplomové praci nalezen statisticky vyznamny rozdil. PfestoZe izoformy Mal d 1.06A a Mal d
1.06B vykazovaly minoritni expresi, u nékterych vzorka byla jejich exprese o néco vyssi.
Vyraznéjsi podil Mal d 1.06A byl u vzorkd Tenroy Royal Gala (16) a Milwa (16) a Mal d 1.06B
u Idared (5) a Golden Delicious (H1).
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Slupka a duznina

Rozdily v expresi alergenti mezi slupkou a duzninou zminuje mnoho autorti (Puehringer
et al., 2003; Beuning et al., 2004; Pagliarani et al., 2011). Statistickd analyza potvrzuje
predpoklad, Ze slupka je alergenngjsi nez duznina (Fernandez-Rivas and Cuevas, 1999;
Pagliarani et al. 2013; Ahammer et al., 2016). Tento rozdil je pravdépodobné zplsoben prvnim
kontaktem slupky plodu s chorobami a s$ktdci, s tim souvisi i manipulace s plody a jejich
vzajemny kontakt. Nicmén¢ nékteré studie ukazuji na siln€jsi alergickou reakci u pacientii na
duzninu nez na slupku plodu (Ricci et al., 2010). Mezi slupkou a duzninou mizeme pozorovat
I rozdily v expresi jednotlivych izoforem, napt. ve slupce Golden Delicious (17) ma majoritni
podil izoforma Mal d 1.01 naopak ve vzorku Tenroy Royal Gala (18) izoforma Mal d 1.02.
V duzniné plodi mé Mal d 1.01 majoritni podil u Golden Delicious (23) a Mal d 1.02 u Granny
Smith (20).

Zem¢é puvodu

Vzorky, ktera vykazovaly vyssi expresi alergenu Mal d 1, byly reprezentovany pouze
odridou Evelina, pochazejici ze Slovenska, u niz se vzhledem Kk nizké expresi alergenti daji
predpokladat statisticky vyznamné rozdily od ostatnich plodi. Vzorky odrid z Némecka a
Belgie byly vybérové plody, které byly s velkou pravdépodobnosti, vzhledem K jejich ceng,
v obchodech umistény delsi dobu, a proto byly vysoce moucnaté a piezralé. Tento fakt opét
vypovida 0 souvislosti vyssi exprese PR-proteinii pti pokrocilymi rozkladnymi procesech
v plodech jablek (Van Loon and Van Strien, 1999; Piihringer et al, 2000; Koistinen et al., 2002;
Breiteneder, 2004; Hoffmann-Sommergruber and Mills, 2009; lorio et al., 2012; Buron-Moles
et al., 2015) a jejich vyssi obsah pti dlouhodobém skladovani na rozdil od mnozstvi téchto

proteint v Cerstvé sklizenych plodech (Matthes and Schmitz-Eiberger, 2009).

Obchodni fetézec

Nejveétsi statisticky vyznamny rozdil od obchodnich fetézcti vykazoval vzorek z VSUO
Holovousy s.r.o. Vzhledem k tomu, ze plody mély strupovitou slupku, je jeden z moznych
divodu vyssi exprese alergeni vtomto vzorku, jejich vystaveni biotickému stresu,
pravdépodobné aplikaci mensiho mnozstvi ochrannych pesticidii. Podminky skladovani ploda
mohly byt, na rozdil od klimatizovanych obchodl horsi (Kiewning and Schmitz- Eiberger,
2013). Kombinace téchto biotickych (Buron-Moles et al., 2015) i abiotickych stresorti vyvolala

silnou expresi PR-proteinti (Van Loon and Van Strien, 1999; Piihringer et al, 2000; Koistinen

73



et al., 2002; Breiteneder, 2004; Hoffmann-Sommergruber and Mills, 2009; lorio et al., 2012;
Buron-Moles et al., 2015).

Tuhost duzniny a otlac¢eni plodu

Mezi tuhosti duzniny byly prokazany statistické rozdily, stejné jako mezi otlatenymi
a neotlacenymi plody. U plodi s vétsimi a mensimi otlaky rozdil prokazan nebyl. Bez ohledu
na miru otlaceni je exprese alergent U plodu s otlaCenim vys$i nez u plodu bez otlageni. Z toho
vyplyva, Ze na pomologickém stavu plodu je zavisla exprese alergenii. Toto je zdiraznéno
I v predchozich ¢astech diskuze v souvislosti sjinymi tfidicimi faktory. Jiny vyzkum

pomologickych charakteristik v souvislosti s expresi alergenti nebyl nalezen.

Baleni

Mezi vSemi zpusoby baleni plodi byly prokdzany statisticky vyznamné rozdily.
Nejmensi miru exprese mély plody balené po 4 kusech na papirovych taccich fixované
potravinaiskou fo6lii. Jednalo se o vybérové plody, jejichZ fixace na tacku omezila vzajemny
kontakt a plody byly proto v nejlepsim pomologickém stavu. Plody balené volné, vzhledem
k mozné kontaminaci patogeny, mély expresi alergenti o néco vyssi, ale protoze byly umistény
na platech v individualnich vanickach, jejich exprese alergent nebyla tak vysoka jako u ploda
balenych v saécich. Sacky mély priduchy, ale i pfesto pevny igelitovy obal udrzuje zna¢nou
miru vIhKkosti, ¢imz podporuje kontaminaci a $ifeni patogena a navic udrzuje Vv okoli jablek
etylén, ktery plodu produkuji (Beuning et al., 2004) a to ma za nasledek urychlené dozravani.
Tento vysledek potvrzuje i Kiewning and Schmitz-Eiberger (2013) dikazem sniZzeného obsahu
Mal d 1 u plodi po aplikaci 1-MCP. Plody jsou navic balené v sa¢cich po n€kolika kilogramech
a neni tudiz eliminovan jejich vzdjemny kontakt a zachazeni s plody miiZze byt vyrazné horsi.
Vsechny tyto faktory pfispivaji k expresi PR-proteint (Van Loon and Van Strien, 1999;
Piihringer et al, 2000; Koistinen et al., 2002; Puehringer et al., 2003; Breiteneder, 2004;
Hoffmann-Sommergruber and Mills, 2009; lorio et al., 2012; Buron-Moles et al., 2015).

