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Molekularni detekce genii potencialné zapojenych do reakce na
stres suchem u maku

Abstrakt

Sucho patii mezi jeden z hlavnich abiotickych faktorii, které ovliviiuji vynos i kvalitu
zeméde€lskych plodin. Rostliny se vSak témto negativnim vlivim prostiedi brani
mechanismy vytvofenymi v prubéhu evoluce. Jednim z téchto mechanismi je odpoveéd
rostlin na molekuldrni urovni, ¢imz je exprese gend. Mezi tyto geny potencialné
reagujici na sucho patii také geny MLP43 a SDD1. Pro molekularni detekci téchto genti
bylo potieba izolovat DNA zrostlin maku setého (Papaver somniferum L.)
odrudy Orel a Onyx. Dale byly navrzeny sady primerd pro geny MLP43 a SDDI,
které byly optimalizovany. Vybrané sady primert byly pouzity pro analyzu metodou

real-time PCR. Rovnéz byla optimalizovana metoda PCR.
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PCR; genova exprese; real-time PCR; MLP43; SDDI1; mak sety; stres suchem;
izolace DNA



Molecular detection of genes involved in drought stress reaction in
opium poppy

Abstract

Drought belongs among one of the main abiotic factors that influence the yield and
quality of agricultural crops. However, plants fight these negative environmental
impacts by mechanisms developed during evolution. One of these mechanisms is
the plants” response on molecular level, which is gene expression. These genes
potentially reacting to drought include the following genes: MLP43 and SDDL.
For the purposes of molecular detection of these genes, the DNA from opium poppy
plants (Papaver somniferum L.) Orel and Onyx type, was necessary to be isolated.
Further, primer sets for the genes of MLP43 and SDD1 were designed. The chosen
primer sets were used for analysis purposes using the real-time PCR method.

The PCR method was also optimized.

Key words

PCR; gene expression; real-time PCR; MLP43; SDD1; Opium poppy; drought stress;
DNA isolation
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1 Uvod

Lidska ¢innost ovliviiuje globalni klima, ¢imz vznikaji zmény. Disledkem téchto
zmén jsou mensi snéhové a dedtové srazky na uzemi Ceské republiky. Tim dochazi
k abiotickému stresu pisobicimu na zemédé€lské plodiny, mezi které patii mak sety.
Stres ovlivituje vynos a kvalitu zeméd¢€lskych plodin. Rostliny se vSak brani plisobeni
stresu pomoci mechanismti, které byly vytvofeny béhem evolu¢niho vyvoje.
Jednim z téchto mechanismit je i molekuldrni odpovéd’ rostlin na stres suchem.
Klicovym reaktantem v molekularni odpovédi je kyselina abscisova, ktera indukuje
mnozstvi riiznych gent.

Mezi tyto geny je také fazen gen MLP43, ktery patii do skupiny major latex
proteint. Skupina téchto genl byla nejdiive objevena u maku seté¢ho. Pozdgji tyto geny
byly prokdzany u dalSich rostlin. Bylo také objeveno mnoho dalSich zastupci MLP
gentl.

Naopak gen SDD1 patii mezi geny projevujici se nezavisle na ostatnich drahach.
Tento gen se podili na vlastnostech, jako je rozlozeni a hustota pruduchi. Dulezitou roli
hraje také pii udrzovani vodni rovnovahy u rostliny.

Pro studium exprese téchto gend se v souasnosti vyuziva analyza cDNA pomoci
metody real-time PCR. Pro analyzu je dileZité navrhnout a optimalizovat primery pro
tyto geny a také optimalizovat metodu real-time PCR. Po usp&ném splnéni téchto

krokd mohou byt primery pouZity pfi dal$im vyzkumu reakce méaku na stres suchem.



2 Literarni reserse

2.1 Stres rostlin

Na rostliny ptisobi faktory vnéjsiho prostiedi, které se nazyvaji stresory. Pisobeni
stresorti na rostliny lze definovat jako stres. Rostliny se mohou pfizplsobit stresu
na n¢kolika urovnich. Stres zplsobuje u rostlin nedédicné genotypické zmény.
Na druhou stranu muze také zpiasobit mutace, které se dale pienasi na potomstvo,
protoze zména je trvala (Miedzinska, 2010).

Rostliny jsou vystaveny abiotickym stresim, které vedou k morfologickym,
fyziologickym, biochemickym a molekularnim zménam. Mezi tyto nezivé faktory patii
naptiklad sucho, slanost, chemickd toxicita, extrémni teploty, nedostatek esencialnich
mineralnich prvki v pade, vysoké nebo nizké pH, vysoka nebo nizkd ozéfenost
a oxidativni stres (Pavlova, 2005; Lisar et al., 2012). Abioticky stres ma dopad na rist
a produktivitu rostlin (Lisar et al., 2012).

Odolnosti nebo rezistenci je oznacovana schopnost rostliny piezit neptiznivé
podminky. Rezistence je tvofena toleranci a avoidanci. Avoidanci je myslena schopnost
predchazet stresu a vyhybat se mu. Pokud se nepiiznivé podminky pravidelné opakuji,
neékteré druhy rostlin se jim pfizpusobi geneticky fixovanymi vlastnostmi.
Tyto vlastnosti se projevi i bez pusobeni stresoru. Takto ziskand odolnost je oznacovana

jako evolu¢ni avoidance nebo evolucni rezistence (Pavlova, 2005).

2.2 Stres suchem

Stres suchem neboli vodni stres se projevi, pokud rostlina neni dostate¢né zasobena
vodou. KdyZ obsah vody je niZsi nez pii maximalnim nasyceni, jedna se o vodni deficit
na Grovni bunky nebo rostliny (Pavlova, 2005).

Pfi¢in pro nedostatecné zasobeni vodou miize byt n€kolik. Pti nizkych vodnich
srazkach nebo jejich naprosté absenci je nedostatek vody v pide. Dalsi pti¢inou je
zasoleni pidy, coZ znali vysoky obsah rozpusténych latek v pidnim roztoku.
Pokud je vodni potencial pidniho roztoku nizsi nez hodnota vodniho potencialu bunék
kotene, nedochazi k ptijmu vody, i1 kdyz ji je dostatek. Vodni deficit mize byt zptisoben
I vysokou transpiraci, pfi niz nedochazi k nahrazovani vody jejim pfijmem pomoci
kotenll z pidy. Vodni deficit také vyvolavaji teploty pod bodem mrazu, které zpiisobuji

tvorbu ledu v mezibunéénych prostorech nebo vakuolach. To zpisobuje dehydrataci



cytosolu, protoze chemicky potencial vody v cytosolu je vyssi nez chemicky potencial

vody v pevném skupenstvi (Pavlova, 2005).

2.3 Projevy stresu suchem na rostlindch

Sucho postihuje rostliny na nékolika trovnich jejich organizace. Béhem sucha je
u rostlin redukovan vodni potencidl v bunikach a turgor, coz zvySuje koncentraci
rozpusténych latek v cytosolu a extracelularni matrix. Takto postizend bunka ztraci
schopnost rastu a déleni (Lisar et al., 2012).

Sucho neovliviluje u rostlin pouze turgor a celkovy obsah vody, ale také
priduchovou regulaci vymény plynd, redukuje dychani a asimilaci uhliku (Prochazka,
1998; Lisar et al., 2012). Negativni efekty v oblasti mineralni vyzivy a metabolismu
vedou ke zmenSeni listi a pfizplisobeni rozdéleni organi. Dochéazi také ke zméné
elasticity u bunék rostliny, naruseni homeostaze a iontové distribuce. Uginkiim stresu se
také podiidi syntéza novych proteini a mRNA (Lisar et al., 2012).

