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ABSTRAKT

V bakalarské praci je vypracovana literarni reSerSe zaméeiena na genovou
expresi, metody analyzy genové exprese a specifické produkty genové exprese-
dehydriny. Jedna se o proteiny produkované rostlinami v reakci na abioticky stres
zpisobeny nedostatkem vody. Soucasti reserSe je dendrologicka a ekologicka
charakteristika zajmového druhu Populus tremula. Experimentalni ¢ast bakalaiské
prace se zabyva genovou expresi dehydrinovych genti u topolu osiky v zavislosti
na hydrickém stresu. Tti sazenice byly vystaveny postupnému vysychani. Béhem
experimentu byly provedeny Ctyfi sbéry listl, které poskytly rostlinny material
pro analyzu genové exprese. Je zde popsana metodika pouzita Vramci
experimentu, konkrétné izolace RNA, ovéteni kvality a kvantity RNA, reverzni
transkripce do cDNA a optimalizovana metoda RT-qPCR (s vyuzitim vybranych
dehydrinovych primertl). Vysledky odhalily intenzivnéjs$i expresi genu DHN

s rostoucim hydrickym stresem.

kli¢ova slova: genova exprese, dehydriny, Populus tremula, gPCR



ABTRACT

This bachelor thesis contains a literature review focused on gene
expression, methods of gene expression analysis and specific gene expression
products — dehydrins. These are plant genes produced in response to abiotic stress
caused by water deficiency. In addition, dendrological and ecological
characteristics of the species of interest Populus tremula are included in the
review part of the thesis. Experimental part of this bachelor thesis deals with gene
expression of dehydrin genes in European aspen depending on hydric stress.
Three plants were subjected to gradual desiccation. Leaves were collected in four
stages during the experiment providing plant material for gene expression analysis.
Methodology used in the experiment is described, namely RNA isolation, RNA
quality and quantity verification, its reverse transcription into cDNA and
optimized RT-gPCR method (using selected dehydrin primers). The results

revealed more intensive expression of DHN gene with increased hydric stress.

keywords: gene expression, dehydrins, Populus tremula, gPCR
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1 UVOD

V soucasné dobé je sucho jednim z nejvice kritickych abiotickych
stresovych faktorti, ktery ma vyrazny negativni dopad na rast a produktivitu
rostlin. Epizody sucha zpisobené kombinaci vysokych teplot a omezeného
pfisunu srazek momentalné postihuji lesy téméf po celém svété a plisobi znacné
Skody. Do budoucna se navic predpoklada rtst frekvence vyskytu sucha i doby
trvani obdobi sucha. V soucasné dob¢ jsou z divodu klimatickych zmén po celém
svét¢ provadény vyzkumy za Ucelem nalezeni ochrannych mechanismu rostlin
vuci stresu suchem. (Velasco-Conde et al., 2012; Eldhuset et al., 2013).

Dehydriny jsou skupina proteint, jejichz mnozstvi V rostlinach roste
Vv zavislosti na pfitomnosti abiotického stresového faktoru (Galau et al., 1986).
Jedna se predevsim o sucho, nizké teploty, mraz a vysokou salinitu prostiedi. Tyto
faktory znemoziuji rostlinam pfijimat dostate¢né mnozstvi vody a zpusobuji
jejich dehydraci, proto dochazi v rostlinach k akumulaci dehydrinti, které hraji
dulezitou roli v zamezeni ztraty vody a zachovani funkénosti membran (Campbell
et Close, 1997; Mahajan et Tuteja, 2005; Velasco-Conde et al., 2012; Kjellsen et
al., 2013).

Topol osika (Populus tremula) svym rozsahlym arealem pokryva téméf
celou Evropu a dale severni a jihovychodni Asii, coz je umoznéno jeho nizkymi
klimatickymi naroky. V Ceské republice je rozsifen po celém tizemi (Musil et
Mollerova, 2005). Nejcastéji se vyskytuje ve svétlych lesich z divodu vysokych
narokll na svétlo. Pti zalesfiovani holin je ¢asto vyuZzivan jako pfipravna dievina,
dalsi vyuziti zahrnuje zalesiovani imisnich oblasti diky jeho odolnosti vuci
imisim. Neméné dulezity je hospodaisky vyznam osiky, dievo naléza uplatnéni
mimo jiné Ve stavebnictvi, truhlafstvi a papirenském primyslu (Buridnek et

Novotny, 2016).
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2 CILE PRACE
Cilem bakaléafské prace je vytvoreni literarni reSerSe zabyvajici se
metodami analyzy genové exprese, specifickymi produkty genové exprese
souvisejicimi s odolnosti rostlin vi¢i abiotickym stresovym faktorim (dehydriny),
dale charakteristikou topolu osiky, véetné jeho rozsifeni a ekologickych narokd.
V ramci praktické ¢asti je cilem urcit reakci sazenic na sucho stanovenim exprese

dehydrinovych gent optimalizovanou metodikou analyzy genové exprese pomoci
RT-gPCR.
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3 LITERARNI RESERSE

3.1 Genova exprese

Pojem genova exprese oznaCuje proces, pii kterém dochazi k preméné
genetické informace ulozené v struktufe DNA do struktury proteinu. Tato
informace je obsazena v genu, coz jsou ur€ité useky DNA na chromozomu. Potadi
nukleotidll v genu tedy udava priméarni strukturu polypeptidia (Kocarek, 2008).

Poprvé popsal proces proteosyntézy Francis Crick v roce 1958. Tok
genetické informace oznacil jako centrdlni dogma molekularni biologie. Timto
centralnim dogmatem popisuje prenos informace z DNA do RNA a odtud
do molekuly proteinu, avSak nelze zpétn¢ pienaset informaci z proteinu

do nukleové kyseliny (Kocarek, 2008).

transkripee translace
DNA (gen) — —* - RNA  ——— protein
zpétna transkripce
replikace
DNA

Obr. ¢. 1: Centralni dogma molekularni biologie

Genova exprese sestava ze dvou fazi. Prvni fdze se oznauje jako

transkripce, druha faze je translace.

3.1.1 Transkripce

Transkripce (neboli pfepis) oznacuje proces prenosu genetické informace z
molekuly DNA do molekuly RNA. Odehrava se v jadfe bunky. Templatem pro
vlakno RNA je jeden z fetézcii DNA, na ktery naseda enzym RNA-polymeréaza a
tim katalyzuje syntézu. Retézec RNA se tvoii na zkladé pofadi nukleotidii v genu,
pficemz ribonukleotidy jsou pfifazovany k jednotlivym deoxyribonukleotidiim dle
principu komplementarity bazi (adenin se vaze s uracilem, guanin s cytosinem).
Vznika mediatorova RNA, mRNA, kterd pfenasi genetickou informaci.
Transkripce se sklada se 3 fazi: 1) iniciace - vazba RNA polymerazy na oblast
promotoru DNA, rozvolnéni obou vlaken DNA, pocatek tvorby RNA, 2) elongace

- prodluzovani fetézce RNA, 3) terminace - ukonceni transkripce. Nasledné se
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molekuly RNA ptesunou do cytoplazmy, kde probiha translace (Simmons et
Snustad, 2017).

Ve vétsing eukaryotickych gent se vyskytuji tseky zvané introny. Tyto
nekddujici sekvence nukleotidli jsou odstranény jesteé pred presunem RNA do
cytoplazmy procesem zvanym sestiih. Zbylé kodujici tseky genu zvané exony se
nasledné spoji do findlniho fetézce a Ucastni se procesu translace (Simmons et

Snustad, 2017).

3.1.2 Translace

Translace (neboli pteklad) je proces, pii kterém se genetickd informace z
molekuly mMRNA pienasi do primarni struktury proteinu. Odehrava se v
cytoplazmé na ribozomech. Translace se ucastni vice typi RNA. Molekula
mRNA slouzi jako matrice pro tvorbu vysledného proteinu. Ribozomova RNA
(rRNA) tvoii ribozomy. Prostiednictvim transferové RNA (tRNA) dochazi k
transportu aminokyselin do ribozomu.

Pribéh translace lze rozdélit do tfi fazi: 1) iniciace - navazani mRNA na
ribozom, nasednuti tRNA na startkodon AUG na mRNA, 2) elongace - pohyb
ribozomu podél mRNA, syntéza polypeptidu pomoci tRNA. Pofadi aminokyselin
je urceno potfadim nukleotidi v mRNA. Kazda trojice nukleotidi mRNA zvana
kodon je komplementarni k trojici nukleotidi v tRNA zvané antikodon. Podle
pravidel genetického kodu se ptifazuji aminokyseliny k ur¢itému kodonu mRNA.
3) terminace - ukonceni translace, jakmile ribozom narazi na stop kodon (UAA,
UAG nebo UGA), dojde k uvolnéni mRNA a odpojeni polypeptidového fetézce
(Simmons et Snustad, 2017).

3.2 Dehydriny

Dehydriny jsou proteiny obsazené v rostlinach, které¢ zajistuji jejich preziti
za neptiznivych podminek, konkrétné pfi dehydracnim stresu. Sucho, mraz nebo
vysoka salinita piidy zpisobuji nedostatek vody v bunikach. V rostliné proto dojde
v reakci na tyto abiotické stresy k indukci genové exprese specifickych gent pro

tvorbu dehydrinu, které zabranuji ztraté vody a zachovavaji funkénost membran.
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Prvni zminka o dehydrinech pochdzi ze studie provedené v druhé poloviné
20. stoleti (Galau et al., 1986), ve které se vV semenech baviniku zjistila pfitomnost
proteinti syntetizovanych v reakci na pusobici dehydracni stres. Tyto proteiny
ziskaly oznaceni LEA proteiny (late embryogenesis abundant - proteiny pozdni
faze embryogeneze) (Galau et al., 1986). Dalsi studie se provadély hlavné za
ucelem pochopeni mechanismi zemédélskych plodin, diky kterym jsou schopny
preckat vodni deficit. Proteiny LEA jsou rozdéleny do 7 podskupin, dehydriny
patii do podskupiny LEA Il neboli D-11 (Campbell et Close, 1997) neboli RAB

(responsive to abscisic acid) (Hara, 2010).

