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ABSTRAKT

V bakalarské praci s ndzvem Analyza genové exprese u smrku ztepilého je
vypracovana podrobna literarni reSerSe obecné-metodického rozboru pfistuptt k
analyze genové exprese se zameétenim na smrk ztepily a specifické produkty genové
exprese (dehydriny). U dehydrini se predpoklada spojitost s odolnosti smrku vici
vyznamnym abiotickym stresovym faktoriim, jejichz spoleCnym jmenovatelem jsou
predevsim nevyhovujici hydrické poméry stanovisté. Soucasti reSersni ¢asti prace je
taktéz dendrologickd, ekologicka a geneticka charakteristika zajmového druhu a
detailni rozbor védeckeé literatury zabyvajici se dehydriny.

Ve vyzkumné c¢asti prace je navrZzena metodika pro zpracovani a analyzu
genové exprese, konkrétné izolace RNA, ovéfeni kvalitativnich a kvantitativnich
parametri a jeji zpétny piepis do cDNA. Nasledn¢ byla s vyuzitim vybranych
dehydrinovych primeril testovana a optimalizovana metoda RT-qPCR (kvantitativni

polymerdzova fetézova reakce v redlném cCase).

kli¢ova slova: genova exprese, dehydriny, RT-gPCR, Picea abies [L.] Karst., smrk

ztepily, abioticky stres



ABSTRACT

This bachelor thesis, entitled “Gene expresion analysis of Norway Spruce”,
contains a detailed literature review of general-methodical analysis of approaches to
gene expression analysis focused on Norway Spruce and specific gene expression
products (dehydrins). Dehydrins are associated with the resistance of the spruce to
significant abiotic stress factors, the common denominator of which are the
predominantly unsuitable hydrological habitat conditions. In addition, the review part
of the thesis includes the dendrological, ecological and genetic characteristics of the
species of interest, and a detailed analysis of the scientific literature dealing with
dehydrins.

In the research part of the thesis, methodology for processing and analysis of
gene expression is proposed, namely isolation of RNA, verification of qualitative and
quantitative parameters and its reverse transcription into cONA. Subsequently, the
RT-gPCR method (quantitative real-time polymerase chain reaction) was tested and

optimized using selected dehydrin primers.

keywords: gene expresion, dehydrins, RT-gPCR, Picea abies [L.] Karst., Norway

Spruce, abiotic stress
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1 UVOD

Smrk ztepily (Picea abies [L.] Karst.) je v soucasné dobé nejvyznamnéjsi a
nejrozsifenéjsi hospodaiskou dfevinou ve stfedni Evropé. Je upfednostiiovan pro
rychly rust a vysokou kvalitu dfeva (Morgenstern, 1996). Smrk je preferovan pro
Siroké vyuziti dfeva napf. ve stavebnictvi, truhlafstvi, papirenském pramyslu a
mnoha dal$ich oborech (Musil, 2003). Vyznacnou vlastnosti smrku ztepilého je také
velka vnitrodruhova variabilita a morfologické prizptisobeni se abiotickym faktortiim
(Slavik, 2016) Jeho geneticka struktura se adaptovala na specifické podminky
prosttedi — néstup vegetacni periody a adaptace na stanoviStni podminky
(Morgenstern, 1996). V Ceské republice se vyskytuji tfi vymezované ekotypy
(dédi¢né podminéné geografické variety) smrku ztepilého — chlumni, horsky a
vysokohorsky (Cvrckova et al., 2011). V dusledku klimatickych zmén dochazi ke
zméndm teplotniho a hydrického rezimu a ekotypy smrkl se tak mzou dostavat
mimo sva optima (Sogaard et al., 2008).

Terminem dehydriny je oznacCovana Sir§i skupina proteinti, kterych genova
exprese a akumulace vyznamné souvisi se stresovymi abiotickymi faktory stanovisté
(Galau et al., 1986). Mraz, sucho, zasoleni pudy, nastup dormance na podzim a
raSeni pupend na jaie vyvolavaji nedostatek vody v rostlinné butice a odolnost vici
témto abiotickym stresim je Casto spojovana pravé s dehydriny (Close, 1997,
Yakovlev et al., 2008; Asante et al., 2011; Eldhuset, 2013; Kjellsen, 2013; Campbell
etal., 1997).

Téma této bakalarské prace je vysoce aktudlnim a dilezitym vyzkumnym
na stabilitu a odolnost smrkovych porostii v Ceské republice. Zvladnuti metodiky
analyzy genové exprese dehydrind jako odrazu piedpoklddané vnitrodruhové
rozdilnosti v odolnosti smrku ztepilého a nasledné vytipovani potencialné
odoln¢jSich subpopulaci smrku (ekotypll) muize vyznamné prispét k efektivité

aktivniho managementu tohoto hospodarsky i ekologicky velmi vyznamného druhu.



2 CIiL PRACE

Cilem bakaldiské prace je zpracovani podrobné literarni reSerSe metod
analyzy genové exprese se zaméfenim na smrk ztepily Picea abies (L.) H. Karst.,
specifické geny a produkty jejich exprese, u kterych se piedpokladd spojitost s
odolnosti smrku vi¢i vyznamnym abiotickym stresovym faktortim.

Soucasti bakalaiské prace je névrh metodiky analyzy genové exprese
vybranych gent (dehydrin) pomoci RT-qPCR, ktera muze byt pouzita v piipadé
zpracovani navazujici diplomové prace. Nad rdmec stanovenych cilii bakalarské
prace byla metodika nejenom navrzena, ale také otestovana a byla provedena jeji

optimalizace.



3 METODIKA ZPRACOVANI PRACE

Bakalatska prace s tématem ,,Analyza genové exprese u smrku ztepilého* je
reSerSniho typu a jako praktickd ¢ast byl zvolen ndstin metodiky analyzy genové
exprese. Informace v literarni reSersi byly Cerpany ptredevsim z védeckych ¢lankt
(Web of Science) a z knih zaptijéenych v knihovné Akademie véd CR, v knihovné
Ceské zemé&délské univerzity a v knihovné AOPK CR. Rada informaci pii
vypracovani metodiky byla ¢erpana z protokoli firem Epicentre, Top-Bio, Thermo
Fisher Scientific a dal§i informace k metodice poskytl RNDr. Jaroslav Cepl, Ph.D.
Text byl zpracovan v textovém editoru Microsoft Word, tabulky byly zpracovany
V Microsoft excel. Obrazky pochazi z odborné literatury a jsou adekvatné citovany nebo

jsou vlastni.



4 LITERARNI RESERSE

4.1 Exprese genetické informace

Genova exprese je vyjadieni genetické informace vedouci k tvorbé proteint.
Zpusob, jakym je genetickd informace ulozena v molekule DNA a nasledny pienos
genetické informace do struktury proteinu, byl poprvé formulovan Francisem
Crickem roku 1956 v teorii, kterou pojmenoval Centralni dogma molekularni
biologie (Simmons et Snustad, 2009). Molekuly DNA obsahuji informaci, jez
umoznuje ovladat aktivitu bunck. Tato informace je zakédovana v genomu, ktery se
sklada z kompletni sekvence DNA jedné sady chromozomt, kterd obsahuje geny a
nekodujici sekvence. Kazdy gen je tisekem nukleotidovych part. Slouzi k fizeni
vyvoje, chovani a fungovani organismu (Kocarek, 2008).

Exprese genu je dvoustupiiovy proces. Prvni faze se nazyva transkripce a

druhou fazi je translace.

Transkripce Translace

Gen —®  Transkript —— Polypeptid

(DNA) (RNA) (aminokyseliny)
’
\ y
~ s
I
Replikace Reverzni transkripce

Obr. ¢. 1: Centralni dogma molekularni biologie

4.1.1 Transkripce

Transkripce je pienos genetické informace z DNA do RNA. RNA piedstavuje
prostfednika mezi DNA a proteiny. Jedno vlakno DNA je pouzito jako templat pro
vytvofeni komplementarniho vlakna RNA. Transkripci Kkatalyzuje enzym zvany
RNA-polymeraza. Eukaryota obsahuji tfi rizné RNA-polymerazy, kazda z nich
ptepisuje uritou skupinu genti. RNA-polymeraza I se nachazi v jadérku, kde se

syntetizuje rRNA. RNA-polymeraza Il je umisténa v jadfe a jejim produktem je



jaderna pre-mRNA. RNA-polymeraza III katalyzuje syntézu tRNA a také je
umisténa v jadie (Simmons et Snustad, 2009).

Nejdtive dojde k rozvolnéni dvousroubovice a k DNA templatu jsou
piipojovany komplementarni nukleové baze (adenin s uracilem, guanin s cytozinem)
a prepisem vznikne RNA. Mediatorova RNA, tedy mRNA, ktera slouzi k pfenosu
genetické informace. Napiiklad DNA v podobé A-T-C-G-G se do mRNA priepise
jako U-A-G-C-C (Kocarek, 2008). K transkripci dochdzi pouze ve sméru 5'-3'.
Transkripci zle rozdé€lit do ¢tyt fazi: 1) navazani RNA polymerdzy na oblast DNA
zvanou promotor, 2) iniciace — rozvolnéni dvousroubovice, za¢ne se vytvaret RNA,
3) elongace — prodluZzovani fetézce, 4) terminace — ukonceni transkripce. Zatim co
transkripce probihd v jadre, translace probiha v cytoplasmé, takze se molekuly RNA
musi pfenést do cytoplasmy, aby se mohly podrobit translaci (Simmons et Snustad,
2009; Kocarek, 2008).

Vétsina eukaryotickych geni obsahuji kodujici sekvence zvané exony a
nekodujici sekvence zvané introny. Pied pfesunem transkriptu RNA do cytoplasmy
jsou intronové Casti odstranény sestithovymi reakcemi v molekularnich strukturach
zvanych spliceozomy pomoci snRNA a exony jsou pospojovany do finalniho fetézce

(Simmons et Snustad, 2009).

4.1.2 Translace

Translace probihd v cytoplasmé, jednd se o pienos genetické informace
Z RNA do proteinu (ze sekvence mRNA do sekvence aminokyselin proteintl). Tento
proces probiha na ribozomech a Ucastni se ji rizné typy RNA. Molekula mRNA je
soucasné prekladana vice ribozomy, které vytvareji polyzomy. mRNA je zde pouZita
jako templat pro syntézu polypeptidu. Transferovda RNA (tRNA) slouZzi jako adaptér
mezi aminokyselinami a kodony v mRNA. Ribozomova RNA (rRNA) je strukturni
sloZkou katalytickou sloZkou ribozomt. Malé jaderné RNA (snRNA) jsou sloZzkami
spliceozomi. Mikro RNA (miRNA) je kratkh RNA, ktera blokuje expresi
komplementarni mRNA. VSechny ¢tyfi typy tRNA, rRNA, snRNA a miRNA
nepodléhaji translaci a jsou kone¢nymi produkty svych gent.