Sucho zplsobuje kvantitativni a kvalitativni zmény proteinli rostliny.
Vétsinou jsou postizeny proteiny kvili potladeni syntézy, casto u rostlin C; vice nez u
rostlin C,. Stres suchem pozméni genovou expresi a nasledkem toho i syntézu novych
proteini a mRNA. Hlavnimi proteiny syntetizovanymi pfi stresu suchem jsou LEA (late
embryogenesis abundant proteins), stresovy protein vysuSeni, proteiny zodpovédné
za kyselinu abscisovou (ABA), dehydriny, chladové regula¢ni proteiny, proteasy,
enzymy pro zvySeni syntézy osmoticky aktivnich latek a detoxifikaéni enzymy
(Prochazka, 1998; Lisar et al., 2012).

Pti stresu suchem se vytvari dehydriny, které jsou totozné s proteiny vznikajicimi
pfi nestresovém procesu, kdy zasychd embryo v dozravajicich semenech. Dehydriny
maji oznaeni LEA D-11 a jedna se o skupinu vice proteintl. Interaguji s fadou enzymu
Vv cytosolu a cytoskeletem. Koncentrace kyseliny abscisové (ABA) ovliviiuje tvorbu

dehydrini (Prochéazka, 1998).

2.4 Molekuldrni odpovéd’ rostlin na stres suchem

Abiotické stresy, naptiklad chlad nebo sucho, maji vice efektd na rlst rostliny
a vynos plodin. Nésledkem téchto vlivli se rostliny snazi odpoveédét adaptaci na tyto
stresory. Abioticke stresy indukuji rizné biochemicke a fyziologické odpovédi u rostlin.

Mohou jimi byt rizné molekuly, napiiklad sacharidy, cukerné alkoholy a prolin.



Piipadné kyselina abscisova, ktera je produkovana pfti stresu a hraje dulezitou roli
v odpoveédi a toleranci abiotickému stresu (Chen et al., 2006).

V reakci na stres bylo popsano mnoho genti na transkripéni trovni. Produkty téchto
genll maji funkci pfi toleranci stresu a odpoveédi na stres. Geny indukujici stres zlepsuji
stresovou toleranci rostlin pfi genovém ptenosu. Produkty gent nechrani pouze bunky
proti stresu, ale také reguluji expresi genti. Kyselina abscisova indukuje vétSinu genti
podilejicich se na odpovédi vuci stresu. Dehydratace zptisobuje produkci kyseliny
abscisové, ktera indukuje rizné geny. Existuji ABA-nezavislé i ABA-zavislé kaskady
podilejici se na expresi genti (Chen et al., 2006).

Béhem stresu suchem jsou produkovany geny, které koduji proteiny, jejichz funkci
neni pouze chranit buiikky proti stresu, ale také genovéa exprese a signal transdukce
v odpovédi na stres (Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Produkty téchto genti se
déli do dvou skupin. V prvni skupiné jsou proteiny, jejichz pravdépodobna funkce je
tolerance stresu, jako jsou chaperony, LEA (late embryogenesis abundant proteins),
osmotin, nemrznouci proteiny, mRNA-vazebné proteiny, enzymy biosyntézy osmolyti,
proteiny vodniho kandlu, cukerné a prolinové transportni proteiny, detoxifikacni
enzymy a ruzné proteasy. Druhd skupina zahrnuje proteiny zucastiujici se regulace
signalt transdukce a genové exprese, jako jsou kinasy, transkripéni faktory a enzymy
fosfolipidového metabolismu. Toto vSe vytvaii komplex odpovidajici na abioticky stres
(Chen et al., 2006).

Mnoho genti produkovanych pfi stresu jsou regulovany ABA-nezavislymi procesy.
Analyzou expresi genti produkovanych pii stresu byla odhalena existence ABA-
nezavislych 1 ABA-zavislych transkripénich regulacnich systéma. Pfi dehydrataci
probihaji Ctyfi nezavislé regulacni systémy, jejichz funkci je aktivace genl
produkovanych pii stresu. Dva z nich jsou ABA-zavislé a dva jsou ABA-nezavislé
(Chen et al., 2006).

2.4.1 ABA-nezavisla exprese gent pri reakci na stres suchem a chladem

Pti reakci na stres suchem a chladem se ucastni dva ABA-nezavislé systémy.
Jednim z ABA-nezavislych systémd je cis-pisobici element, ktery je pojmenovany jako
element reagujici na dehydrataci (DRE, dehydration responsive element) a C-repeat
(CRT). Tento element je zakladni pro regulaci mnoha genti produkovanych pii stresu
suchem, nizkou teplotou a vysokou koncentraci latek v pudé. Ve vSech DRE/CRT-

vazajicich proteinech je obsazen DNA-véazajici motiv. Patfi sem také dvé nezévislé
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skupiny DREB proteini, DREB1/CBF a DREB2, které maji funkci jako trans-ptsobici
faktory ve dvou odd¢€lenych signalech transdukcni cesty pii dehydrataci a nizké teplote.
Bylo identifikovano mnoho genu s riznymi funkcemi jako DREB/CBF cilové geny,
které¢ podporuji nadmérnou expresi mnoha geni funkCnich pfi stresu suchem
(Chen et al., 2006).

V ABA-nezavislych systémech je nékolik geni produkovanych pii stresu suchem,
které nejsou zodpovédné za reakci na chlad nebo vazbu na ABA. Tyto geny maji

specifické funkce pfi reakci na sucho. (Chen et al., 2006).

2.4.2 ABA-zavisla exprese gent pii reakci na stres suchem

Pfi reakci na sucho a vysokou koncentraci latek rozpusténych v pude
je syntetizovana ABA. Nahromadéna ABA v prubéhu stresu suchem reguluje mnoho
genll produkovanych pfi stresu. Mnoho genli zapojenych do biosyntézy ABA jsou
dasledkem sucha a vysoké koncentrace latek v pudé¢, ale nikoli stresem chladem

(Chen et al., 2006).

2.4.3 Prenos signalu pii reakci na stres suchem

Pienos signalu od prvotniho zaznamenani dehydratace nebo osmotickych zmén
po expresi riznorodych gent neni pfili§ prostudovana. VétsSinou se vyuzivalo znalosti
systémul z kvasinek a zvifat, které se pfevadély na rostliny (Shinozaki a Yamaguchi-
Shinozaki, 2000).

Podobné jako cyanobakterie i rostliny obsahuji mnoho gent, které koduji sensor-
histidin kinasy a odpovéd-regulaéni homology, které maji podobné osmosensitivni
mechanismy u vysSich rostlin. ATHK1 (histidinova kinasa) slouzi jako osmosensor
u Arabidopsis (Husenicek). Ostatni mechanismy jsou spiSe mechanického typu, jako
jsou mechanické sensory cytoskeletu a sensory superoxidi produkovanych pii stresu.
Pti uzavienych priadusich se zvySuje uroven cytoplasmického Ca”, ktery pisobi jako
druhy posel vreakci na osmoticky stres. Signalizaci pomoci vapniku se Ucastni
fosfolipidy (Chen et al., 2006).