3.2.1 Struktura

Dehydriny jsou hydrofilni proteiny s pomérné jednoduchou
aminokyselinovou skladbou. Je pro né typicky vyskyt S-, Y- nebo K-segmentu v
primarni struktufe. Y-segment (V/TDEYGNP) se naléza v blizkosti oblasti N-
konce. S-segment je bohaty na serin, obsahuje pét aZ osm téchto zbytku. K-
segment se nachazi ve vSech dehydrinech, obecné v blizkosti oblasti C-konce.
Tento segment je bohaty na lysin a sklada se z 15 aminokyselin
(EKKGIMDKIKEKLPG) (Close, 1996). K-segment dokaze zaujmout sekundarni
strukturu amfipatického helixu pfi vazbé na membrany (tzn. ¢ast K-segmentu je
hydrofobni a cast je hydrofilni) (Koag et al., 2003). Dale jsou Casto soucasti
dehydrint oblasti s vysokym podilem polarnich aminokyselin, tzv. ¢-segmenty,
které jsou jiz méné konzervované, nez piedchozi sekvence (Close, 1996). Na
zaklad¢é poctu jednotlivych segmentl a jejich potfadi ve struktufe dehydrinu se
dehydriny rozdé€luji do 5 t¥id: YnaSKn, SKi, Kn, YnKn, KnS (Campbell et Close,
1997). Vysoké mnozstvi glycinu, nabitych a polarnich rezidui zpusobuje
neuspotadanou sekundarni strukturu dehydrinti, ktera je ovSem dostate¢né stabilni
(pouze vysoké koncentrace silnych Cinidel (napft. trifluorethanol a SDS) dokazou
zpusobit tvorbu sekundarni struktury helix). Diky neuspofadané struktuie se 1épe

vazi na povrch makromolekul (Hara, 2010).
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3.2.2 Funkce

Dehydriny zastavaji v rostlinach nékolik riznych funkci. 1 pies
uskutecnéni mnoha studii se nepodatilo vSechny funkce dehydrinti objasnit. Navic
ne vSechny dehydriny zastavaji vSechny funkce. Studie provedené doposud
potvrzuji jejich multifunkénost (Hara, 2010).

Hraji dulezitou roli pfi ochran¢ rostlin proti vysuseni, jsou produkovany v
reakci na sucho, nizké teploty, vysokou salinitu pudy i pii aplikaci fytohormonu
ABA (kyselina abscisova) (Close, 1996). Dehydriny se ovSem nachdzi uz i v
semenech v pozdni fazi zrani, kdy jim hrozi dehydratace z divodu vyvojovych
udalosti (Rorat, 2006).

Absence sekundarni struktury dehydrinli jim umoziuje lep$i navazani na
cilové molekuly pfi ochrané¢ enzymi a makromolekul, ¢imz je chrani pted
abiotickym stresem (Hara, 2010). Studie dokazaly, ze dehydriny se vazou na
fosfolipidové vacky diky pifitomnosti K-segmentu (Koag et al., 2003). Y-segment
je dulezity pfi vazbé na nukleové kyseliny (Close, 1996). Dehydriny se také
ucastni ochrany cytoskeletu buiiky (Abu-Abied et al., 2006).

Dale se dehydriny mohou vazat na malé molekuly (vapnik, dvoumocné
kovové ionty, napft. zinek, hot¢ik, nikl a méd’). Vapnik vaze fosforylovana forma
kyselého dehydrinu, neutrdlni dehydriny nevazou vapnik, 1 kdyz jsou
fosforylované. Naproti tomu kovy véaze kyseld, neutrdlni 1 bazicka
nefosforylovana forma dehydrinu. Pfedpoklada se, ze dehydriny svou vazbou na
kovy snizuji poSkozeni rostlinnych bunék volnymi kovy, které pfi vodnim stresu
unikaji z organel a membran (Svensson et al., 2000).

Dehydriny nachazi uplatnéni pii ochrané pied denaturaci proteint. Studie
prokazaly, ze n€kolik dehydrint vykazuje kryoprotektivni funkci (pravdépodobné
pfitomnosti K-segmentu), ¢imz zamezi nendvratné inaktivaci enzymil zpiisobené
mrazem. Predpoklada se, Ze dehydriny pfi vodnim stresu uspoiadaji molekuly
vody okolo makromolekul a pfi extrémnim nedostatku vody se dehydriny pfimo

vazou na povrch enzymt (Hara, 2010).
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3.2.3 Genova exprese dehydrint

Zvysend intenzita syntézy dehydrinti je zapfi¢inéné piisobenim abiotického
stresu na rostlinu. Abiotickym stresem se v pifipad¢ dehydrinti rozumi sucho,
nizké teploty, zvySena salinita pltidy nebo zrani semen, kdy rostliné hrozi vodni
deficit (Close, 1996). I pies stejny vysledny efekt téchto abiotickych strest, tedy
nedostatek vody v rostlin€, rizné abiotické stresy aktivuji tvorbu riiznych typt
dehydrinti (Nylander et al., 2001).

Fytohormon ABA (kyselina abscisova), ktery se v rostlinnych bunikach
hromadi pti nedostatku vody, vyvola genovou expresi dehydrinti (odtud nazev
RAB proteiny - responsive to abscisic acid). ABA ziejm¢ zastava funkci
sekundédrniho stimulatoru, ma za wkol pfedat informaci o dehydrataci buiice a
zahgjit ochranné procesy a opravné mechanismy. Z toho ovSem vyplyva, Ze
existuji jesté dalsi primarni stimulatory, které se staraji o rozpoznani vodniho

deficitu bunky (Campbell et Close, 1997).

3.2.4 Genova exprese dehydrina pii puasobeni chladu

Stres chladem oznacuje stav, kdy se v okolnim prostiedi rostlin vyskytuji
nizké teploty v rozmezi 0° C - 15° C. Tyto teploty postacuji k tomu, aby u
subtropickych a tropickych rostlin zplsobily rozsdhla poSkozeni a u
mrazuvzdornych rostlin spustily biochemické a fyziologické procesy (Kosova et
al., 2007). Hlavni nebezpeéi pro rostliny vystavené nizkym teplotam spociva v
poskozeni bunéénych membran zplsobenym nedostatkem vody. Nizké teploty
vytvaii ledové krystaly uvniti i vné bunék. Intercelularni krystaly zptsobuji
nevratna poskozeni bunécnych struktur (Guy, 1990). Ledové krystaly v
extracelularnim prostoru vytahuji vodu z bunécnych prostor diky niZSimu
vodnimu potencialu a jejich rist zplsobi pietrzeni membran a vede K uniku
obsahu buné¢k (Olien et Smith, 1977). Vystavenim nizkym teplotam dochazi také
k denaturaci proteinli a nevratné inaktivaci enzymd, coz také vede k bunécnému
poskozeni. V rostlinach proto pied piichodem mrazivého obdobi dochdzi k
procesu zvaném aklimatizace proti chladu (cold acclimation). Aklimatizace
zahrnuje fyziologické a biochemické zmény a zmény v genové expresi. Zajistuje
toleranci vic¢i chladu, jejim hlavnim uwkolem je stabilizace membran pted

poSkozenim mrazem a akumulace ochrannych proteinil v cytoplazmé. ZvySuje se
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podil nenasycenych mastnych kyselin v membranach (podil nenasycenych
mastnych kyselin ovliviiuje tekutost membrany potiebnou pro laterdlni transport
transmembranovych slou¢enin) (Kosova et al., 2007). Dale dochazi k zméné
skladby proteinli a karbohydratii, akumulaci jednoduchych cukrii a aktivaci
iontovych kanali. Navic nizké teploty aktivuji genovou expresi chladem
indukovanych genti, napt. geny pro dehydriny, LEA proteiny, proteiny pro pienos
lipida (Mahajan et Tuteja, 2005). Dehydriny chrani proteiny (enzymy) pied
denaturaci zplsobenou mrazem, mnohé provedené vyzkumy naznacuji, ze
konkrétn¢ K-segment hraje dualezitou roli v kryoprotektivni funkci dehydrint
(Wisniewski et al., 1999; Reyes et al., 2008; Hughes et al., 2013). Ve studii
publikované Hara et al. (2017) se zjistilo, Ze nahrazenim hydrofobnich rezidui na
pozici 9 a 13 (v ramci 15 aminokyselin dlouhé sekvence K-segmentu) doslo k
vyraznému snizeni kryoprotektivni funkce dehydrinu. Hydrofobni rezidua se
nachazeji i na pozici 5 a 6 v sekvenci aminokyselin, avsak jejich nahrazeni
nemélo na kryoprotektivni aktivitu zadny vliv (Hara et al., 2017).

Studie provedend Kjellsen et al. (2013) se zaméfila na akumulaci
dehydrini u smrku sibifského (Picea obovata) za extrémné nizkych teplot.
Hladina dehydrinti se pifi podzimni aklimatizaci zvySovala, maxima dosahla v
zimnim obdobi pii nejvétsich mrazech a béhem deaklimatizace na jafe s rostouci
teplotou mnozstvi dehydrinti ubyvalo. Tento trend byl pozorovan vyrazné¢ u Dhnl,
Dhn2, Dhn3, Dhn6. Stejny trend, ovsem méné vyrazné byl zaznamenan u Dhn4 a
Dhn5. Dhn7 vykazoval opac¢ny trend, jeho mnozstvi s klesajici teplotou klesalo a
v obdobi deaklimatizace hladina opét vzrostla. To naznacuje, ze Dhn7 vykonava u
smrku jinou funkci, nez je ochrana pied mrazem. Zkoumané dehydriny patii do
skupiny dehydrinti SKy nebo K. Vysledky prozrazuji, ze dehydriny maji klicovou
roli pro pieziti extrémné nizkych teplot (Kjellsen et al., 2013).

Kim et al. (2012) ve svém vyzkumu identifikoval devét dehydrini z
ktizence topolu bilého a topolu osiky (Populus alba x Populus tremula var.
glandulosa), z nichz tfi vykazovaly reakci na abioticky stres a u dvou doslo k
zvyseni genové exprese pii vystaveni chladu (dehydriny PoDhn2 a PoDhn7, oba
ze skupiny K,) (Kim et al., 2012).

18



Caruso et al. (2002) se podatilo izolovat jeden dehydrin z topolu
kanadského (Populus euroamericana) patici do skupiny SKy, ktery pojmenovali
peudhnl. Listy vystavené teploté 10°C vykazovaly narust hladiny transkriptu
dehydrinu (Caruso et al., 2002). Bae et al. (2009) popsal gen Podhn (ze skupiny
SKn) ziskany z kiiZzence topolu bilého a topolu osiky (Populus alba x Populus
tremula) a testovani ukazalo narist mnozstvi Podhn mRNA jiz za 2 hodiny od
pocatku abiotického stresu chladem (konkrétné 2°C).