Jakost

Plody s druhou jakosti vykazovaly vyss$i miru exprese alergeni, ktera byla potvrzena
1 statistickou analyzou. Tyto plody jsou fazeny do kategorie druhé jakosti, vzhledem k jejich
odchylkdm od standardnich plodii prvni jakosti. Tato jablka mohou mit i poskozenou slupku,

coz vede k jiz vySe zminéné expresi obrannych PR-proteinti.
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Z hypotézy diplomové prace vychazi, Zze mira exprese alergent je zavisla na odrade, je
tedy podminéna geneticky a lze predpokladat, ze pomér mezi expresi alergenti ve slupce a
duziné bude stabilni. Tento pfedpoklad potvrzuje 1 regresni a korela¢ni analyza, znazoriujici
silnou miru zavislosti exprese izoalergenu Mal d 1.01 a Mal d 1.02 mezi slupkou a duzninou.
Tyto izoformy se v plodu exprimuji majoritn¢ (Pagliarani et al., 2013), a proto je mensi
pravdépodobnost zatizeni chybou pfi amplifikaci. Naopak u izoforem Mal d 1.06A a Mal d
1.06B je vzhledem kK jejich nizké expresi (ACq) mira zavislosti nizka. Pfi PCR reakci se pracuje
se vzorky, které maji v roztoku nizkou koncentraci cilené cDNA, a proto je vétsi

pravdépodobnost chybovosti, jez miize souviset k nizkou korelaci.

Vétsina autord ve svych vyzkumech porovnava odriidy vysoce alergenni s odridami malo
alergennimi, zabyvaji se rozdily v expresi alergenl mezi slupkou a duzninou, piipadné
podminkami skladovani. Tato prace je inovativni v komplexnim pfistupu zhodnocenim vsech
moznych faktord, jez vstupuji do procesu prodeje konzumnich plodu, kterymi je i pomologicky
stav, jakost plodl nebo zptsob baleni, které maji nezanedbatelny vliv na expresi studovanych

alergend.
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1 Zavér

Tato diplomova prace komplexné shrnuje fadu faktort, jez vstupuji do prodeje konzumnich
plodi jablek v obchodnich fetézcich, které maji vyznamny vliv na expresi alergent v téchto
plodech. Z vysledki vyplyva, ze exprese izoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 byla ve srovnani
S ostatnimi izoformami vyrazné vyssi bez ohledu na odridu, zemi pivodu, podminky péstovani,
skladovani a prodeje. Byly ur¢eny odridy s vysokou a nizkou expresi alergent, i pies obtizné
definovatelné podminky, jimz byly plody konzumnich jablek v obchodnich fetézcich
vystaveny. Jako odridy s vysokou expresi alergenli byly vyhodnoceny Golden Delicious a
Jonagold a naopak s nizkou expresi odrida Modi. Vétsi expresi alergent také vykazovala
slupka oproti duznin¢. Jablka s vyssi zralosti, byly vyhodnoceny jako plody s vysokou mirou
exprese studovanych alergentl. Tyto vysledky potvrzuji platnost vSech stanovenych védeckych
hypotéz. Pokud by $lechtitelé chtéli vytvaret odridy méné alergeni, bylo by nutné vyvarovat se
vysoce alergennim odridam a jejich kfizencim. Dilezité pro snizeni exprese alergenti
Vv plodech je také ¢as sklizn¢€ a poskliziiové zachazeni s plody, souvisejici s manipulaci, balenim

a podminkami skladovani.
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9 Seznam pouzitych zkratek

1-MCP 1-Methylcyclopropene

AIT alergen-specificka imunoterapie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNasa deoxyribonukleaza

dsDNA dvouretézcova deoxyribonukleova kyselina
GC guanin a cytosin

IgE imunoglobulin E

IL interleukin

LTP lipid transfer protein

MALT slizni¢ni imunitni systém

nsLTP nespecificky lipid transfer protein

OAS oralni alergicky syndrom

PCR polymerazova fetézova reakce

PR pathogenesis-related proteiny

gRT-PCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RNA ribonukleova kyselina

RNasa ribonukleaza

Th2 subpopulace pomocnych helper TH lymfocyt
TLP thaumatin-like protein

Tm teplota tani

uv ultrafialové
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10 P¥ilohy

Seznam priloh

Piiloha I - Tabulka 1: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorka slupky
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P¥#iloha I - Tabulka 1: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii slupky plodii a charakterizace jejich variability pomoci variacniho
koeficientu — 1. cdst

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
1 | Jonagold 43,809 1,615 69,505 1,864 61,242 1,318 97,163 1,643 12,427 1,350 19,717 1,666 1,148 0,604 1,822 1,216
2 | Golden Delicious 59,993 0,913 95,181 1,377 44,193 1,154 70,114 1,529 9,169 1,190 14,547 1,553 0,445 1,191 0,707 1,554
3 | Golden Delicious 62,495 0,321 99,151 1,116 40,422 0,998 64,131 1,428 9,957 1,244 15,798 1,591 0,038 1,272 0,060 1,610
4 | Golden Delicious 37,428 0,950 59,382 1,399 38,312 1,065 60,784 1,471 6,695 0,733 10,622 1,277 0,035 0,567 0,055 1,200
5 Idared 22,796 0,947 36,167 1,397 31,781 1,214 50,422 1,570 2,157 1,064 3,422 1,470 1,536 1,051 2,437 1,462
6 | Evelina 13,725 1,101 21,775 1,494 15,371 1,333 24,386 1,653 0,261 1,051 0,413 1,462 0,270 1,610 0,428 1,860
7 | Golden Delicious 57,424 1,996 91,106 2,167 45,802 0,277 72,667 1,106 3,057 1,066 4,850 1,471 0,032 1,292 0,051 1,624
8 | Granny Smith 22,871 3,500 36,286 3471 16,580 0,660 26,305 1,241 1,639 1,005 2,600 1,433 0,648 1,008 1,028 1,435
9 | Red Delicious 35,956 1,674 57,046 1,910 34,819 1,361 55,241 1,674 0,253 1,805 0,401 2,012 0,173 1,476 0,274 1,758
10 | Jonagold 27,305 1,153 43,320 1,528 14,745 1,397 23,393 1,700 2,388 1,226 3,789 1,578 0,300 1,225 0,475 1,578
11 | Golden Delicious 53,573 1,213 84,995 1,569 37,988 1,439 60,269 1,731 7472 1,169 11,854 1,539 0,533 0,819 0,846 1,323
12 | Fuji 56,326 0,913 89,363 1,377 45,974 1,108 72,940 1,498 0,296 0,959 0,469 1,404 0,745 0,925 1,182 1,384
13 | Golden Delicious 42,089 0,604 66,775 1,216 33,896 0,836 53,777 1,332 9,569 0,882 15,182 1,359 0,082 1,326 0,129 1,649
14 | Red Prince 36,728 1,472 58,270 1,755 29,373 1,126 46,601 1,511 4,295 0,977 6,815 1,415 0,944 0,557 1,498 1,196
15 | Kanzi 14,088 0,814 22,351 1,320 8,010 1,354 12,708 1,669 0,467 1,348 0,742 1,664 0,465 1,172 0,738 1,541
16 | Milwa 27,090 0,796 42,980 1,311 27,154 1,165 43,081 1,536 0,932 1,520 1,479 1,792 0,109 1,103 0,174 1,496
17 | Golden Delicious 79,781 2,156 126,575 2,299 31,012 1,230 49,202 1,581 2,726 0,848 4,326 1,339 0,052 1,081 0,082 1,481
18 | Tenroy Royal Gala | 22,881 1,265 36,302 1,605 91,714 1,033 145,508 1,450 28,882 1,205 45,822 1,564 0,245 1,314 0,389 1,640
19 | Idared 33,062 1,148 52,454 1,525 44,925 1,288 71,275 1,621 6,384 1,195 10,128 1,557 0,572 1,412 0,907 1,711
20 | Granny Smith 44,306 1,279 70,294 1,615 65,712 1,224 104,256 1,576 9,179 1,061 14,564 1,468 0,116 1,207 0,184 1,565
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Pi#iloha I - Tabulka 1: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii slupky plodii a charakterizace jejich variability pomoci variacniho
koeficientu — 2. cdst