Diilezitou roli pti reakci na stres suchem ma kyselina abscisova. Neovliviiuje pouze
uzavieni praduchu, ale také produkci mnoha gent. Nékolik mutaci v ABA signalizaci
muze ovlivnit proteinovou fosfatasu, farnesyl transferasu a nékolik faktort zahrnutych

v mRNA procesech a proteinové degradaci (Chen et al., 2006).
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2.5 Major latex protein

Kyselina abscisova se podili na rostlinném vyvoji a odpovédi na abioticky stres.
Jeji produkce se zvysuje pii stresu suchem a pii uzavieni praducht. Protoze kyselina
abscisova ma velmi dilezitou lohu v odpovédi na stres suchem, vénovalo se velké usili
Vv identifikaci komponentl zahrnutych v jeji draze (Wang et al., 2015).

Jednim z téchto produktii je Major latex protein (MLP), ktery byl nejdiive nalezen
u maku seté¢ho (Papaver somniferum), (Nessler, 1990). Jedna se o nizkomolekularni
polypeptidy (Nessler a Burnett, 1992). Orthology MLP se nazyvaji MLP-like proteiny
(MLP). Byly objeveny i u dalsich rostlin (Wang et al., 2015).

Pivodné byl jako material k analyze pouzivan latex, ktery se ziskal po nafiznuti
stén bunék. Latex podléha osmotickému tlaku, proto pokryvéa mista s poskozenim stén
buné¢k. Po vystaveni na vzduchu se z bilého latexu stane hnéda lepkava hmota nazyvana
opium (Nessler, 1990; Nessler a Burnett 1992).

Fyziologické a biochemické analyzy znaéi, Ze major latex protein-like 43 (MLP43)
souvisi s ABA a jeji odpovédi na stres suchem kvili Gpravé primarnich metabolit
a genovou expresi (Wang et al., 2015; Zhang et al., 2018).

MLP jsou spojovany také s hormony rostlin, biosyntézou alkaloidl, oxidativnim
stresem, stresem pii nadmérné koncentraci soli v ptid€, vyvojem rostlin, transportem
organickych tekutin a obranou proti infekcim patogent (Zhang et al., 2018). MLP byly
nalezeny jiz ve vice rostlinach, naptiklad broskev, sojové boby, jahoda, meloun, tabak
a Arabidopsis (Sun et al., 2010).

Zvysujici se pocet studii popisujici funkci MLP u rostlin ukazuje, Ze hraji dilezitou

roli v odpovédi na bioticky a abioticky stres (Zhang et al., 2018).

2.6 Stomatal density and distribution 1 (SDD1)

Stomatal density and distribution 1 (SDD1, hustota a rozlozeni priiduchli) koduje
subtilisin-like serinovou proteasu (Berger a Altmann, 2000; Yoo et al.,, 2010)
a vyskytuje se v prekurzorovych bunikach priduchi (von Groll et al., 2002). Tento gen
ovliviiuje hustotu priduchii, optimalni transpiraci a vodni rovnovahu. Vyvoj priaducht
je regulovan mnoha geny, které kontroluji adekvatni rozlozeni a mnozstvi priduchii na
rostlin€. Genetické analyzy SDD1 ukazuji, Ze tento gen reaguje nezavisle na ostatnich
drahach regulujici priiduchy. Mechanismus regulace pruduchi pomoci SDD1 neni

dosud zcela objasnén (Morales-Navarro, 2018).

12



SDD1 se nachazi v kotenech, stoncich a specialné v listech. Bylo dokézano, ze se
tento gen projevuje v drahach citlivych na sucho (Liu et al., 2015).
Nejvice je tento gen objasnén u Arabidopsis thaliana, ale orthology tohoto genu

byly prokazany i u jinych druha rostlin (Morales-Navarro, 2018).
2.7 Polymerdzova ietézova reakce (PCR)

2.7.1 Tradiéni PCR
Pii PCR dochézi k enzymatické amplifikaci tiseku DNA. Tento fragment byva
ohranicen dvéma oligonukleotidovymi primery. Cilova sekvence byva syntetizovana
DNA-polymerazou. Primery jsou navrzeny tak, aby dochazelo k biosyntéze dvou
novych fetézci DNA. Tyto fetezce jsou komplementarni. Pti cyklu dochazi k tepelné
denaturaci dvousroubovice, poté k hybridizaci primerti a enzymové syntéze. Cykly se
opakuji a vzniklé produkty se tak zmnozi exponencialné (Nussbaum et al., 2004).
K'syntéze jsou vyuzity termostabilni polymerazy pochazejici z termofilnich
mikroorganismil, aby odolaly vysokym teplotam (Smarda et al., 2005).
Névrh obou primert ovlivni pfesnost a uspésnost PCR. Pti navrhu primera by bylo
dobré dodrzet nékolik podminek (Smarda et al., 2005):
e Délka piiblizné 18 — 25 nukleotidt
e Obsah GC 40 -60 %
e Rovnomérnd distribuce oblasti s pairy GC a AT
e Teplota Ty, primeru 50 °C a vice
e Teplota obou primert by méla byt pfibliZzné stejna.
e Primery by mély byt specificke.
e Primery by nemély tvofit dimery (vazat se sami na sebe).
e Primery by nemély tvofit vlasenky (hairpin).
Cilem PCR je tvorba produktii, coz jsou useky DNA. Tyto amplikony maji predem
znamou délku. Ptitomnost téchto produktil je prokazovana pii elektroforetické separaci
podle velkosti v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu. Ptipadné se koncentrace

DNA méfi na spektrofotometru (Smarda et al., 2005).

2.7.2 Real-time PCR (gPCR)
Pfi této metodé dochazi ke kvantifikaci PCR produktu v prubéhu reakce
(Smarda et al., 2005).
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U real-time PCR se pfidava fluorescencnim barvivem znaceny reportér, ktery se
vaze V produktech. Reportér po nasviceni produkuje fluorescencni signdl, ktery je
detekovan. V prubéhu reakce je signal slaby a nelze jej rozeznat od signalu pozadi
(Sum). Poté s pribyvajicim produktem se zvySuje signal exponencialné¢ (Kubista et al.,
2006). Pii vyuziti real-time PCR neni nutné detekovat produkty pomoci elektroforézy
(gmarda et al., 2005).

2.7.3 Metoda AACt
Tato metoda je vhodna pro PCR, kdy produkt pfibyva exponencialné¢ s 100%
ucinnosti. Je tim mysleno, Ze dochédzi ke zdvojnasobeni poctu amplikonli mezi

jednotlivymi cykly (Livak a Schmittgen, 2001).

2.7.4 Analyza krivKky tani

U metody real-time PCR je pouzité fluorescencni barvivo SYBR Green. Toto
barvivo je zabudovano do vznikajicich amplikond, které jsou detekovany nespecificky.
Specifita produktu PCR je zjiStovana pti analyze kiivek tani (MarSalkova, 2014).

Pfi této analyze dochazi k zahtivani fetézcl dsDNA. Pii zvySujici se teploté se
komplementarni vlakna DNA odd¢€luji (tani DNA) a fluorescen¢ni barvivo SYBR
Green se uvolituje z DNA. Namétena fluorescence se snizuje. Timto zptisobem lze
stanovit teplotu tdni amplikonu. Analyzou kiivky tani se urci, jestli vzorky nejsou
kontaminovany jinou DNA, nebo nevznikaji dimery primert, pfipadné jejich nespravné
vazby ¢i jiné fragmenty (MarSalkova, 2014). Dimery primerti maji vétSinou mensi délku
nez cilové amplikony a jejich teplota tani je mensi nez produkti, proto je 1ze rozpoznat

(Kubista et al., 2006).