Tyto a dalsi studie ukazaly, ze ptedevsim skupiny dehydrini SKn, KiS a
Kn se Gcastni procesu aklimatizace vici chladu (Allagulova et al., 2003). Co se
ty¢e mechanismu ochrany proteinti, predpokladaji se dva mozné modely. Prvni
model pfedpokladd, ze dehydriny funguji na principu molekuldrniho Stitu - umisti
se do prostoru mezi cilové proteiny a zabrauji jejich kolizi (Chakrabortee et al.,
2012). Podle druhého modelu (entropy transfer model) dehydriny pfimo interaguji
s cilovym proteinem, dojde k jeho navazani na povrch proteinu (Kovacs et al.,
2008).

3.2.5 Genova exprese pri osmotickém stresu

Vysoké salinita zptsobuje buiikdm hyperosmoticky stres. K zasolovani
pudy pfispiva naptiklad zvétravani hornin nebo pomér evaporace a srazek
(evaporace zvySuje mnozstvi koncentrace soli). Velké mnozstvi soli v puadé
zpusobi pokles vodniho potencidlu a tim znemozni rostliné piijem vody. Navic
nadmérnd piitomnost soli snizuje pdrovitost plidy a tim ubyvaji prostory pro
vzduch a vodu v pudé. Tonty Na* jsou ve vétsim mnozstvi pro rostliny $kodlivé,
naopak ion K" je pro rostliny esencialni prvek. Na stejné pfenaseCové proteiny v
membranach se vaze Na® i K* iont, proto velkd koncentrace Na* v prostredi
negativné ovliviiuje intracelularni tok K* (Mahajan et Tuteja, 2005).

Solny stres zptisobuje ztratu intraceluldrni vody. Rostliny v rdmci prevence
ztraty vody a ochrany bunéfnych proteini akumuluji metabolity zvané
kompatibilni soluty. Jsou to nejcastéji cukry (fruktoza, sacharéza, trehal6za) nebo
cukernaté alkoholy. Tyto osmolitické latky zptisobi pokles vodniho potencialu
uvniti bunky a zabrani ztrat¢ vody (Mahajan et Tuteja, 2005; Kaur et Asthir,
2017).
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Bae et al. (2009) provedl analyzu genové exprese pro topol Populus alba x
Populus tremula var. glandulosa a dospéli k zjisténi, ze gen Podhn (ze skupiny
SK2) zvysil transkripci pfi  vystaveni osmotickému stresu zpusobenym
mannitolem a NaCl. Navyseni transkripce mRNA pro dehydriny zpozorovali po
10 hodinach trvani stresu. Podobné i Caruso et al. (2002) dospéli k zjisténi, ze k
expresi genu peudhnl (také ze skupiny SK»>) u topolu kanadského (Populus
euroamericana) dochazi pii pfidani NaCl do pady. Vysledky ukazuji, Ze skupina
dehydrini SK> zvySuje své mnozstvi v rostlinach zasazenych zvySenym

osmotickym stresem.

3.2.6 (Genova exprese pri ptisobeni sucha

Vystavenim stresu suchem se rostlina dostavd do vodniho deficitu.
Nedostatek vody v rostlinach spousti mnozstvi kratko- i dlouhodobych reakci
naptiklad uzavirdni priduchd, odumirdni kofend a snizeni biomasy jemnych
kofinkd, omezeni rustu letorosti (Eldhuset et al., 2013). Nedostatek vody
zpusobuje poskozeni membran, dochdzi ke snizeni aktivity bunécnych proteint
nebo jejich uplné denaturaci. V rostlindch proto dochdzi k zvySené expresi
dehydrinii, které chrani proteiny pred degradaci a déale syntetizuji enzymy
proteinazy, které odstranuji poskozené a denaturované bilkoviny (Mahajan et
Tuteja, 2005).

Reakce v rostliné na sucho se vyrazné nelisi od reakci vyvolanych
vysokou salinitou. V obou piipadech dochédzi k akumulaci soluti za ucelem
snizeni osmotického potencialu buniky (Mahajan et Tuteja, 2005).

Caruso et al. (2002) zkoumali zménu mnozstvi transkriptu genu peudhnl u
fizkl topolu kanadského (Populus euramericana) v zavislosti na nedostatku vody.
Zjistil se vyrazny nariist hladiny transkriptu genu. Zajimavé je, Ze po ukonceni
obdobi vodniho deficitu po tfech dnech dikladné rehydratace se v rostling stale
akumulovala vysoka hladina transkriptu genu peudhnl. Piedpoklada se, ze i
nadédle zvySené genové exprese po obdobi vodniho deficitu je zapotiebi pro
obnoveni ristu nebo pro ochranu bunéénych struktur pred opétovnym zasazenim

vlnou sucha v brzké dobé (Caruso et al., 2002).
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Kim et al. (2012) se podafilo detekovat zvySeny transkript genti nazvanych
PoDhn5 a PoDhn7 pfi vystaveni rostlin topolu Populus alba x Populus tremula
stresu suchem. Exprese PoDhn5 se zvysila jen pii nedostatku vody. To naznacuje,
7e exprese PoDhnb5 je specificka pro stres suchem. Zvyseny transkript PoDhn7 se
zaznamenal v podminkéach sucha i nizkych teplot. PoDhn5 patii do skupiny
dehydrint YnSK2 (Kim et al., 2012), ¢imz se shoduje s pfedchozim zjisténim, ze
syntéza dehydrinti YnSK: je zptisobena suchem (Allagulova et al., 2003).

Velasco-Conde et al. (2012) provedli analyzu genové exprese pro kazdy z
péti gend pro dehydriny, které izolovali z jehlic borovice ptimoiské (Pinus
pinaster). Pro testovani vybrali tfi provenience borovice piimoiské podle
klimatickych charakteristik mista piivodu semen (sttedomoiska, kontinentdlni a
atlantickd provenience), v rdmci kazdé provenience pouZili dva rizné genotypy -
jeden viaci suchu tolerantni a druhy senzitivni. Popsané dehydriny nalezi do
skupin K, a SKn. Pouze dva dehydriny PpinDhn3 a PpinDhn4 (skupina SKn)
vykazovali narust transkripce s narustajicim suchem. Transkript PpinDhn3 se
vyrazn€ navysil u sttedomotské provenience (vice u senzitivniho genotypu nez
tolerantniho) a stejny nartst byl zpozorovan u tolerantniho genotypu kontinentalni
provenience. Transkript PpinDhn4 vykazoval s rostoucim suchem stabilni narast
u tolerantnich genotypi vsSech provenienci a rovnéz u senzitivniho genotypu
kontinentalni provenience. Na zaklad¢ vysledkli autofi usuzuji, Ze rizné
provenience vyuzivaji riizné strategie pro pieZiti obdobi sucha. U zbylych tii
dehydrinti (PpinDhnl, PpinDhn2, PpinDhn5) doslo k snizeni genové exprese s
rostoucim suchem, nejvys$si hodnoty téchto dehydrinG se vyskytovaly v plné
hydratovanych rostlinach, tyto dehydriny ziejmé& souvisi s jinymi stresy (napiiklad

stres nizkymi teplotami nebo osmoticky stres) (Velasco-Conde et al., 2012).

3.3 Metody analyzy genové exprese

3.3.1 Metoda PCR
Polymerazova tetézova reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction) je v

soucasné¢ dobé nejpouzivanéjsi biochemickd metoda slouzici k amplifikaci
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specifickych DNA useku in vitro pro dalsi analyzy (napt. sekvenovani DNA). Ke
znéasobeni postacuje velmi malé mnozstvi DNA a v pomérné kratkém case je
produkovano nékolik milionit kopii. Metoda je zalozena na schopnosti DNA
polymerazy syntetizovat nové vlakno DNA komplementarné viici templatovému
fetézci. PCR byla vyvinuta v roce 1985 a v roce 1993 za jeji objev obdrzel jeji
autor Kary B. Mullis Nobelovu cenu za chemii (Gupta et al., 2017).

Reakéni smés pro PCR je sloZzena z nekontaminované templatové DNA,
pufru, specifickych primert (20-25 bazi dlouhé useky DNA oznacujici vybrany
kopirovany usek DNA, jejich sekvence je navrzena na zéklad¢ znalosti sekvence
DNA v amplifikovaném useku), volnych nukleotidi, enzymu DNA polymerazy a
dvojmocnych kationtl (slouzici pro aktivaci DNA polymerazy, nejéast&ji Mg?*
nebo Mn?*). PCR probihd v opakujicich se cyklech a kazdy cyklus obsahuje tii
kroky: denaturacni faze, anelacni fiaze a syntetickd faze. Pocet cykli zéavisi na
délce amplifikovaného useku, pro dostatecnou amplifikaci vétSinou postacuje 30
cykli. Pocet kopii se v kazdém cyklu zdvojndsobi a vzristd tak geometrickou
fadou. Cely proces se odehrdva v pfistroji zvaném termocykler, ktery umoziuje
rychlé zmény teplot (Kocarek, 2008).