Pribéh translace je mozné rozdé€lit do tii fazi — iniciace, elongace, terminace.

ribozom se pohybuje podél mRNA a piekladda nukleotidovou sekvenci do

aminokyselinové za pouziti tRNA a tim je syntetizovan polypeptid. PrtisluSna
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aminokyselina je vzdy pfifazena podle pravidel genetického kodu (ke kazdé trojici
nukleovych bazi je pfifazena jedna z dvaceti proteinogennich aminokyselin). Ve treti
fazi, jakmile se dostane ke stop kodonu (UAA, UAG nebo UGA), je mRNA
oddélena od ribozomu a dojde k ukonceni translace. Nasledné se vznikly polypeptid

uvolni a dojde k posttransla¢nim upravam (Simmons et Snustad, 2009).

Obr. ¢. 2: Geneticky kod;
<https://cs.wikipedia.org/wiki/Genetick%C3%BD_k%C3%B3d#/media/File: Aminoacids_table.svg>
[cit. 8.4.2018]


https://cs.wikipedia.org/wiki/Genetick%C3%BD_k%C3%B3d#/media/File:Aminoacids_table.svg

4.2 Zpusoby analyzy genové exprese

4.2.1 Metoda pienosu RNA (Northern blot)

Northern blot (neboli RNA blot) je technika pouzivana v molekularné
biologickém vyzkumu ke studiu exprese genit RNA (nebo izolované mRNA), zabyva
se studiem sekvenci RNA (Walker et al., 2008). Techniku northern blot vyvinul v
roce 1977 James Alwine, David Kemp a George Stark na Stanfordské univerzité, s
piispévky od Gerharda Heinricha (Alwine et al., 1977). Northern blot ma své jméno
z jeho podobnosti s technikou Southern blot, pojmenované po biologovi Edwinu
Southernovi. Hlavni rozdil spo¢iva v tom, Ze u metody Northern blot je analyzovana
RNA na misto DNA (Bor et al., 2006).

Prubéh metody

Tento proces zacina extrakci celkové RNA z homogenizovaného vzorku tkané
nebo bunek (Walker et al., 1998). Dale nasleduje gelova elektroforéza. RNA je ve
formé jednotetézcovych molekul, které hybridizuji samy se sebou a vytvari tak vice
¢1 mén¢ slozité sekundarni struktury. Vzhledem k tomu, Ze tyto struktury mohou
ovlivnit elektroforetickou separaci, je tfeba molekuly RNA denaturovat. Denaturace
se provadi v pribchu elektroforézy, a to prostfednictvim dodaného formaldehydu
(Walker et al., 1998). Vzorky denaturované RNA jsou pfeneseny na membranu.
NejcCastéji se pouzivaji nylonové membrany. Pfenos na membranu probiha
gravitatnim kapilarnim zplGsobem nebo vakuovym zpusobem. Vysledkem je
membrana s navazanou nukleovou kyselinou, a to v pozicich, které vérné odrazeji
jejich ptivodni pozice na gelu po elektroforetické separaci. Nukleova kyselina je na
membrané navazana na zakladé¢ iontové vazby mezi nukleovou Kkyselinou a
membranou. Mohlo by dochazet k rozruSovani iontovych vazeb, diky plsobeni
nekterych chemikalii z hybridizace, proto je tfeba nukleovou kyselinu na membrané
ireverzibilné imobilizovat vytvofenim kovalentnich vazeb pomoci UV zafeni ¢i tepla
(Streit et al., 2009; Zvarova et al., 2012). Dal§im krokem je hybridizace (parovani
bazi mezi dvéma useky nukleovych kyselin na zaklad¢ jejich komplementarity bazi a
tvorba dvouvlaknové struktury). Molekuly ze vzorku jsou fixovany na membrang,
zatimco Vv roztoku vhodném pH a iontové sile jsou proby - znafené sondy

(komplementarni k cilovému useku nukleové kyseliny na membrang). Pokud proba



zachyti svou cilovou molekulu, navaze se na ni (hybridizuje). Diky oznaceni proby
muze byt vysledek vyzualizovan. Po ukonéeni hybridizace nasleduje promyvani
membrany, aby se zajistilo, ze sonda je piesné¢ vazana a aby se zabranilo vzniku
signall na pozadi. Poté, co se sonda navazala k DNA na membrang, je poloha sondy
vizualizovana. Signaly jsou pak detekovany pomoci X-ray filmu (Streit et al., 2009).
RNA je extrémné citliva na pusobeni RNaz, je zapotiebi se vyvarovat
jakékoliv kontaminace RNazami. Pro sniZeni rizika kontaminace RNazami vSechny
roztoky, které jsou pouzity pro Northernovu hybridizaci, musi byt oSetfeny

dietylpyrokarbonatem (DEPC), ktery RNazy inaktivuje (Walker et al., 1998).

RNA extrakce

_—
|

Elektroforéza
— —
—8 __._.
= RNA oddélena podle velikosti -—
B — — Oznacené sondy

Vizualizace
oznacené RNA na
X-ray film
Northern Blotting
(premisténi RNA na membranu)
-
—a

Obr. ¢. 3: Northern blot;
<https://en.wikipedia.org/wiki/Northern_blot#/media/File:Northern_blot_diagram.png> [cit. 8.4.2018]

Northern blot je diillezitd metoda pro studium genové exprese, protoze RNA
pfitomna v dané buiice nebo typu tkdné reprezentuje Cast genomu, kterda je
exprimovana v této buiice nebo tkani. Diky této metod¢ lze detekovat stavovou
akumulaci (hadinu) dané sekvence RNA ve studovaném vzorku (s tim spojené

fenotypové vyjadreni) (Walker et al., 1998).



4.2.2 RNA Sekvenovani (RNA-sequencing)

Jedna se o stanoveni sekvence nukleotidit dané molekuly (RNA) — urceni
primarni stuktury. Tradi¢ni metody sekvenovani RNA vyzaduji vytvofeni molekuly
cDNA, ktera muZze byt nasledné sekvenovana (Brown, 2007). cDNA
(complementary DNA) je DNA syntetizovana podle RNA v reakci katalyzované
enzymem reverzni transkriptazou (Kocarek, 2008). Kanonicka struktura DNA ma
Ctyfi baze: Thymin (T), adenin (A), cytosin (C) a guanin (G). Sekvenovanim DNA je
stanoveno fyzikalniho poradi téchto bazi v molekule DNA. Existuji dvé metody,
prvni je klasické sekvenovani (Sangerova metoda) a druhou je sekvenovani nové

generace (Brown, 2007).

4.2.2.1 Klasické sekvenovani

Zaklad pro sekvenovani proteini byl polozen praci Frederika Sangera, ktery
roku 1975 dokoncil sekvenci vSech aminokyselin v inzulinu. To poskytlo prvni
pfesvédcivy dikaz o tom, ze proteiny jsou chemické entity se specifickym
molekuldrnim vzorem spiSe nez ndhodna smés materialu suspendovaného v tekuting.
Také ze usporadani nukleotidi v DNA urcuje sekvenci aminokyselin v proteinech,

coz pomaha urcit funkci proteint (Sanger et al., 1975).

Sangerova metoda vyuziva procesu replikace DNA. Sangerova metoda je
zalozena na enzymové katalyzované terminaci syntézy DNA po zabudovani
dideoxyribonukleotidu (ddNTP) do nové vznikajiciho komplementarniho vlakna.
ddNTP se zaclenuji do nov€ vznikajicitho vldkna DNA na misto piislusného
nukleotidu. Vysledkem je vznik rizn€ dlouhych fragmentd DNA, které nesou na
konci uréity radioaktivné nebo fluorescenéné znaceny, dideoxyribonukleotid —
ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP. Koncovy znaceny ddNTP a délka fragmentu
informuji o sekvenci nukleotidi v analyzovaném vzorku (Kolisko, 2017; Zvarova et
al., 2012). Nasleduje gelova elektoforéza. Sekvenovani je provadéno ve Ctyiech
vzorcich. Kazdy vzorek obsahuje vSechna potadi jednoho ze Ctyf nukleotidd.
Sekvence nukleotidli je odeftena z gelu podle délky fragmentd s piisluSnymi
koncovymi ddNTP, jedna se o radioaktivni znaceni. Kazdy vzorek obsahuje CDNA,
primer, ddGTP/ddATP/ddTTP/ddCTP, DNA-polymerazu. Sekvence analyzované
RNA ziskana na zdklad¢ komplementarity bazi (Kolisko, 2017).



Analyzovana cDNA 3 5

Znadeny primer 5,3

vzorek 1 - ddATP vzorek 2 - ddCTP vzorek 3 - ddGTP vzorek 4 - ddTTP

= =C & G % =T

= C = G R |

* C * G - T

Elektroforéza
G T
_+_
—_— A

Vysledna sekvence na syntetizovaném vlakné:

55-CT GT GGTCC -%

Obr. &. 4: Sekvenovani; VSCHT — skripta Metody molekularni genetiky
<https://old.vscht.cz/kot/resources/studijni-materialy/bc-skripta/kapitolal0.pdf > [cit. 8.4.2018]

Proces také muiize probihat v jedné reakci, jednd se o fluorescencni znaceni,
pii pouziti ¢tyf rizné barevnych fluorescencnich znacek. Vizualizace pak probiha

kapilarnim sekvenatorem v grafu - elekroferogram (Zvarova et al., 2012).
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Obr. ¢&. 5: Elekroferogram;
<https://www.wikiskripta.eu/w/Metody_sekvencov%C3%A1n%C3%AD#/media/File:Sanger_sequen
cing_read_display.png> [cit. 8.4.2018]

Hlavni nevyhody této metody jsou sekvenovani pouze jednoho tiseku RNA,
pomérné vysoka cena a nizka rychlost, Vyhodou je pak nizka chybovost Sangerova
sekvenovani (Kolisko, 2017; Zvarova et al., 2012).

4.2.2.2 Sekvenovani nové generace (Next generation sequencing)

Jedna se o tfadu riznych technologii, které vznikaly v poslednich dvaceti
letech. V porovnani s klasickym sekvenovanim umoznuji piedevSim rychlou a
cenove piiznivou produkci velkého mnozstvi sekvenovanych vzorkd najednou.
Sekvenovani nové generace vyuziva principu paralelizace procesu sekvenovani, kdy
dochazi k sekvenovani tisicii az milionti sekvenci soucasné. Jde o zefektivnéni,
zjednoduSeni, urychleni a zpfesnéni DNA sekvenovani. Vysledkem je obrovska
produkce vystupnich dat s naslednou potiebou tyto data analyzovat (Kwon, 2011).
Zvarova et al. (2012) uvadi, ze hlavni rozdil mezi Sangerovym sekvenovanim a NGS
je ve zpisobu detekce nartistajicich fetézcli. Sangerovo sekvenovani pouziva
elektroforetickou separaci, coz je zaroven hlavni limitujici faktor pfes veSkeré
automatizacni snahy. NGS vyuZziva chemické déje pii vstupu nového nukleotidu do
syntetizovaného fetézce, které poskytnou signal v piipad¢, Ze vloZeny prekurzor
skute¢n¢ odpovidd pozadovanému nukleotidu z hlediska komplementarniho

templatu. Detekce odpovedi je maximaln€ automatizovana.

Metody sekvenovani nové genrace
e Genome sequencer, 454 Life Sciences (Roche) - pyrosekvenace
e Genome Analyzer a HigSeq (lllumia) — reversibilni terminatorova sekvenace

e SOLID (Applied Biosystems) — sekvenace ligaci
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Vsechny tfi tyto metody maji jednotny scénai: fragmentace DNA, oSetfeni
konct fragmentli a navazani sekvenacnich adaptorii, amplifikace a sekvenace (Kwon,
2011).