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
21 | Golden Delicious 66,817 1,454 106,007 1,742 63,517 1,097 100,773 1,491 17,249 1,109 27,366 1,499 0,066 0,763 0,105 1,293
22 | Modi 10,400 1,587 16,500 1,842 26,253 1,159 41,652 1,533 0,015 1,460 0,024 1,746 0,057 1,591 0,090 1,846
23 | Golden Delicious 87,134 1,608 138,242 1,859 38,712 0,699 61,418 1,260 7,613 1,380 12,078 1,688 0,231 1,219 0,366 1,573
24 | Pink Lady 37,680 0,971 59,781 1,411 20,751 1,315 32,922 1,641 0,915 1,466 1,451 1,751 0,124 0,865 0,197 1,349
25 | Jonagold 64,689 1,334 102,632 1,654 72,275 1,258 114,668 1,600 16,715 1,146 26,519 1,523 0,296 1,097 0,470 1,491
26 | Granny Smith 52,143 1,011 82,727 1,437 74,790 1,285 118,657 1,619 9,401 1,190 14,914 1,554 0,109 1,467 0,172 1,752
27 | Red Chief 24,377 1,427 38,675 1,722 11,000 0,930 17,451 1,387 0,041 1,731 0,065 1,954 0,015 1,327 0,024 1,649
28 | Golden Delicious 56,537 1,432 89,699 1,726 32,128 1,111 50,972 1,501 6,259 0,796 9,931 1,311 0,047 1,419 0,075 1,716
29 | Elisa 38,003 0,930 60,294 1,387 34,409 0,944 54,592 1,395 2,615 0,718 4,148 1,270 0,894 1,329 1,418 1,651
30 | Kanzi 76,926 1,020 122,046 1,442 26,947 0,858 42,752 1,345 1,569 1,529 2,490 1,798 0,692 1,204 1,098 1,563
31 | Red Chief 38,596 0,940 61,235 1,393 31,365 1,036 49,761 1,452 0,384 0,636 0,610 1,230 0,261 1,205 0,415 1,564
32 | Red Prince 27,017 1,479 42,864 1,761 16,447 1,356 26,094 1,670 1,209 1,003 1,918 1,431 0,151 0,819 0,239 1,323
33 | Idared 27,501 1,242 43,632 1,589 41,627 1,289 66,043 1,622 5,099 1,252 8,089 1,596 0,900 1,343 1,428 1,661
34 | Red Delicious 15,902 1,598 25,230 1,851 31,671 1,038 50,247 1,453 0,514 1,468 0,815 1,752 0,304 1,065 0,482 1471
35 | Golden Delicious 94,557 1,353 150,019 1,668 32,240 1,394 51,150 1,698 1,930 1,146 3,062 1,524 0,137 1,432 0,217 1,725
36 | ldared 16,607 0,800 26,347 1,313 25,999 1,071 41,249 1,474 2,397 0,707 3,802 1,264 1,235 1,111 1,959 1,500
37 | Red Delicious 35,606 0,933 56,491 1,389 43,494 1,047 69,005 1,459 0,735 1,312 1,166 1,639 0,577 1,473 0,916 1,756
38 | Jonagold 103,513 0,330 164,228 1,119 106,382 1,290 168,779 1,623 13,920 1,252 22,085 1,597 0,269 1,176 0,426 1,544
39 | Pink Lady 50,099 0,736 79,484 1,279 24,152 0,903 38,318 1,371 0,677 1,071 1,073 1,474 0,398 1,140 0,631 1,520
40 | Golden Delicious 64,598 1,088 102,487 1,486 42,638 0,962 67,647 1,406 7,147 0,628 11,339 1,227 0,235 1,512 0,373 1,785
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Pi#iloha I - Tabulka 1: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii slupky plodii a charakterizace jejich variability pomoci variacniho
koeficientu — 3. cdst