V ramci denaturacni faze dochazi k rozvolnéni dvousroubovice DNA za
vysokych teplot okolo 95°C po dobu 10 - 60 sekund. Vyssi teploty nebo delsi
doba pusobeni vysokych teplot zpusobuje degradaci komponentd, avSak
denaturaci v prvnim cyklu PCR Ize prodlouzit na dobu 2 - 5 minut pro zarucené
oddéleni DNA fetézcu. Pii anela¢ni fazi jsou za snizené teploty napojeny primery,
faze anelace trva piiblizné 30 - 60 sekund. Teplota zavisi na sekvenci primerd,
nejcastéji se pohybuje mezi 55°C - 70°C. Vyssi teplota zajistuje vyssi
pravdépodobnost sprdvného navazani primeru, ovSem nesmi piekrocit hodnotu,
pii niZ uZ se primery na templat nevazou. V syntetické f4zi DNA polymeraza pii
teplot¢ 72°C syntetizuje zbytek DNA vldkna prodluZzovanim primeru
navazovanim nukleotidi. Doba trvani posledni faze se liSi podle délky a
koncentrace templatové DNA. Synteticka fadze posledniho cyklu se oviem muze
prodlouZit na 5 aZ 10 minut za ucelem dokonceni vSech syntéz (Bartlett et Stirling,

2003; Simmons et Snustad, 2017).
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Vzhledem k tomu, Ze cely proces probiha za vysokych teplot, je nutné
pouzit termostabilni DNA polymerazu. Nejcastéji se pouziva Taq polymeraza
izolovana z bakterie Thermus aquaticus zijici v termalnich pramenech
Yellowstonského narodniho parku v teplotach okolo 75°C. V denatura¢ni fazi pii
teplotach 95°C vykazuje Taq polymerdza biologicky polocas 40 minut, coz je
dostatecna doba pro provedeni vice nez 30 cykltii PCR. Rychlost syntézy roste s
rostouci teplotou: Taq polymeraza syntetizuje 0,25 nukleotidu pii 22°C, 1,5
nukleotidu pti 37°C, 24 nukleotidi pti 55°C, vice nez 60 nukleotida pii 70°C a pfi
teplot¢ vyssi nez 75°C az 150 nukleotidii (uvedené pocty nukleotidi jsou
syntetizovany za sekundu). Taq polymeréza tedy dokaze béhem syntetické faze
syntetizovat vice nez 3500 nukleotidi za minutu (Bartlett et Stirling, 2003).
Vysledny produkt PCR lze déle analyzovat, napt. metodou gelové elektroforézy,

hybridizace nebo sekvenace DNA.

3.3.2 Kvantitativni PCR v realném ¢ase (RT-gPCR)

Jednim z typti PCR je metoda kvantitativni PCR, ktera se pouziva pro
kvantifikaci DNA. Slouzi ke zkoumani miry genové exprese, proto se v reakéni
smési nevyskytuje genomova DNA, ale komplementdrni DNA, tzv. cDNA,
ziskana pfepsanim RNA do DNA reverzni transkriptdzou. Na rozdil od klasické
PCR je pouzivan specialni termocykler s detektory fluorescencniho signalu, ktery
v pribéhu kazdého cyklu qPCR zaznamendvd mnoZzstvi DNA. Zdrojem
fluorescence jsou nejcastéji  fluorescenéni sondy (TagMan sondy) nebo
fluorescen¢ni barviva (SybrGreen), které se vazi na templatovou DNA (Simmons
et Snustad, 2017).

SybrGreen je fluorescencni barvivo pouzivané pro nespecifickou detekci
(vaze se kdekoliv na vlakno DNA). Po navazani na dvousSroubovici DNA ziska
fluorescenéni vlastnosti, pifi denaturaci DNA dochazi k uvolnéni barviva a
zastaveni fluorescence (Gupta et al., 2017). Navazané barvivo na dvousroubovici
DNA po ozéfeni viditelnym svétlem absorbuje modrou slozku o maximalni
vinové délce 497 nm a SybrGreen potom vydava svétlo zelené barvy o maximalni
vlnové délce 520 nm (Das et Dash, 2015). S rostoucim mnozstvi DNA se zvySuje

intenzita fluorescence.
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TagMan sondy jsou 18-22 bp dlouhé oligonukleotidy slouzici ke
specifické detekci (jsou komplementarni k cilové sekvenci). Sonda na jednom
konci nese fluorescencni slozku a na druhém zhase¢, ktery v blizkosti
fluorescen¢ni slozky blokuje emisi fluorescence. Sonda se béhem PCR vaze
specificky na sekvence mezi primery. Taq polymerdza béhem syntézy nového
vlakna DNA narazi na sondu, svou exonukledzovou aktivitou ji rozlozi a na jeji
misto nasyntetizuje novy fetézec. RozloZzenim sondy a odd€lenim fluorescenc¢ni
slozky a zhasece dojde k emisi fluorescence. S rostoucim poctem cykli PCR
dochazi k zvySovani fluorescen¢niho signalu (Bookout at Mangelsdorf, 2003).

V obou piipadech hladina fluorescence reflektuje mnozstvi pfitomné DNA.
Produktu se musi vytvofit dostatecné mnozstvi, aby vznikl dostate¢n¢ silny signal
pro zaznamendni a vyhodnoceni pfistrojem. S kazdym dalSim cyklem
fluorescence nardsta, ¢imz dochazi ke kvantifikaci. Reakce se provadi v 96-ti
jamkové desticce, v kazdé jamce se méti uroven fluorescence. Hodnoty teplot pii
jednotlivych fazich se nelisi od klasické PCR, reakce se provadi obecné po dobu
40 cyklu (Thermo Fisher Scientific handbook, 2014).

Kvantitativni PCR umoziiuje sledovat prabéh jednotlivych cykli, jak
probihaji v redlném case, a diky moznosti zmétit amplifikované mnozstvi DNA v
kazdém cyklu lze kvantifikovat mnozstvi vychoziho materidlu ve vzorcich.
Vystupem qPCR jsou hodnoty fluorescence jednotlivych jamek a Cislo cyklu, kdy
byla fluorescence métena. Analyza je provedena specialnim softwarem (Walker et
Rapley, 2008).

Vysledky RT-qPCR jsou graficky znazornény v amplifikacni kiivce, ktera
vyjadiuje zavislost fluorescence na poctu provedenych cykli. Amplifikacni kiivka
ma sigmoidni tvar a jsou v ni zfetelné¢ rozeznatelné ctyfi faze: background,
exponencialni, linearni a plateau faze. V background fazi dochazi k
exponencialnimu rastu fluorescence, avSak tento narlst je velmi slaby z divodu
malého mnoZstvi amplifikované sekvence a pro pfistroj nedekovatelny. Jakmile se
nahromadi dostatek cilového produktu, zac¢ne signal exponencidlné rist a nastava
exponencialni faze. Tato faze slouzi pro kvantifikaci templatové DNA.
Zpomalenim exponencidlniho ristu reakce pfejde do linearni faze, amplifikacni

ktivka se zac¢ind odchylovat od idealni kiivky a efektivita reakce postupné klesa.
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V koneéné fazi plateau uz fluorescence nevykazuje nariist, PCR reakce se
zastavuje z divodu spotiebovani reaktant a nahromadéni koncovych produktt
(Ginzinger, 2002; Page et Stromberg, 2011).

Diilezita hodnota potifebna pro kvantifikaci pocatecni DNA je nazyvéana Ct
(cycle threshold). Nachazi se v exponencialni fazi amplifika¢ni kiivky a jeho
hodnota oznacuje cyklus, ve kterém amplifika¢ni kiivka piekrocila fluorescencni
prah. Tento préh urcuje software na zaklad¢ statisticky vyznamného nartstu
amplifikace. Cim je niz$i hodnota Ct, tim vice molekul cilové DNA bylo piitomno
ve vzorku na pocatku (Ginzinger, 2002; Thermo Fisher Scientific handbook,
2014).

Pti pouziti barviva SybrGreen se pro ovéteni specificity amplifikace
pouziva kiivka tani (tzv. melting curve), diky které je mozné sledovat vznik
nespecifickych produkti v pribéhu reakce. Kiivka tani vyjadiuje zavislost
intenzity fluorescence na teploté. Na zaklad¢ riznych teplot tani riznych produkti
PCR se daji rozlisit nespecifické produkty od specifickych (nespecifické mayji
teplotu tani vétSinou nizsi). Pokud se v grafu zobrazi pouze jeden vrchol, lze
hovotit o specifické reakci. V moment¢, kdy se objevi v grafu vrcholii vice, jedna

se 0 nespecifickou reakci (Thermo Fisher Scientific handbook, 2014).

3.3.3 Southerniv pienos (Southern blot)

Southernova pienosu se pouziva ke studiu genetické informace na tirovni
DNA. Slouzi k detekci specifickych DNA fragmentt (genti). Postup v roce 1975
popsal Edwin Southern, jehoz jméno metoda nese. Samotnému pienosu predchazi
extrakce DNA ze vzorku tkané a gelova elektroforéza, ktera zptuisobi uspotradani
fragmenti DNA v gelu podle jejich délek. Na gelovou vrstvu s molekulami DNA
se pfilozi nylonova nebo nitrocelul6zova membrana. Na membranu se umisti vetsi
vrstva savého papiru. Pod gelovou vrstvou se nachdzi filtraéni papir namoceny v
roztoku ureném pro pienos. Nakonec se celd sestava zatizi zavazim. Kapilarnim
vzlindnim se roztok pfesouva pies vrstvu filtraéniho papiru, gelu a membrany do
horni vrstvy savého papiru. Soucasné s tim pienasi molekuly DNA z gelu na

membranu, kterd je pro DNA nepropustna. DNA na membrané ulpi ve stejnych
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polohach, v jakych se nachdzely v gelu (Southern, 1975; Simmons et Snustad,
2017).

Béhem pienosu dochazi k denaturaci DNA zpusobené zasaditym slozenim
roztoku pro pfenos. Nasledné se membrana vysusi (pasobenim UV zareni nebo
teplem), tim dojde k imobilizaci DNA molekul na membrané a molekuly se
hybridizuji s radioaktivni DNA-sondou komplementarni k nukleotidové sekvenci
DNA (nehybridizované molekuly jsou z membrany vymyty). Membrana se poté
pienese na rentgenovy film, na kterém se po vyvolani ukazuji tmavé prouzky
DNA (Simmons et Snustad, 2017).

Pro metodu se uptednostiiuji nylonové membrany pied nitrocelulézovymi
diky vétsi odolnosti a schopnosti vazat kratsi iseky DNA 1€pe nez nitrocelul6zova
membrana. Navic pro upevnéni DNA na nylonovou membranu staci kratké
pusobeni UV zéfeni, zatimco nitrocelulézovou membranu je nutné vystavit 80° C

ve vakuové peci po dobu dvou hodin (Southern, 1975; Walker et Rapley, 2008).

3.3.4 Northerniiv pienos (Northern blot)

Northerntiv pienos je technika vyuzivana pro studium genové exprese na
urovni RNA. Dochazi k prenosu MRNA z gelu na nylonové membrany. Nazev
dostal podle podobnosti metody se Southernovym pienosem. Princip pienosu
popsali v roce 1977 James Alwine, David Kemp a George Stark (Alwine et al.,
1977). Tato metoda umoznuje detekci specifickych mRNA molekul a stanovit
miru akumulace mRNA transkriptd ve vzorku a tim aktivitu geni (Walker et
Rapley, 2008).