Vyhodou NGS je, ze jsou schoplné detekovat pridavani bazi jednu po druhé a
zaroven sekvenovat tisice az miliony rozdilnych molekul DNA najednou. Hlavni
nevyhodou oproti je kratkd maximdalni délka vyslednych sekvenci, kterd se dnes
obvykle pohybuje zhruba od 100 az po 500 bazi (Sangerova metoda nabizi az 1 000
bazi). Dalsi nevyhodou je 1 mensi pfesnost a Castéjsi chyby pfi ¢teni DNA (Kolisko,
2017).

4.2.3 Cipova analyza (Microarrays)

Cipova analyza je metoda, ktera umoZiiuje paralelni méfeni genové exprese.
Cipy slouzi k deteklci a kvantifikaci nukleovych kyselin v biologickém materialu.
Tato technologie vznikla postupnou miniaturizaci metody southern blot. Cipova
analyza byla poprvé publikovana v roce 1995 a vroce 1997 byl pfedstaven prvni

kompletni eukarioticky €ip od firmy Affymetrix (Zvarova et al., 2012).

DNA/RNA Cip

Jedna se o pevnou sklenénou nebo silikonovou desticku, na kterou jsou
kovalentné navazany biomakromolekuly (DNA/RNA). Nejdiive je nutné provést
izolaci a amplifikaci nukleovych kyselin ze vzorku. Pti kontaktu desticky (Cipu)
s testovanym vzorkem molekuly hybridizuji (vazi se pomoci Watsonova-Crickova
parovani bazi) se znacenymi komplementarnimi molekulami, které jsou na desticce.
Dale se ¢ip omyje a na desti¢ce ziistanou jen navazané sekvence, které jsou nasledné
analyzovéany fluorescencnim skenerem. Pomoci intenzity vyzafovaného svétla lze

urcit 1 mnozstvi komplementarnich molekul pfitomnych ve vzorku (Zitka et al.,

2010).
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Obr. €. 6: Schéma experimentu Cipové analyzy; Zvarova et al., 2012

4.2.4 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je metoda, ktera
slouzi k amplifikaci vybraného useku DNA. PCR poskytuje namnozeny material pro
dalsi biotechnologické metody, jako naptiklad sekvenovani DNA. Technologie
polymerazové fetézové reakce byla vyvinuta na pocatku 80. let v Cetus Corporation
v Kalifornii. Autorem této myslenky byl Kary Mullis, jednalo se o slouceni nékolika
laboratornich postupti, které jiz existovaly. PRC dale prochézela dal$im vyvojem, na
némz se podilel Cetus Corp a Henry Erlich. V roce 1993 ziskal Kary Mullis na
zaklade téchto objevi Nobelovu cenu za chemii (Bartlett et Stirling, 2003).

Jednd se o metodu rychlého zmnozeni segmentu DNA v bezbunécném
systému in vitro, pii niz se vyuziva termostabilni DNA polymerazy. Tato tzv. Taq
polymeraza pochazi z bakterie Thermus aquaticus, zijici v teplotach okolo 70 °C a na
rozdil od bézné polymerazy ve vysokych teplotach (az 95°C) nedenaturuje. V
reak¢éni smési jsou dale tzv. primery - kratké oligonukleotidové sekvence (typicky
okolo 20 bazi), komplementarni s ur€enou sekvenci na DNA, tak aby sekvence dvou
primert ohrani¢ovala vybrany usek DNA, ktery je potom kopirovan. Dvacet

nukleotidi tvoii dostate¢né unikatni sekvenci na to, aby se v genomu vyskytovala
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unikatné. Dal§imi slozkami jsou volné nukleotidy a ionty potiebné ke zdarnému
priibdhu polymerace (typicky Mg?* a K*) (Bartlett et Stirling, 2003).

PCR probiha v tzv. termocykleru pfistroji, ktery velmi rychle a precizné stiida
teplotni faze probihajici reakce.
Typicky se stiidaji tii faze teplot:
1. Reakéni smés je zahtivana 20-30 vtefin na 95°C, dochézi k rozruSeni vodikovych
mustki a rozvldknéni dvousroubovice.
2. Teplota je kratce snizena na 40-50°C. Pii této teplot¢ nasednou primery
vodikovymi mustky na komplementarni useky DNA.
3. Zvyseni teploty na 70°C pii které probiha syntéza useku vymezeného primery a

ptedstavuje optimdlni teplotu pro Taq polymerazu.

Tuto reakci je mozné cyklicky opakovat, protoze slozky reakéni smési jsou
v nadbytku (volné nukleotidy, DNA polymeraza, primery, ionty). Proces probiha po
30 cyklech 2-3h. Pocet kopii DNA se v kazdém cyklu idealn¢ zdvojnasobi a vzrista
tak geometrickou fadou. Jedna molekula DNA se zmnozi az 2% x — tedy cca

milionkrat (Hruban et Majzlik, 2002).

4.2.4.1 Kvantitativni polymerazova retézova reakce vrealném case (RT-
gPCR)

Na zékladé¢ metody PCR vzniklo jeji rozSifeni — kvantitativni PCR. Jejim
zakladem je odecist v kazdém cyklu mnozZstvi DNA a ur€it tak kvantitu molekul
DNA. Toto je uzite¢né zejména pro zkoumani miry genové exprese (Zvarova et al.,
2012). Substratem potom neni klasicka genomova DNA ale tzv. cDNA.
Komplementarni DNA, tedy cDNA, se ziskava izolaci celkové bunééné RNA a
celkovym prepsanim této RNA do DNA pomoci reverzni transkriptazy (Walker et
al., 2008). Kvantifikace amplifikovaného produktu se provadi ve stejné reakéni smési
jako klasicka PCR za pouziti fluorescenénich sond (TagMan sondy) nebo
fluorescenénich barviv (SybrGreen), které se vazi na pritomnou DNA. Fluorescence
je vyzafovana substratem az po jeho navdzani na DNA. Hladina fluorescence odrazi
mnozstvi ptitomné DNA, tedy i vychoziho templatu. RT-qPCR typicky probiha v 96-
ti jamkovych destickach, uroven fluorescence je zaznamenavand v jednotlivych
jamkach. Teplotni faze qPRC probihaji stejné jako v piipadé klasické PCR. Reakce
se obecné provadéji po dobu 40ti cykla (Walker et al., 2008).
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4.2.4.1.1 Amplifikaéni kiivka
Pribéh RT-qPCR lze podle miry ptirtstku fluorescence mezi cykly rozdélit

do Ctyft fazi.

1. Mnozstvi DNA i fluorescence je nizké, nepiesahuje tiroven pozadi.

2. Exponencidlni faze - Prab¢h reakce je v této fazi exponencidlni. Syntéza DNA je
na takové urovni, ze intenzita fluorescence jiz presahuje urovein pozadi a mize byt
zachycena. V idedlnim ptipad& narGist mnozstvi DNA je 2", kde n je potadi cyklu.
Intenzita fluorescence a mnozstvi DNA odrazi mnozstvi templatové DNA dodané do
reakce. PCR reakce se zaméfuje na exponencialni fazi, protoze poskytuje
nejpresnéjsi a nahromadéna data pro kvantifikaci.

3. Linearni faze - Reagencie zacinaji dochazet a PCR reakce se zpomaluje. Mnozstvi
naristu DNA je 2n+1, kde n je potadi cyklu.

4. Plateau faze - V této fazi je pfitomno velké mnozstvi DNA, ov§em reagencie jsou

vyCerpané¢ a PCR reakce se zastavuje (Zvarova et al., 2012; Thermo Fisher

handbook, 2016).
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Obr. ¢. 7: RT-qPCR faze amplifikace; <http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/ab/applications-
technologies/real-time-pcr/real-time-polymerase-chain-reaction/index.html> [cit. 8.4.2018]
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4.2.4.1.2 Prahova hodnota (Threshold line) a Ct hodnota (Cycle Threshold)

Pro kvantifikaci se odecitd cyklus, ve kterém je piekroc¢ena prahova hodnota
fluorescence — Ct. Pro prahovou hodnotu plati, Ze se vzdy nachazi nad trovni
fluorescence pozadi v exponencialni fazi, odrazi statisticky vyznamny nartst
amplifikace. Plati zde, Ze ¢im je Ct hodnota niz$i, tim vice bylo do reakce dodano
templatové DNA, a naopak. Ct hodnota ur¢i hodnotu na ose x, tedy hodnotu cyklu,
ve kterém se protina prahova hodnota a fluorescen¢ni kiivka (Zvarova et al., 2012;

Thermo Fisher handbook, 2016).
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Obr. ¢. 8: RT-gPCR - Threshold line, Cycle Threshold;
<http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/ab/applications-technologies/real-time-pcr/real-time-
polymerase-chain-reaction/index.html> [cit. 8.4.2018]

4.2.4.1.3 KFrivka tani (Melting curve)

Pro kvantifikaci pomoci SybrGreen je dilezita tzv. kiivka tani. Vznik
nespecifickych produktl je mozné kontrolovat v pribéhu reakce pravé pomoci
kiivky tani. Kfivka tani vykresli zménu intenzity fluorescence pfi raznych teplotach,
kterym je vystaven vysledny produkt po skonceni samotné PCR procedury. Vyuziva
toho, Ze rizné produkty PCR maji riznou teplotu tani, nespecifické produkty maji
obvykle teplotu tani nizsi nez specifické. Pokud je v grafu jen jeden vrchol, reakci je
mozné povazovat za specifickou. Nespecifické amplifikace se zobrazi v grafu jako

dalsi vrcholy. (Thermo Fisher handbook, 2016).
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Obr. ¢. 9: RT-gPCR - kiivka tani; <http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/ab/applications-
technologies/real-time-pcr/real-time-polymerase-chain-reaction/index.html> [cit. 8.4.2018]
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Obr. ¢. 10: RT-gPCR - ktivka tani; <http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/ab/applications-
technologies/real-time-pcr/real-time-polymerase-chain-reaction/index.html> [cit. 8.4.2018]

4.2.4.1.4 SybrGreen

Jako fluorescencni slozka pro nespecifickou detekci (bez jakékoliv specificity
k sekvenci) je pouzivano fluorescenéni barvivo SybrGreen. SybrGreen je latka, ktera

se vaze na dvoufetézcovou DNA a po navazani ziskadva fluorescen¢ni vlastnosti.
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Excitovana je modrou slozkou viditelného svétla (maximum pii 497 nm), emituje
potom svétlo zelené barvy (maximum pii 520 nm). Pokud je dvoufetézcova DNA
denaturovana na jednofetézcovou, dochazi také k uvolnéni Sybergreenu z DNA a
nedochazi k fluorescenci. Se vzristajicim mnozstvim DNA se zvySuje i intenzita

fluorescence. Diky tomu je mozné vycist dynamiku i mnozstvi DNA (Thermo Fisher
handbook, 2016).

Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvouretézcovou
DNA, tak vydavaiji fluorescenci

DENATURACE DNA
Uvolfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA:

fluorescence klesa

reverse
NASEDANI PRIMERU primer

Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici

dvouretézcové molekuly DNA: fluorescence se zvySuje
forward

primer

SYNTEZA DNA

Mira fluorescence je dvounasobna oproti pivodnimu templatu

Obr. &. 11: SyberGreen; <http://labguide.cz/sybergreen/> [cit. 8.4.2018]

4.2.4.1.5 TagMan sondy

Tyto sondy jsou fluorescencni slozkou pro specifickou detekci. Obsahuji
fluorescenéni slozku a tzv. zhasec, ktery brani fluorescenci, dokud je s fluorescencni
slozkou ve vazbé. TaqMan sondy vyuZzivaji 5’ exonukledzové aktivity Taq
polymerazy pii syntéze DNA. Béhem PCR se sonda vaze mezi forward a reverse
primery. Taq polymeraza, ktera b&hem extenze podle templatového fetézce
syntetizuje DNA, narazi na pfisedlou TagMan sondu a svou exonukle4dzou aktivitou
ji rozlozi. Tim se separuje molekula fluorochromu od zhaSe¢e a dochazi k
fluorescenci. V pribéhu PCR, pii opakovéani jednotlivych cykld, dochdzi k

postupnému zvySovani fluorecenéniho signalu (Thermo Fisher handbook, 2016).
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Obr. ¢. 12: TagMan sondy; <http://labguide.cz/tagman-sondy/> [cit. 8.4.2018]

4.2.4.1.6 Referencni gen

geny, jejichz pocet kopii v testované DNA by mély byt stejné u vSech testovanych

vzorkd. Jako referen¢ni gen je mozné pouzit naptiklad aktin (Zvarova et al., 2012).

Zvoleni referen¢niho genu slouZi jako vnitini kontrola. Jsou zde vyuZivany

4.2.4.1.7 Faktory ovliviiujici kvalitu RT-qgPCR

pipetovani, Spatné promichani ¢i pfitomnosti kontaminace). Pro zajisténi co nejvétsi
presnosti se vzorky délaji v nékolika opakovanich (nejCastéji triplikatech). Nizka

efektivita reakce muze byt zplsobena Spatné zvolenymi sekvencemi primert

qPCR je pomérn¢ citlivd na rizné chyby pfi ptipravé vzorkd (nepiesné

(Thermo Fisher handbook, 2016).

4.2.4.1.8 Vyhody RT-qPCR

Schopnost sledovat pribch jednotlivych reakei PCR, jak se vyskytuji

V realném cCase.

Schopnost pfesn¢ meétit mnozstvi amplifikované DNA v kazdém cyklu, coz

umozniuje vysoce piesnou kvantifikaci mnozstvi vychoziho materidlu ve

vzorcich.

Amplifikace a detekce se déji v jedné zkumavce, coz eliminuje post-PCR

manipulace.
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4.3 Rod Smrk (Picea)

Jedna se o dfevaisky vyznamny rod borealnich lesti studeného a mirného
klimatu. RozliSujeme 40 druhii smrkti na severni polokouli mezi 23° a 72° s.§8. ve
vyskovém rozmezi 0-4800 m n. mm. V Evropé jsou puvodni pouze 3 druhy (P.
abies, P. omorika, P. obovata) a v Ceské republice pouze jeden (P. abies) (Musil,
2003).

4.3.1 Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.)

Smrk ztepily patii k nejrozsifenéj§im a nejvice hospodarsky vyznamnym
dievinam v Evropé€. Jedna se o pomérné rychle rostouci dievinu s vysokou kvalitou
dfeva (Morgenstern, 1996). Jeho dfevo byva vyuzivano ve stavebnictvi, truhlafstvi a
nastrojafstvi. Difevo vhodnych horskych stromd se pouziva jako tzv. dfevo
rezonan¢ni. Vldknina se pouziva v papirenském pramyslu. Klest se vyuziva
Vv zahradnictvi. V sadovnictvi se pouzivaji kultivary smrku a také mize byt vyuzit

jako podnoZ pfi roubovani (Musil, 2003).

4.3.1.1 Veédecka Kklasifikace

Rige rostliny (Plantae)

Skupina nahosemenné (Gymnospermae)

Oddéleni | jehli¢nany (Pinophyta)

Trida jehli¢naté (Pinopsida)
Rad borovicotvaré(Pinales)
Celed borovicovité(Piancea)
Rod smrk (Picea)

Druh smrk ztepily (Picea abies)

Tab. ¢. 1: Klasifikace smrku ztepilého

4.3.1.2 Rozsiteni

Smrk se v Ceské republice pfirozené vyskytuje v mezofytiku a oreofytiku a
jen vyjimeéné v termofytiku. V mezofytiku se smrk vyskytuje jako piimés ve
stinnych udolich, kotlinach a v luzich. Dominantni miize byt na okrajich raselinist,
Vv podmacenych jedlovych smréindch a na pramenistich. Jednd se o prevladajici

dfevinu kulturnich lest. V oreofytiku se smrk nachéazi s klimaxovych smréinach,
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smrky vystupuji i nad horni hranici lesa a vytvareni horni hranici stromovou (Musil,
2003). Ptirozend se v Ceské republice smrk vyskytuje ve viech vyssich i niz§ich
Krusné hory, Jizerské hory, Krkonose, Orlické hory a Jeseniky. Ve vnitrozemi se
smrk vyskytuje na izemi Ceskomoravské vrchoviny, v Brdech, Slavkovském lese,
Drahanské vrchoving a Oderskych vriich. V Ceské republice smrk nejéast&ji osidluje
mista s nadmotskou vyskou 550-1000 m (Slavik et al., 2016)

Zastoupeni smrku V Ceskych lesich: pfirozené 11,2%, soucasné 50,6%,
doporudené 36,5% (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodatstvi Ceské republiky
vroce 2015). Soucasné zastoupeni je druhotné. Zastoupeni smrku je oproti
pivodnimu asi pétindsobné, na ukor lesti jedlobukovych, bukovych a dubovych,

predevsim diky rychlosti ristu a vlastnostem dieva (Musil, 2003).
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Obr. ¢. 13: Rozsiteni smrku ztepilého v Ceské republice; <http:/quick.florabase.cz/> [cit. 8.4.2018]

Smrk ztepily se nachazi v severni, stiedni a jihovychodni Evropé. Evropsky
aredl vyskytu zle rozdélit do dvou oblasti: Stfedoevropsko-balkdnskd a
Severoevropska. Sttedoevropsko-balkanska oblast je pfevazné ostrivkovitd (netvori
souvisly areal) ve vysokych horach stfedni a jihovychodni Evropy. Vylisuji se zde 4
oblasti: Hercynsko-karpatska oblast, Alpska oblast, Dinarska oblast a Rodopska
oblast. Severska (Skandinavsko-ruskd) oblast smrku ztepilého je souvisla, s nizsi
pramérnou nadmotskou vyskou, ptevazuji zde pahorkatiny a nizinné roviny (Musil

2003, Slavik 2016).
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Obr. &. 14: Rozsifeni smrku ztepilého v Evropég; < http://www.euforgen.org/species/picea-abies//> [cit.
8.4.2018]

4.3.1.3 Morfologie

Dosahuje vysky 50m a staii az 650 let. Koruna je pyramidalni a do vysokého
véku S§picatd (Musil, 2003). Ma pribézny, piimy, Stihly valcovity kmen
s pravidelnym pfeslenitym vétvenim (Koblizek et al.,, 2009). Supinovitd borka
zpocatku svétle hnéda pozdéji Seda, ve spodni Casti u starSich jedincti mize byt
rozpraskand. Obecné¢ se borka povazuje za méné odolnou, proto je nachylna
k poskozeni biotickymi faktory jako je hmyz a zvér (Slavik, 2016). Dievo je mekké,
pevné, pruzné, lehké a snadno opracovatelné (Musil, 2003). Snadno dochazi
K vyvratim, jelikoz kofenovy systém je rozvinut do plochy a neni dostate¢né ukotven
v pud¢ (Koblizek et al., 2009). Pti pidnim povrchu ma smrk silné talifovité
rozlozené koteny, z nichZ vyrustaji tenké kofenové vybeézky rostouci svisle dolii. Na
tvorbu kotfenového systému muize mit vliv obsah kysliku v pid€, obsah zivin v padé
a vodni poméry (Musil, 2003). Plodnost za¢ind u jedinc v zépoji od 60 let, u
solitérné rostoucich jedinct mezi 30-40 lety (Slavik, 2016). Kveteni probiha v dubnu
az v &ervnu. SiStice maji elipsoidni tvar. Samic¢i se nachazeji v horni &asti koruny,
jsou az 6 cm dlouhé vzptimené, ptisedlé, zelené nebo Cervené. Samci maji velikost

2-2,5 cm, stopkaté, zlutavé cervené ve stiedni ¢asti koruny. Pfed dozranim jsou Sisky
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nazelenalé (Cervenofialové). Zralé jsou hnédé¢, vélcovité na podzim 1. roku (Musil,
2003). Rust je zprvu pozvolny, nejrychlejsiho ristu dosahuje kolem 40. roku a
zastavuje se obvykle ve 100 letech (Musil, 2003). Smrk ztepily se vyznacuje Sirokou
vnitrodruhovou variabilitou, je nejpolymorfnéjSim taxonem tvého druhu.
Morfologické variabilita je pozorovatelnd predevsim na tvaru koruny, typu borky,

jehlicich, barvy samicich $istic a zralych Sistic (Slavik, 2016).

Obr. ¢. 15: Tvary korun smrku ztepilého; Samek, 1964

4.3.1.4 Ekologie

Smrk ztepily je dievina polostinna se stfednimi naroky na svétlo. V mladém
véku 1épe toleruje zastin, ale s vékem se méni jeho schopnost tolerovat zastinéni
(Musil, 2003). Diky povrchové kotfenové soustavé je naro¢ny na vzdusnou i pidni
vlhkost, tudiZ je pro néj dostatek vody limitujicim faktorem (Cvrckova et Machova,
2013). Dobie snasi nadbytec¢nou vlhkost i stagnujici vodu (Koblizek et al., 2009).
Smrk neni naro¢ny na pidu a geologické podlozi, ale nese Spatné¢ nedostatecné
provzdusnéni pudy (Smith et Hinckley, 1995). Optimalni praimérna ro¢ni teplota se
udava pies 6°C, srazky ve vegetacéni dobé 490-580 mm (Musil, 2003). Je citlivy na
vysoké teploty (spojené s nedostatkem vody) a zne€isténi ovzdusi (Koblizek et al.,
2009).

V poslednich letech bylo zaznamenano chfadnuti smrkovych porostli na
uzemi Moravy zplisobené predevSim nedostatkem vody v ptidé. Za prvotni faktor
zpusobujici poSkozeni smrkovych porostll je obecné povazovan nedostatek srazek,
zpuisobujici stres suchem. DalSim faktorem je pak neptivodnost smrkovych porostt
na stanovistich v nizsich lesnich vegetaénich stupnich (Holusa et Liska, 2002). Na
vyvoj poskozeni maji vliv pfedevSim bioticti Skodlivi Cinitelé, jako je vaclavka a

kiirovec, kteii vedou k urychleni rozpadu porosti (Sramek et al., 2008).
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4.3.1.5 Ekotypy smrku ztepilého

Jako ekotypy lze oznacit populace lesnich dievin, které vznikly pfirozenym
vybérem a jejich geneticka struktura se adaptovala se na specifické podminky
prostiedi, tyto formy jsou predevsim proménlivé diky nadmotské vySce a zemépisné
Sifce (Morgenstern, 1996). Krom¢ morfologickych odlisnosti, jsou zde jesté dalsi
adaptace jednotlivych ekotypti. Napiiklad k puceni u ekotypti pochazejicich z
vysSich nadmotskych vySek dochéazi diive nez u ekotypli pochézejicich z nizsich
nadmoiskych vysek, pokud jsou stromy vystavené stejnym teplotnim podminkam
(Sogaard et al., 2008). V Ceské republice se vyskytuji tfi pavodni ekotypy (dédi¢né
podminéné geografické variety) smrku ztepilého — chlumni, horsky a vysokohorsky.
OdliSnosti mizeme pozorovat predev§im u tvaru korun a vétvi (Cvrckova et al.,
2011).