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
41 | ldared 14,572 1,112 23,118 1,501 21,477 0,729 34,074 1,275 1,069 0,958 1,696 1,403 0,772 1,448 1,224 1,738
42 | Jonagored 38,172 1,347 60,562 1,664 34,577 1,092 54,858 1,488 1,563 1,563 2,479 1,824 0,569 1,014 0,902 1,438
43 | Red Prince 72,549 1,798 115,101 2,007 104,866 1,014 166,374 1,438 8,231 1,216 13,059 1,571 0,297 1,283 0,471 1,618
44 | ldared 41,395 1,033 65,676 1,450 25,335 1,112 40,196 1,501 4,176 1,301 6,625 1,631 0,929 1,769 1,474 1,984
45 | Red Chief 27,476 1,106 43,591 1,497 28,086 1,307 44,559 1,635 0,152 1,690 0,241 1,922 0,184 1,146 0,291 1,524
46 | Idared 34,155 0,785 54,189 1,305 54,244 1,031 86,061 1,449 5,590 1,089 8,868 1,486 1,913 0,736 3,035 1,279
47 | Fuji 76,680 1,287 121,655 1,621 77,983 1,223 123,724 1,576 0,795 1,409 1,261 1,708 0,148 1,899 0,234 2,088
48 | Kanzi 35,005 1,632 55,537 1,877 20,310 1,512 32,223 1,785 1,337 1,564 2,121 1,824 0,577 1,469 0,916 1,753
49 | Golden Delicious 73,214 0,793 116,156 1,309 45,028 1,160 71,439 1,533 7,059 1,364 11,199 1,676 0,281 1,605 0,445 1,856
50 | Jonagold 56,653 1,112 89,882 1,501 55,551 1,026 88,133 1,446 10,232 1,117 16,234 1,505 0,466 1,257 0,740 1,600
51 | Red Delicious 39,182 1,293 62,163 1,625 35,263 1,132 55,946 1,515 0,217 0,889 0,345 1,363 0,129 1,087 0,204 1,485
52 | Fuji 59,841 4,643 94,940 4,508 38,865 1,151 61,662 1,527 0,603 1,163 0,956 1,535 0,291 1,772 0,461 1,987
53 | Red Chief 55,822 1,277 88,564 1,613 34,473 0,922 54,693 1,382 0,342 1,579 0,543 1,836 0,137 1,138 0,217 1,518
54 | Braeburn 51,902 0,960 82,345 1,405 24,631 0,915 39,078 1,378 0,210 1,280 0,333 1,616 0,117 1,050 0,186 1,461
55 | Granny Smith 24,899 0,770 39,504 1,297 19,800 1,197 31,413 1,558 1,150 1,774 1,825 1,988 0,097 1,147 0,153 1,524
56 | Jonaprince 51,749 1,337 82,101 1,656 59,140 1,076 93,829 1,477 17,611 0,812 27,940 1,319 0,329 0,979 0,522 1,416
57 | Gala 29,212 1,459 46,345 1,746 22,776 1,290 36,135 1,623 0,376 1,613 0,597 1,862 0,094 1,189 0,150 1,553
58 | Evelina 27,564 0,976 43,732 1,415 24,444 1,020 38,781 1,442 0,183 1,469 0,290 1,753 0,376 1,325 0,596 1,648
59 | Jonagold 55,475 1,161 88,013 1,534 67,603 0,626 107,256 1,226 15,697 1,017 24,904 1,440 0,167 3,375 0,266 3,359
60 | Golden Delicious 48,719 1,190 77,295 1,554 33,214 0,958 52,696 1,404 5,944 1,120 9,430 1,506 0,115 0,575 0,182 1,203
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Pi#iloha I - Tabulka 1: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii slupky plodii a charakterizace jejich variability pomoci variacniho
koeficientu — 4. cdst

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
61 | Golden Delicious 61,542 1,569 97,638 1,828 29,935 1,178 47,493 1,545 3,330 0,754 5,283 1,288 0,084 0,803 0,133 1,314
62 | Red Delicious 53,080 1,226 84,214 1,578 36,038 1,285 57,175 1,619 0,317 0,735 0,503 1,279 0,333 0,832 0,528 1,330
63 | Golden Delicious 54,180 0,436 85,958 1,150 30,443 0,891 48,299 1,364 7,650 1,286 12,137 1,620 0,082 1,513 0,131 1,786
64 | Red Delicious 32,203 1,309 51,091 1,637 36,667 1,042 58,173 1,456 0,271 1,140 0,430 1,520 0,068 1,895 0,108 2,085
65 | Braeburn 61,638 1,056 97,790 1,465 38,153 0,935 60,531 1,390 0,592 0,959 0,940 1,404 0,208 1,287 0,330 1,621
66 | Golden Delicious 54,457 0,908 86,399 1,374 33,935 0,926 53,840 1,385 4,850 0,629 7,695 1,227 0,154 1,167 0,244 1,538
H1 | Golden Delicious 63,033 0,657 100,004 1,240 67,526 0,834 107,133 1,331 8,854 0,519 14,047 1,180 2,915 0,896 4,625 1,367
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Piiloha I - Tabulka 2: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii duzniny plodi a charakterizace jejich variability pomoci
variacniho koeficientu — 1. cast

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B
Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi
ACq [%] AACq [%] ACq [%6] AACq [%] ACq [%6] AACq [%6] ACq [%] AACq [%]

1 | Jonagold 31.453 1.276 49.901 1.613 17.890 1.000 28.383 1.430 2.257 1.633 3.580 1.878 0.676 1.233 1.072 1.583
2 | Golden Delicious 25.790 0.971 40.917 1411 7.362 1.286 11.680 1.620 10.841 1.148 17.200 1.525 0.041 1.564 0.066 1.825
3 | Golden Delicious 51.011 1.075 80.931 1477 26.643 0.817 42.271 1.322 5.046 1.260 8.005 1.602 0.124 1571 0.197 1.830
4 Golden Delicious 46.079 0.738 73.106 1.280 16.523 0.971 26.214 1411 0.027 1.037 0.042 1.453 0.009 37.347 0.014 35.234
5 Idared 7.524 1.064 11.936 1.470 16.711 1.168 26.513 1.539 7.200 0.884 11.424 1.360 0.472 1.399 0.749 1.701
6 | Evelina 4.590 1.538 7.282 1.805 0.601 1.303 0.954 1.632 0.108 0.796 0.171 1.310 0.035 1.029 0.055 1.448
7 | Golden Delicious 22.240 1.149 35.285 1.526 24.264 1.020 38.495 1.442 2.634 1.159 4.179 1.532 0.017 1.603 0.026 1.854
8 Granny Smith 1.406 1.349 2.230 1.665 0.751 1174 1.192 1.542 0.025 1.693 0.040 1.924 0.013 0.807 0.021 1.317
9 | Red Delicious 3.051 1.297 4.840 1.628 1.880 0.642 2.983 1.233 0.019 1.509 0.030 1.783 0.054 1.429 0.085 1.723
10 | Jonagold 7.110 1.128 11.280 1512 1.267 1.036 2.010 1.452 0.004 0.982 0.006 1.418 0.003 1.493 0.004 1.771
11 | Golden Delicious 46.735 1.215 74.147 1571 19.918 0.431 31.601 1.149 0.753 1.281 1.195 1.616 0.019 1231 0.030 1.582
12 | Fuji 14.953 0.875 23.724 1.354 38.347 0.788 60.839 1.306 12.057 1.425 19.129 1.721 0.376 1.070 0.597 1474
13 | Golden Delicious 30.755 1.054 48.794 1.464 15.748 1.015 24.984 1417 0.571 1.339 0.905 1.658 0.035 1.215 0.056 1.570
14 | Red Prince 7.735 1.178 12.272 1.545 0.773 0.962 1.227 1.406 1.602 1.216 2.541 1572 0.072 1.181 0.115 1.548
15 | Kanzi 5.145 1.004 8.162 1432 2.122 0.497 3.367 1172 0.813 0.979 1.289 1.416 0.019 1.390 0.031 1.695
16 | Milwa 2.805 0.929 4.450 1.386 2.165 0.627 3.436 1.226 11.236 1.266 17.827 1.606 0.013 1.714 0.021 1.941
17 | Golden Delicious 45.571 0.796 72.300 1311 11.735 0.817 18.618 1.322 0.000 0.867 0.000 1.350 0.003 1.819 0.005 2.024
18 | Tenroy Royal Gala | 14.437 0.997 22.905 1.427 54.533 0.906 86.518 1.373 5.666 1.953 8.989 2.132 0.052 1.092 0.083 1.488
19 | Idared 11.451 0.895 18.167 1.366 35.442 0.970 56.230 1411 0.019 0.700 0.030 1.261 0.016 0.960 0.026 1.405
20 | Granny Smith 2.026 0.935 3.214 1.390 47.871 1.202 75.950 1.562 2.497 1.024 3.962 1.444 0.060 1.252 0.095 1.596
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Piiloha I — Tabulka 2: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkit duzniny plodit a charakterizace jejich variability pomoci
variacniho koeficientu — 2.cast