2.7.5 Srovnani tradi¢ni PCR a real-time PCR

Pii pouziti tradi€ni PCR je nutné vysledné amplikony separovat elektroforézou
podle jejich velikosti (Smarda et al., 2005). Zatimco metoda real-time PCR Zadny dalsi
krok nepotiebuje (Schmittgen et al., 2000, Klein, 2002).

Real-time PCR méfi fluorescenci pii kazdém cyklu a zaznamenava tak kinetiku
celé reakce v redlném case (Valasek a Repa, 2005). U metody tradi¢ni PCR se produkty
hodnoti az po prob&hnuti reakce (Schmittgen et al., 2000, Smarda et al., 2005).

2.7.6 Vyhody PCR
Vyhodou PCR je velmi velka citlivost, kdy sta¢i pouze jedind bunka. Pro reakci je

potfeba velmi malého mnozZstvi DNA. Odpad4 tak potifeba pfedem piipravit velké
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mnozstvi tkanovych vzorkd (Nussbaum et al., 2004). Real-time PCR je natolik citliva,
aby detekovala méné nez 5 kopii cilové sekvence (Valasek a Repa, 2005).

Dalsi vyhodou je rychlost a mensi naklady v porovnani s jinymi metodami
k analyze nukleovych kyselin (Nussbaum et. al., 2004).

Mezi dal$i vyhody PCR patii, ze ji lze vyuzit pro amplifikaci RNA. Musi byt vSak
pfidan dalsi enzym reverzni transkriptdza, ktery prevede RNA templat na
komplementarni DNA (Valasek a Repa, 2005).

Metoda real-time PCR je vyhodna také v tom, Ze odpada dalsi krok elektroforézy.
Bez tohoto kroku se zabrani moznosti produkt kontaminovat. Toto je vyhodné pro

pouziti real-time PCR v diagnostice (Klein, 2002).

2.7.7 Nevyhody PCR

Vysoka citlivost této metody je soucasné i nevyhodou, protoZze dochédzi snadno
ke kontaminaci vzorku. Kontaminace muze byt zplisobena i jedinou molekulou
(Smarda et al., 2005).

Pii pribéhu reakce jsou do nové vznikajicich amplikonti zafazeny chybné
(nekomplementdrni)  nukleotidy.  Tuto  chybu provadi = DNA-polymeraza.
Vyvazenost jednotlivych slozek reakce ovliviiuje frekvenci t&chto chyb (Smarda et al.,
2005).

Pouzité vzorky musi splnit urcity standard na Cistotu. Pti nedodrzeni této podminky
by byla snizena u¢innost PCR. Mezi latky pisobici jako inhibitory PCR patii hem,
heparin, 1gG a lipidy (Kubista et al., 2006).

Nejvétsi nevyhoda real-time PCR se nevztahuje k technologii, ale k lidskému
faktoru. Nevhodné vyhodnoceni dat analyzy a neodivodnéné zavéry, €i nespravny

vyvoj testu ovlivituje ziskany celkovy vystup PCR (Valasek a Repa, 2005).
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3 Cil prace a hypotézy

Cile bakalaiské prace:

1) Navrh primert pro geny maku potencialné zapojené do reakce na stres suchem

2) Optimalizace techniky RT-PCR pro detekci téchto gentt u maku
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4  Material a metody

4.1 Navrh primerit pro gen MLP43 a SDD1

4.1.1 Navrh primeru

Pro kazdy gen byly navrzeny dvé sady primerti s ohledem na to, Ze budou pouzity
pro metody Real-time PCR. Sekvence pro vytvofeni primeri byly ziskany
sekvenovanim na Katedfe genetiky a specialni produkce rostlinné ZF JCU (Mandal,
nepublikovana data).

Nejdiive byl vytvofen FASTA format sekvenci gent MLP43 a SDDI1. Poté byly
tyto sekvence zadany do programu, ktery vytvoii pozadované primery (Primer3).
V tomto programu byly zadany podminky pro vytvofeni primert. Byla zaddna délka
primeru mezi 18 a 24 bazemi. Teplota Ty, pro primery byla ur¢ena mezi 55 — 75 °C.
Maximalni rozdil teplot Ty, obou primert byl uréen na 2 °C. Pomér GC u primera byl
zadan 45 —75 %. Délka vysledného amplikonu byla zvolena na 70 bazi az 150 bazi.
Nasledné byly navrzené primery zkontrolovany pomoci programu Vector NTI, ktery
rozpoznal, jestli se primery nevdzaly navzdjem na sebe nebo nevytvafely vlasenky.
Po dalsi selekci navrzenych primert byla zkontrolovana jejich specifita pomoci

databaze NCBI (Benson et al., 2018).

4.1.2 Priprava primeri pro dalSi pouZziti

Na zkumavce od vyrobce bylo uvedeno mnozstvi vody, kterou je potieba pridat
k ziskani koncentrace 100 pmol/ul. Primery byly inkubovany pii 37 °C na 10 minut.
Poté byly zvortexovany a do nové zkumavky bylo pfidano 20 ul primeru a 180 pl vody
pro ziskani pracovniho roztoku o koncentraci 10 pmol/ul. Pivodni zkumavky byly

uloZeny do mraziciho boxu.

4.1.3 Stanoveni optimalni teploty annealingu navrZenych primeru

Pii ptipravé vzorku pro PCR bylo postupovano stejné jako v kapitole 4.6.1. Rozdil
byl pouze v mnozstvi pouzitych reagenciich. Kazda sada primert byla uréena pro pét
riznych teplot. VSechny sady primerit byly vyzkouSeny u obou odrid maku.
Celkem bylo zpracovano 40 vzorkt. Bylo napipetovano 50 pl Master mix (PPP Master
Mix spolecnosti Top-Bio s.r.0.), 30 ul vody, 5 ul od kazdého primeru.

Pro stanoveni optimalni teploty annealingu bylo vybrano téchto pét teplot: 52,2 °C,

54,0 °C, 56,9 °C, 58,5 °C a 60,1 °C.
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Po provedeni PCR byla provedena agarosova elektroforéza. Postup byl proveden
stejné jako v kapitole 4.6.2. Pouze bylo upraveno mnozstvi agarosového gelu s ohledem
na vétsi mnozstvi vzorkid. Elektroforéza byla spusSténa pii napéti 150 V po dobu

60 minut. Po probéhnuti elektroforézy byl gen presunut kviili foceni.

4.2 Real-time PCR navrienych primerii

Mg¢feni probéhlo na pfistroji QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR (Thermo Fisher
Scientific Inc.) s pouzitim reagencii sady SYBR Green Reagents.

Na konci méfeni amplifikace probihd zvySovani teploty, dokud se nedosdhne
teploty, kdy se dvouvlaknové produkty rozpadnou. Tento jev se nazyva tani a jeho
analyzou se ziskd kiivka tani. Spravna kiivka tani by méla vypadat jako jediny ostry
vrchol (Valasek a Repa, 2005). Pokud jsou piky rozmistény u vice teplot, znamena to,
ze byly amplifikovany fragmenty o rizné délce (Ririe et al.,, 1997). Pfi navrhovani
primert je dobré stanovit teplotu tani, ale nelze se ji v praxi fidit. M¢la by byt jesté
stanovena experimentalné. Nevhodné zvolend teplota annealingu primerd ovlivni
ucinnost real-time PCR. Tvorba primer dimeri muze zpusobit falesné¢ pozitivni
fluorescenci (Bustin et al., 2009).

Celkem probéhlo 40 cykli, jejichz podminky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4.1).