Po extrakci RNA ze vzorku nésleduje gelova elektroforéza, pfi niz je
pouzit formaldehyd za ucelem denaturace RNA. Formaldehyd také zamezi
degradaci materidlu enzymy RNéazami, na které je RNA mimotadné citlivda V
rdmci Northernova prenosu jsou molekuly RNA pieneseny na nylonovou
membranu na zdklad€¢ kapilarniho vzlinani. Molekuly RNA se na membrané
nachazeji v pozicich shodnych s plvodnimi pozicemi na agarézovém gelu.
Pisobenim UV zafeni nebo vysuSenim se docili imobilizace RNA na membrangé.
Nasleduje hybridizace, pii které dochazi k navazani oznacené sondy, tzv. proby,

zroztoku na komplementarni molekulu RNA. Membrana se poté pienese na
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rentgenovy film, na kterém se po vyvoldni ukazuji tmavé prouzky RNA

(Simmons et Snustad, 2017).

3.3.5 Cipova analyza (DNA microarray)

Cipova analyza slouzi k detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin. DNA
¢ip je desticka, na kterou je naneseno do n¢kolika mist DNA o zndmé sekvenci,
zvané sondy nebo proby (kratké useky jednovlaknové DNA), se kterymi
hybridizuji molekuly cDNA ze vzorku. Do kazdého mista sta¢i umistit velmi malé
mnozstvi DNA. Technologie genovych ¢ipa byla poprvé popsana v roce 1995
(Schena et al., 1995). Cipovou analyzou se méii relativni koncentrace nukleové
kyseliny ve vzorku (Bumgarner, 2013).

Pro tvorbu DNA C¢ipu je zapotiebi nosny materidl (napt. sklo, porcelan
nebo membrana), na ktery se strojové pomoci specialnich jehel nanasi proby. Po
izolaci mRNA ze vzorkii je mRNA pievedena pomoci reverzni transkriptazy do
komplementarnich tsekli cDNA, poté se amplifikuje a opatii se fluorescencni
znaCkou. Tento vzorek je nanesen na DNA ¢ip a cDNA se na principu
komplementarity bazi spoji se sondami (hybridizace). Cip se pak omyje a osusi,
tim dojde k odplaveni nedostatecné ptrichycené cDNA (tedy odplaveni usekl s
rozdilnou sekvenci nukleotidi). V mistech, kde doslo k navazani cDNA na sondy,
se fluorescentni znacka po oOzafeni Cipu laserem rozsviti a tento signal je
detekovan snimacem. Intenzita signalu je mirou hladiny exprese genu. Na jednom
¢ipu je mozné analyzovat vice vzorkli, pokud se pouZije vice druhi

fluorescenénich barviv (Cizkova, 2005).

3.3.6 Sekvenovani DNA

Metody sekvenovani DNA umoziuji rozklicovat potadi nukleotidi v dané
molekule nukleové kyseliny, tedy urcit primarni strukturu. Metoda byla poprvé
popséna v roce 1977 a podle autora nese jméno Sangerova metoda sekvenovani
(Sanger et al., 1977). Bylo vyvinuto n¢kolik postupt sekvenovani, které se déli na
puvodni Sangerovu metodu a na pozdéjSi metody sekvenovani druhé a treti

generace, diky kterym je analyza genové exprese rychlejsi a levné;jsi.
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3.3.6.1 Sangerova metoda sekvenovani

Frederick Sanger myslenku metody sekvenovani nukleovych kyselin
stavél na vysledcich své piedchozi prace z roku 1955, ve které se mu podaftilo
jako prvnimu zjistit pofadi aminokyselin v proteinu, konkrétn¢ v inzulinu. Tim se
potvrdilo, ze proteiny maji své specifické slozeni a ze potadi nukleotidi v DNA
uréuje poradi aminokyselin v proteinech (Kolisko, 2017). Za tento objev obdrzel v
roce 1958 Nobelovu cenu za chemii. Nasledovalo nékolik pokusti o vytvoieni
metody vhodné pro ¢teni sekvenci (Sanger et Coulson, 1975; Maxam et Gilbert,
1977). Az sekvenovaci metoda autord Sanger, Coulson a Nicklen z roku 1977 se
stala hojné vyuzivanou. Diky tomuto objevu Frederick Sanger ziskal roku 1980
druhou Nobelovu cenu za chemii (Kolisko, 2017).

Metoda sekvenovani DNA vyuziva pravidlo komplementarity bazi, kdy se
na templatovy fetézec napojuji komplementdrni nukleotidy (adenin se vaze s
thyminem, guanin s cytosinem). Sekvenovani probihda na principu postupného
pfidavani nukleotidd do nové syntetizovaného fetézce DNA, ovSem nahodné
pfifazena pozménéna baze (dideoxynukleotid - ddNTP) zpiisobi terminaci syntézy
z divodu chybéjici hydroxylové skupiny, na kterou by se ptipojil dalsi nukleotid.
Kazdy ddNTP obsahuje specifické fluorescencéni nebo radia¢ni znaceni, diky
kterému se ur¢i, o jaky nukleotid se jednd. Ndhodna terminace syntézy DNA
zptsobuje tvorbu molekul o riznych délkach a pii velkém poctu opakovani se
ziska smés molekul v§ech moznych délek. Vysledna sekvence se zjisti pti gelové
elektroforéze na zakladé koncového ddNTP a délky molekul (nejkratsi molekuly
DNA se v gelu dostanou nejdal) (Gupta et al., 2017). Cteni dlouhych fetézcl a
vysoka presnost cteni jsou velké vyhody Sangerovy metody. Jednou sekvencni
reakci je mozné zjistit poradi az 1000 bazi. Nevyhody této metody zahrnuji
vysokou cenu, nizkou rychlost a moZznost ¢teni pouze jednoho useku DNA
(Kolisko, 2017).

Pokud jsou ddNTP znaceny radiaéni znackou, sekvenovani probiha ve
Ctyfech vzorcich, kazdy vzorek je smési cDNA, primerd, standardnich nukleovych
bazi, DNA polymerazy a jednoho ze ¢ty typi modifikovanych bazi
ddATP/ddGTP/ddCTP/ddTTP (Sanger et al., 1977). Pfi pouziti Ctyf

fluorescencnich barev pro znaceni ddNTP Ize reakci provést v jedné zkumavce.
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Analyzu v tomto piipad¢ provadi moderni sekvenator kapilarni elektroforézou a

vysledky prevede do grafu zvaného elektroforeogram (Gupta et al., 2017).

3.3.6.2 Sekvenovani nové generace

Nové metody sekvenovani, oznacované jako metody druhé generace (Next
Generation Sequencing, NGS), jsou metody ¢teni DNA vyuzivané od 90. let 20.
stoleti. Jejich pouziti je vyhodnéjsi z ditvodu nizsi ceny a rychlejsi analyzy vétsiho
mnozstvi vzorkll oproti klasickym metodam. Sekvenovani nové generace vyuziva
paralelni proces sekvenovéni, pfi kterém dochédzi ke cteni az milioni vzorkl
najednou, ¢imz se ovsem vyprodukuje obrovské mnozstvi dat, pro jejichz analyzu
jsou potieba pokrocilé metody zpracovani (Gupta et al., 2017). Uskali téchto
metod spoc¢iva ve vétsi chybovosti a kratSich maximalnich délek vyslednych
sekvenci oproti Sangerové metod¢, u metod NGS se vysledné sekvence pohybuji
okolo 100 az 500 bazi, Sangerova metoda az 1000 bazi (Kolisko, 2017).

Vsechny metody sekvenovani druhé generace maji stejny pribéh: extrakce
RNA, purifikace, prepis RNA do cDNA, amplifikace cDNA, sekvenovani a
analyza dat. Obecny postup spoleény vSem metodam NGS zahrnuje fragmentaci
templatové ¢cDNA na relativné kratké tseky o délce stovek bazi a ptipojeni
oligonukleotidi zndmé sekvence tzv. adaptéry na jejich konce, kterymi se
zajiStuje spojeni molekuly DNA s pevnym povrchem. Amplifikace kazdého
fetézce DNA se provadi za Gi¢elem posileni vysledného signalu a jeho zachyceni
kamerou (Kolisko, 2017). DalSim krokem je paralelni sekvenovani. Nejcasteji

vyuzivané metody NGS jsou 454 sekvenovani, Solexa, SOLiD a Ion Torrent.

3.3.6.3 454 sekvenovani

Metoda vyvinuta Jonathanem Rothbergem v roce 2005 dokaze analyzovat
ptfes milion molekul DNA najednou, délka kazdé sekvence DNA je 700 az 1000
bazi. Molekuly DNA jsou amplifikovany na malych kuli¢kdch vlozenych do
desticky a podrobeny sekvenacni reakci zalozené na principu pyrosekvenovani.
Navazanim baze do nové syntetizovan¢ho fetézce DNA dojde k uvolnéni
molekuly pyrofosfatu, ktera je plisobenim enzymut pfeménéna na molekulu ATP

spotfebovanou enzymem luciferaza oxidujicim luciferin na oxyluciferin za vzniku
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svételného signalu detekovatelného citlivou kamerou. Kamera detekuje misto
vyzatreni signalu na desticce (tedy piidani baze do fetézce) a zaroven intenzitu
zafeni znacici kolik nukleotidi bylo pfidano najednou. V reak¢nich smésich je v
jednom okamziku vzdy pouze jeden typ baze. Tato metoda ma problém se ¢tenim
dlouhych fetézci slozenych z jednoho typu nukleotidu, nejcastéjsi chybou 454

sekvenovani je pravé prebyvajici nebo chybéjici baze (Kolisko, 2017).

3.3.6.4 Solexa

Firma Illumina tuto metodu vytvofila v roce 2007. Vyuzivd kratsi
sekvence kolem stovky bazi, ovSem pocet najednou sekvenovanych bazi se
ptiblizuje 900 miliardam. Na desti¢ce dochdzi k amplifikaci molekul DNA. V
ramci sekvenacéni reakce se ptipojuji nukleotidy doplnéné o fluorescen¢ni barvivo
(rizné barvy pro kazdy typ nukleotidu) do nové syntetizovaného vldkna, ¢imz
dojde k pferuseni syntézy. Signal je zachycen citlivou kamerou a blokujici
nukleotid i fluorescen¢ni znaeni jsou enzymy odstranény, diky ¢emuz syntéza
fetézce DNA pokracuje dal (Bleidorn, 2017). Tato metoda ma velmi vysokou

ptesnost ¢teni, uvadi se az 99,9 % (Goodwin et al., 2016).