Smrk chlumni (acuminata) se nachazi ve 4-5 lesnim vegetacnim stupni.
V mladi je pozorovatelny rychly rist. Kmen je plnodifevny, valcovity. Smrk chlumni
ma Sirokou, eliptickou az vej€itou korunu se Stihlymi, dlouhymi, vétvemi kolmo
nasazenymi na kmen. Mé dlouhé a tidké jehlice a dlouhé SiSky (Palatova et

Longauer, 2014).
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Obr. ¢. 16: Chlumni ekotyp - tvar koruny, typ vétveni; Morgenstern, 1996; Samek, 1964
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Smrk horsky (europaea) se nachazi v 6-7 lesnim vegetacnim stupni
v nadmotské vysce 700-1050 m. Kmen je plnodfevny a valcovity. M4 kratsi a fidsi
korunu. Vétve 2. a 3. fadu jsou svazcité s prechodnymi formami k typu hiebenitému

(Palatova et Longauer, 2014).

Obr. &. 17: Horsky ekotyp - tvar koruny a typ vétveni; Samek, 1964

Smrk vysokohorsky (obovata) se nachazi v 8 lesnim vegetacnim stupni
vV nadmoiské vySce nad 1050m. V mladi je jeho rast pomaly. M4 Stihlou, valcovitou,
hustou korunu se silnymi, kratkymi ostrym thlem nasazenymi vétvemi. Vétve 2. a 3.
fadu jsou deskovité a svazcité. Jehlice ma tuhé, kratké a husté. Je odlolny k vétru,

sn¢hu a namraze (Palatova et Longauer, 2014).

Obr. ¢. 18: Vysokohorsky ekotyp - tvar koruny a typ vétveni; Samek, 1964
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Vyzkum morfologické proménlivosti smrku z hlediska fytogeografického je
zalozen na metod¢ spekter morfologickych znakt. Tuto metodu popsal v roce 1964
Samek, jednd se o zjiSténi rozsSifeni morfologickych typti v autochtonni populaci a
odliSnosti subpopulaci ve vyhranénych ekotypech (Samek, 1964). V soucasné dobé
probiha vyzkum genetické podminénosti ekotypli smrku také na Katedfe genetiky a
fyziologie lesnich dfevin FLD CZU.

V minulém stoleti byly Casto tyto morfologické variace ve svych piirozenych
arealech pozmeénény nekontrolovanou vysadbou nepivodnich typt smrkl
(Morgenstern, 1996), ovsem fenotypové nebo morfologické odlisnosti si jednotlivé
ekotypy udrzuji i po pienosu do jinych podminek, kde tato odliSnost neni vyhodna.
Riizné ekotypy se spolu mizou volné kiizit bez snizeni Zivotaschopnosti potomstva

(Palatova et Longauer, 2014).

4.3.1.6 Genom smrku ztepilého

Soubor vSech molekul DNA daného organismu se nazyva genom. Znalost
genomu jehlicnatych rostlin umoznuje pochopeni evoluce jehli¢nanl,, rozvoj
Slechtitelstvi, porovnavaci analyzy genomové architektury, navrhy genetickych
markert (Nystedt al., 2013). Vyvoj pfirozené populace zavisi na rozmanitosti genomi
jedincti, ktefi ji vytvafeji. Cim jsou populace geneticky rozmanitéjsi, tim se lépe
ptizplisobi zméndm podminek na stanovisti (Paule, 1992). Znalost genetické struktury
je dilezitd zejména u ohrozenych populaci, které byly selektovany ptirodnimi procesy na
specifickych stanovistich (Cvr¢kova et Machova, 2015).

VétSina jehlicnant jsou diploidni rostliny s 24 chromozomy. Genom u
jehlicnanti dosud nebyl detailné popsan a to predevSim diky velikosti genomu u
jehliénant (20 - 30 gigabaze pard), imbredni depresi a efektivni velikosti populace.
Prvnim jehlicnanem se zmapovanym genomem je pravé smrk ztepily. Velikost
genomu smrku ztepilého je odhadovana na 19,6 Gbp. Byly analyzovany kodujici a
nekodujici sekvence genomu smrku a byly porovnavany a odhadovany od genomil
ptibuznych druhti: borovice lesni (P. sylvestris), jedle sibifska (A. sibirica), jalovec

chvojka (J. communis), tis ¢erveny (T.baccata) (Nystedt al., 2013).
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4.4 Dehydriny

Terminem dehydriny je oznacovana §irSi skupina proteinti. V druhé poloviné
20. stoleti byla provedena studie (Galau et al., 1986), ktera odhalila pfitomnost
proteintl, syntetizujicich se v rostlinach pii dehydratacnim stresu a tyto proteiny byly
pojmenovany Late Embryogenesis Abundant protein (LEA) — proteiny pozdni faze
embryogeneze (Galau et al., 1986). LEA proteiny jsou pfitomny v mnoha rostlinach
a ruznych rostlinnych tkanich. LEA proteiny mizeme klasifikovat podle riznych
kritérii, ov§em nejCastéji byvaji roziazeny do 6 nebo 7 skupin (Battaglia et al., 2008).
Jednou z téchto skupin jsou dehydriny, ty jsou oznacovany jako skupina D-11 neboli
skupina 2 (Close, 1997) neboli RAB (responsive to abscisicacid) (Hara, 2010).

Mréaz, sucho a zasoleni pudy (abiotické stresy) na stejném principu vyvolavaji
nedostatek vody v buiice. Odolnost vici t€émto stresim je Casto spojovana praveé
s dehydriny (Close, 1997). Dale mohou mit dehydriny zasadni funkci pfi nastupu

dormance na podzim a pti raseni pupent na jafe (Yakovlev et al., 2008).

441 Vyskyt

Dehydriny se vyskytuji u vysSSich rostlin, nizSich rostlin a sinic, jejich
pfitomnost mlze korelovat s toleranci na nedostatek vody (Close, 1996). Nachazeji
se pfevazné v rostlinnych tkanich vystavenych dehydrataci, jako v semenech pfi
dozravani nebo ve vegetativnich tkanich vystavenych environmentalnim stresim
(Rorat, 2006). Dehydriny mohou byt lokalizovany v riznych c&astech bunky.
Nejpravdépodobnéj§im mistem vyskytu je jadro a cytoplasma. DalS$imi misty
vyskytu jsou mitochondrie, chloroplasty, cytoplasmaticka membrana (Boddington et

Graether, 2014), plastidy, tonoplast a endoplasmatické retikulum (Hara, 2010).

4.4.2 Funkce dehydrinu

Biochemické analyzy a lokalizacni experimenty naznacuji nékolik funkci
dehydrind, avSak ne vSechny dehydriny musi mit v§echny tyto funkce (Boddington et
Graether, 2014). Vyskytuji se velké rozdily ve funkci mezi riznymi dehydrinovymi
geny (Velasco-Conde, 2012).

Dehydriny se mohou vazat na makromolekuly jako naptiklad na fosfolipidy,

nukleové kyseliny a cytoskelety. Vazba na fosfolipidy je moznéa diky K-segmentu
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(amfipaticky alpha-helix), coz dokazali studie interakci téchto proteinti s bunéénymi
membranami. Dehydriny se specificky vazou na kyselé fosfolipidy jako je kyselina
fosfatidova. To naznacuje interakci dehydrint se specifickymi oblastmi bunécnych
membran. Dukaz, Ze dehydriny se vazi na tyto makromolekuly citlivé na stres,
naznacuje, ze je mohou pted abiotickym stresem chranit (Hara, 2010).

Dale dehydriny mohou vézat malé molekuly — vapnik a dvojmocné kovové
ionty (zinek, mangan, nikl, méd’). Vodni stres u rostlin vyvolava vyliti kovovych
iontd zorganel, coz zvySuje intracelularni koncentraci volnych kovi. Bylo
prokazano, ze dehydriny jsou schopné interakce s vapnikem a dvojmocnymi ionty
kovi. Predpoklada se, ze takto ochranuji pfed Skodlivymi ucinky volnych kovl na
rostlinné buriky (Svensson et al., 2000).

Dalsi funkci je ochrana pied denaturaci enzymi. Denaturace je fyzikalni jev,
kdy proteiny ztraci spravnou sekundarni strukturu vlivem nepfiznivych podminek a
Vv rostlinnych bunkéach se miize odehravat pii vystaveni stresu. Denaturace muze
nastat naptiklad pfi nizkych teplotach, tehdy mohou mit dehydriny kryoprotektivni
ucinek. Tato funkce je pravdépodobné zasadni, protoze nizka teplota je hlavni stres,
ktery podporuje expresi dehydrinovych gend. Dale také mohou vazat vodu, ¢imz

mohou zabranovat disledkiim dehydratace (Hara, 2010).

4.4.3 Struktura

Dehydriny jsou proteiny, u kterych se v primarni struktufe (tj. v fetézci
aminokyselin) mize objevit jeden ze tii motivi K-, Y- nebo S-segment, tvoteny
specifickou sekvenci aminokyselin. V kazdém typu dehydrinu musi byt alespon
jeden K-segment (bohaty na lysin). Ten to K-segment ma sekvenci patnacti
aminokyselin EKKGIMDKIKEKLPG, ta ovS§em nemusi byt naprosto identicka u
vSech dehydrind. K-segment tvofi amfipaticky (obsahujici cast hydrofilni a
hydrofobni) alpha-helix, (jeden ze zakladnich motivii sekundarni struktury proteint,
ktery je schopen interakci interakce s membranami (Boddington et Graether, 2014).
K-segment je obvykle pfitomen v blizkosti C-konce (Rorat, 2006). Dalsimi
konzervovanymi oblastmi jsou Y-segment (T/VDEEGNP), oblast bohata na tyroxin,
obvykle blizko N-konce molekuly a S-segment, sekvence tvofena fetézcem 4 az 10
serintl (Close, 1996). Diky zkratce “YSK*, kterd je zaloZena na téchto sekvencich lze
dehydriny klasifikovat (Battaglia et al., 2008). Pocet a potradi segmentii Y, S,
K definuje rizné podskupiny dehydrini: YnSKn, YnKn, SKn, Kn and KnS. Kromé
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téchto segmentl se v molekulach dehydrinti vyskytuji méné konzervované sekvence
tzv. ®-segmenty, obvykle bohaté na polarni aminokyseliny (Rorat, 2006).