Tab. 4.1 Nastaveni programu real-time PCR

x Pocet

Krok Teplota Cas cyklii

1. Pocate¢ni denaturace 50 °C 2 minuty 1

2. Denaturace 95 °C 10 minut

3. Annealing 95 °C 15 sekund 40

4. Elongace 60 °C 1 minuta

S . zvySovani teploty z 60 °C
5.  Analyza kiivky tani na 95 °C

U jedné odridy bylo méteno 8 vzorkd. Kazda sada primert byla tvofena tfemi
vzorky a také dvéma negativnimi kontrolami. Pro toto mnozstvi vzorkt bylo pipetovano
50 pl Master mixu (PowerUp™ SYBR® Green Master Mix od spole¢nosti Thermo
Fisher Inc.), 10 ul forward primeru, 10 ul reverse primeru, 20 ul vody. Dale byl ptidan
1 pl templatové DNA.
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4.3 Elektroforéza po real-time PCR
Po kvantifikaci DNA pomoci metody real-time PCR byla DNA separovana na

2,5% agarosovém gelu. Bylo postupovano stejné jako v kapitole 4.6.2. Bylo zménéno
pouze mnozstvi navazené agarosy na 2,5 g. Nejdiive byl napipetovan ladder. Poté do
jamky 1 — 3 byl pfidan vzorek odridy Onyx. Do jamky 4 — 6 byly piesunuty vzorky
odridy Orel a v jamkach 7 — 8 byly negativni kontroly. Po elektroforéze byl gel opét

vyfocen.

4.4  Rostlinny materidal

Rostlinny material byl ziskan z odrad maku setého (Papaver somniferum L.) Onyx
a Orel. Rostliny byly péstovany v boxech pro kultivaci rostlin pfi teploté 21 °C, vlhkosti
80 % a fotoperiod¢, pii niz bylo 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Materidl pro vzorky byl
odebran z ¢asti listu. Z kazdé odridy byl pouzit jeden vzorek. Odebrany vzorek byl pro

dalsi zpracovani ptipraven jako smésny vzorek ze dvou rostlin.

4.5 lzolace DNA

Izolace DNA vybranych vzorki méku byla provedena na komerénim kitu
NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG).

Homogenizované vzorky byly pfeneseny do zkumavky, kam bylo pfidano
400 pl pufru PL1. Vzorek byl zvortexovan a nasledné byl 10 minut inkubovan pfi
65 °C. Poté byl lyzat premistén do kolonky s filtrem (kolonka s fialovym prouzkem).
Vzorky byly centrifugovany 2 minuty na 11000 x g. Supernatant bez peletu byl
pfemistén do nové zkumavky typu Eppendorf a bylo ptidano 450 pl pufru PC. Pak smés
byla opét promichdna na vortexu. Na novou sbérnou zkumavku byla pfiddna nova
kolonka (se zelenym prouzkem), kam byl pfesunut vzorek. Nasledné byla kolonka se
vzorkem centrifugovana 1 minutu pfi 11 000 x g. Poté byl obsah sbérné zkumavky
odstranén. Pak bylo do kolonky ptfiddino 700 pl pufru PW2 a smés byla znovu
centrifugovdna 1 minutu pii 11 000 x g. Obsah sbérné zkumavky byl opét odstranén.
Do kolonky bylo napipetovano 200 pl pufru PW2 a smés byla centrifugovana na
2 minuty pii 11 000 x g. Po opétovném vyliti sbérné zkumavky byla kolonka jesté
jednou na 1 minutu centrifugovana na 11 000 x g, aby byla vysuSena. Nésledné byla
kolonka pfesunuta do nové zkumavky. Bylo pfidano 50 pl pufru PE, ktery byl

vytemperovan na 65 °C. Po pridani pufru byla kolonka se smési vytemperovana na
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5 minut pii 65 °C. Poté byla smés centrifugovana po dobu jedné minuty na 11 000 X g.
Nasledné bylo opét ptidano 50 pl pufru PE a elu¢ni krok byl opakovan.
Vzorky izolované DNA byly uchovavany v lednici pii teploté 4 °C.

4.6 Méieni koncentrace ziskané DNA

M¢éteni koncentrace nukleové kyseliny bylo provedeno na spektrofotometru
BioSpec-Nano spole¢nosti Shimadzu. Pro zméfeni byl pouzit 1 ul vzorku. Jako blank
byl vyuzit PE pufr z kitu NucleoSpin® Plant II.

4.6.1 Kontrola pritomnosti izolované DNA pomoci PCR

Do zkumavky bylo napipetovano 15 ul Master mix (PPP Master Mix spole¢nosti
Top-Bio s.r.o.), 9 ul vody, 1,5 ul forward primer PSOM17 a 1,5 ul reverse primer
PSOM17 (Micianova et al., 2017). VSechny ptimési pied pridanim byly promichany na
vortexu. Do mikrozkumavek pro PCR byl pifidan 1 ul vzorku. Pak byl do
mikrozkumavek napipetovan jednou vzorek Onyx a jednou vzorek Orel. Zkumavka pro
negativni kontrolu byla bez templatové DNA. Poté se do kazdé mikrozkumavky piidalo
9 ul pfipravené smési. Nasledné byly zkumavky kratce promichany na vortexu a poté

byly vlozeny do thermocykleru.

4.6.2 FElektroforéza na agarosovém gelu

Byla provedena elektroforéza pro zjisténi, zda izolovand DNA neni degradovana.
Jednalo se o elektroforézu v 1,5% agarosovém gelu v pufru TBE.

Bylo navazeno 1,5 g agarosy, Kk niz bylo pfidano 100 ml TBE pufru. Vznikla smés
byla zahfivana, dokud prasek nebyl zcela rozpustén. Béhem zahtivani bylo potfeba
smés obfas zamichat. Po dokonalém rozpusténi byla smés zchlazena na 60 °C.
Poté bylo do smési pfidano fluorescenéni barvivo ethidium bromid (EtBr). Smés byla
promichana. Nasledné byla pfelita do formicky s hfebenem, kde byla ponechéana
10 minut ztuhnout. Po ztuhnuti byl odstrannén hieben a vznikly gel byl pfemistén do
vany pro elektroforézu s TBE pufrem. Na zacatek a konec gelu byl napipetovan 100 bp
DNA ladder, ktery slouzil jako velikostni standard. Do jamky bylo vpraveno 9 pl
vzorku amplifikovaného pomoci PCR. Elektroforéza byla spusténa pii napéti 120 V po
dobu 60 minut. Nasledn¢ byl gel pfesunut do komory s kamerou a UV svétlem kvuli

porizeni elektroforeogramu.
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5 Vysledky

5.1 Kontrola navrienych primerii

Nejdiive byly navrzeny primery v programech na PC. Pro detekci genu MLP43
byly navrzeny dvé¢ sady primert.. Prvni sada byla MLP43-F1 + MLP43-R1 s vyslednym
amplikonem o velikosti 101 bazi. Druhda sada byla MLP43-F2 + MLP43-R2
s amplikonem o velikosti 136 bazi. Sekvence jednotlivych primerit jsou uvedeny

v tabulce (Tab. 5.1).
Tab. 5.1 Sekvence a nazvy primerd pro gen MLP43

Nazev Sekvence primeru t:,;ﬁ? I[?’?] l;oaézeit P%Er aml;?iulzgnu
MLP43-F1 5-TGCCAAGTTGTTCCTGGAGA-3’ 52,9 20 50
MLP43-R1 5-CTTCTCTTTCGCCTTGACGC-3" 54,2 20 55 101
MLP43-F2 5’-GCGTCAAGGCGAAAGAGAAG-3’ 54,2 20 55
MLP43-R2 5-TCCTTCTGTGTTGGAGTGGT-3’ 49 20 50 19