3.3.6.5 SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection)
Metoda byla popsana v roce 2008 firmou Applied Biosystems.
Sekvenovani vyuziva proces ligace, pii kterém enzym ligaza k templatovému
fetézci DNA pfipojuje celé ¢asti jednovldknovych molekul DNA tzv. sondy. Do
reakéni smési je umisténa cDNA, primery, ligdza a fluorescencné znacené
dvoubézové sondy (sonda ma 8 nukleotidii, na prvnich dvou pozicich v sekvenci
se nachazi kombinace dvou nukleotidl, dal$i tfi pozice obsazuji neurcité
nukleotidy a posledni tfi mista naleZi nukleotidiim s fluorescen¢ni znackou, kazda
barva znaci Ctyfi pary bazi). Ligaci sondy k templatu dojde k odStépeni nukleotidi
s fluorescen¢ni barvou a vyzareni signalu. Po osekvenovani celého fragmentu se
vladkno od templatu odd¢li a sekvenace probiha od zacatku, jen s tim rozdilem, ze

primer je posunut o jeden nukleotid, tzn. kazda baze je pfectena dvakrat. Analyza
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dat je nasledné provedena programem, ktery podle barevnych signalti a dekodujici

tabulky ur¢i sekvenci fragmentu (Gupta et al., 2017).

3.3.6.6 lon Torrent

Metoda Ion Torrent vyuziva pii sekvenovani jiného ptistupu nez piedchozi
metody. Jiz nedochézi k detekci svételnych signald, ale jsou detekovany chemické
zmény v prabéhu syntézy. Na pocatku je fetézec DNA fragmentovan na useky o
délce 200 az 400 bazi a na useky jsou pfipojeny adaptéry. Po ptichyceni Gsekll na
kulicku probiha amplifikace DNA. Kulicky s amplifikovanou DNA jsou nasledn¢
vlozeny do jamek na ¢ipu a podrobeny sekvenovani. Jednotlivé druhy nukleotidi
postupné zaplavuji jamky ¢ipu a jsou ¢innosti DNA polymerdzy zalenovany do
nov¢ vznikajiciho fetézce, pricemz dochézi k uvolnéni vodikového protonu a tim
ke zméné€ pH, kterou zaznamenava detektor v redlném case. Vyhodou metody je
absence fluorescenc¢nich detektorti, sond a kamer a nizka cena (Bleidorn, 2017).
Nevyhodou stejné jako u 454 sekvenovani jsou problémy se ¢tenim fetézct

slozenych z jediného typu nukleotidti (Kolisko, 2017).

3.3.6.7 Sekvenovani tireti generace

V dnes$ni dobé uz jsou hojné vyuzZivany i dalS$i metody cteni DNA
oznaCovany jako sekvenovani tieti generace. Tyto metody umoziuji ziskat
informaci o potadi nukleotidi z jediné molekuly DNA bez nutnosti predchozi
amplifikace. Jejich pouZitim je mozné ziskat sloZeni delSich fragmentl neZ u
metod druhé generace. NejpouZzivanéjsi metody jsou:

e Single Molecule Real-Time (SMRT) sequencing (PacBio)-
jednomolekulové sekvenovani v realném case od spolecnosti Pacific
Bioscience, také vyuziva fluorescenén€ znaCené nukleotidy, zarucuje
vysokou citlivost (Kolisko, 2017)

e nanopdrové sekvenovani - sekvenovani molekuly DNA v redlném cCase,
vyuzitim elektroforézy je vlakno DNA transportovdno skrz nanopdr v

elektricky nabité membranég, vldkno pii prichodu nanopérem zptsobi v
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membrané¢ zménu napéti, kterd je charakteristickd pro kazdou bazi

(Bleidorn, 2017).

3.4 Rod Topol (Populus)

Topoly jsou dilezitou dievinou lesnich ekosystémi tvofici hlavni slozku
stromového patra luznich lesti. V boredlnim az subtropickém pasmu severni
polokoule je popsano na 40 druhti rozd€lenych do 5 sekci:

1) Populus — bilé topoly (Populus alba, Populus tremula, Populus x
canescens)

2) Aigeiros — cerné topoly (Populus nigra, Populus deltoides, Populus x
canadensis)

3) Tacamahaca - balzamové topoly (Populus simonii, Populus balsamifera)

4) Leucoides — velkolisté topoly

5) Turanga — subtropické druhy

V Ceské republice jsou pivodni étyfi druhy: ze sekce Populus zastoupeni

topolem bilym (Populus alba), topolem osikou (Populus tremula) a topolem

Sedym (Populus x canescens), ze sekce Aigeiros topolem ¢ernym (Populus

nigra). Za ucelem vyssi produktivity a rychlejsiho ristu se v krajiné Castéji

objevuji kulturni topoly (kultivary). Primérny rocni vyskovy pfiriist €ini az 1

metr, u nékterych kultivard aZ 2 metry, coZ z topold ¢ini nejrychleji rostouci

dieviny v Ceské republice (Musil et Méllerova, 2005).

3.4.1 Topol osika (Populus tremula) — klasifikace

Tab. ¢. 1: Klasifikace topolu osiky

Rige rostliny (Plantae)

Odd¢leni krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida vy$$i dvoudélozné (Rosopsida)
Rad malpigiotvaré (Malpighiales)
Celed’ vrbovité (Salicaceae)

Rod topol (Populus)

Druh topol osika (Populus tremula)
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3.4.2 Rozsireni

Osika je na uzemi Ceské republiky ptvodni dievina, pfirozené se
vyskytu se nachazi v 300-800 m n.m.). V Kru$nych horach osika vystupuje az do
900 m n. m., na Sumavé a v Krkonogich lze nalézt osiku v nadmotské vysce 1300
m n. m. (Uradni&ek et al., 2001). Vyskyt osiky ve vyssich polohach je ojedinély a
zpisobuje kefovity vzrlst. Osika v porostech tvofi porostni piimés, uplatnéni
nalézd spolené s biizou jako kratkov€ky pionyrsky druh. Stejnorodé porosty
vytvaii ¢innosti cloveéka (napf. zalesnéni osikou a jejich hybridi imisni oblasti
Krusnych hor; Musil et Méllerova, 2005).
Osika ma nejvétsi areal vyskytu mezi topoly. Celkovy areal osiky zahrnuje témét
celou Evropu a pokracuje do severni a jihovychodni Asie. V lesich na Sibifi osika

Africe (Musil et Mollerova, 2005).

Populus tremula
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Obr. ¢. 2: Rozsifeni topolu osiky v Evropé (na mapé vyznaGeno modie);
<http://www.euforgen.org/species/populus-tremula/> [cit. 25. 5. 2020]

Tento zna¢ny rozsah je umoznén velkou ekotypickou variabilitou druhu.
Jsou rozlisovany dvé skupiny klimatypt: severskd nizinna osika a horska osika.

Severska nizinna osika se vyskytuje pfedevsim na tizemi Ruska, horska osika se
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nachdzi v oblasti zasahujici od severozapadni Afriky pies jizni a stfedni Evropu a

Kavkaz az do Mongolska, ojedinéle az do Ciny (Musil et Méllerova, 2005).

3.4.3 Morfologie

Osika je dvoudoma drfevina dortstajici vysky 20 az 25 metra, v
ptihodnych podminkach i 35 metrii. V extrémnich podminkach (napf. v oblastech
okolo horni hranice lesa), ale i na mélkych a suchych podkladech vSak dosahuje
pouze kerovitého vzristu. Kmen je §tihly a jeho vycetni tloustka se pohybuje v
rozmezi od 75 cm az 1 m. Doziva se piiblizn¢ 150 let. Tvar kmene v zapoji byva
nejCastéji rovny az sloupovity, neni zavétveny. Koruna je pomérné fidka, vysoce
nasazena. Osika ma plochy kotfenovy systém zasahujici do vzdalenosti 20 az 30
metrt od kmene (Uradniéek et al., 2001; Musil et Méllerova, 2005). Vzhled borky
se s vékem stromu méni. U mladych jedinct je svétle Sedd az zelena a hladka, s
tmaveé Sedymi lenticelami. Postupem casu borka tmavne, barva se méni na tmaveé
Sedou a je poseta prasklinami (Burianek et Novotny, 2016).

Listy osiky jsou charakteristické vyraznou heterofylii. Listy na stromech
maji ¢epel okrouhlou, 3 - 8 cm dlouhou a stejné tak i Sirokou, na okrajich je hrubé
zubatd az vroubkovana. Listy na vymladcich jsou vétsi (az 13 cm dlouhé a 10 cm
Siroké) a ¢epel ma srdCity tvar (Burianek et Novotny, 2016). Podle mista vyskytu
dieviny se 1i$i povrch listu. Osiky v nizinach a v oceanické ¢asti aredlu maji listy
pokryté drobnymi chlupy (varianta villosa). Naopak jedinci v hordch a v
kontinentalni ¢asti aredlu maji listy lysé (varianta glabra). Rapik listd je 4 - 7 cm
dlouhy, tenky a zplostély (Musil et Mollerova, 2005).

Topoly jsou anemogamni dfeviny. Kveteni probihd od bfezna do dubna.
Kvétenstvi jsou previslé jehnédy, které jsou 6 - 10 cm dlouhé. Plodem jsou
tobolky s velkym mnoZstvim drobnych ochmytenych lehkych semen, ktera se §ifi
vétrem (Hejny et Slavik, 1990). Semena jsou produkovana solitérné stojicimi
stromy jiz ve véku 10 - 15 let (Myking et al., 2011). Nizkd hmotnost jim
umoziuje prekonavat velké vzdalenosti. Kli¢ivost semen je kratkodobd, trva jen
nékolik dnti, a pro GspéSné uchyceni a kliceni semena vyzaduji holou plochu s
dostatkem vlhkosti a svétla (Uradni¢ek et al., 2001). Z tdchto davoda se osika

reprodukuje ve vétsi mife kofenovymi vymladky.
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Kotenovy systém je zpocatku kilovy, dosahuje hloubky piiblizné jednoho
metru, pozdéji dochazi k intenzivnimu rastu bo¢nich kotenti. Osika se vyznacuje
silnou kofenovou vymladnosti, kterd ji umoznuje snadné Sifeni do blizkého okoli.
Diky schopnosti kotfenové vymladnosti osika tvoii na pasekdch a spalenistich
husté porosty, pii nadmérné intenzit¢ z lesnického hlediska nezadouci (Musil et
Mollerova, 2005).