Dehydriny v roztoku jsou neuspotfadané, coz znamena, Ze nemaji dobie
definovatelnou sekundarni nebo tercidlni strukturu. I pfes jejich neusporadanost
dehydriny v pfitomnosti ligandd, jako jsou bunéfné membrany, zaujimaji

usporadanou strukturu (Boddington et Graether, 2014).

4.4.4 Genova exprese dehydrinu

Abioticky stres jako je sucho, zima, zvySend salinita nebo zrani semen
zpuisobuji zvysenou regulaci mRNA pro dehydriny a tim zvysi intenzitu syntézy
dehydrinovych proteini. VSechny tyto abiotické vlivy vedou k redukci mnozZstvi
vody dostupné pro buiky a tim padem zapii¢inuji dehydrataci (Boddington et
Graether, 2014). Produkce riznych typi dehydrint v rostliné mize byt aktivovana
riznymi abiotickymi stresy (Nylander et al., 2001). Bylo dokézéano, ze u geneticky
modifikovanych rostlin, s implementovanym genem pro dehydriny, muze byt
zvySena toleranci vici suchu a zimé (Yang et al., 2014).

Genova exprese dehydrint je ve vétSiné piipadl reakci na fytohormon ABA,
o jehoz koncentraci in vivo Vroslinnych bunikach je znamo, ze se zvySuje za
dehydratacnich podminek. Predpokladd se, ze ABA funguje jako sekundarni
stimulator, ktery pfeddva bufice informaci o dehydrataci a zahajuje ochranné procesy
metabolismu buiilky a uvadi do chodu opravné mechanismy. ABA ovSem neni
primarnim stimuldtorem téchto procesii, coz naznacuje, ze existuji dalsi prekryvajici
se kontrolni programy (Campbell et Close, 1997).

Piestoze jsou zndmy dikazy o dileZitosti dehydrind pfi odpovédi na
abioticky stres, mechanismus jejich protektivniho ti¢inku zatim nebyl zcela objasnén.
Ptesnd role dehydrinti neni zcela znama, ale byla zjisténa souvislost s jejich syntézou

Vv reakci na stresové abiotické faktory (Boddington et Graether, 2014).
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445 Exprese dehydrint v obdobi raseni pupenti u smrku ztepilého

U stromd, které jsou po cely svij pomérn¢ dlouhy zivot vazané na jediné
stanovisté, se vyvinuly strategie ke zvladnuti sezonnich abiotickych zmén v zivotnim
prostiedi. Zména pfiznivych 1 nepfiznivych teplotnich a svételnych podminek
nepiiznivych podminek. Raseni pupentil je jasné patrny proces naznacujici konec
nepfiznivych podminek v pribéhu zimy a zacatek ristu. Na fyziologické tirovni je
raSeni posledni fazi komplexnich procesi souvisejicich s koncem docasné
nepiiznivych podminek (Rehfeldt, 1999). Smrk ztepily vykazuje shodné geografické
vzory odchylek v dobé zacatku raseni pupent. To souvisi se zemépisnym a
vyskovym ptivodem semen, coz podle Sogaarda et al. (2008) naznacuje pfizptisobeni
populaci mistnim klimatickym podminkam. Spravné nacasované raSeni je jednim
z nejdilezitéjsich procest, které ovliviiuji imrtnost, rist a kvalitu smrku na mistech,
kde se Casto vyskytuje pozdni jaro nebo Casné mrazy na podzim (Yakovlev et al.,
2008).

Na jafe stromy reaguji na nékolik stresii: teplota, intenzita svétla (délka dne),
nedostatek vody. Casné rasici smrky obsahuji vyrazné vétsi podet jedinci s vadami,
zranénimi, sniZzenym rustem ve srovnani se smrky s pozd¢j$im rasenim. Metabolismy
V pupenech a vétvich totiz zacinaji, kdyz teplota v okoli stoupa nad bod mrazu, i
kdyz jsou kotfeny stdle neaktivni a nejsou schopné dodavat vodu a Ziviny. RaSeni a
prodluzovani letorostli jsou procesy narocné na dostatek vody. Proto by geny
souvisejici s vodnim stresem mohly hrat regula¢ni roli v procesech nacasovani
raSeni. Dehydriny pravdépodobné maji diileZitou roli pfi zajiStovani ochrany béhem
zimni dormance a raeni (Yakovlev et al., 2008; Rehfeldt, 1999).

Rozdil mezi casn€¢ a pozdné raSicimi ekotypy smrkli je v nacasovani
molekularnich procesti vedoucich k raSeni z divodu odliSnosti v jejich odpovédi na
zvyseni teploty na jafe. U pozdné raSicich ekotypii smrkii je vyznamné vyssi exprese
dehydrint nez u brzy na jate fasicich ekotypli. Ve shodnych teplotnich podminkach a
dostate¢n¢ dlouhych dnech se populace smrkii pochéazejici ze severnich oblasti rasi
drive, nez populace pochazejici z jiznich zemépisnych Sifek, na coz poukazuje ve
svém ¢lanku Yakovlev et al. (2008).

Analyzu genové exprese pomoci metody qRT-PCR provadél Yakovlev et al.
(2008) pro osm ruznych gend pro dehydriny u smrku ztepilého v obdobi 10 tydnd

pted az 1 tyden po procesu raseni pupent (vzorky pochazely z jehlic).
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Typ K,,:

PaDhnl (K,) - Vykazuje klesajici trend v obdobi 10 tydnt pfed az 1 tyden po
procesu raseni pupenti. NejvySsi uroven transkripce v dubnu (10 az 7 tyden pied
raSenim), s minimem po procesu raseni. Tento trend potvrzuje u PaDhnl i Yakovlev
etal., 2006.

PaDhn6 (K3) - Vykazuje klesajici trend v obdobi 10 tydnt pfed az 1 tyden po
procesu raseni pupent. NejvySsi uroven transkripce v dubnu (10 az 7 tyden pied
rasenim), s minimem po procesu raseni.

PaDhn7 (K,) - PaDhn7 vykazuje podobny Kklesajici trend, ale s vyrazné nizsi

v

Typ SK,,:

PaDhn2 (SK) - Vykazoval klesajici trend s nevyssi urovni transkripce v dubnu (10 az
PaDhn3 ( SK,) - Vykazoval klesajici trend s nevyssi Grovni transkripce v dubnu (10
az 7 tyden pted rasSenim) a nasledné nizsi Groven transkripce po procesu rasen.
PaDhn4 ( SK;) - PaDhn4.2 a PaDhn4.6 mély klesajici trendy, ale vyrazné se lisili ve
své amplitudé. Uroveni transkripce PaDhn4.6 klesla az 64 nasobné (s ve&tsi
amplitudou) ve srovnani s PaDhn4.2, kde klesla Groven transkripce pouze 5 nasobné.

PaDhn5 ( SK,) - Vykazoval klesajici trend s nevys$si Grovni transkriptu v dubnu (10

Cv v

Typ K,,Sy,:
PaCAP1 (PaCAPl.l1 K,SK, & PACAPl.2 K;SKSK,) - Exprese PaCAPl
(Coldacclimation protein) se vyznamé lisi od ostatnich dehydrinti. M4 dvé délkové
varianty reprezentované soucasné ve stejném vyvojovém obdobi, které se 1isi o 22
aminokyselin. Uroveti transkripce byla v obdobi pted, b&hem a po procesu raseni
stabilni, s mirn& rostoucim trendem v obdobi raseni. Urove transkripce PACAP1 pro
Casné rasSici ekotypy je vzdy vyssi nez pro pozdné rasici ekotypy.

Ve stejném vyvojovém stadiu byla troven transkripce vybranych dehydrini u

casn¢ a pozdné rasicich ekotypil velmi podobna.
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4.4.6 Exprese dehydrini v obdobi nastupu dormance u smrku ztepilého
Dormance je adaptace rostlin k podminkdm neptiznivého obdobi
klimatického cyklu. Jednd se o obdobi odpocinku spojené s do¢asnym potlacenim
rustu. Tato adaptace ma vyznam pro navozeni zimniho klidu spojeného se zvySenou
odolnosti k mrazu a dehydrataci (Asante, 2009). Na podzim je u stromt dulezité
spravné nacCasovani zastaveni rustu k pfekondni neptiznivych podminek v zimé.
Schopnost stromti piezit teploty pod bodem mrazu zavisi na mechanismech, které
vedou ke vstupu do dormance. Regulace rustu stromu je fizena geneticky v reakci na
podminky zivotniho prostiedi. Stromy tak mohou uzpisobovat jejich rist a vyvoj a

mohou se synchronizovat s ménicim se sezonnim obdobim (Asante et al., 2011).

Typ K,:
PaDhnl1(K,) a PaDhn6(K3) - Genovou expresi zpusobuje fotoperioda a teplota, se

zkracujici se délkou dne a klesajici teplotou rostla Groven genové exprese

Jednim ze spoustécu exprese dehydrinovych gend tak muze byt délka dne.
ZvySena uroven transkripce dehydrini také souvisi stim, ze sedny kratsi

fotoperiodou na podzim ptichézi i nizké teploty. (Asante et al., 2011).

4.4.7 Exprese dehydrina pfi vystaveni suchu u smrku ztepilého

Jehlicnaté lesy na celém svété zazivaji Skody, zejména v disledku sucha.
V Evropé se predpoklada zvyseni frekvence letniho sucha, coZ mize mit dopad na
vitalitu stroml (Allen et al., 2013), coz zdlraziuje potfebu poznatki o tom, jak
stromy reaguji na sucho. Smrk ztepily je citlivy na nedostatek vody (Cvrckova et
Machova, 2013) a vodni stres by prokazan jako limitujici faktor rstu u této dieviny
(Solberg, 2004). Sucho je zpusobeno nekolika soucasné se vyskytujicimi faktory,
jako jsou omezené srazky a vysoké teploty, které vedou ke snizeni mnozstvi vody v
pudé i ve vzduchu (Eldhuset, 2013). Sucho navozuje fadu kratko- i dlouhodobych
reakci v rostlinach, v¢etné uzavirani priduchi a omezeni rastu letorostti, odumirani
kotentl, sniZzeni mnoZstvi biomasy jemnych kofenil a sniZeni Zivotnosti kofent. Pod
vlivem sucha dochdzi k morfologickym adaptacim ve vodivych pletivech, jako jsou
zmény v piicném prifezu cév nebo jejich zploStovani. Tyto zmeny jsou vyznamnou
dlouhodobou adaptaci vodivych pletiv na sucho, které méni hydraulickou strukturu

tak, aby se minimalizoval jejich mozny hydraulicky kolaps. Vedle morfologickych
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zmén jsou do odezvy rostliny na sucho zapojeny i n€které proteiny, jako naptiklad
dehydriny (Chaves et al., 2003).

Eldhuset (2013) proveld Analyzu genové exprese pomoci metody qRT-PCR
pro kazdy z téchto deviti genti pro dehydriny u smrku ztepilého v obdobi 11 tydnii

vystaveni nedostatku vody (vzorky pochézely z jehlic a kiry).

Typ K,,:
PaDhnl (K,) - Vysoka hladina transkripce v jehlicich i v kife.
PaDhn6 (K3) - Velmi vysoka hladina transkripce v jehlicich i v kuife.

PaDhn7 (K,) - Nebyla zjisténa zvySena hladina transkripce ani v jehlicich ani v kufe.