Pro detekci genu SDDI1 byly navrzeny také dvé sady primerti. Prvni sada byla
SDD1-F1 + SDD1-R1 s vyslednym amplikonem 199 bazi. Druh4 sada byla SDD1-F2 +
SDD1-R2 s amplikonem 106 bazi. Nazvy primerl a jejich sekvence jsou opét uvedeny

v tabulce (Tab. 5.2).
Tab. 5.2 Sekvence a nazvy primert pro gen SDDI

Nézey Sekvence primeru Teplota Pocet Pomér Délka
P tani [°C] bazi GC [%] | amplikonu
SDD1-F1 | 5'-GCGGATGATGGAAGCGAATT-3’ 56,3 20 50
199
SDD1-R1 | 5'-GGTAGAACATGGGCGTCAAC-3’ 51,8 20 55
SDD1-F2 | 5'-GGAAATAACGGCCCCATCAC-3’ 55,5 20 55
106
SDD1-R2 | 5"-CCAGACGTAAAGTAGCGGGA-3’ 52,1 20 55

Poté byly potiebné udaje odeslany vyrobci. Vysledné vytvofené primery byly
odeslany do laboratote. Nejprve bylo potieba lyofilizované primery ptipravit pro dalsi
pouziti. Podle doporuceni vyrobce bylo k lyofilizatu ptfiddno uvedené¢ mnozstvi vody
tak, aby zdsobni roztok mél koncentraci 100 pmol/ul. Tento roztok byl dale uchovavan
V mrazicim boxu. Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 20 pl, které byly v nové
zkumavce natedény 180 ul vody. Takto ziskany 10 pmol/ul pracovni roztok byl
skladovan v lednici a byl pfipraven pro pouziti pfi PCR. Poté bylo potfeba vyzkouset,

21




jestli dané primery jsou funk¢ni. Funk¢nost primerti byla ovéfena pii vybéru vhodné

teploty pro annealing.

5.2 Vybér vhodné teploty pro annealing a sady primerit pro dalSi pouZiti

Pted pouzitim danych primerti pro metodu real-time PCR bylo zapotiebi stanovit
optimalni teplotu annealingu, ktera je vhodna pro pouzité primery.

Pro tento experiment bylo pouzito vSech sad primerd. Celkem byly vyuzity 4 sady
primert pro pét riznych teplot u dvou odrad. V souctu se jednalo o 40 vzorkt. Teploty
navrzené pro annealing byly tyto: 52,2 °C, 54,0 °C, 56,9 °C, 58,5°C a 60,1 °C.
Po amplifikaci pomoci metody PCR byly vzorky naneseny na 1,5% agarosovy gel pro
elektroforézu. Jedné sad¢ primerti odpovidalo 5 jamek.

Na vyslednych elektroforeogramech (Obr. 5.1, Obr. 5.2) Ize vidét zleva ladder,
poté pétici jamek zaujima stejnd sada primert. Ke kazdé jamce pfislusi teplota uvedena
Vv postupu vyse. U dalsi sady primera se teploty v jamkach opakuji. Elektroforeogramy
jsou rozdéleny podle odrudy.

Orel MLP43-F1,R1 MLP43 - F2,R2 SDD1-F1,R1 SDD1 - F2,R2

ool e - - ae am
L B ‘ 3

Obr. 5.1 Elektroforeogram po gradientové PCR u odridy Orel

Onyx  MLP43-F1,R1 MLP43 - F2,R2 SOD1-FLRL  SDD1-F2,R2
-—-—-—- - ‘“‘““3‘““

Obr. 5.2 Elektroforeogram po gradientové PCR u odridy Onyx
Podle elektroforeogramu (Obr. 5.1) po elektroforetické separaci DNA odridy Orel

1ze vyhodnotit, Ze primery MLP43 — F1,R1 jsou pii nizSich teplotach nevhodné pro
pouziti, protoze vznikaji nespecifické fragmenty. Naopak pro pouziti pii teploté 60 °C

jsou vhodné. Primery MLP43 — F2,R2 nejsou vibec vhodné pro pouZiti, protoZe
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nespecifické fragmenty vznikaly pii vSech teplotich. Tyto primery byly vylouceny.
Primery SDD1 — F1,R1 se ukazaly jako vhodné pii vSech teplotach. Mohly se vyuzit
zaroven s primery MLP43 — F1,R1 pro amplifikaci. Primery SDD1 — F2,R2 také nebyly
pouzity.

Na elektroforeogramu (Obr. 5.2) pro stanoveni optimalni teploty annealingu
U odridy Onyx byla sada primert MLP43 — F1,R1 opét bez nespecifit, proto byla
vybrana pro dal$i pouziti. Primery MLP43 — F2,R2 byly vyfazeny kvili fragmentim,
které¢ se vytvorily pii vSech teplotich. Sada primerd SDD1 — F1,R1 byla vhodna
52,5 °C vytvotily nespecifické fragmenty. U ostatnich teplot byly primery v potadku,
ale nebyly vybrany pro dalsi vyuziti.

Pro metodu real-time PCR byly zvoleny sady primert MLP43 — F1,R1 a SDD1 —
F1,R1. Optimalni teplota pro annealing téchto sad primert byla 60,1 °C. DalSim

divodem pro vybér téchto primerti byla i vhodna délka amplikond.

5.3 Real-time PCR

Pro analyzu real-time PCR byla pouzita izolovand DNA z rostlin maku seté¢ho
odridy Orel a Onyx. Poté byly navrZzeny primery pro detekci geni MLP43 a SDDI.
Po ovéteni funkcnosti a vybéru optimalni teploty pro annealing byly vybrany vhodné
sady primerd. Pro kazdy gen bylo analyzovano 8 vzorkd, z nichz dva slouzily jako
negativni kontroly, tedy bez DNA pfidané do reakce. Zbylé vzorky byly rozdéleny mezi
dvé odrady po tech technickych opakovanich.

Pti real-time PCR byla métena intenzita fluorescence, ktera stoupala s ptibyvajicim
produktem. Zaznamem méfeni byly amplifika¢ni kiivky. Nejdiive byla zaznamenana
fluorescence na pozadi neboli Sum. Jakmile fluorescence vystoupala nad ur¢itou hladinu
(treshold), jeji hodnota odpovidala koncentraci DNA produktu.

Na grafu (Obr. 5.3) byla znazornéna data ziskana z analyzy real-time PCR.
Na grafu je zndzornéna zavislost hodnoty ARn (signal fluorescence) na poctu cykli.
Rtzné barevné oznaceni odlisuje kiivky pro gen SDDI1 a gen MLP43. V tomto grafu
jsou zahrnuty kiivky pro obé¢ odriidy. Podle nizSiho sklonu kiivek pro MLP43 lze
usoudit, Ze dané primery nejsou piili§ specifické a nedochézi k tiplnému zdvojnasobeni
amplikonti mezi jednotlivymi cykly.

Nizky sklon kfivek ukazuje také na mensSi koncentraci templatové DNA

(Ririe et al., 1997).
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Obr. 5.3 Amplifikaéni k¥ivka pro geny SDD1 a MLP43, zahrnuje ob¢ odrtidy
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Obr. 5.4 Amplifikaéni kiivka pro odridy Orel a Onyx, obsahuje oba geny

Na grafu (Obr. 5.4) jsou amplifika¢ni kiivky barevné odlisené podle odrudy.
Odrtida Onyx je znacena Cerven¢ a odriida Orel je oznacena modfe. Pii srovnani
sgrafem (Obr. 5.3) lze odlisit kiivky pro jednotlivé geny. Kiivky oznaCené Sedou

barvou odpovidaji negativni kontrole, kterd byla kontaminovdna DNA. Druha negativni
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kontrola vysla negativné a nebyla v ni fluorescence zaznamenana. Treshold, ktery tvori
prahovou hodnotu pozadi, je oznacen na obrazku ¢ervenym cislem.