Dftevo z osiky je nejkvalitnéjsi ze vSech doméacich druhti topolt. Je mekké,
bez jadra, pomérn¢ pevné a pruzné a dobfe opracovatelné. Uplatnéni naléza ve
vyrobé dyh, pteklizek a papiru. Vyjimkou neni pouziti osikového diivi pro
stavebni G&ely. Dfevo je také zadané pro vyrobu sirek (Uradnicek et al., 2001;
Musil et Mollerova, 2005).

3.4.4 Ekologie

Osika je siln¢ svétlomilna difevina, svétlo pifichazejici z boku zptsobuje
odklon kmene. Snasi i mirné zastinéni, ale ve starSich zapojenych porostech
ustupuje (Musil et Mollerova, 2005). Nejcastéji se vyskytuje ve svétlych lesich,
tvoii stdlou pfimés zejména doubrav, déle se nachdzi na pasekach, opusténych
pastvinach a v lesnich lemech (Buridnek et Novotny, 2016).

Na mnoZstvi dostupné vody v pidé kladou osiky mensi naroky na rozdil
od ostatnich topold. Nejcastéji roste na zivinami bohatych, vlhkych ptidach s vyssi
hladinou podzemni vody. Stagnujici vodu toleruje za pfedpokladu dostatku Zzivin,
avSak zdplavy ji nevyhovuji (vznik hnilob). Najdeme ji i na mélkych a
vysychavych kamenitych ptidach, kde roste spis§ ketovit¢ (Buridnek et Novotny,
2016). Nejlepsi podminky pro rist osik se nachazeji na aluvidlnich naplavech
luznich oblasti na hlubokych hlinitych, humo6znich piidach bohatych na mineraly a
vodu. Na pidu je osika nendro¢nd, nalezneme ji na nejriznéjSich podkladech.
Snasi i uréitou miru zasoleni ptidy (Uradnigek et al., 2001). Opad osik zlepsuje
pudu, listy obsahuji ve vysoké mife vapnik a zmiriiuji tim kyselost lesnich ptd
(Nikula et al., 2010).

Rozsahly aredl osiky je zplsoben velmi nizkymi klimatickymi naroky.
Roste v klimatu oceanickém i kontinentalnim. Osika toleruje nizké i vysoké

teploty, dobfe snaSi i mrazy (Musil et Mollerova, 2005). Vysledky studie
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Sivadasan et al. (2018) ukazuji, Ze zvySena teplota podporuje rust osiky. Mimo
vysky (u samcich rostlin doslo k ptirtistu vysky o 41 %, u samcich rostlin o 33 %)
doslo 1 k nartstu biomasy listi (sam¢i rostliny vykazovaly nartst listové biomasy
0 65 %, u samicich rostlin byl zaznamendn narust listové biomasy o 29 %) a
pupent.

Nevadi ji zne¢iiténé ovzdusi mést a pramyslovych oblasti (Uradni¢ek et
al., 2001). Odolava imisni zatézi, proto se vyuzivala k zalesnovani imisnich
oblasti jako pfipravna dfevina, zejména v Krusnych horach (Buridnek et Novotny,
2016). Pripravné dieviny jsou schopné upravit porostni mikroklima, pudni
podminky nebo kolobéh vody, ¢imz dochazi ke zlepSeni podminek pro obnovu
cilovych dievin (Soucek et al., 2019). Osika jako pionyrskd dfevina rychle
obsazuje kalamitni holiny, nejlépe se zmlazuje na mistech po pozarech. Na
holinach pfispiva k obnoveé dlouhovekych dievin, osiky zde spolu s biizou vytvari
porostni troven a funguji jako kryt pro vysadby cilovych drevin, které ji vSak
pozdéji vytlaci. V ptiznivych podminkéch vykazuje velmi rychly rist, ktery se
ovSem okolo 20. roku zpomaluje z divodu zvySeného kompeti¢niho tlaku
okolnich dievin (Musil et Méllerova, 2005).

Osika byva z lesnicko-hospodatského hlediska oznacovana jako plevelny
druh. Vétsinou netvofi Cisté porosty a neni cilovou dievinou (cilovou dievinou je
jen na extrémnich lokalitdch), z toho dlivodu je odstrafiovdna z hospodarskych
porostll v rdmci profezavek a probirek (Musil et Moéllerova, 2005; Martinik et al.,
2017).

Nejcastéjsi pavodce poskozeni osik je zveéf a dobytek. Je vyhledavanou
okusovou dfevinou, mlaziny byvaji okusem siln¢ poskozovany a ranami pronika
hniloba do stromu (Uradniéek et al., 2001). Osika je ¢asto vyuzivana v honitbach
pro zvySeni uzivnosti (Buridnek et Novotny, 2016). Silnd poskozeni jsou také

zpusobovana snéhem a namrazou (Musil et Méllerova, 2005).
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4 METODIKA

V experimentu bylo pouzito 6 sazenic topolu osika rostouci
Vv laboratornich podminkéch v sadbovacich. Pied zahdjenim experimentu byli
vsichni jedinci stejné zalévani. Od momentu prvniho odbéru listii se tfi jedinci
prestali zalévat, zbyli tii se zalévali dal. Sbér listt probihal po tydnu, celkem byly
provedeny Ctyfi sbéry. Sbér spocival v odebrani jednoho listu z kazdé sazenice a
materidl se okamzité umistil do hlubokomraziciho boxu (- 80°C) do doby

provedeni analyz.

4.1 lzolace RNA

41.1 Lyze bunék a tkani

Do kazdé z mikrozkumavek o objemu 2 ml (Eppendorf) se vlozi 2 kovové
drtici kulicky a sebrany list. Mikrozkumavky se zamrazi v tekutém dusiku a
nasledné se vlozi do oscila¢éniho mlynu (doba drceni 1 minuta). Po vyjmuti z

oscilacniho mlynu je tfeba zkontrolovat, zda je vzorek zcela nadrcen.

4.1.2 Izolace RNA pomoci kitu

Pro izolaci RNA byla pouZita laboratorni souprava Thermo Scientific
GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, product
information, 2014).

Pfed RNA purifikaci se pfipravi roztok pro extrakci rostlinné RNA
doplnény o dithiothreitol (DTT). Do kazdych 500 ul Plant RNA Lysis Solution
potiebnych pro extrakci se pfida 10 ul 2M DTT. Po vyjmuti z oscilaéniho mlynu
se do kazdého vzorku ptfida 500 ul Plant RNA Lysis solution doplnény o DTT.
Vortexujeme 20 sekund, poté se vzorky inkubuji v termomixeru po dobu 3 minut
pii teploté 56°C. Nasledna centrifugace po dobu 5 minut pii 20 000 g slouzi k
oddéleni fazi. Roztok se prelije do novych mikrozkumavek, ptida se do nich 250
ul 96 % ethanolu a promicha se pipetovanim. Takto pifipraveny roztok se pielije
do mikrocetrifugacnich filtri umisténych ve sbérnych zkumavkach. Nasleduje

cetrifugace po dobu 1 minuty pii 12 000 g. Roztok, ktery pii centrifugaci piesel
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pies membranu filtru do sbérmé zkumavky se vylije a zkumavka se opét slozi.
Do kazdého mikrocentrifugacniho filtru se ptida 700 ul promyvaciho pufru Wash
Buffer WB 1, zkumavky se vlozi do centrifugy na 1 minutu pii 12 000 g. Roztok
se vylije a kazdy filtr se pfemisti do Cisté sbérné zkumavky. Filtry se néasledné
dvakrat promyji 500 pl Wash Buffer 2 (centrifugace na 1 minutu pfi 12 000 Q).
Pro odstranéni zbytkové tekutiny se filtry centrifuguji jesté na 1 minutu pti 20 000
g. Roztok a sbérna zkumavka se odstrani, filtr se vlozi do 1,5 ml sbérné zkumavky.
Pro uvolnéni RNA se do filtru pfida 50 pl ultradisté vody a zkumavky se
centrifuguji po dobu 1 minuty pii 12 000 g. Mikrocentrifugaéni filtr se odstrani,

purifikovand RNA se okamzit¢ ulozi na led.

4.2 Méreni koncentrace RNA

Koncentrace a Cistota izolované RNA se stanovi absorp¢ni
spektrofotometrii (spektrometr NanoDrop). M¢&fi se absorbance pii vinové délce
260 nm (zjistuje koncentraci nukleové kyseliny) a 280 nm (podava udaj o Cistoté
nukleové kyseliny).

Pied samotnym méfenim koncentrace RNA se provede vynulovani
spektrometru oproti slepému vzorku (tzv. blank), kterym je nejcastéji voda. Pro
meéfeni koncentrace RNA se na spektrometr nanese 1 pl vzorku. Po zméfeni
absorbanci RNA pii vinovych délkach 260 nm a 280 nm se vypocte jejich pomér
A260/280. Tento pomér absorbanci by pro RNA mél dosahovat hodnot 2 a vySe
(vyrazné niz8i hodnoty znaci znecisténi vzorku; Desjardins et Conklin, 2010).

‘ # Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230

14 C6_________ NanoDrop2000 7.520201309 7023 nghl 17558 8237

T0mm Absorbance

220 2% 240 280 260 270 280 290 300 310 320 e Er)
wavelength (nm) ({4

Obr. ¢. 3: Zaznam parametrd vzorku testovaného v laboratofi
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4.3 Reverzni transkripce

Izolovanou RNA je nutné pted pouzitim RT-qPCR metody pfevést do
molekuly DNA, coz umoznuje enzym reverzni transkriptaza. Reverzni transkripci
vznikne jednoietézcova komplementarni DNA, tzv. cDNA.

Pro reverzni transkripci byla pouzita laboratorni souprava High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific, product information,
2016).

Pted piipravou 2X RT master mixu se komponenty nechaji roztat na ledu.
Objem jednotlivych komponentii se vypocita podle pozadovaného poctu reakei.
Ptiprava 2X RT master mixu se provadi na ledu, po smichéni vSech komponenti

se master mix promichd a ulozi na led.