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%6] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
21 | Golden Delicious 34.553 1.035 54.820 1.451 24.853 0.809 39.431 1.318 1.292 0.993 2.050 1.425 0.030 1.089 0.048 1.486
22 | Modi 3.313 1.317 5.256 1.642 2.715 0.719 4.307 1.270 0.000 1.006 0.001 1.433 0.003 1.213 0.005 1.569
23 | Golden Delicious 72.792 0.727 115.487 1.274 22.368 0.744 35.488 1.283 1.875 1.204 2.975 1.563 0.011 0.887 0.017 1.361
24 | Pink Lady 18.710 0.786 29.684 1.305 4.384 0.555 6.956 1.195 0.151 0.900 0.240 1.369 0.161 1.235 0.256 1.585
25 | Jonagold 13.565 1.396 21.521 1.699 12.880 1.068 20.435 1.472 3.744 1.020 5.939 1.442 0.034 1.094 0.053 1.489
26 | Granny Smith 7.142 0.754 11.331 1.288 34.881 0.739 55.340 1.281 0.072 0.990 0.114 1.423 0.141 1174 0.223 1.543
27 | Red Chief 8.793 1.211 13.951 1.568 5.559 1.205 8.819 1.564 0.183 1.227 0.291 1.579 0.050 0.755 0.080 1.289
28 | Golden Delicious 38.992 1.271 61.862 1.609 11.619 0.984 18.434 1.419 0.004 0.969 0.007 1.410 0.038 0.904 0.060 1.371
29 | Elisa 5.966 1.126 9.465 1.510 3.512 1.112 5.572 1.501 0.797 1.239 1.264 1.587 0.202 1.150 0.321 1.527
30 | Kanzi 24.535 1.209 38.926 1.566 3.314 1.123 5.258 1.508 0.034 1.652 0.053 1.893 0.058 3.729 0.092 3.677
31 | Red Chief 4.909 0.807 7.788 1.317 1.248 1.148 1.980 1.525 0.893 1.242 1417 1.589 0.031 1.129 0.049 1513
32 | Red Prince 6.533 1.233 10.365 1.583 0.740 1.219 1174 1.573 0.439 1.046 0.697 1.458 0.330 1.229 0.523 1.580
33 | ldared 8.148 0.934 12.927 1.389 23.758 0.510 37.693 1177 0.365 0.790 0.579 1.307 0.121 1.259 0.192 1.601
34 | Red Delicious 7.052 0.803 11.188 1.314 22.312 1.026 35.399 1.445 3.361 1.198 5.332 1.559 0.064 1.727 0.102 1.951
35 | Golden Delicious 68.219 1.264 108.232 1.604 13.591 3.137 21.563 3.147 0.464 1.509 0.736 1.783 0.082 1.191 0.130 1.554
36 | ldared 12.191 0.837 19.341 1.333 11.694 1.116 18.554 1.504 2.452 1.041 3.890 1.455 0.009 1.365 0.015 1.676
37 | Red Delicious 12.199 0.828 19.354 1.328 27.286 1.306 43.291 1.634 1.863 1.336 2.955 1.655 0.074 1.547 0.117 1.812
38 | Jonagold 39.324 0.422 62.389 2931 69.845 1.180 110.812 1547 2.051 1.144 3.253 1.522 0.203 1.250 0.322 1.595
39 | Pink Lady 17.420 0.572 27.638 1.202 15.531 1.033 24.640 1.450 0.394 0.719 0.625 1.270 0.139 1.422 0.220 1.718
40 | Golden Delicious 21.353 0.674 33.877 1.248 23.639 1.265 37.504 1.605 1.749 1.282 2.775 1.617 0.057 1.824 0.090 2.028
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P#iloha I — Tabulka 2: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii duzniny plodii a charakterizace jejich variability pomoci
variacniho koeficientu — 3. cdst

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
41 | Idared 7.658 0.917 12.150 1.379 10.672 1.104 16.931 1.496 1.649 0.924 2.616 1.383 0.220 0.923 0.349 1.382
42 | Jonagored 18.931 0.474 30.035 1.164 21.374 1.322 33.911 1.645 0.141 0.860 0.223 1.346 0.041 1.807 0.066 2.015
43 | Red Prince 31.212 0.818 49.520 1.322 67.404 1.205 106.939 1.563 1.327 1.002 2.105 1.430 0.336 1.831 0.533 2.034
44 | Idared 10.474 0.966 16.617 1.408 14.302 1.426 22.690 1721 0.283 1.216 0.450 1571 0.021 1.671 0.033 1.907
45 | Red Chief 10.334 0.803 16.396 1.314 16.592 1.314 26.324 1.640 0.431 1.159 0.683 1.533 0.116 1173 0.184 1.542
46 | Idared 18.727 0.979 29.711 1.416 33.654 0.863 53.394 1.348 1.781 1.029 2.825 1.447 0.060 2.151 0.095 2.295
47 | Fuji 35.060 1.129 55.624 1512 49.823 1.124 79.047 1.509 0.454 0.668 0.721 1.245 0.096 0.925 0.153 1.384
48 | Kanzi 16.397 0.897 26.015 1.368 10.863 1.026 17.235 1.446 2.109 1.291 3.347 1.624 0.095 1.435 0.150 1.728
49 | Golden Delicious 25.737 1.276 40.833 1.613 25.108 1.247 39.836 1.592 0.475 0.926 0.754 1.384 0.026 1.320 0.041 1.644
50 | Jonagold 21.848 1.402 34.663 1.704 32.009 1.030 50.783 1.448 0.291 1.214 0.462 1.570 0.063 0.814 0.101 1.320
51 | Red Delicious 11.414 0.993 18.109 1.425 21.245 0.899 33.706 1.369 0.506 0.884 0.803 1.360 0.046 1.207 0.072 1.565
52 | Fuji 22.323 1.278 35.416 1.614 25.073 1.073 39.780 1.476 0.126 1.227 0.199 1.579 0.022 1.559 0.035 1.820
53 | Red Chief 24.952 0.962 42.763 1.373 22.461 0.866 35.636 1.349 0.503 1.218 0.799 1.573 0.024 2.299 0.038 2.420
54 | Braeburn 21.562 0.949 34.208 1.398 20.328 1.140 32.252 1.520 4.301 1.379 6.824 1.687 0.068 1.566 0.108 1.826
55 | Granny Smith 6.516 1.109 10.339 1.499 12.892 1.098 20.454 1.492 0.115 1.554 0.183 1.817 0.021 0.921 0.034 1.382
56 | Jonaprince 17.205 1.266 27.297 1.606 39.773 0.856 63.101 1.344 0.115 1.525 0.183 1.795 0.083 1424 0.131 1.720
57 | Gala 7.767 1.220 12.323 1574 13.536 0.917 21.475 1.379 3.634 0.875 5.766 1.355 0.043 1.294 0.068 1.625
58 | Evelina 12.313 1.101 19.535 1.494 16.538 0.865 26.238 1.349 0.002 1.164 0.003 1.536 0.015 1.063 0.024 1.469
59 | Jonagold 21.275 0.998 33.753 1.428 46.701 0.903 74.093 1.371 1.524 1.011 2418 1.436 0.023 0.948 0.036 1.398
60 | Golden Delicious 14.183 1.227 22.502 1.579 21.563 1.474 34.210 1.757 1.001 1.252 1.588 1.596 0.016 1.397 0.025 1.700
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P#iloha I — Tabulka 2: Hodnoty Ratio ACq a Ratio AACq u hodnocenych vzorkii duzniny plodii a charakterizace jejich variability pomoci
variacniho koeficientu — 4. cast