Na dalsim grafu (Obr. 5.5) jsou kiivky tani. Tyto kiivky jsou vypocitany derivaci
hodnoty Rn zavislou na teploté. Kiivky jsou barevné odliSeny podle genu, pro které

byly uréeny primery. Graf (Obr. 5.5) ukazuje kiivky pro odridu Orel i Onyx.
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Obr. 5.5 Kfivka tani pro geny SDD1 a MLP43 u obou odrtid
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Obr. 5.6 Kfivka tani pro gen MLP43 u odridy Onyx a Orel
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Graf (Obr. 5.6) znazoriuje kiivky tani u genu MLP43 pro odridu Orel a Onyzx,
které jsou barevné rozliSeny. Jednotlivé piky se nachdzi v zakrytu a maji ostry vrchol.
Teplota tani pro produkty u genu MLP45 je 76 °C. Tento graf ukazuje, ze se mimo
hlavni teplotu neobjevuji dalsi piky, které by znacily fragmenty s odli$nou teplotou tani.
Podle prubehu kiivky tani nedochazi k tvorbé primer dimert.

Na grafu (Obr. 5.7) jsou kiivky tani pro gen SDD1 u vzorku odridy Orel a Onyx.
Piky se nachézi v zakrytu s ostrym vrcholem. Teplota tani pro produkty u genu SDDI je
79 °C. Nevyskytuji se zadné vedlejsi piky, které by znacily pfitomnost dalSich

fragmentt s odliSnou teplotou tani.
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Obr. 5.7 Kfivka tani pro gen SDD1 u odridy Orel a Onyx

Po kvantifikaci DNA metodou real-time PCR byly vzorky pro kontrolu separovany
elektroforézou na 2,5% agarosovém gelu. Na elektroforeogramu (Obr. 5.8) pro gen
SDD1 lze vidét v jamkach 1 — 3 vzorky odridy Onyx a Vvjamkach 4 — 6 vzorky
odridy Orel. Jamky 7 a 8 obsahuji negativni kontrolu, kde nebyla templatova DNA,
proto se nemohly vytvofit zadné amplikony. Pfi srovnani vzorkd s ladderem lze zjistit,
ze vysledna délka amplikont byla pfiblizné 200 bazi, coZ odpovidd ocekavané délce

amplikonu uréeného pti navrhovani primert.
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Obr. 5.8 Elektroforeogram produkti po real-time PCR u genu SDD1

Elektroforeogram (Obr. 5.9) zobrazuje vzorky obsahujici primery pro detekci genu
MLP43. V jamce 1 — 3 byly napipetovany vzorky odridy Onyx a do jamek 4 — 6 byly
pfidany vzorky odriidy Orel. Posledni dvé jamky 7 a 8 byly negativni kontroly.
Jamka cislo 3 je prazdna, coz svédéi o chybé pii pipetovani. Tuto chybu potvrzuje i graf
(Obr. 5.10), na kterém lze vidét amplifikaéni kiivky t#i vzorkti odridy Onyx pro
gen MLP43. Kazd4a amplifika¢ni kiivka odpovida jednomu vzorku.

Obr. 5.9 Elektroforeogram produktii po real-time PCR u genu MLP43
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Obr. 5.10 Amplifikaéni k¥ivka pro gen MLP43 u vzorku odridy Onyx

Kontaminované negativni kontroly pro gen ML43, které mély své amplifikacni
ktivky viditelné na grafu (Obr. 5.4), naopak na gelu po elektroforéze vidét nelze.
To zna¢i, Ze kontaminace byla velmi mala. Také to poukazuje na to, Ze metoda
fluorescen¢ni detekce u real-time PCR je mnohem citlivéjsi nez elektroforeticka
separace a nasledné vyhodnoceni fluorescence na gelu.

Po vyhodnoceni grafi amplifikacnich kiivek a elektroforeogrami Ize soudit, ze
sada primerd SDD1 - F1,R1 je vhodna pro pouziti pro detekci genu SDDI.
Sada primerd MLP43 — F1,R1 pro gen MLP43 neni vhodna pro pouziti pro metodu real-

time PCR. Tuto sadu je nutné jesté optimalizovat.

5.4 Izolace DNA (kontrola kvality izolované DNA)

Nejprve se pomoci méfeni koncentrace DNA zjistilo, jestli se vibec podatila
vyizolovat rostlinna DNA. Pomoci spektrofotometru byla zmétena koncentrace DNA ve
vzorku z odridy Onyx. Koncentrace byla 61,37 ng/pl. Nasledné se zméfila koncentrace
DNA z odrudy Orel, ktera byla 185,63 ng/ul (Obr. 5.11).
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Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.

Analyte:dsDNA

1 mak onyx 19.03.05 61,37 2,22 2,28
12:47:06

2 mak orel 19.03.05 185,63 2,08 1,29
12:48:15

Obr. 5.11 Naméfena koncentrace DNA ve vzorcich

Podle namétené hodnoty absorbance je odvozena ¢istota izolované DNA. U méfeni
koncentrace DNA je za Cisty vzorek povazovan s hodnotou 1,8, ale vétSinou se jako
dostacujici uvadi hodnota 2,0. Toto cCislo je vypocitano jako pomér absorbanci pfi
vinové délce 260 nm a 230 nm. Dale se pracuje s pomérem absorbanci u vinovych délek
260 nm a 280 nm. Pokud je hodnota u poméru 260/230 mensi nez 2, mize to znamenat
kontaminaci fenolem, guanidinem, glykogenem nebo sacharidy. Problém mize byt také
v zaméné blanku nebo jeho kontaminaci. Pfi nizké hodnoté u poméru 260/280 je
kontaminace zplsobena fenolem nebo je koncentrace DNA pfili§ nizkd (Matlock,
2015). Podle obrazku (Obr. 5.11) bylo vyhodnoceno, Ze izolovana DNA z odridy Onyx
byla Cistd. Nizkd hodnota u pomeéru absorbanci 260/230 znacila, Ze vzorek byl
pravdépodobné kontaminovan.

Vyizolovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR a poté elektroforeticky
separovana na agarosovém gelu. Elektroforetické déleni prob&hlo pii napéti 120 V po
dobu 60 minut. Na vysledném elektroforeogramu (Obr. 5.12) lze vidét zleva: ladder,

poté vzorek Onyx, vzorek Orel, negativni kontrola a nakonec opét ladder.
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Obr. 5.12 Elektroforeogram vzorkd izolované DNA
Na elektroforeogramu (Obr. 5.12) v prvni jamce byl napipetovan 100 bp DNA

ladder, ktery slouzi jako wvelikostni standard. V jamkach 1 — 2 byly vzorky
s izolovanou DNA. Jamka c¢islo 1 obsahovala DNA odridy Onyx a jamka cislo 2
obsahovala vzorek DNA s odridou Orel. V jamce ¢islo 3 byla negativni kontrola, ktera
neobsahovala Zadnou templatovou DNA. I kdyZ koncentrace DNA u odriidy Onyx byla
nizka, amplifikace probé&hla v potadku. Z vysledkl elektroforézy lze usoudit, Ze izolace

DNA byla provedena tspésné.
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6 Diskuze

V latexu maku setého jsou nizkomolekularni polypeptidy, které se nazyvaji major
latex proteiny. Nejdiive byly popsany geny gMLP15 a cMLP40, které byly zakodovany
VcDNA. Z 98,9 % byly nukleotidové sekvence téchto genii podobné, proto lze
predvidat piitomnost dal$ich produktd s identickymi aminokyselinami. Nasledné byl
popsan gen gMLP22 (Nessler et al., 1990, Nessler a Burnett, 1992). Postupné byly tyto
proteiny nalezeny i v dalSich rostlinach jako je broskev, sojové boby, jahoda, meloun,
tabak a Arabidopsis. Biologickéd funkce MLP v rostlinach je nezndma (Sun et al., 2008),
ale je prokdzana souvislost s odpovédi na bioticky a abioticky stres. Analyza genové
exprese MLP mize poslouzit k pochopeni roli téchto proteinti v metabolismu rostlin
(Zhang et al., 2018).