Typ SK,,:

PaDhn2 (SK) - Mirn¢ zvySena hladina transkripce v jehlicich.

PaDhn3 ( SK;) - Mirn¢ zvysena hladina transkripce v jehlicich.

PaDhn4 ( SK;) - Dhn4.1 a Dhn4.5 nebyla zjisténa zvySena hladina transkripce ani
Vv jehlicich ani v kife.

PaDhn5 ( SK,) - Mirné€ zvySena hladina transkripce v jehlicich.

Typ K5y
PaCAP1.1 (K,SK,) - Zvysena uroven transkripce v jehlicich i v klife az pti velkém
suchu.

PaCAP1.2 ( K3SKSK,) - ZvySena uroven transkripce v jehlicich az pii velkém suchu.

Transkripce u vétSiny dehydrind se zvySila v reakci na sucho, nékteré
dehydriny ale nereaguji na meénici se podminky, tyto dehydriny pravdépodobné
nesouvisi s reakcemi na sucho, ale s jinymi procesy v rostliné. Vyznamné zmény
hladin transkripce zalezi na typu tkané a genové funkci. U PaCAP1 a PaCAP2 byla
hladina vyznamné zvySena v jehlicich pouze pii velkém suchu, mohou souviset
s odolnosti proti suchu v pozd¢jsi fazi, kdy jsou ztraty vody vyssi. Celkové vetsi
transkripéni zmény v jehlicich neZ v kite mohou naznacovat, Ze jehlice potiebu;i
aktivné reagovat na nedostatek vody a maji tedy vétsi repertodr gent k jejich ochrané
(Eldhuset, 2013).
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4.4.8 Akumulace dehydrini u smrku p¥i extrémné nizkych teplotach

Tolerance extrémné nizkych teplot, u jehlicnatych stromti boredlniho pasma,
které jsou schopné piezit dlouhé obdobi teploty -40°C, je relativné malo
prozkoumana. Pochopeni mechanismi vedoucich k toleranci extrémné nizkych teplot
by mohlo vést k pokroku v péstovani zeméd¢€lskych plodin a v lesnim hospodafstvi.
Aklimatizace borealnich a temperatnich lest (v jehlicich, pupenech a kuie) je
iniciovana zkracujici se délkou dne a ochlazenim (Welling et al., 2004; Asante et al.,
2011), doprovazena Cetnymi zménami V genové expresi (zasazeny jsou geny i celé
drahy pro tvorbu proteint, sacharidd, lipida).

Smrk sibifsky (Picea obovata) je druh, ktery toleruje extrémné nizké teploty a
je blizce ptibuzny se severni populaci smrku ztepilého. U smrku sibifského byla
provedena analyza genové exprese pomoci metody gRT-PCR s pouzitim primerd pro
dehydriny smrku ztepilého (vzorky pochézely z jehlic). Urovei transkripce se béhem

cv v

teplota a béhem deaklimatizace na jafe se vzrlstajici teplotou uroven transkripce
klesala. Tento prubéh byl nejvyrazngjsi u Dhnl, Dhn2, Dhn3, Dhn6, CAPl.1 a
CAP1.2. O néco méné vyrazny, piesto se stejnym trendem, byl Dhn4 a DHNS. Dhn7
vykazoval reverzni vzorek oproti ostatnim, hladina transkripce klesala s klesajici
teplotou, v obdobi aklimatizace a deaklimatizace hladina transkripce rostla. Zvysena
hladina transkripce béhem obdobi s nizkymi teplotami ukazuje, ze dehydriny maji
specialni roli v preziti extrémé nizkych teplot (Kjellsen, 2013).

U smrku sibifského byla také provedena analyza pomoci metody Relative
electrolyte leakage (REL). Jehlice smrku byly sbirdny kazdé dva az ctyfi tydny od
srpna do dubna. Kazdy vzorek byl postupné vystavovan teplotam -10 aZ -65°C. Bylo
zjiSténo, Ze mira poSkozeni bunck a tkani byla vEétsi na podzim a na jatfe nez v zimé.
V zim¢ byly jehlice vice rezistentni vi¢i nizkym teplotdm (vice ,,pfipravené* na
nizkeé teploty), coz naznacuje souvislost mezi teplotou, expresi dehydrinil a odolnosti

tkani smrku (Kjellsen, 2013).
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5 METODIKA A VYSLEDKY

5.1 lzolace RNA
5.1.1 Lyze bunék a tkani

Jehlice z letorostt rozkrajime a vlozime do 2 ml mikorozkumavek (safe-lock;
Eppendorf). Tyto zkumavky jsou pouzity s ohledem na jejich kvalitni vicko,
tlustosténnost a odolnost. Do zkumavky spole¢né s materidlem vlozime 2-3 kovové
drtici kulicky. Zkumavky se vzorky a kulickami se zamrazi pomoci tekutého dusiku
(-196 °C) a vlozi do oscila¢niho mlynu (bylo zjisténo, Ze idealni doba drceni je 6
minut, frekvence 30 kmiti za vtefinu). Po vyjmuti zoscilaéniho mlynu
zkontrolujeme kvalitu nadrceni vzorku, v pfipadé neuplného nadrceni vzorku
vlozime znovu do oscilaéniho mlynu pro Uplnou homogenizaci vzorku bez

viditelnych kusi jehlic.

5.1.2 Izolace RNA pomoci kitu

Pro izolaci RNA byla pouzita laboratorni souprava MasterPure™ Plant RNA
Purification Kit (Epicentre).

Nejdiive je nutné promichat vSechny roztoky, aby byla zajiSténa jejich
homogenizace ptfed pouzitim. Do kazdého vzorku se rychle ptida 600 pl roztoku pro
rozpusténi rostlinné tkané a bunck, 6 pul 100 mM DTT a 1 pl poteinazy K.
Vortexujeme 1 minutu, potom vlozime do termomixeru na 15 minut, 56°C, 600 rpm.
Nasleduje centrifugace 5 minut, 21°C, 10 000 g (mechanické necistoty se srazi na
dno a dale pracujeme jen s roztokem). Roztok prelijeme do nové série zkumavek a
vloZime na 3 minuty na led. Do kazdé zkumavky pfiddme 250 pl MPC ¢inidla pro
srazeni proteinli a vortexujeme 15 vtefin. Centrifugujeme 10 minut, 4°C, 10 000g.
Supernatant (roztok) prelijeme do nové série zkumavek, piidame 500 pl
isopropanolu a 30-40x obratime (vysrazime nukleové kyseliny). Centrifugujeme 10
minut, 4°C, 10000 g. Pro kazdy vzorek piipravime roztok 200 pl nasledujicim
zpusobem: 173 pl vody + 10X DNazového pufru + 5 ul DNazy | + 2 ul RiboGuard
RNazového inhibitoru. Roztok vylijeme, zbytek vypipetujeme, zlistane ndm srazena
nukleova kyselina a tu nafedime 200 ul roztoku z ptedeslého kroku. VVortexujeme -
srazenina se rozpusti. Vlozime do termomixeru 20 minut, 37°C. P¥idame 200 pl 2X a

T roztoku a vortexujeme 5 vtefin. Pfiddme 200 pul MPC c¢inidla pro srdZeni proteint,
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vortexujeme 10 vtefin a polozime zkumavky na 3-5 minut na led. Nésleduje
centrifugace 10 minut, 4°C, 100009 a pieliti roztoku s RNA do nové série
zkumavek. Piidame 500 pl isopropanolu do kazdé zkumavky a 30-40x otoCime.
Centrifugujeme 10 minut, 4°C, 10000g. Opatrné vylijeme roztok a dvakrat
proplachneme ethanolem (na srazeninu nalijeme 70% ethanol a centrifugujeme 30
vtefin, 4°C, 10 000g — ethanol vylijeme a zbytek vypipetujeme). Do kazdé zkumavky
ptidame 40 pl vody bez RNaz a 1 pl RiboGuard RNazového inhibitoru.

5.1.3 Méieni koncentrace RNA

Koncentrace a Cistota nukleovych kyselin se zjistuje spektrofotometricky.
Roztok nukleovych kyselin se spektrofotometricky vyhodnocuje pti vinové délce 260
nm a 280 nm. Absorbance pii 260 nm odrazi koncentraci nukleové kyseliny,
absorbance pii 280 nm odrazi jeji Cistotu.

Vyizolovand koncentrace je meéfena spektrometrem (NanoDrop). Pied
pouzitim pfistroje je nutné vzorek zvortexovat, aby bylo dosazeno homogenity
vzorku. Nejprve se spektrofotometr vynuluje oproti slepému vzorku (,,blank®),
kterym je obvykle voda nebo pufr pouzity pro fedéni roztoku. Pro méfeni
koncentrace RNA postacuje 1 ul vzorku u vodnych vzorka (1,5 — 2 ul pokud neni
jista ptfesnost pipety nebo charakter vzorku). Zméfime absorbanci roztoku DNA ¢i
RNA pii 260 nm a nasledné pii 280nm. Vypocteme pomér A260/A280, Cistd RNA
obvykle vykazuje hodnotu tohoto poméru 2 (pokud je pomér < 2 roztok je znecistén;
Zvarova et al., 2012).

A260 — 1.0 ~ 40 ng/ml; A260/A280 ~ 2.0

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260230 Sample Type
5 NanoDrop2000 |26. 7. 2016 14:57 |534,7 ng/ul 13,367 6,580 2,03 2,08 RNA
4 NanoDrop2000 |26. 7. 2016 14:57 4281 ng/ul 10,703 5,243 2,04 208 RNA
3 NanoDrop2000 |26. 7. 2016 14:66 |271,2 ng/yl 6,778 3,323 2,04 202 RNA
2 NanoDrop2000 |26. 7. 2016 14:656 |677,8 ng/ul 16,944 8,454 1,99 221 RNA
1 NanoDrop2000 |26. 7. 2016 14:564 1625 ng/ul 4,063 2,106 1,93 1,94 RNA
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Obr. €. 19: Zaznam 5 vzorku a jejich vytéZnosti testovanych v laboratofi
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5.2 Reverzni transkripce

Protoze do PCR metody mohou vstupovat pouze molekuly DNA, je nutné
informaci ulozenou v RNA piepsat do formatu molekuly DNA. Toho se dosahuje
pomoci enzymu reverzni transkriptdzy. Vznikne jednotetézcova, takzvana
komplementarni (complementary) DNA - zkracené cDNA, ta pak muze slouzit pro
vyhodnoceni miry genové exprese v okamziku, kdy byla z buiiky ziskdna. cDNA je
oproti RNA relativné velmi stabilni, mtize byt uchovavana delsi dobu v mrazaku a
neni nutné dodrzovat tak piisna pravidla jako pii praci s RNA. Pro uspésnou syntézu
je potieba, aby byla RNA kvalitni a neposkozena (Zvarova et al., 2012).

Pro reverzni transkripci byla pouzita laboratorni souprava High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific).
Ptiprava Master Mixu:

Komponenty soupravy se nechaji roztat v chladu (nejlépe polozené na ledu).
Je tfeba vypocitat objem komponent potiebnych pro ptipravu pozadovaného poctu

reakci (zahrnujici nadmérny objem, jelikoZz dochazi ke ztratam béhem pienosu

¢inidla).