C | Odrida Izoformy Mal d 1
Mal d 1.01 Mal d 1.02 Mal d 1.06A Mal d 1.06B

Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi Ratio Vi

ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0] ACq [%0] AACq [%0]
61 | Golden Delicious 18.576 1.030 29.472 1.448 16.550 1.190 26.257 1.553 0.805 1.492 1.277 1.770 0.064 1.055 0.102 1.464
62 | Red Delicious 15.128 1.415 24.001 1.713 24.649 1.450 39.107 1.739 1.921 1.332 3.048 1.653 0.016 1.655 0.025 1.894
63 | Golden Delicious 24.501 1.161 38.871 1534 21.079 1.180 33.443 1.546 0.115 1.711 0.183 1.939 0.015 1.418 0.023 1.715
64 | Red Delicious 6.354 0.824 10.081 1.326 24.951 0.892 39.586 1.364 0.235 0.768 0.372 1.295 0.038 1.384 0.061 1.690
65 | Braeburn 32.253 0.864 51.171 1.338 22.855 1.351 36.261 1.667 1.207 1.579 1.915 1.836 0.032 1.684 0.051 1917
66 | Golden Delicious 17.062 1.017 27.070 1.440 20.178 1.041 32.014 1.455 1.271 1.296 2.017 1.627 0.007 0.810 0.012 1.318
H1 | Golden Delicious 25.999 1.043 41.249 1.456 59.939 1.239 95.096 1.587 0.014 1.804 0.022 2.012 0.019 1.271 0.030 1.609
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Piiloha II - Tabulka 1: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi analyzovanymi vzorky — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy — 1. ¢ast,

popisy vzorkii jsou uvedeny v Tabulce 4 ve viastni diplomové praci

2 | 1,00
3 | 1,00 1,00
4 | 1,00 100 1,00
5 | 100 1,00 1,00 1,00
6 | 000 000 000 001 067
7 | 100 1,00 100 1,00 1,00 0,04
8 | 000 009 000 063 1,00 1,00 1,00
9 |000 028 002 1,00 1,00 100 1,00 1,00
10 | 000 057 005 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
11 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 000 100 000 000 0,001
12 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 007 100 100 1,00 1000 1,000
13 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 001 100 070 100 1000 1,000 1,000
14 | 031 100 1,00 100 100 1,00 100 100 1,00 1000 0120 1,000 1,000
15 | 000 003 000 028 100 100 078 1,00 100 1,000 0000 1,000 0319 1,000
16 | 000 018 001 1,00 1,00 100 1,00 1,00 100 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000
17 | 100 100 100 100 1,00 003 1,00 1,00 100 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,720 1,000
18 | 1,00 1,00 1,00 100 100 000 100 0,00 0,00 0,000 1,000 1,000 1,000 0,035 0,000 0,000
19 | 1,00 1,00 100 1,00 100 000 1,00 047 100 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0210 0,898
20 | 1,00 100 1,00 100 1,00 001 100 055 1,00 1,000 1,000 1,000 1000 1000 0248 1,000
21 | 100 100 1,00 1,00 100 000 1,00 000 000 0008 1,000 1,000 1,000 0507 0000 0,002
22 | 000 000 000 000 013 100 000 100 100 1000 0000 0013 0002 1,000 1,000 1,000
23 | 1,00 100 1,00 100 1,00 000 100 000 000 0005 1,000 1,000 1,000 0348 0,000 0,001
24 | 007 100 066 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0025 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
25 | 1,00 100 100 100 1,00 000 100 002 008 0,181 1,000 1,000 1,000 1,000 0010 0,054
26 | 100 100 1,00 100 1,00 000 100 017 052 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,075 0,349
27 | 000 000 000 000 035 1,00 002 1,00 1,00 1,000 0000 0037 0007 1,000 1,000 1,000
28 | 1,00 100 100 100 1,00 003 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,603 1,000
29 | 1,00 100 100 1,00 100 100 1,00 100 100 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
30 | 100 100 100 1,00 100 039 1,00 100 100 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
31 | 012 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0044 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
32 | 000 012 001 086 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0000 1,000 0963 1,000 1,000 1,000
33 [ 100 100 1,00 100 1,00 001 100 057 1,00 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,256 1,000
34 | 020 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0076 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
35 | 1,00 100 100 100 1,00 000 100 019 055 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,080 0372
36 | 100 100 100 1,00 100 084 100 100 100 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
37 | 100 100 1,00 1,00 1,00 005 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
38 | 1,00 100 100 100 1,00 000 1,00 000 000 0000 1,000 1,000 1,000 0,004 0,000 0,000
39 | 1,00 1,00 100 100 1,00 059 1,00 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
40 | 1,00 100 100 100 1,00 000 100 004 015 0316 1,000 1,000 1,000 1,000 0019 0,098
41 | 100 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
42 | 100 100 100 100 1,00 003 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,708 1,000
43 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 000 100 000 000 0001 1,000 1,000 1,000 0,056 0000 0,000
44 | 100 100 1,00 1,00 1,00 002 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0462 1,000
45 | 030 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0114 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
46 | 1,00 1,00 100 100 1,00 000 1,00 000 000 0020 1,000 1,000 1,000 1,000 0001 0,005
47 | 1,00 100 1,00 100 1,00 000 100 003 010 0218 1,000 1,000 1,000 1,000 0012 0,066
48 | 1,00 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
49 | 1,00 100 1,00 100 1,00 000 100 001 004 0,097 1,000 1,000 1,000 1,000 0005 0,028
50 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 000 100 000 000 0018 1,000 1,000 1,000 1,000 0,001 0,005
51 | 1,00 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
52 | 1,00 100 100 100 1,00 004 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,800 1,000
53 | 1,00 100 1,00 1,00 100 020 1,00 100 100 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
54 | 1,00 100 100 1,00 100 100 1,00 100 100 1000 0949 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
55 | 020 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0077 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
56 | 1,00 100 1,00 100 1,00 000 1,00 000 000 0004 1,000 1,000 1,000 0325 0,000 0,001
57 | 004 100 048 1,00 100 100 1,00 100 1,00 1000 0017 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
58 | 065 100 100 100 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,000 0261 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
59 | 1,00 100 100 100 1,00 000 100 000 000 0006 1,000 1,000 1,000 0397 0,000 0,001
60 | 1,00 100 1,00 1,00 100 009 1,00 100 1,00 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
61 | 1,00 100 1,00 1,00 100 022 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
62 | 1,00 100 100 100 1,00 011 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
63 | 1,00 100 100 1,00 100 002 1,00 100 100 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 0482 1,000
64 | 037 100 100 100 1,00 1,00 100 100 1,00 1000 0146 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
65 | 1,00 100 100 100 1,00 005 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 00944 1,000
66 | 1,00 100 100 100 1,00 004 100 1,00 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,791 1,000
H1 | 1,00 1,00 1,00 100 0,39 000 100 0,00 0,00 0,000 1,000 1,000 1,000 0,001 0,000 0,000
1 | 2] 3 ][400]500]600]700]800]900]| 10,00 | 11,00 [ 12,00 | 13,00 | 14,00 | 1500 | 16,00 |
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Piiloha IT — Tabulka 1: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi analyzovanymi vzorky — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy — 2. ¢dast,
popisy vzorkii jsou uvedeny v Tabulce 4 ve viastni diplomové praci