Ve studii zahrnujici funkci MLP43 jako regulator pfi ABA odpovédi na stres
suchem u Arabidopsis thaliana, bylo prokazano, Ze rostliny s nadmérnou expresi genu
MLP43 jsou tolerantni viic¢i suchu (Wang et al., 2015).

Cilem této prace je optimalizovat metodu real-time PCR pro analyzu exprese genli
MLP43 a SDD1 u méku setého a navrhnout vhodné primery pro tyto geny.

Pro gen MLP43 byly navrzeny dva pary primeri. Po gradientové PCR byla
vybrana vhodna teplota pro annealing, kterd byla 60 °C. Ze dvou navrzenych part
primerd byl urfen optimalni par, u kterého nedochazelo ke tvorbé nespecifickych
fragmentd. Tato sada primerd byla pouzita pro amplifikaci MLP43 ¢cDNA metodou
real-time PCR. Z amplifika¢nich kiivek bylo zjisténo, ze real-time PCR nebyla u¢inna
na100 %. Mensi sklon kiivek dokazoval, ze nedochazi k dvojnasobné tvorbé
amplikonti. Také to mohlo byt zplsobeno niZ§i koncentraci templatové DNA.
U primert pro gen MLP43 by bylo vhodné metodu vice optimalizovat nebo pozménit
primery.

Gen SDD1 byl poprvé popsan u Arabidopsis thaliana. Tento gen koéduje serinovou
prottasu a ma velky vliv pfi vyvoji priduchtt (Berger a Altman, 2000).
Nadmérna exprese genu SDD1 vedla u Arabidopsis thaliana k nizsi hustoté praducht
(Liu et al., 2014). Real-time PCR analyza potvrdila, Zze SDD1 byl izolovan v rostliné
Isatis tinctoria. Nejvice byl exprimovan v listech, ale transkript byl nalezen také
Vv kotenech a vyhoncich. Soucasné bylo zjisténo, Ze je zapojen v drahdch reagujicich na

stres suchem (Xiao et al., 2010).
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Pro tuto praci byly navrzeny dvé sady primerd pro expresi genu SDD1 u maku
setého. Metodou gradientové PCR byla zjisténa teplota pro annealing téchto primert
a to konkrétn¢ 60 °C. Zaroven byl vybran optimalni par primert, ktery byl pouzit pro
analyzu metodou real-time PCR. Zanalyzy amplifikaénich kiivek a kiivek tani
vyplynulo, ze primery jsou vhodné pro dal§i vyuziti pfi vyzkumu exprese SDDI
u maku.

Exprese genu SDD1 byla studovana napt. i u kukufice seté¢ (Zea mays L.),
(Liu et al., 2014), ¢i v kofenech tabaku (Nicotiana tabacum L.). Exprese genu SDD1
byla v téchto pracich také analyzovana metodou real-time PCR (Wendlandt et al.,
2015).

Vystupy této bakalarské prace se mohou pouzit pro dalsi praci v ramci vyzkumu
exprese genu u rostlin maku setého pii reakei na sucho. Na tuto praci mize navazovat
diplomova prace zabyvajici se analyzou exprese genit MLP43 a SDD1 u reakce na stres
suchem. Navrzena sada primerti pro gen SDD1 by mohla byt pfimo pouzita, zatimco par
primerd pro gen MLP43 bude potieba jesté optimalizovat. Metoda real-time PCR byla
pfi praci na této bakaldiské praci jiz optimalizovédna pro dal§i pouziti pii analyze
exprese genit MLP43 a SDDI1. V navazujici diplomové praci budou sledovany exprese
genu v listech maku v prubéhu vystaveni stresu suchem. Zaroven by bylo vhodné
porovnat, jak se exprese téchto genl li§i vic¢i sobé navzajem. Pfipadné, jestli nejsou

metabolické drahy téchto gentli propojené.
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7 Zavér

Tato prace se vénovala molekularni detekci genli potencialné zapojenych na stres
suchem u maku. Studium exprese genl indukovanych pii stresu suchem muze do
budoucna pomoct pii $lechtitelské praci, aby jejim vysledkem byly rostliny odolné
k suchu.

Cilem této prace bylo optimalizovat metodu real-time PCR, ktera byla pouzita pro
analyzu genit MLP43 a SDD1. Pro tyto geny byly navrzeny ¢tyii sady primert. Po dalsi
kontrole téchto primerdi byla vybrdna jedna sada primert pro kazdy gen. Jednalo se
o primery MLP43 — F1,R1 a SDD1 — F1,R1. Z vysledki real-time PCR vyplynulo, zZe
sada primertt SDD1 — F1,R1 navrzenych pro gen SDDI1 je optimalnich pro dalsi vyuziti
V ramci vyzkumu reakce maku na stres suchem. Navrzené primery pro gen MLP43 by
bylo vhodné dale optimalizovat. Naptiklad zménou casu nebo teploty pro annealing.
Vhodnéjsi by vSak bylo pozménit primery, aby vice vyhovovaly pro dalsi pouziti real-
time PCR.

Z rostlin méaku setého (Papaver somniferum L.) odriidy Onyx a Orel byla izolovana
DNA. U vyizolované DNA byla zjisténa koncentrace a Cistota. Poté pouzitelnost DNA
byla zkontrolovana pomoci reverse a forward primert PSOM17 metodou tradicni PCR
a naslednou elektroforetickou separaci.

Podafilo se tedy navrhnout primery pro gen SDDI1, které mohou byt vyuZzity pfi
dalsi diplomové praci. Primery pro gen MLP43 se nepodafilo navrhnout. Bude potieba

je pro dalsi pouziti upravit nebo navrhnout jiné.
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8.3 Seznam zkratek

ABA
AT
ATHK1
bp

Ca

CBF
cDNA
cMLP40
CRT

Ct
DNA
DRE
DREB
dsDNA
EtBr
FASTA
GC
gMLP15
gMLP22
[e]€
JCU
LEA
MLP
MLP43
mMRNA
NCBI
ng

nm
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Major latex protein 40

C-repeat

cycle treshold, hranice cykli
deoxyribonukleova kyselina
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guanin-cytosin

Major latex protein 15
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pufr
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pH
PL1
pmol
PSOM17
PW2
gPCR
Rn
RNA
SDD1
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TBE
Tm
uv

Vv

Xg
ZF

ul

koncentrace oxoniovych iontl
lyzacni pufr

pikomol
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pufr

real-time polymerazova fetézova reakce
signal fluorescence
ribonukleova kyselina
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Tris-borat-EDTA pufr

teplota tani primera

ultrafialové svétlo
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