Komponenty MnoZstvi (uL)
pufr 2.0

dNTP mix 0.8

nahodné primery 2.0

reverzni transkriptaza 1.0

RNase inhibitor 1.0

voda (bez nukleazy) 3.2

celkem v reakci 10.0

Tab. ¢. 2: Komponenty Master Mix; Thermo Fisher

Ptipraveny Master Mix jemné promichdme a uloZime na led.
Ptiprava reverzné transkripcni reakce:

Ptipravime zkumavky, do kazdé se napipetuje 10 pL. Master Mixu, pfidame
10 uL RNA o koncentraci 1000 ng/uL a uzavieme zkumavky. Kratce centrifugujeme
a sto¢ime, abychom eliminovali vzduchové bubliny. Vlozime do thermo-cycleru (nez

vlozime do thermo-cycleru, uchovavame na ledu).
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Program v thermo-cycleru:

Nastaveni | Teplota (°C) | Cas (min)
krok 1 25 10
krok 2 37 120
krok 3 85 5
krok 4 4 o0

Tab. &. 3: Program thermo cycleru; Thermo Fisher

53 RT-gPCR

Pipetovaci schéma:

7 8
I

9 ‘10 11 12

&
£
-

I & m m o O @

Obr. ¢. 20: 96-jamkova desticka, pfiklad rozvrZzeni pipetovani: fadek A-H vzorky cDNA, sloupec 1-12
triplikaty primera pro aktin, Dhnl, Dhn2, Dhn3

Ptiprava vzorkl pro amplifikaci DNA s vyuzitim gPCR 2x SYBR Master
Mixu (Top-Bio).
V tenkosténnych PCR mikrozkumavkach smichat:

Reagencie Objem (nL)

gPCR 2x SYBR Master mix |12,5

5" primer 1

3 'primer 1

templatova DNA 1 (az 4pL)

PCR H20 9,5 (az do findlniho objemu 25uL)

Tab. ¢. 4: Reagencie Master mix, Top-Bio
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Reakce je u kazdého vzorku provadéna v triplikatech, tzn.

ptipravujeme v 3x vét§im objemu a pocitame s 5 — 10 % objemu navic jako rezervu.

Dale je tfeba zamichat na vortexu a kratce centrifugovat.

Nasleduje kvantitativni PCR za optimalizovanych podminek:

reakci
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Melt Curve Stage
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Obr. ¢. 21: Teplotni rezim RT-qPCR; Kjellsen et al., 2013
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Obr. €. 22: Optimalizovany teplotni rezim RT-qPCR

Pouzity byl druhy optimalizovany teplotni rezim (obr. ¢. 18). V ramci prvniho

teplotniho rezimu piejatym z Kjellsen et al., 2013 (obr. ¢. 17) se objevovalo mnoho

nezadoucich amplifikaci (pravdépodobné primerovych dimerti). To se nejdiive

ukazalo na kfivce tani - v jamkach byly dva rtizn¢ tajici produkty a na elektroforéze
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se ukazala pritomnost kratkych usekti DNA (spravna amplifikace by méla mit zhruba
100-200 bp, tyto kratké useky méli cca 40 bp). Pfi druhé varianté teplotniho rezimu

se tvorbé téchto useku zamezilo.

Amplification Plot
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Obr. ¢. 23: Amplifikacni kiivky (testovany vzorek dehydrinu 4.5 a referen¢niho genu aktin v

laboratofi)
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6 DISKUZE

Analyza genové exprese mize byt provedena nékolika metodami, napf.
metodou pienosu RNA (Northern blot), RNA sekvenovanim (RNA-seq), ¢ipovou
analyzou (Microarrays) nebo kvantifikaci polymerazové fetézové reakce (PCR).
V dnesni dobé se fada metod neustdle zdokonaluje, nebo se vyvijeji nové. Piispiva
ktomu ve velké mife i vypocetni technika. Ta zajistuje predevSim automatizaci
veskerych procest a jednodussi analyzu dat pomoci slozitych vypocetnich algoritmii.
Rizné metody analyzy genové exprese maji své vyhody i nevyhody. Metoda
Northern blot patfi mezi nejstarS$i a nejbéznéj$i metody vyuzivané v molekularni
biologii, poskytuje ptredevsim kvalitativni informace o analyzované RNA. Ovsem
zamétuje pouze na jeden gen nebo maly pocet gentl, zatim co napfi. u ¢ipové analyzy
je vyhodou, ze mohou byt analyzovany tisice geni najednou. Problémem pii
Northern blottingu je casto degradace vzorku pomoci RNéz, také chemikalie
pouzivané ve vétSin€ Northern blotd mohou byt rizikem pro vyzkumnika, protoze
formaldehyd, radioaktivni material, ethidiumbromid, DEPC a UV svétlo jsou
Skodlivé pii urcitych expozicich. Ve srovnani s PCR ma Northern blotting nizkou
citlivost, ale ma také vysokou specificitu, coz je dileZité pro sniZeni faleSné
pozitivnich vysledkt (Zvarova et al., 2012). Dalsi metodou analyzy genové exprese
je RNA sekvenovani. V poslednich letech byla Sangerova metoda sekvenovani
nahrazena metodami nové generace zejména pro rozsahle automatizované genomové
analyzy. Metody nové generace jsou schopny masivniho paralelniho sekvenovani.
Dokazi soubézné ¢ist miliony sekvenci a mnohonasobné pievySuji schopnosti
Sangerovy sekvenace. Ovsem u metod nové generace lze obecné sledovat nartst
chybovosti prectenych bazi pti zvetSujici se délce sekvenovaného useku. Nejvice
limitujicim faktorem Sangerovy metody je zdlouhavy proces ptipravy kazdého
analyzovaného tseku zvlast. Vyhodou Sangerovy sekvenace vSak zustala délka
spojitého fetézce, ktery je schopna v jedné reakci piecist, az 1000bp (u metod Nové
generace 150-800bp) a nizka chybovost kolem 1,5% (Kwon, 2011). Cipova analyza
umoznuje meéfeni exprese mnoha tisici gend. Vzhledem vyuzivani metod
sekvenovani nové generace se v poslednich letech dostala ¢ipova analyza do pozadi,
ale stale se vyuziva jako levngjsi alternativa téchto technik. Cipové analyzy je tieba

hlavné, pokud je pozadovana rychld analyza velkého poctu vzorki. PCR ma fadu
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vyhod, je to pomérné jednoduchd metoda, kterd rychle produkuje vysledky. Ta to
technika je vysoce citlivd a mize produkovat miliony az miliardy kopii konkrétniho
produktu pro sekvenovani, klonovani a analyzu (Zitka et al., 2010). RT-qPCR sdili
stejné vyhody jako PCR s dalsi vyhodou kvantifikace syntetizovaného produktu.
Proto mé své pouziti k analyze zmén hladin genové exprese. Jednim z hlavnich
omezeni PCR je to, ze predbézné informace o cilové sekvenci jsou nezbytné pro
generovani primert, které umozni jejich selektivni amplifikaci. PCR je pomérné
citlivd na razné chyby pii pfipravé vzorkl (nepfesné pipetovani, Spatné promichani
¢i pritomnosti kontaminace) (Walker et al., 2008). Ze ziskanych informaci je ziejmé,
ze az podle konkrétniho vyzkumu je tieba vhodné zvolit metodu analyzy a
kvantifikace genové exprese.

V praktické casti této bakalaiské prace byla vytvofena optimalizovana
metodika vyzkumu miry genové exprese, ktera by byla vhodna k dal$imu vyzkumu,
navazujici na informace z reSerSni Casti této prace. Z reSerSni Casti vyplyva, ze pii
nizkych teplotach se zvySovala mira genové exprese u dehydrini PaDhnl, PaDhn2,
PaDhn3, PaDhn6, PaCAP1.1, PaCAP1.2 a ptesné opacny trend vykazoval PaDhn7
(Kjellsen, 2013). Na nedostatek vody vyznamné reagovala hladina exprese u PaDhn1
a PaDhn6, mirné pak u PaDhn2, PaDhn3, PadhnS5 a pfi extrémnim suchu se zvySena
hladina genové exprese projevila i u PaCAP1.1 a PaCAP1.2 (Eldhuset, 2013). Na
podzim u nastupu dormance se zvySovala hladina exprese PaDhnl a PaDhn6 (Asante
et al., 2011) a nasledné pokles tirovné exprese na jafe byl zaznamenan u PaDhnl,
PaDhn2, PaDhn5 a PaDhn6 (Yakovlev et al., 2008). V souladu s t€mito zjisténimi by
bylo vhodné v pfipadném dal§im vyzkumu se zaméfit na dehydriny PaDhnl,
PaDhn2, PaDhn3, PaDhn5, PaDhn6, PaDhn7, PaCAP1.1, PaCAP1.2. Mohlo by se
jednat o sledovani miry exprese zminénych dehydrinovych gend béhem roku
Vv pravidelnych intervalech nebo rozklicovani rozdili genové exprese dehydrini u
jednotlivych ekotypii smrku. Jelikoz je téma klimatickych zmén velice aktualni a
zmény podnebi maji viditelny dopad. Nésledna studie by mohla vyznamné ptispét ke
zlepSeni managementu lesniho hospodafstvi smrku, diky predpokladané
vnitrodruhové rozdilnosti v odolnosti smrku ztepilého (vytipovani potencidlné
odoln¢jsich subpopulaci smrku), nebo by mohla vést k debaté o vyznamu stavajicich

legislativnich pravidlech pro nakladani a pfenos sadebniho materialu.
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7 ZAVER

V bakalatskeé praci byla zpracovana podrobna literarni reserse, kde byl popsan
princip exprese genetické informace, zakladni metody analyzy genové exprese
(Northern blot, RNA sekvenovani, Microarrays, PCR) a také kvantifikaéni metoda
genové exprese RT-qPCR. Soucasti reSersni ¢asti je dendrologicka, ekologickd a
geneticka charakteristika smrku ztepilého Picea abies (L.) H. Karst. Charakteristika
zkoumané dreviny, smrku ztepilého, byla popsana na zakladé doposud znamych
poznatkl. Dfevina je velmi dobfe popsana mnoha autory a to zejména diky tomu, ze se
jednd o nejvyznamnégjsi lesnicky vyuzitelnou dievinu ve stfedni Evropé. Dalsi cast
literarni reSerSe je vénovana specifickym proteinim, dehydrinim, u kterych se
predpoklada spojitost jejich exprese s odolnosti smrku vici stresovym faktorim.
Dehydriny jsou popsany jak v obecné roviné (vyskyt, funkce, struktura) tak i ve
spojitosti se zdjmovym organismem smrkem ztepilym (jednalo se pfedev$im o nizké
teploty, nedostatek vody, obdobi nastupu dormance a obdobi raseni pupentl). Tato
prace je kompilaci dosud vzniklych studii dehydrinii u smrku ztepilého. Soucasti
bakalafské prace je zpracovany navrh metodiky analyzy genové exprese vybranych
genll (dehydrin) pomoci RT-qPCR, Byla navrzena, otestovana a optimalizovéna
metodika pro izolaci RNA, reverzni transkripci a RT-qPCR. Timto byla pfipravena
¢ast platformy pro feseni dulezitych vyzkumnych otazek pro tym Katedry genetiky a

fyziologie lesnich dievin, které jsou jiz nyni zkoumany.
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