18 | 1,000
19 | 1,000 1,000

20 | 1,000 1,000 1,000

21 | 1,000 1,000 1,000 1,000

22 | 0,006 0000 0,001 0,002 0,000

23 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000

24 | 1,000 0007 1,000 1,000 0,118 1,000 0,078

25 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,00 0000 1,000 1,000

26 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000 1,000

27 | 0,018 0000 0004 0005 0000 1,000 0000 1,000 0000 0,001

28 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1000 0005 1,000 1,000 1,000 1,000 0,015

29 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0401 1000 1,000 1,000 1,000 0979 1,000

30 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0076 1000 1,000 1,000 1,000 0202 1,000 1,000

31 1000 0012 1,00 1,000 0203 1,000 0136 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

32 | 1,000 0000 0652 0761 0001 1,000 0001 1,000 0037 0249 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

33 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0002 1,000 1,000 1000 1,000 0005 1,000 1,000 1,000 1,000 0,784
34 | 1,000 0021 1,000 1,000 0332 1,000 0225 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
35 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000 0001 1,000 1,000 1,000 1,000 0,265
36 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0175 1000 1,000 1000 1,000 0447 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
37 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0010 1000 1,000 1000 1,000 0028 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
38 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0000 1,000 0001 1,000 1,000 0000 1,000 0409 1,000 0,001 0,000
39 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0118 1000 1,000 1000 1,000 0307 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
40 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,068
41 | 1,000 0970 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
42 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0006 1,000 1,000 1,000 1,000 0018 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
43 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0000 1,000 0011 1000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 0,020 0,000
44 | 1,000 1,00 1,000 1,000 1,000 0003 1,000 1,000 1000 1,000 0011 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
45 | 1,000 0033 1,000 1,000 0483 1,000 0331 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
46 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0000 1,000 0280 1000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 0471 0,004
47 | 1,000 1,00 1,000 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,045
48 | 1,000 1,000 1,00 1,000 1,000 0329 1,000 1,000 1,000 1,000 0811 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
49 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,019
50 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0000 1000 0246 1000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 0416 0,003
51 | 1,00 0808 1,00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
52 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0007 1,000 1,000 1,000 1,000 0021 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
53 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0037 1000 1,000 1000 1,000 0102 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
54 | 1,000 0318 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
55 | 1,000 0022 1,00 1,000 0336 1,000 0228 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
56 | 1,000 1,000 1,000 1,00 1,000 0000 1,000 0072 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 0,127 0,001
57 | 1,000 0004 1,000 1,000 0082 1,000 0054 1,000 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
58 | 1,000 0080 1,00 1,000 1,000 1,000 0,723 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
59 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0000 1,000 0090 1,000 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 0157 0,001
60 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0016 1,000 1,000 1,000 1,000 0045 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
61 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0041 1000 1,000 1000 1,000 0111 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
62 | 1,000 1,000 1,00 1,000 1,000 0020 1,000 1,000 1,000 1,000 0057 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
63 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0004 1000 1,000 1000 1,000 0011 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
64 | 1,000 0043 1,000 1,000 0606 1,000 0418 1,000 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
65 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0009 1,000 1,000 1,000 1,000 0025 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
66 | 1,000 1,00 1,00 1,000 1,000 0007 1,000 1,000 1,000 1,000 0020 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
H1 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0000 1,000 0000 1,000 1,000 0000 1,000 0,134 0675 0,000 0,000
17,00 | 18,00 | 19,00 | 20,00 | 21,00 | 22,00 | 23,00 | 24,00 | 25,00 | 26,00 | 27,00 | 28,00 | 29,00 | 30,00 | 31,00 | 32,00 |
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Piiloha II — Tabulka 1: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi analyzovanymi vzorky — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy — 3. cdast,
popisy vzorkii jsou uvedeny v Tabulce 4 ve viastni diplomové praci

34 | 1,000

35 | 1,000 1,000

36 | 1,000 1,000 1,000

37 | 1,000 1,000 1,000 1,000

38 | 1,000 0,002 1,000 0,899 1,000

39 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

40 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

41 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,154 1,000 1,000

42 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

43 | 1,000 0,035 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

44 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

45 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,004 1,000 1,000 1,000 1,000 0,053 1,000