Tab. ¢. 2: Komponenty pro pfipravu 2X RT master mix (Thermo Fisher)

Komponenty Objem (pl)
pufr 2

dNTP mix 0,8
nahodné primery 2

reverzni transkriptaza |1

RNase inhibitor 1

voda bez nukleaz 3,2

celkem na reakci 10

Do kazdé jamky na 96-jamkové desti¢ce se napipetuje 10 pul 2X RT master
mix spolu s 10 pl izolované RNA, smés se promichad pipetovanim. Jamky se
uzaviou folii a cela desti¢ka se kratce centrifuguje. Nasledné se desticka umisti do
termalniho cycleru. Nastaveni termalniho cycleru: 10 minut pii 25°C, poté 120
minut pii 37°C, 5 minut pii 85°C pro inaktivaci reverzni transkriptazy, na zavér oo
minut pii 4°C. Vznikla ¢cDNA se vyuzije okamzit¢ pro RT-qPCR nebo ji lze
dlouhodobé¢ uchovat pfi teploté -25°C az -15°C do doby provedeni RT-gPCR.

44 RT-gPCR
Vzorky pro amplifikaci cDNA se pfipravi s vyuzitim qPCR 2x SYBR

Master Mixu. Specifické primerové pary pro aktin (ACT; referencni gen) a
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dehydrin (DHN; Ku et Kim, 2008) se doplni o ur¢ené mnozstvi vody, tento roztok
se nasledné¢ nafedi vodou na vyslednou koncentraci 5 pmol/ul. Kazda
mikrozkumavka na desti¢ce obsahuje 6 pul gPCR 2x SYBR Master Mixu, 1,2 ul 5°
primeru, 1,2 pl 3" primerta, 1 pul cDNA, 2,1 ul vody a 0,5 ul ROX. Do dvou
zkumavek (pro primer ACT a DHN) se namicha smés vSech komponenti
potitebnych pro reakci, zatim bez templatové DNA. Reakce pro kazdy vzorek se
ptipravuje v triplikatech. Objem komponenti se pfepocita v zavislosti na poctu
jamek a pfiméfeném objemu navic jako rezerva. Do jamek v 96-jamkové destice

se podle schématu napipetuje 11 pl tohoto roztoku a ptidad se 1 pl templatové
DNA.

1 2 3 I 5 B 7 8 3 L 12
Elaer Hacr |Elacr Haer Placr [lacr [Hacr Elacr Elacr [acr |[Hacr [ act
A 1 1 033 033 033 011 011 011 004 004 004

2 Z3 Z4 N1 N2 N2 N4

7
B | act /[ act [act [Mact [act  [Mact [Mact [act NEC)

N1 N2 N2 N4

Z1 e 24
C |Mact [Mact [Mact [Mact [Mach [Mact [Mact [Mace Llacr

Z1 2 Z3 Z4 N1 N2 N2 N4

D |Mac [Mact [Mact [Mact [Maci [Mact [Mact [ace Llaer

. [ oun [ onn [ oun [ own [ own [E]osn [E]own [ osn [ own [E] own 5] osn [5] own
1 1 1

0.33 0.33 0.33 0.1 0.1 011 0.04 0.04 0.04

Z1 x> Z3 Z4 N1 N2 N2 N&

|7 o+ [ oxw o [1] osn ] oxn [T onn [0 osn [0 onn 0] osw L] o

-

Zl Z3 Z4 N1 N2 N2 N4

=
S | onn [ onn [1 own [0 oun [0 osn [0 oan 5] osn [0 oan e

Zl oil N2 N2 N&

z 3 z4 h
HIDHN [ oxn [ osn [ o [1] onn [0 o#n [0 oan [ oHe L] oxn

wells: [I] 48 Unknown [5] 24 Standard [ 6 Negative Contral 18 Empty

Obr. ¢. 4: 96-jamkova desticka s pipetovacim schématem: fadek A — D s primery aktinu,
fadek E — H s primery dehydrinu, jamky Z1 — Z4 znaci vzorky cDNA ze zalévanych
rostlin z tydne 1 az 4, jamky N1 — N4 znaci vzorky cDNA z nezalévanych rostlin z tydnt
laz4

Desticka se zalepi folii a kratce centrifuguje. Nasledna RT-qPCR probiha

za optimalizovanych podminek. Nastaveni termalniho cycleru: 10 minut pii 95°C,
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15 sekund pii 95°C a 1 minuta pii 60°C (tuto sekvenci dvou krokt opakovat 40

krat). Nasleduje 15 sekund pti 95°C, 1 minutu pii 60°C. Kontinualni zvySovani

teploty z 60°C na 95°C umozni zaznamenat fluorescenci SYBR Green 1.

Holding Stage Cycling Stage Melt Curve Stage
Number of Cycles Continuous @ Step and Hold
["] Enable AutaDelta
Starting Cycle:
100 —|
95.0°C 95.0°C
10:00 100% - go1s
75 | Top%s
60.0°C
00% 01:00 01:00
50 —| = E
25 —|
o
Sten1 Sten1 Sten 2 Step 1 Step 2 Step 3

Obr. ¢. 5: Optimalizovany teplotni rezim RT-gPCR
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5 VYSLEDKY

Hodnoty referen¢niho genu ACT jsou ve vSech vzorcich téméi totozné. Co se tycCe
vyslednych hodnot Ct pro dehydrinovy gen je patrné, ze u zalévanych sazenic (Z1
— Z4) se hodnota Ct podstatné nemeéni celou dobu experimentu, drobna odchylka
u vzorku Z3 je zplisobena nedostupnymi daty jednoho ze tii technickych
opakovani. U nezalévanych rostlin (N1 — N4) hodnota Ct postupem casu klesa.
Plati, ze ¢im je nizs$i hodnota Ct, tim vice se ve vzorku nachdzelo templatové
DNA. Pocatecni hodnota Ct DHN genu u nezalévanych rostlin je shodna

S hodnotami zalévanych rostlin (viz tab. €. 3).

Tab. ¢. 3: Vysledné hodnoty Ct a dCt jednotlivych vzorkt

vzorek Ct (ACT) Ct (DHN) dCt standardni chyba
N1 20,143 30,464 -10,321 1,202
N2 19,810 29,695 -9,885 1,402
N3 19,828 29,534 -9,706 0,558
N4 20,852 27,667 -6,815 0,737
Z1 21,339 31,978 -10,639 0,109
Z2 20,429 31,319 -10,890 1,330
Z3 20,925 33,331 -12,406 2,641
Z4 20,203 30,965 -10,762 1,195
-4
5t —
8t ]
C 0t - e -
—m L n
12+ ] [ — —
A4 b
18 .
1 2 3 4

I nezalévané
tyden _0_ zalévané

Obr. ¢. 6: Normalizovana relativni exprese genu DHN (chybové tiseGky znaéi standardni

chybu)
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Amplification Plot
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Obr. ¢. 7: Amplifikacni kiivky (kiivky A — D pro aktin, kiivky E — H pro dehydrin)
Zgrafa (obr. ¢. 6 a 7) lze vycCist stoupajici hladinu dehydrint

S postupujicim hydrickym stresem u nezalévanych rostlin. Naopak u zalévanych

rostlin se exprese dehydrinovych gend udrzuje v pomérné konstantni mife.
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6 DISKUZE

V rostlinach zasazenych abiotickym stresem probiha velké mnozstvi
fyziologickych a morfologickych zmén za tucelem prizpisobeni se novym
nepiiznivym podminkam. Jednim z téchto mechanismt je indukce genové exprese
dehydrinovych gent, které pomahaji rostliné¢ pieckat obdobi nedostatku vody
(Close, 1996). Cilem experimentu bylo analyzovat genovou expresi
dehydrinovych gent u topolu osiky (Populus tremula) v reakci na stres suchem.
RT-qPCR analyza odhalila, ze exprese dehydrinového genu DHN probihala jiz v
zalévanych rostlinach. To znacéi souvislost s jinymi procesy v rostliné (napf.
ochrana pied solnym stresem; Mahajan et Tuteja, 2005). Hladina transkriptu genu
DHN byla na pocatku experimentu stejnd u vSech sazenic, s dale trvajicim
nedostatkem vody se hladina dehydrind zvySovala, coz potvrzuje zapojeni genu
DHN do procesu odolnosti viéi suchu. Vyznamny nardst genové exprese byl
Zaznamenan mezi tfetim a Ctvrtym tydnem. Vysledek experimentu poskytuje
informaci o mechanismu, jakym rostliny fyziologicky reaguji na hydricky stres.

Na vysledky by se dalo navazat v diplomové praci. Mohlo by se jednat o
roz$ifeni zkoumanych dehydrinovych genti a sledovani miry jejich exprese
vV delsim casovém horizontu, popfipadé srovnani miry genové exprese

dehydrinovych genl v riznych rostlinnych organech.
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7 ZAVER

Bakalarska prace se VreSerSni Casti zabyva problematikou proteind
zvanych dehydriny, kterym je pfisuzovana klicova role pii odolnosti rostlin vuci
abiotickym stresovym faktorim (napf. sucho, mraz, vysoka salinita). Dalsi ¢ast
literarni resSerSe pojednava o genové expresi, metodach analyzy genové exprese
(PCR, Southerntv pienos, Northerniv ptenos, ¢ipova analyza, sekvenovani DNA)
se zaméienim na metodu kvantitativni polymerazové fetézové reakce RT-gPCR.
Tyto metody jsou neustale zdokonalovany nebo dochazi k vyvoji metod novych.
ZlepSeni spociva v automatizaci procest a jednodussi analyze dat diky zapojeni
vypocetni techniky do procesu analyzy. Literarni reSerSi uzavira kapitola osahujici
podrobnou charakteristiku zajmového druhu topolu osiky (Populus tremula).

Prakticka C¢ast je zaméfena na expresi dehydrinovych gend u sazenic
topolu osiky v kontrolovanych podminkach. Listy rostlin vystavenych stresu
suchem spolu s listy rostlin dostate¢né zasobenych vodou se podrobily analyze
genové exprese dehydrinti. Tato analyza probéhla podle navrZzené a
optimalizované metodiky zahrnujici izolaci RNA, jeji reverzni transkripci do
cDNA a RT-gPCR. Vysledky potvrdily pfitomnost dehydrinovych gent a déle

postupny narust jejich genové exprese V zavislosti na ptetrvavajicim obdobi sucha.
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