46 | 1,000 0,752 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

47 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

48 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,497 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

49 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
50 | 1,000 0,666 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,955 1,000 1,000 1,000
51 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,126 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
52 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
53 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
54 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,045 1,000 1,000 1,000 1,000 0483 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
55 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,002 1,000 1,000 1,000 1,000 0,035 1,000 1,000 0,762 1,000 1,000
56 | 1,000 0,210 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,309 1,000 1,000 1,000
57 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,007 1,000 1,000 0,200 1,000 1,000
58 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,010 1,000 1,000 1,000 1,000 0,126 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
59 | 1,000 0,258 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,378 1,000 1,000 1,000
60 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
61 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
62 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
63 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
64 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,005 1,000 1,000 1,000 1,000 0,068 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
65 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
66 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
H1 | 1,000 0,001 1,000 0,311 1,000 1,000 0452 1,000 0,048 1,000 1,000 1,000 0,001 1,000 1,000 0,165
33,00 | 34,00 | 35,00 | 36,00 [ 37,00 | 38,00 | 39,00 | 40,00 | 41,00 | 42,00 | 43,00 | 44,00 | 45,00 | 46,00 | 47,00 | 48,00 |
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Piiiloha IT — Tabulka 1: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi analyzovanymi vzorky — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy — 4. ¢dast,
popisy vzorkii jsou uvedeny v Tabulce 4 ve viastni diplomové praci

50 | 1,000

51 | 1,000 1,000

52 | 1,000 1,000 1,000

53 | 1,000 1,000 1,000 1,000

54 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

55 | 1,000 0,675 1,000 1,000 1,000 1,000

56 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,213

57 | 0,800 0,175 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,050

58 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,678 1,000

59 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,262 1,000 0,063 0,821

60 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

61 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

62 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

63 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

64 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,390 1,000 1,000 0,476 1,000 1,000 1,000 1,000

65 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
66 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
H1 | 1,000 1,000 0,038 1,000 1,000 0,013 0,001 1,000 0,000 0,003 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,001
49,00 | 50,00 | 51,00 | 52,00 | 53,00 | 54,00 | 55,00 | 56,00 | 57,00 | 58,00 | 59,00 | 60,00 | 61,00 | 62,00 | 63,00 | 64,00 |
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Piiloha IT — Tabulka 1: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi analyzovanymi vzorky — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy — 5. cdst,
popisy vzorkii jsou uvedeny v Tabulce 4 ve viastni diplomové praci

66 | 1,000

H1 | 1,000 1,00

65 | 66
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Pitiloha IT - Tabulka 2: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi analyzovanymi odriidami — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy, popisy vzorkii jsou uvedeny v Tabulce 4 ve
viastni diplomové praci

Golden Delicious 1,000

Idared 1,000 1,000

Evelina 0,000 0,000 0,000

Granny Smith 0,000 0,000 1,000 0,361

Red Delicious 0,000 0,000 0,068 1,000 1,000

Fuji 1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,106

Red Prince 0,010 0,012 1,000 0,294 1,000 1,000 1,000

Kanzi 0,000 0,000 0,158 1,000 1,000 1,000 0,138 1,000

Milwa 0,000 0,000 0,005 1,000 1,000 1,000 0,003 1,000 1,000

Tenroy Royal Gala 1,000 1,000 0,264 0,000 0,002 0,000 1,000 0,007 0,000 0,000

Modi 0,000 0,000 0,000 1,000 0,002 0,004 0,000 0,001 0,039 1,000 0,000

Pink Lady 0,003 0,004 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,002 0,039

Red Chief 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 0,001 1,000 1,000 1,000 0,000 0,368 1,000

Elisa 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,279 0,031 1,000 1,000

Jonagored 1,000 1,000 1,000 0,073 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,220 1,000 0,000 1,000 0,702 1,000

Braeburn 0,391 0,773 1,000 0,220 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,781 0,058 0,001 1000 1,000 1,000 1,000

Jonaprince 1,000 1,000 1,000 0,000 0,029 0,003 1,000 0,089 0,003 0,000 1,000 0,000 0,023 0,000 0,998 1,000 0,492

Gala 0,001 0,002 0,303 1,000 1,000 1,000 0,176 1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,004
() © — L] )
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Pitiloha II - Tabulka 3: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi jednotlivymi izoformami — vysledek Kruskal-

Wallisovy analyzy

Mal d 1.02 0,885

Mal d 1.06A 0,000 0,000

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

Piiloha IT - Tabulka 4: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi slupkou a duzninou — vysledek Kruskal-

Wallisovy analyzy

DUz

0,00

SLU

Piiloha II - Tabulka 5: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi zemémi piivodu — vysledek Kruskal-Wallisovy

analyzy

IT 0,000

cz 0,009 0,000

PL 0,001 0,051 1,000

SK 0,000 0,001 0,000 0,000

NL 0,000 0,054 0,000 0,000 1,000

CL 0,000 1,000 0,410 1,000 0,009 0,434

ZA 1,000 1,000 1,000 1,000 0,001 0,042 1,000

AR 0,000 1,000 0,055 0,202 1,000 1,000 1,000 0,368

BE 1,000 0,000 0,026 0,008 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
DE \ IT cz PL ] SK ] NL | CL | ZA \ AR \

Piiloha II - Tabulka 6: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi obchodnimi Fetézci — vysledek Kruskal-

Wallisovy analyzy
o1 0,080
02 1,000 0,000
05 1,000 1,000 0,662
06 0,219 1,000 0,002 1,000
04 0,235 0,000 1,000 0,121 0,000
o7 1,000 0,002 1,000 1,000 0,056 0,111
08 0,000 0,000 0,006 0,000 0,000 0,004 0,000
03 o1 02 05 06 04 o7
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Piiloha IT - Tabulka 7: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi pevnosti duziny — vysledek Kruskal-Wallisovy

analyzy

ME1 0,000
ME3 0,000 0,00
ME2 ME1

Piiloha IT - Tabulka 8: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi otlaky plodu — vysledek Kruskal-Wallisovy

analyzy

OoT1 0,000
OT3 0,613 0,00
oT2 OT1

Piiloha IT - Tabulka 9: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi balenim plodii — vysledek Kruskal-Wallisovy

analyzy

S 0,000
T 0,002 0,000
v [ S |

Piiloha IT - Tabulka 10: Pravdépodobnosti shody Ratio ACq mezi prvai a druhou jakosti plodii — vysledek

Kruskal-Wallisovy analyzy

J2 0,000

J1
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